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A esquistossomose é uma das doencas mp@tantes do mundo em termos
sécio-econdmicos. No mundo sdo em torno de 20(esllde pessoas infectadas, sendo
que boa partes sdo criancas em idade pré-escohniistracdo de medicamentos em
criancas é dificil, principalmente quando ndo hénfdacbes préprias para pediatria e
quando o farmaco apresenta um sabor amargo, cantaso do Praziquantel (PZQ). O
PZQ é o farmaco de escolha no tratamento da esgsishose. Nanoparticulas
poliméricas sdo sistemas promissores para uso eicolos de medicamentos, por
apresentarem estabilidade coloidal, resisténcianigai e serem de facil producéo.
Dessa forma, o objetivo principal do trabalho fotetizar o polimero poli (metacrilato
de metila) com o PZQ encapsulado, pelo processwlimerizacdo em miniemulséo.
As nanoparticulas foram caracterizadas fisico-qeamiente obtendo sempre resultados
satisfatorios que demonstraram a incorporacdo tdwuaf@o e auséncia de interacdo
guimica com o polimero. Os resultadosyitro e in vivo demonstraram que o farmaco
mantém a sua atividade estando incorporado no pminOs estudos de toxicidade
também foram eficazes. O mascaramento do saboetamnb, ndo foi completamente

satisfatoério.
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The schistosomiasids one of the most important diseases in social and
economic terms. There are 200 million infected peapound the world, most of them
very young children. The use of medicines in cleitdis always difficult, when the drug
has a bitter taste and special formulations areanatlable, like praziquantel (PZQ)
which is the first choice for treatment @thistosomiasisPolymer nanoparticles
constitute promising systems for use as vehicledrofis. The main objective of this
work was to synthesize poly(methyl methacrylate)taming PZQ encapsulated in situ
by miniemulsion polimerization. Nanoparticles werlearacterized obtained results
show the succesful incorporation of the drug amdaihsence of chemic interaction with
the polymer. Thén vitro results and the vivo results demonstrate that the drug keeps
its activity after incorporation. Toxicity studishow that the obtained nanoparticles do
not present cytotoxicity or genotoxicity. Howevedgste masking effect was not

completely satisfactory.
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CAPITULO 1

Introducao

A esquistossomose é uma doenca parasitaria e urprohaspais problemas de
saude publica que acomete os paises subdesenwl@edodo o Brasil o pais mais
afetado no continente americano (CHITSU&Gal, 2000; PORDEUS!t al, 2008). O
praziquantel (PZQ) é o farmaco de escolha paratanento da esquistossomose no
mundo. No tratamento desta doenca, a dose de PEQadministrada nos pacientes é
calculada em funcdo do peso, aproximadamente 4Bgngm uma dose Unica que é
capaz de tratar a doenca, mas que nao previne man@®EICH & GOVINDARAJ,
1998; DAYAN, 2003). Doses de 60 mg/Kg também podseer requeridas,
principalmente quando ha chances de reincidénSMAIL et al, 1996; WILLIAM et
al., 2001).

Criancas sao especialmente vulneraveis a esquistose e, quando infectadas
na idade escolar, sdo freqlientemente compromepisiaslogica e intelectualmente
(WHO, 2002). Por ser uma doengca comum em criangasidade pré-escolar, a
administracdo de doses medicamentosas adequadast@ complicada, ja que a
variabilidade corporea entre as criancas é graAdelivisdo de comprimidos em
“partes” homogéneos € dificil, principalmente emales de baixa renda, onde o nivel
de esclarecimento da populacdo é normalmente rhaitm. Os dados até o momento
mostram que a administracao pediatrica é adaptadatiaa da formulacdo adulta. Por
isso pode-se dizer que uma suspensao sem 0s oasactganolépticos adequados e
possivelmente até mesmo a aplicacdo de doses ke (em funcédo da quebra dos
comprimidos) sao utilizadas em pediatria nos deebkae KEISERet al, 2011) Sendo
assim, é de longa data a solicitagdo do Ministdgaiccaude para o desenvolvimento do
produto praziquantel suspensao. O desenvolvimesgte @produto ndo ocorreu até hoje

por diversos motivos e impeditivos técnicos.

Um dos principais fatores que tem impedido o desemiento de novos
produtos é a dificuldade de se conseguir um revestio que se mantenha integro
durante o prazo de validade do medicamento. O P4{nh&armaco extremamente

amargo e como o publico alvo do medicamento sécoriascas, € importante que o
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revestimento mascare o sabor, de modo a obter uasiar radesdo ao tratamento
(WOELFLE et al, 2011).

Além das dificuldades técnicas, também existeta f# interesse das industrias
farmacéuticas privadas neste medicamento, vistoaggeuistossomose € uma doenca
negligenciada (REICH & GOVINDARAJ, 1998; DECIT, 211 Por conseguinte, a
maioria das (se ndo todas) tentativas de soluciongroblema séo oriundas de

universidades, institutos de pesquisa e labora@ivernamentais.

Como os sistemas poliméricos nanoencapsuladose$éalas promissores para 0
transporte de farmacos problematicos, espera-seest@rtrabalho resolver as seguintes
guestdes; que o PZQ nanoencapsulado ndo se diseblkeiculo da suspensédo, que o
polimero consiga mascarar o sabor do farmaco dav@oeca a dissolucdo do mesmo

no veiculo da suspensao.

Além disso, o PZQ é um 6timo farmaco modelo, alé@magresentar um sabor
amargo desagradavel, ele ainda apresenta baixailgtZilde em meio aquoso, portanto
a tecnologia aqui desenvolvida podera ser aplieadana grande gama de farmacos

com aplicabilidades variadas.

A técnica empregada neste trabalho para obtencgiiaateparticulas é a técnica
de polimerizacdo em miniemulséo. Essa técnicaglecgnada por permitir a formacéo
de particulas nanométricas em sistemas de althileldde (LANDFESTERet al,
1999). Outra vantagem da polimerizacdo em miniefouésa facilidade de aumento de
escala para uma producéo industrial (LOP&Zal, 2008; MANEA et al, 2008).
Inicialmente os mondmeros de escolha foram aciddicac (AC), acetato de vinila

(AV) e metacrilato de metila (MMA), por serem biogpativeis.

Esta Tese de Doutorado esta organizada nos segjaayéulos:

* Capitulo 2: Revisdo Bibliografica — Neste capitdao abordados os grandes
problemas associados a esquistossomose no Brasihmindo, e as dificuldades da
quimioterapia. Mostra-se ainda que a nanotecnologigtitui uma ferramenta para o
tratamento da doenca, discutindo-seas técnicagpogdem ser empregadas para a

producao de nanoparticulas e a técnica de poliag&izem miniemulsao.



e Capitulo 3: Objetivos — Esse capitulo apresentalgstivos gerais, 0s objetivos
especificos e a justificativa para a conducao desgeto de pesquisa, demonstrando

a relevancia do presente estudo.

» Capitulo 4: Metodologia — Neste capitulo sdo amtaskas as técnicas empregadas

para a manufatura das nanoparticulas e a carag@oifisico-quimicas das mesmas.

» Capitulo 5: Resultados e Discussdo — Esse cappriesenta os resultados obtidos
ao longo dessa tese com as respectivas discussoes.

» Capitulo 6: Conclusdes — Esse capitulo apresemdraspais conclusées obtidas ao
longo desta tese.

» Capitulo 7: Perspectivas Futuras — Esse capituksapta sugestdes para atividades

futuras, e continuidade do projeto.

Essa tese foi desenvolvida haboratério de Modelagem, Simulagéo e Controle
de Processof MSCP) do Programa de Engenharia Quimica da COFHE]. A tese

contou também com a colaboracédo da Fiocruz, pemiédio das seguintes unidades:

- Instituto de Tecnologia em Farmacos - FarmangsnfRJ), onde foram

realizadas varias analises de caracterizagao;

- Centro de Pesquisa René Rachou (BH), responpélad ensaios de atividade

in vitro ein vivo das nanaoparticulas contendo PZQ;

- Instituto de Controle de Qualidade em Saude, (R3ponsavel pelos ensaios de

toxicidade in vitro.

Houve também auxilio na realizacdo das analiseRM& pelo Instituto de
Macromoléculas (IMA) da UFRJ.



CAPITULO 2

Revisao Bibliografica

2.1. ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose € uma infeccdo que acomete gslit@ pessoas no mundo,
causada por trés espécies de trematd8ahistossomanansoni, S. japonicure S.
haematobium A infecgdo tem inicio com a invasdo das cercariasvas do
Schistossoma&m seu estado maduro, que penentram na da pelacesando ser
humano, quando em contato com agua contaminadatendo no local dermatite
pruriginosa (CAFFREY, 2007). A incubac&o dura emaade um més e € caracterizada
por febre, mal estar, anorexia, tosse e fadigagspondendo esse periodo a migracdo
pela corrente sanguinea. Na fase invasiva, asslatiegem a fase adulta e fixam-se nos
sistemas porta e mesentérico (LAMBERTUG#Ial, 2000; VENNERVALDet al,
2000).

A vida dos vermes pode ser superior a 20 anos a& sexdhumano infectado pode
apresentar milhares de vermes. As fémeas colocamnéaia 1000 ovos por dia, que
sdo depositados na parede do intestino, onde paeaeadurecer, serem destruidos,
levados para o figado ou atingirem a luz intestenabrem eliminados nas fezes, onde

permanecem viaveis por 7 dias (LIMA, 2002a).

As fezes, em contato com a agua, liberam os measidestagio larval de vida
livre dos vermes, que penetram em caramujos, oademoduzem assexuadamente,
iniciando o ciclo no invertebrado. Apés um més oacaljo comeca a eliminar as
cercarias (milhares ao dia) que infectam a 4gudodelagos e canais de irrigacdo em
zonas endémicas. As cercarias permanecem ha agud2pboras até a invasao
percutanea no homem, onde ela se transforma ensesgdmulos, alterando a sua
bioquimica na superficie e permitindo que eles pmoa do sistema imune do
hospedeiro. Um dia ap0s a penetracdo, os esquisiokss jA sdo encontrados nos
pulmdes e, em nove dias, eles invadem o figadoe eadalimentam e se desenvolvem

até a vida adulta. Os vermes adultos permanecesistema mesentérico, onde um
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novo ciclo € iniciado pela produgéo de ovos (FREDAR al, 2005; GRYSEELSet
al.,, 2006). OS. haematobiurmstala-se nas veias do trato geniturinari®@. eanansoni
nas veias do colon e mesentério 8.gaponicundistribui-se mais amplamente pelas
veias do tubo digestivo e sistema porta (LIMA, 2802AFFREY, 2007).

Os ovos podem ser levados para o figado, geranitimecdo periportal e
esplenomegalia. Também pode ocorrer migracdo parasotecidos, como pulmdes e
sistema nervoso central (RICHTER, 2000; LIMA, 200Zaovo € o principal elemento
da patogenia da esquistossomose; quando amadorecgacideo produz antigenos,
gerando uma reacao granulomatosa local com lesbigasnvezes irreversiveis. Lesfes
pulmonares devidas a arteriolite necrosante, costrugio vascular e hipertenséo
pulmonar, podem ser observadas, bem como alteragbsstema nervoso central. A
fase cronica da doenca pode levar a morte. (LAMBERCTI et al, 2000; RICHTER,
2000; LIMA, 2002a).

2.1.1. DISTRIBUICAO DA DOENCA

A esquistossomose é uma doenca parasitaria e urprohagpais problemas de
saude publica que acomete a Africa, Asia e Amétic&ul em um total de 74 paises. A
estimativa € de que 200 milhdes de pessoas estdgdatas por esta doenca, sendo que
20 milhdes sofrem severamente, principalmente casn(CHITSULOet al, 2000;
WHO, 2006; TAYLOR, 2008). A taxa de mortalidade & 2B0.000 pessoas por ano,
sendo o maior percentual de mortes no continentecand (JEZIORSKI E
GREENBERG, 2006). Embora as taxas de mortalida@denseelativamente baixas em
adultos, a capacidade debilitante € muito grar@end criancas em idade pré-escolar, o
risco de morbidade € maior. Segundo a Organizacdodil da Saude (OMS), nas
areas tropicais e subtropicais, a esquistossomassegunda doenca mais importante
em termos socio-econdmicos e de saude publicaragapenas pela malaria (WHO,
2006).

O Brasil € o pais mais afetado das Américas, senudo sua area endémica
abrange 19 estados, com aproximadamente 26 mitté®ésabitantes expostos ao risco
de contrair a doenca. Estima-se que, destas, &esilastejam parasitadas. O aumento

da populacdo em areas de risco e a falta de sanwamkevam a proliferacdo da
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esquistossomose (CHITSUL£D al, 2000). Para um método de controle de transmissao

eficiente, além de medidas sanitarias, é necess@uamioterapia.

2.1.2.QUIMIOTERAPIA

O tratamento medicamentoso da esquistossomose esefoprlimitado pela
dificuldade de serem encontrados quimioterapic@segubissem alta eficacia e grande
tolerabilidade. No inicio, foram utilizados o tad# de potassio e antimdnio, tartaro
emético, introduzido em 1918, seguido pelo estimfeOs derivados antimoniais,
apesar de atuarem com eficacia contra as trés igaiac espécies do género
Shistossomadeixaram de ser usados no tratamento desta hlesaipor ocasionarem
inumeros efeitos colaterais, como a trombocitopeniautras discrasias sanguineas
(NOVAES et al, 1999).

Posteriormente, foram utilizados a lucantona e carttona, que sao eficazes,
especificamente contra . mansoni e 0 S. haematobiuroi também empregado o
farmaco 1-niridazol, eficaz contra® haematobiure 0S. japonicumEstes farmacos
nao sado mais utilizados na terapia medicamentosss@laistossomose por resultarem
em reacOes adversas, tais como lesGes hepaticanags,r convulsdes, psicoses,
alucinag@es visuais e auditivas, estados confuisi@enautros efeitos indesejaveis sobre
o sistema nervoso central (OLIVEIR& al, 2004).

Atualmente os farmacos de escolha para o tratantEast@squistossomoses séo a
oxamniquina e o praziquantel (PZQ). O primeiro s aa esquistossomose mansodnica
e apresenta efeitos colaterais no sistema nenasoat e efeitos carcinogénicos, além
de possuir um custo bem elevado (ARAUSCaI, 2008a). Esses farmacos apresentam
algumas limitacdes, como baixa eficacia no tratamesm funcéo da baixa atividade
sobre 0S. mansonina forma imatura e a ocorréncia de resisténcia faosacos
(FREZARD E MELO, 1997; FERRARSt al, 2003; FREZZAet al, 2007). Em funcao
disso, alternativas tecnolOgicas para obtencéoislensas que aumentem a eficacia

terapéutica sado fundamentais.



2.2.PRAZIQUANTEL

O PZQ é um derivado imidazolidinénico, descobennl®72 na Alemanha, cuja
férmula estrutural esta mostrada na Figura 1. &lesdlecionado entre 400 moléculas
com atividade anti-helmintica para tratamento deagitas trematodos e cestodos
(REICH E GOVINDARAJ, 1998).

O praziquantel (PZQ) € um anti-helmintico de amgépectro, foi o primeiro
produto aprovado para uso veterinario no tratameéat@squistossomose, e logo foi
empregado para o tratamento de outras verminoses aaisticercose. Em seguida, foi
aprovado seu uso em humanos (WASTON, 2009). H&JE@ é o farmaco de escolha
no tratamento de todas as espécies de esquistagssemulo também indicado para o
tratamento de teniase, cisticercose e infec¢deBipbryllobothrium sppe Hymenolepis
nana.O PZQ faz parte da lista de farmacos essencia@Ma (NOVAESet al, 1999;
GREENBERG, 2005; WHO, 2006; TAYLOR, 2008).

<t M
Gﬁ/Q
Carbono
Quiral NH‘““-
NS0

Figura 1 — Férmula estrutural do praziguantel

No inicio dos anos 80 o alto custo desse medicamenat um obstaculo para o
controle da esquistossomose em paises pobres (REIGFHOVINDARAJ, 1998).
Desde o inicio da década de 90, o PZQ apresenthaixo custo de utilizagdo em
funcdo da competicdo internacional e do surgimetgogenéricos, por conta da

expiracao da patente do farmaco.



2.2.1.PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

O nome quimico do praziquantel é (z)-2ciclo-hextbemil-1,2,3,6,7,11b-hexa-
hidro-4H-pirazino[2,1-a]isoquinolin-4-ona. Essenf@co se apresenta sob a forma de
p6 ou de cristais brancos, com faixa de fusdo éealB38°C (F. BRAS. IV, 1996; THE
MERCK INDEX, 2001). O PZQ apresenta baixa solubiid em agua (0,4 mg/mL), o
que, associado a sua baixa molhabilidade, aumerddieuldades para a proparacao de
formulacbes farmacéuticas como solugfes orais,essdps, granulados e injetaveis.
Porém, o PZQ é soluvel em etanol e facilmente sblém cloroférmio (F. BRAS. IV,
1996; DE LA TORREet al, 1999). Esse farmaco é fotosensivel, possui goatrgo, é
higroscopico e é estavel em condi¢cbes normais (VMIERCK INDEX, 2001).

O PZQ é normalmente obtido como uma mistura ra@@rflicl na mistura de
enantiomeros), sendo que o R-(-)-enantibmero ®,adrquanto o S-(+)-enantibmero é
inativo, e apresenta maior toxicidade (LI&t al, 1995; CIOLI, 1998; MEIER E
BLASCHKE, 2001; FENWICKet al, 2003; GREENBERG, 2005; ROSZKOWSHt
al., 2006). Além disso, o enantidmero inativo, S-(r&idémero, esta associado aos
efeitos colaterais do medicamento bem como ao sabargo. Dessa forma a sintese do
enantibmero ativo puro esta no plano de negécio®M& para o periodo de 2008 a
2013 (WOELFLEet al, 2011).

2.2.2.MECANISMO DE ACAO, PROPRIEDADES FARMACODINAMICAS E
FARMACOCINETICAS

O mecanismo de acdo do praziquantel se baseiaaracalo da homeostasia do
calcio nas células do verme; entretanto, esse nsecarainda ndo € bem elucidado. A
homeostasia provoca contracdo da musculatura esdamdegumento, camada que
protege o verme do mundo exterior ("pele"), resulta em paralisia e morte do
helminto. Uma vantagem deste farmaco € sua acd@n,sddnas formas adultas do
helminto, mas também nas formas imaturas e nasresc(forma do parasita que
infecta 0 homem ao penetrar na pele) (MARTIN, 1RANG et al 2002; DAYAN,
2003).



O PZQ é absorvido rapidamente pelo trato gastrstintd e seu pico plasmatico é
alcancado 1 a 3 horas apo0s sua administracdo. Ansthacdo concomitante com
alimentos aumenta significativamente a biodispdididnie do PZQ (CASTR@t al,
2000). Este farmaco sofre intenso efeito de primpassagem no figado, sendo seus
metabdlitos inativos (DAYAN, 2003). Assim, as “foam jovens” dos vermes sdo
expostas a baixas concentracdes de PZQ na ciroussti@mica. Assim como outros

farmacos, esta substancia liga-se amplamente tesnas plasmaticas (85,0%).

A meia-vida plasmatica do PZQ varia em torno dea ®0@ minutos. A eliminacao
ocorre pela urina. O farmaco também é excretado [@e materno, devendo-se,
portanto, evitar a lactacao durante 3 ou 4 dias apa administracao (LIMA, 2002b).

Em doses terapéuticas o praziquantel ndo exercbumerefeito no homem,
somente no helminto (RAN@t al, 2002; LIMA, 2002b). Efeitos indesejaveis podem
ocorrer, porém sao leves, transitérios e de rapoitancia clinica, pois o PZQ é um
farmaco de baixa toxicidade. Os efeitos mais conmsfwsdisturbios gastrointestinais,
tonteira, dores musculares e articulares, erupgd@seas, febre baixa, hepatomegalia e
esplenomegalia (LAMBERTUCGH al, 2000; RANGet al.,2002).

Poucas interacdes medicamentosas sdo conhecidaslsithcdo concomitante
de carbamazepina, fenitoina ou dexametasona pagoonar diminuicdo dos niveis

sanguineos do praziquantel (LIMA, 2002b).

2.2.3.CLASSIFICACAO BIOFARMACEUTICA

O PZQ é um farmaco de classe Il; ou seja, apredama solubilidade aquosa e
alta permeabilidade pelas membranas do trato gaststinal (LINDENBERGet al.,
2004; PASSERINIet al., 2006). A solubilidade de um farmaco € determinpdia
solubilizacdo da dosagem mais alta de um medicament 250 mL de uma solucdo
tampéao de pH entre 1,0 e 8,0. O farmaco sera cenasid altamente soluvel se a dose
deste for solivel em um volume de tampdo menorgaalia 250 mL. Ja uma alta
permeabilidade é quando a biodisponibilidade abs@umnaior que 90% (AMIDONt
al.,, 1995). Esses fatores sao fundamentais no pmceds absorcdo e,

consequentemente, na biodisponibilidade de farmagoa vez que a velocidade de



dissolugcdo € diretamente proporcional a solubikdaBortanto, a velocidade de
dissolugédo é fundamental para que haja absorcéa,quee concentracdes efetivas do
farmaco atinjam o tecido do parasita (CAFFREY, 20@NSEL et al, 2007). Ja a
permeabilidade é fundamental no processo de alwsodistribuicdo, metabolismo e

excrecdo do farmaco.

2.2.4.FORMAS FARMACEUTICAS NO BRASIL E NO MUNDO

Atualmente a Unica forma farmacéutica existenteneccado é a de comprimidos,
nas dosagens 150, 500 e 600 mg, sendo a posokitaade acordo com a massa
corporal do paciente. As industrias farmacéutiespansaveis pela producédo destes
medicamentos com registro ativo, conforme listagensite da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sdo a Merck S/A carms medicamentos Cestox® (150
mg) e Cisticid® (500 mg), e Farmanguinhos — Funda€&waldo Cruz, com o
medicamento Praziquantel (600 mg). A dose de 60@ ragnais comum no mundo, 0
que dificulta a administracdo a criangas pois aisdoy ou 0 esmagamento do
comprimido acentua o sabor amargo, dificultandeetacéo por elas (WOELFLEt
al., 2011). O produto de referéncia internacional selwe praziquantel é fabricado pela
empresa alemad Bayer Healthcare Pharmaceuticals somome de Biltricide,
comercializado na forma de comprimidos revestidosn @ dosagem de 600 mg,

conforme mostrado na Figura 2.

L L

Figura 2 — Aspecto do produto fabricado pela engpBzs/er
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Observa-se que o comprimido, mesmo sendo revespdssui 3 sulcos,
permitindo que o comprimido seja partido em atéartgs, para melhor adequacgéo da
dose para uso pediatrico. Este procedimento, akandlar o efeito de mascaramento
de sabor proporcionado pelo revestimento (quandeel&cula estad integra), pode
ocasionar variacoes de dosagem durante o processorte e atrapalhar a terapéutica,
conforme j& descrito em literatura e mencionaderarmente (VAN SANTENet al,
2002; FERREIRAet al, 2011; VERRUEet al, 2011).

A Tabela 1 apresenta detalhes sobre os medicamanbzse de praziquantel
comercializados no Brasil e seus cuidados de adtragio. A Unica formulagéo
liquida, especifica para uso pediatrico e citadditeeatura (Epiquantel 120 mg/ml
suspensao), é produzida por uma industria farmaeéwgipcia chamada Eipico
(Egyptian International Pharmaceutical Industrie®.)C(BOTROSet al, 2010). A
formulagdo é comercializada em embalagens de 1%omi validade de 3 anos a
temperatura ambiente, mas ndo é distribuida pels B8&J Brasil nem pela OMS no
mundo (EPIQUANTEL, 2007; OLDS E DASARATHY, 2000)mErelacdo ao gosto
dessa formulcdo ndo ha nenhum relato na literatoas, acredita-se que nao tenha boa
aceitacdo pelas criancgas, caso contrario a OMSapetwente ja a teria adotado.

A formulacdo quali-quantitativa do referido prodwassim como as fungdes de
cada ingrediente sao apresentadas na Tabela 2.

Como pode ser notado na Tabela 2, a formulacdosemie uma forma
farmacéutica de suspensdo, em funcdo da baixailgdddle do farmaco no solvente
agua. A formulacéo apresentada é do tipo pronta psw, ou seja, ndo é necesaria a

suspensao prévia do po.
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Tabela 1 — Medicamentos a base de praziquantelrc@iieados no Brasil e os cuidados na administraca

Medicamento Fabricante Forma Dosagem Excipientes Validade Cuidados de administragéo Referéncia
Farmacéutica
amido (de milho), celulose A qu_an_tidade recome_ndad_a de ;
o microcristaling. estearato de 38 Meses a| comprimidos deve ser ingerida jewwvy4.anV|sa.gov.br/ba
Cestox Merck S.A. Comprimidos | 150 mg e > ” temperatura| uma s6 vez, durante uma refeicé«se/visadoc/BM/BM[258
magnésio, laurilsulfato de bient Os comprimidos devem ser
sédio e povidona. ambiente . prim i 81-1-0].PDF
engolidos inteiros, sem mastigar.
A quantidade de comprimidos
deve ser estabelecida pelo
médico, em funcao do peso
amido de milho, celulose corporal do paciente. Devido ap
microcristalina, diéxido de| 36 meses a| gosto desagradavel do PZQ, os Www4.anvisa.gov.br/ba
Cisticid Merck S.A. Comprimidos | 500 mg silicio, estearato de temperatura comprimidos devem ser se/visadoc/BM/BM[258
magnésio, laurilsulfato de| ambiente engolidos inteiros, com 83-1-0].PDF
sodio e povidona. liquido, durante as refeicdes. Se
necessario, podem ser dissolvidos
e administrados por sonda
nasogastrica.
Praziquantel é administrado par
via oral, de preferéncia com
alimentos. Os comprimidos nao http://www?2.far.fiocruz.
celulose mlcrocrlstal,lng, devem ser me_lstlgados, mas br/farmanguinhos_old/
estearato de magnesio,  ,, e a podem ser partidos ao meio ou ndex.php?Itemid=139&,
Praziquantel Farmanguinhos| Comprimidos | 600 mg amidoglicolato de sodio, temperatura em quatro partes, para permitir ad:3%3Ap&Iimitstart:2
povidona, laurilsulfato de . administragcdo de doses )
ambiente r0&option=com_phocad

sodio

individualizadas. Como tem gos
amargo, deve ser ingerido
imediatamente com suficiente

guantidade de liquidos para evitar

ownload&view=categor
y

vOmitos
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Tabela 2 — Formulacdo quali-quantitativa do prodepgauantel 120 mg/ml suspenséo
oral (EPIQUANTEL, 2007).

Ingredientes %p/v Funcéo (Handbook*)
Praziguantel micronizado 12 Ativo

Sacarose 45 Edulcorante
Hidroxipropilmetilcelulose 0,34 Agente suspensor
Carboximetilcelulose 0,2 Agente suspensor
Sacarina sédica 0,15 Edulcorante

Oleo de anis 0,10 Aromatizante
Mentol 0,10 Aromatizante
Benzoato de sodio 0,15 Conservante
Dioxido de silicio coloidal 0,08 Agente suspensor
Sorbitol 70% solucéo 6,0 Edulcorante/ Co-solvente
Propilenoglicol 0,2 Co-solvente

Agua purificada gsp 100 mi Solvente

*KIBBE, A. H. Handbook of Pharmaceutical Excipiensed. Washington, DC: American
Pharmaceutical Association, 2000.

2.3. SUSPENSOES FARMACEUTICAS

A forma farmacéutica suspensdo é uma excelentniemnta para a administracao
de farmacos de baixa solubilidade. Durante o dedeinvento de uma suspensao,
deve-se garantir que o farmaco a ser suspenso temhamanho de particula bastante
reduzido com intuito de assegurar uma baixa vedmEdde sedimentacdo (ANSEL
al., 2000). Por isso, a utilizagdo do farmaco micradzna Tabela 2.

A formulacdo de uma suspensédo requer a presenageaides suspensores, que
podem ser classificados como modificadores de sidade, e os agentes floculantes e
tixotropicos. O aumento da viscosidade propicia imirtuicdo da velocidade de
sedimentacdo e aumenta a uniformidade da dosejdmnd aumento da viscosidade
nao pode ultrapassar um limite em que a admin&irdgque comprometida por
dificuldade de escoamento do produto. Entre ostagaencrementadores da viscosidade
usualmente utilizados em suspensdes orais estimass (celuloses hidrossolaveis que

produzem solugdes coloidais viscosas) e as ar@idSEL et al, 2005).
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Tendo em vista que a sedimentagdo é um fendmeiml dié ser controlado
(principalmente em suspensdes prontas), deveawinpara que o sedimento formado
seja facilmente redispersivel, no momento da adtnagéo. Para isso, deve-se produzir
um sistema floculado no interior da suspensao.eEaf agentes floculantes mais
comumente empregados estdo os eletrdlitos, uldz@ara floculagcdo de ativos que se
ionizam, por meio do balanceamento de cargas e€dedio potencial zeta. H4 também
agentes floculantes poliméricos como o amido, gmatios e os derivados da celulose.
Nesse caso, as cadeias ramificadas formam noantdda suspensdo um reticulo
semelhante ao de um gel, no qual ficam retidas aaticplas do suspensdide. A
sedimentacdo em flocos é mais rdpida, o que padprsgidicial & uniformidade da
dosagem; contudo, € considerada desejavel, jaaraetg uma maior estabilidade fisica
da suspenséo e facilita a resuspensdo (PREBA 1995).

E importante também ressaltar a presenca de edotesre aromatizantes, para
melhoria de sabor da formulacdo, principalmente casos de farmacos de sabor
amargo.

Sabor é definido como "a sensacao de aroma peecehidboca em contato com
uma substancia". Um alimento ou medicamento quealatgvel € aquele que é
"agradavel ao paladar® (MATSUI, 2007). A amargurseessiva dos ingredientes
farmacéuticos de férmulas para via oral (liquidesgensdo ou comprimidos
mastigaveis / sublinguais) é um dos maiores proddegue enfrentam os formuladores
(ZHENG et al, 2006).

Criancas diferem dos adultos quanto ao gosto. htetee criangcas tém uma
preferéncia por substancias com sabor doce (MATR007). E freqiiente que as
criancas ndo tomem medicamentos corretamente peacdo sabor desagradavel. O
nao cumprimento do tratamento pode levar ao agrenwmda condicdo de doente
(SUTHAR e PATEL, 2011). A disponibilidade de umanhoilacdo adequada de um
medicamento é frequentemente um obstaculo para atantento de criancgas,
especialmente as mais jovens, que sdo incapazemde formas farmacéuticas solidas
(MATSUI, 2007).

Tecnologias de mascaramento do sabor tém sido sipada resolver o problema
da adesdo do paciente. Uso de adocantes, aminsé&eidoomatizantes, sdo muitas
vezes insuficientes para mascarar o sabor amarglgdes medicamentos (SUTHAR E

PATEL, 2011). A flavorizacdo de uma preparacao éa@otica € complexa, pois a
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percepcdo do paladar agradavel ou desagradavehdieme preferéncias individuais
(FERREIRA, 2002).

Em funcéo da baixa solubilidade do farmaco na dagmsa, a forma farmacéutica
de escolha para esse trabalho é a suspensao.niefaente do produto egipcio, sugere-
se a utilizagdo da suspensdo extemporanea. A magragenta varias vantagens em
relacdo as suspensdes prontas para uso, dentre elas

. Facilidade de producao - trata da mistura e endag®s, o que confere uma
alta produtividade ao processo.

. Estabilidade - a baixa atividade de agua garanta estabilidade mais
adequada do produto armazenado.

. Facilidade na logistica de distribuicdo - suspemsdaemporaneas podem
ser envasadas em frascos (se possivel plasticosjnosachets apresentam um peso
unitario de transporte menor que as formas liquidastas. Além disso, a portabilidade
por parte dos responsaveis do paciente tambéniliéafie

Existem também algumas desvantagens, tais comoaedgede pos no ambiente
de producédo, a dependéncia do usuario na recogdtitula forma farmacéutica e a

manutencao de estabilidade no meio liquido apésanstituicao.

2.3.1. RELAQAO MASSICA DO PRODUTO E CONCENTRACAO FINAL DA
FORMULACAO

Uma vez escolhida a forma farmacéutica, suspengfamporanea, deve-se
escolher uma massa de envase que atenda a um asfoseoidgico que possa ser
facilmente usado na terapéutica. A Tabela 3 siralgamas opc¢des de volume de dose
a ser administrado e de volume final do tratamensando diferentes sugestbes de
concentracdo de produto final para uma otimizaggdendbalagem do produto.

A dosagem de 60 mg/kg/dia foi escolhida por ser @iomdosagem a ser
administrada no publico pediatrico e para o tratdmda esquistossomose.

A sugestéo de concentracdo de 120 a 200 mg/miué permite a administracao
do menor volume por dosagem e a que necessitarimetmr volume/ tamanho de

embalagem final.
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Tabela 3 — Célculo dos volumes de dose a serermadrados e de volume final do tratamento paraelifies sugestdes de concentracao

de produto final (20 mg/Kg trés vezes ao dia).

Necessidades de doses diarias

Dose Unitéaria

20ct

Sugestdes de dosagens da suspensao (mg/ml)

12¢?

6C°

3¢’

Peso (Kg) (mg)
15 300 900
20 400 1200
25 500 1500
30 600 1800
35 700 2100
40 800 2400

15
2,0
2,5
3,0
3,5
4,0

4,5
6
7,5

9
10,5
12

2,5
3,3
4,2
50
5,8
6,7

7,5
10
12,5
15
17,5
20

50
6,7
8,3
10,0
11,7
13,3

15
20
25
30
35
40

10,0
13,3
16,7
20,0
23,3
26,7

60

30
40
50

70
80

! Concentracao sugerida pelo Programa de Vigilam@antrole da Esquistossomose — Secretaria deéd¥@il em Sadde — Ministério da Saude

2 Concentragéo da suspenséo pediatrica egipcia.

3e4Concentragdes sugeridas neste trabalho.



2.4. ALTERNATIVAS AVANCADAS DE FORMULACAO PARA FARM ACOS
DE BAIXA SOLUBILIDADE EM AGUA

Estima-se que cerca de 40% dos farmacos novos nfallderrante o
desenvolvimento por possuirem uma pobre biodisjdatabde, geralmente associada a
baixa solubilidade em agua desses compostos (KOC&EH., 2006. QUANet al,
2011). Este € um dos maiores desafios em termdsroheilacdo que a industria tem
vivido nos ultimos tempos. Existem diversas altévaa a serem avaliadas quando h4 o
desafio de trabalhar com farmacos pouco hidrose@U¥s mais relatadas na literatura
sdo a formacédo de microemulsdes, o encapsulamentbppssomas, a formacao de
sais, a reducdo de tamanho de particulas, a foomded dispersfes sélidas, a
complexacao e o encapsulamento em nanoparticuiasépicas.

As microemulsdes s&o sistemas termodinamicament&vees isotropicos,
transparentes, compostos por dois liquidos imigci{geralmente agua e 0leo)
estabilizados por um filme de compostos tensoativoalizado na interface entre as
duas fases hidrofilica e hidrofébica (FORMARE al, 2005). As microemulsdes
apresentam grande potencial como sistemas de déerde farmacos, pois podem
aumentar a estabilidade e a solubilidade de farmaetém de aumentarem a
biodisponibilidade sem aumentar os efeitos coletessstémicos (LAWRENCE E
REES, 2000). Esses sistemas tém a capacidade derared solubilizacdo de farmacos
lipofilicos em agua, além de protegé-los da hidedknzimatica e aumentar o potencial
de absorcdo devido a presenca de tensoativo (HOARBSCHULMAN, 1943;
DANIELSSON E LINDMAN, 1981; FORMARIZet al, 2005).

Os lipossomas sdo estruturas esféricas constityidiasnoléculas anfifilicas a
base de fosfolipideos que contém duas cadeiasfhiitas e uma cabeca hidrofilica.
Essas espécies sao biodegradaveis por serem ugmasitde fosfolipideos. A
biodegradabilidade e a né&o toxicidade dos prinsigainstituintes dos lipossomas
permitem que eles possam ser usados para o eraapsib de diversos agentes
terapéuticos, independentemente da carga ou masketutar. A encapsulacdo de
farmacos em lipossomas pode alterar a farmacocaéatduzindo os efeitos toxicos e
aumentando a eficacia terapéutica (MOURAD al, 2005; DATE et al, 2007).
Entretanto, o desenvolvimento de farmacos em lgosas € limitado, em funcdo da

baixa eficiéncia de encapsulamento, rapida interagén farmacos soltveis em agua na
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presenca de componentes sanguineos e da baixailidetigb desses sistemas
(SOPPIMATHet al, 2001).

As dispersodes solidas sdo misturas heterogéndasna@cos pobremente solluveis
em agua, dispersos em carreadores soluveis e izahognte inertes. Essas misturas sédo
preparadas com o objetivo de aumentar a biodispidlaitle oral dos farmacos por
reducdo do tamanho de particula e alteracdo daaforistalina (DE LA TORREL al,
1999).

A complexacdo € uma técnica usada comumente comodeitrinas. A
solubilidade em &gua e as taxas de dissolucdo readas hidrofdbicos aumenta
consideravelmente quando estes sdo complexadosiclotiextrinas. As ciclodextrinas
sdo oligossacarideos ciclicos soluveis em aguaar@®ato lipofilico se complexa
através da cavidade hidrofobica da ciclodextrinalhorando assim sua solubilidade
(LOFTSSON E BREWSTER, 1996; BECKEET al, 1999).

As nanoparticulas ocupam uma posi¢éo de destadueeosnsistemas de liberacao
de farmacos atualmente disponiveis, por apresemtastabilidade coloidal, resisténcia
quimica e serem de facil de producdo (LANDFESTEERI, 2010). As nanopatrticulas
dividem-se basicamente em nanocépsulas e nancesfeapresentam uma faixa de
tamanhos caracteristicos de 10 a 1000 nm (RAO EKEEER, 2011). Atualmente ha
guestionamentos em relacdo a essa faixa, pois snaiitores e orgaos regulatorios,
como o FDA (Food and Drug Administration), consaernanoparticulas materiais que
tenham de 1 a 100 nm. Além do potencial incremdasopropriedades de dissolucéo de
farmacos hidrofébicos, as nanoparticulas podem saptar outras vantagens
biofarmacéuticas, como aumento na biodisponibikgadelhoria na proporcionalidade
de doses, reducéo da variabilidade em individuoseatados ou em jejum, reducao da
variabilidade inter-pacientes e melhoria na taxaluorcdo (tanto em humanos quanto
em animais) (MULLERet al.,2001).

2.4.1.SISTEMAS DE LIBERACAO CONTENDO PRAZIQUANTEL

A literatura apresenta alguns trabalhos que olgetiv aumentar a
biodisponibilidade do praziquantel com auxilio deedsos sistemas. Esses sistemas

possuem capacidade de compartimentalizar de magfesrante agentes terapéuticos e
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modificar as propriedades e o comportamento de a@&wsn em meios biologicos,
aumentando a eficacia dos farmacos. Esses sists@@ascapazes de alterar a
farmacocinética, aumentar a solubilidade de atijosfilicos, reduzir a distribuicdo

inespecifica e aumenta-la nos tecidos alvo.

EL-ARINI E LEUENBERGER (1998) formaram dispersfe®lidas de
polivinilpirrolidona (PVP) com PZQ. Esses sistenpasmovem 0 aumento da area
especifica pela reducdo do tamanho de particiday de promover outras alteracdes
como a passagem do farmaco do estado cristalina parorfo, o aumento da
molhabilidade e a reducdo das forcas de coesaoHRBEE SQUILANTE, 2003).
Ambos os componentes foram dissolvidos em uma &olatandlica, em que o solvente
foi posteriormente evaporado. Polimeros hidross$jvcomo PVP, aumentam a
solubilidade e a taxa de dissolucdo de farmacos@soluveis em agua. O alvo do
trabalho foi aumentar a solubilidade e as caratiess de dissolugdo do PZQ em uma
disperséo sélida PZQ-PVP, comparando-se os reesltadtidos com os da mistura
fisica entre o0s mesmos componentes e com 0s daigrdptéria-prima de PZQ. O
sistema proposto aumentou a taxa de dissolucdoetmao as misturas fisicas. O
complexo formado atuou como uma nova entidade gaimcom propriedades
diferenciadas das observadas nos outros sisteraganisturas fisicas, o polimero agiu
como um agente formador de complexos em solucé@e@tando também o percentual
de dissolugcédo do farmaco em funcdo do tempo, quaonparado com os resultados
obtidos quando o PZQ foi estudado isoladamente.séNesstema, o polimero

provavelmente atuou como um promotor de desintégrag

DE LA TORREget. al (1999) também prepararam uma dispersao solidazqe
em PVP. As dispersdes foram preparadas pelo méedsvaporacdo do solvente. O
objetivo deste estudo foi verificar as propriedafiiEisas e a taxa de dissolucado do PZQ
em dispersdes sdlidas de PZQ-PVP. Os resultaddssiaucdo foram semelhantes aos
encontrados por EL-ARINI E LEUENBERGER (1998), derstbando um aumento da
taxa de dissolucdo tanto das dispersdes solidastajue mistura fisica PZQ-PVP,
sendo a taxa de liberacdo desta ultima inferiordaoprimeira. Nesse trabalho, a
caracterizagao da dispersédo foi mais efetiva. Augdo de PZQ na matriz de PVP foi
observada por microscopia eletrbnica de varredyua, demonstrou que a dispersao
possui uma estrutura lamelar atribuida ao PVP enaldilamentos oriundos do PZQ.

Na dispersao solida, a quantidade de PZQ na saigetifas particulas de PVP diminuiu
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com o aumento da fracdo de polimero. A analiseitérfioi realizada; entretanto, ndo
foi conclusiva. Os resultados de difracdo de ra&oslemonstraram as diferengas

existentes entre os co-preciptados amorfos PZQ-PVP.

BECKET et. al. (1999) modificaram o PZQ com ciclodextrinas. O alab teve
como objetivo aumentar a solubilidade do PZQ, p@ndo uma futura administragéo
parenteral do farmaco. O trabalho apresentou uraacbmplexacdo do PZQ conmfa
ciclodextrina. Este fato foi confirmado por analigmica, ressonancia magnética
nuclear (RMN) e andlise elementar. O complexo dekrinas-PZQ permitiu um
incremento da velocidade de dissolugéo do praztghajuando comparada ao farmaco

livre.

AKBARIEH et al (1992), MOURAOet al. (2005) e FREZZAet al (2007)
incorporaram PZQ em lipossomas. Estes trabalho®tisdjam a aumentar a
biodisponibilidade do PZQ em lipossomas. A avaliaigh realizada através de estudos
in vivo. Os resultados verificaram que a liberacdo do RAQlipossomas foi mais
efetiva que a do PZQ livre, permitindo um aumerdocdncentracdo do farmaco na

circulacao, reduzindo a quantidade de ovos do pamsnatando o verme.

MAINARDES E EVANGELISTA (2005) produziram nanopatias de PLGA
(copolimero de acido latico e acido glicélico) amto PZQ. As nanoparticulas
constituiam uma matriz polimérica em que as substarativas eram adsorvidas. Esses
sistemas tém sido amplamente empregados na lilmedacrmacos, pois permitem um
aumento da concentracdo de ativo nos tecidos avala entre outros fatores, ao
tamanho de particula, aceitavel para inje¢c6esviatiasas. O trabalho demonstrou uma
incorporacdo de PZQ de 10 a 30% nas nanopartiquidiiméricas. O farmaco
nanoencapsulado apresentou uma cinética de lilmeimagéro muito mais lenta do que

o farmaco livre, podendo ser empregado em sisteméberacao controlada.

PASSERINIet al. (2006) avaliaram as técnicas ae€elt granulatiofi (granulacao
por fusdo) e Spray congealing (liofilizacdo) para dissolucdo do PZQ em matrizes
organicas. Com a primeira técnica foram feitos giésde PZQ com lactose, com PEG
4000 e poloxamer 188 (copolimero em bloco de Oxddoetileno e propileno). A
segunda técnica permitiu a fabricacdo de micrapdas com Gelucire® 50/13
(Polioxilglicerideo). A caracterizacdo dos granyb@smitiu observar que o poloxamer
188 exerceu um maior efeito sobre a solubilidadePd®) que o PEG 4000. As
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microparticulas de PZQ aumentaram significativamentaxa de dissolu¢cdo, quando
comparadas ao farmaco livre e aos granulos. As déasicas descritas foram

consideradas adequadas, pois, aléem de cumprireraliaédde de aumentar a dissolucéo
do PZQ, também sao rapidamente implementadas,empaes baixo custo e séo livres

de solventes.

LIMA et al. (2007) prepararam dispersdes soélidas de PZQ ermtif@ioglicol
(PEG) com auxilio de um fluido supercritico de dilaxde carbono, objetivando um
aumento da taxa de dissolucdo do farmaco. As di8psralcancaram um perfil de
dissolugéo melhor do que o obtido com as mistusasak, provavelmente em funcao de
uma maior interagdo do PZQ com o carreador, regldtao aumento da area especifica

(pela reducédo do tamanho de particula).

Os trabalhos aqui apresentados se preocuparanai&site com o aumento da
taxa de dissolucdo do PZQ em veiculos aquososaenfidem sucedidos. BECKET
(1999) e MOURAO (2005) sugerem o uso de outras déaadministracdo além da via
oral, como a via parenteral. No entanto, isso geraaumento do custo do tratamento.
Nenhum dos trabalhos citados aqui gerou um prodatabado; ou seja, um
medicamento. Nenhum dos trabalhos relatados apoesepreocupagdo com o
mascaramento de sabor. E importante observar tamgbéras técnicas de formacéao das

nanoparticulas empregadas nos estudos publicaddisné#@ddas a pequenas escalas.

2.5. NANOPARTICULAS — SISTEMAS POLIMERICOS

Os anos 50 e 60 foram caracterizados por grangeg;ay ha area farmacéutica,
quando surgiram as formulacdes de liberacdo retarda controlada. A estratégia
empregada foi o desenvolvimento de sistemas deadife “minimizados”, ou seja, com
particulas de pequeno tamanho. Em 1960 foram delsdéias as primeiras
nanoparticulas para producdo de vacinas testes.rif@eipp produto comercial
nanoparticulado na area farmacéutica foi o Abra@nfalbumina sérica humana
nanoparticulada contendo paclitaxel), que apareeeumercado no inicio de 2005
(KREUTER, 2006). O Paclitaxel é uma formulacdo drot em nanoparticulas de
albumina (polimero natural). As nanoparticulas iieiraina foram usadas porque séo

naturais e ndo apresentam toxicidade (DUNCAN, 20@6partir desse momento,
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outros produtos foram surgindo como o Combidex®onapsulas de 6xido de ferro
empregadas como agentes de contraste em examemagem por ressonancia
magnética para avaliacdo de tumores. Entretantomamria dos medicamentos
existentes ndo é revelado o tipo de interacdo entéemaco e o polimero, acredita-se

gue seja por uma questao de sigilo industrial.

Atualmente a area de nanotecnologia tem recebidndgs investimentos por
parte das industrias farmacéuticas por ser promsispara o0 desenvolvimento de
sistemas de liberacéo de farmacos para diferestess acomo o uso oral, intramuscular,
injeces subcutaneas, transdérmicos, dentre ouf®snanoparticulas poliméricas
também vém sendo empregadas para estabilizacd@roecos, proteinas e DNA
recombinante frente a agentes como pH e luz; naepgdo da toxicidade; para
aumento da absorcdo no organismo e consequenteneemti®diponibilidade; para o
mascaramento de sabor e outras caracteristicasobégticas; e como ferramenta para
formulacdo de formas farmacéuticas para liberacamlifroada (O'DONNEL E
MCGINITY, 1997; YAMAGATA et al, 2003; NGWULUKA, 2010; LANDFESTERt
al., 2010).

O uso de sistemas multiparticulados pode ser mngfira os tratamentos, pois
permite uma répida e uniforme distribuicdo do faxnpela superficie do intestino,
diminuindo a variagcdo na absorcdo (BECKERTal, 1996). Esse fato é de grande
relevancia fisiologica, pois as particulas poderarfimenos sujeitas a degradacéo pelo
pH &cido, além de aumentar o tempo de meia vidimeacos que sdo rapidamente
metabolizados ou excretados, como demonstrado BRRETI (1981). A aplicacdo
deste tipo de tecnologia tem como objetivos praisigumentar a eficacia de diversos
tratamentos, pois permite uma distribuicdo rapidaieorme pelo trato gastrointestinal
(TGI), diminuir a variagcdo na biodisponibilidadejméhuir os efeitos colaterais
encontrados nos métodos convencionais, reduzéco de desestabilizacdo do farmaco,
propiciar maior reprodutibilidade de dose, dimirmmiimero de farmacos usados para o
tratamento de uma doenca e dispensar modos deagiuicnos quais é exigida
qualificacéo profissional especial (como, por exiempas aplicacdes de injetaveis, que
possuem também diversos outros inconvenientes) KO, 1991; UHRICH, 1999).

Foi demonstrado por SCHREIRER (2001) que o esvamitongastrico deellets
com diametro inferior a 1,4 mm e densidade de @&é&Znt é extremamente rapido,

semelhante ao esvaziamento de liquidos, indepestdente da alimentacdo. Dessa
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forma, nanoparticulas sdo ainda mais eficazes siahdiicdo pelo TGI, em fungéo do
menor didametro das particulas, e da maior capiag@eelular (REISt al, 2006).

As nanoparticulas poliméricas podem ser classidisagenericamente como
nanoesferas e nanocapsulas (Figura 3). Nanoesi@passtruturas continuas, nas quais
0S compostos ativos podem estar adsorvidos nafiui@eaprisionados ou dissolvidos
na matriz. As nanocapsulas, por sua vez, tém upe alimérica e um nudcleo oleoso
interno. Neste caso, as substancias ativas estémimoente dissolvidas no nucleo, mas
também podem estar adsorvidas na superficie (UHRICH, 1999; KUMAR, 2000;
SOPPIMATH et al, 2001; VAUTHIER E BOUCHEMAL, 2008). Nanocapsulas
nanoesferas sdo excelentes carreadores de farnpai®snoléculas frageis podem ser
preservadas de degradacdes enzimaticas fisiologicesdo estdo presas a um
nanocarreador (VAUTHIER E BOUCHEMAL, 2008).

NANOCAPSULAS NANOESFERAS
Parede O s c,‘—--o - a © Matriz
Polimérica FO O\ # FB CCFB w a Polimérica
Nitcleo —=p a O;';' ‘I'Q CB Q o O
Oleoso “/-”_9 o ;’-O T~ %
Farmaco (a) (b) {c] Farmaco

Figura 3 — Representacdo esquematica de nanocajgsaémoesferas: a) farmaco
dissolvido no nudcleo oleoso,das nanocapsulas; bha@o adsorvido a parede
polimérica das nanocapsulas; c) farmaco retido a@izpolimérica das nanoesferas; d)
farmaco adsorvido ou disperso molecularmente naiznablimérica das nanoesferas
(Fonte: SCHAFFAZICKet al, 2003).

Os polimeros empregados com finalidades terap8&ypcdem ser biodegradaveis
ou nao-biodegradaveis. Os primeiros sao naturabrexpelidos pelo organismo, o que
é desejavel; ja os segundos precisam ser retigmlasrpo apoés a liberacdo do ativo, a
nao ser em aplicacdes orais em que o polimero passes do trato gastrointestinal. A
eliminacao total do organismo num curto perioddedepo é fundamental para que néo
ocorra acumulo e descontrole da quantidade de usrndi@ado farmaco no corpo
humano (UHRICHet al, 1999; VAUTHIER E BOUCHEMAL, 2008). As rotas ussai
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de degradacdim vivo sdo a hidrdlise e a clivagem enziméatica. Paranalgwlimeros, a
clivagem da cadeia resulta em produtos polimérsm8veis em agua, que podem ser
excretados (LOPE®t al, 2005; SOPPIMATHet al, 2001). O termo degradacao
refere-se normalmente a clivagem das ligacdes épsacquimico), enquanto o termo
erosao refere-se a delecdo do material, procesiso fjue pode ocorrer por dissolucao
ou difusdo. Em polimeros biodegradaveis ambos osam&nos ocorrem, mas a
extensdo da erosdo de superficie varia radicalmenoite a estrutura quimica do
polimero (SOPPIMATHet al, 2001). A eroséo é desejada porque a cinétieaa$dio e

a taxa de liberagdo de farmacos sédo altamentdacdmeadas. Dependendo do interesse
do sistema de liberagdo, a magnitude da erosdo pedealterada mudando
simplesmente a area especifica do dispositivo lderdcédo do farmaco. A erosao
também pode ser retardada por polimeros, formadwsupidades monoméricas
hidrofdbicas, e pelo uso de excipientes hidrofdhigue podem estabilizar o polimero
e o fendmeno da erosdo (UHRI@Hal, 1999; PILLAI E PANCHAGNULA, 2001).

Além da biodegradabilidade, outras caracteristisagém devem ser avaliadas.
Por exemplo, os polimeros e seus produtos de degiaddevem ser atdxicos
(FERRUTI, 1981). Além disso, deve ser avaliadanaliilade do sistema de liberacdo

para que se escolha o polimero com propriedadésgrées.

Dentre os polimeros selecionados para este trgbalhali(metacrilato de metila),
PMMA, se destaca, pois apresenta boa performaiia, vésisténcia a fatores externos
como o tempo, transparéncia e excelente estabdlidhohensional. Além disso, o
PMMA foi o primeiro polimero acrilico a ser utilida como biomaterial (CHEM! al,
2010). O PMMA nao é biodegradavel, mas é biocomehatiBiomedicamente é
empregado em cimento dental, em proteses 0sseasexastimento de farmacos para
administracéo oral (CHEMNt al, 2010). Essa classe de polimeros pode ser corgugad
com proteinas, biomoléculas e ingredientes farnieo&u ativos, encontrando usos
promissores nas area de sistemas de liberacdo rdecids, culturas de célula,
bioprocessos enzimaticos, dentre outros (UCHEGBUSEHATZLEIN, 2006b;
TOMAR et al, 2011).

24



2.5.1.DISTRIBUICAO DAS NANOPARTICULAS NO ORGANISMO

O comportamento das nanoparticulas no organisme sivmonitorado, pois em
funcdo do pequeno didmetro, as particulas podemcsmular no organismo e nao
serem eliminadas. A preocupacao central € de coangamismo se comporta com esses
nanomateriais. A resposta para essa questao aodasta bem elucidada; logo, deve-se
ter uma grande preocupacao permanente com o usesdesteriais (DUNCAN, 2006).
Os dados de distribuicdo das nanoparticulas nonisrga, administradas pela via
intravenosa, demonstram que elas se concentramigaimente no figado, baco e
medula 0ssea, pelo sistema de fagocitose monomytl€HEGBU E SCHATZLEIN,
2006). Estes 6rgaos funcionam como reservatéragnido com que as nanoparticulas
desaparecam rapidamente da circulagdo. Dessa farsggunda etapa do processo € a
liberacdo do farmaco no corpo humano e a degradagdexcrecdo do polimero
(UCHEGBU E SCHATZLEIN, 2006). Assim, deve-se terpeaeocupacdo com o

acumulo, eliminacdo e degradacao desses sistemas.

A biocompatibilidade € importante nesses materigisitos adversos ou efeitos
positivos devem ser analisados. A toxicologia é&mental em todos esses estudos e
pesquisas sao obrigatérias nesses sistemas. Pas®d aesses materiais em seres
humanos, é necessario coletar toda a informacasivebsa respeito do nivel
toxicologico. Atualmente h& preocupac¢des com oriz@ra a saude, como a possivel
alteracdo de genes em células hepaticas ou aigéstme células lipidicas, que séo

muito sensiveis a nanoparticulas (DUNCAN, 2006).

A seguranca para uso humano depende da rota denistlagéo, da dose,
frequéncia de dose e liberacdo de farmacos. A astnzsigdo oral € a principal via de
administracdo de medicamentos, além de ser a maiggiente. Entretanto, diversos
fatores afetam a biodisponibilidade do farmaco apéadministracéo oral, como a baixa
permeabilidade do farmaco a mucosa intestinal, rengebilidade restrita no TGI, a
baixa taxa de dissolucdo nos fluidos intestinaiam@ uma absorcdo limitada e
instabilidade do farmaco no TGl (PONCHEL E IRACHB98; ARAUJOet al, 1999;
AHLIN et al, 2002).

Conforme mencionado anteriormente, sistemas natmgdados possibilitam um
aumento na farmacocinética de varios farmacos, patgem 0S mesmos contra a
degradacgdo 4cida e sdo capazes de transportarutasiérie ndo sao absorvidas pela
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circulagdo sistémica, dentre outras propriedadesejicionadas (ARAUJ@L al, 1999,
MULLER et al.,2001; AHLIN et al, 2002; ESTEVE®t al, 2004). MAINCENTet al.
(1986) demonstraram que a biodisponibilidade daaritina era de aproximadamente
25%; contudo, apdés a administracdo desse mesmadarram nanoparticulas de
poli(hexilcianoacrilato), a biodisponibilidade aum@u para 40%. AMMOURYet al.
(1991) incorporaram indometacina em nanocapsulapali@sobutilcianoacrilato) e
conseguiram minimizar o efeito colateral de ulc@oagstomacal em relacéo ao farmaco
livre. DAMAGE et al. (1990) e Llet al. (2007) demonstraram que a incorporacdo da
insulina em nanoparticulas aumentou a absorcamraia por proteger o farmaco da

degradacgdo enzimatica no TGlI.

2.5.1.1.Absorcéo no trato gastrointestinal de nanopatrticula

Os fatores que interferem na absorcéo intestirahdaoparticulas séo o tamanho
da particula, a natureza do polimero, o potenc&th,zo meio de dispersao, o
revestimento com lecitinas, além da presenca deéentds no TGl que podem
influenciar a captacdo das particulas (DELIE, 19PBMAR et al, 2011). O TGl é
permeavel a diversas particulas como nutrienteseoltos; entretanto, funciona
também como uma barreira para a entrada de pa®gersubstancias toxicas. Os
sistemas coloidais sdo permeaveis e 0s mecanisnuasdagem dessas particulas sédo a
captacdo pela via paracelular, a captacao intiaceduo transporte através das células
epiteliais da mucosa intestinal além da captacBmgistema linfatico pelas céluldse
dePeyer(KREUTER, 1991; HUSSAINet al, 2001; AHLINet al, 2002).

As nanoparticulas administradas pela via oral podeguir diferentes vias:
transito direto no TGl até eliminacdo pelas fez@sadesdo (adesdo as mucosas
intestinais) e absorc¢éo, sendo as duas primeiggsag mais importantes (PONCHEL E
IRACHE, 1998). Nesse contexto, acredita-se quemeato da biodisponibilidade de
farmacos inseridos em nanoparticulas € devido @omyamento do tempo de contato

do medicamento com a mucosa intestinal (MAINCENal, 1986).

A bioadesao é um processo pelo qual particulamficaobilizadas na superficie
intestinal por um mecanismo de adesdo. Esse mewapsrmite prolongar o tempo de

residéncia do farmaco no sitio de acdo, aumemgaadiente de concentracdo do ativo e
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melhorar a absor¢cdo, uma vez que o contato diretéadnaco com as células do
intestino € o primeiro passo na etapa de absoR@NCHEL E IRACHE, 1998). O
muco do intestino é composto por glicoproteinasltie massa molar que permitem a
adeséo por interacfes néo especificas das namojestpoliméricas atraves de ligacbes
de hidrogénio ou pelas forcas de Van der Waals (@BEL E IRACHE, 1998). A
adesao é otimizada quando o polimero esta secoamdsinistracdo via oral faz com
que as particulas se misturem aos liquidos endégéirn alguns casos a hidratacéao
prematura pode diminuir drasticamente a interac@coms farmaco. A bioadesdo pode
também ocorrer por interacfes especificas entreélagas da parede intestinal e os
carreadores, através de receptores. Nesse casespaitilizar grupamentos ligados nas
paredes poliméricas que permitam uma interacaaig@ecom os receptores alvo. Um
exemplo classico é a incluséo de lecitinas, gumperma interacdo especifica com as
célulasM. Contudo, esses mecanismos sdo mais dificeisatemer, devido a limitada
difusdo das particulas pelo muco (PONCHEL E IRACHE)S8).

Estudos de absorcéo sédo realizados para tent@rawvainética de interacao entre
nanoparticulas e a mucosa intestinal. DURRER E IRBG1994) demonstraram a
cinética de absorcgéo entre particulas de diferéateanhos de poli(estireno) na mucosa
intestinal de rato. Eles observaram que apds 1Qtosrde experimento, o equilibrio era
atingido para as particulas de 230 nm, enquantasguke 670 nm sO atingiam o mesmo

estado apds 30 minutos.

Os mecanismos de interacdo sdo afetados pelaserésticas fisico-quimicas das
nanoparticulas. No caso em que ocorre captacérahitar, € importante conhecer o
mecanismo de captacdo que pode ser via pinoci@sdocitose ndo especifica,
endocitose mediada por receptores (como opsinacignas), e fagocitose. Esses
mecanismos ainda ndo estdo todos bem elucidados. cBahecé-los, é importante
conhecer bem o material de trabalho, principalmastearacteristicas de superficie e os
tamanhos de particula, dentre outros (LANDFEST&Ral, 2010). Entretanto, o
aumento da longevidade e estabilidade dos nanadames na mucosa intestinal, e
posteriormente na circulagdo sanguinea, podem esdizados por intermédio de
modificacbes nas propriedades de superficie (tamarsuperficie e carga das
particulas), além de processos formulativos (meiaidpersdo onde as nanoparticulas
sao inseridas para administracdo) (TORCHILIN E TRUBKOY, 1995; HUSSAINet

al.,, 2001; UCHEGBU E SCHATZLEIN, 2006a). Polimeros figéticos como
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poli(etilenoglicol) (PEG), poli(vinilpirrolidona) e poli(acrilamida), podem ser
empregados para prolongamento do tempo das naitoies na circulacdo e alteragcéo
da biodistribuicdo, por serem facilmente adsorvitsuperficie do carreador, devido a
interacOes hidrofébicas, e por apresentarem umeapohidrofilica que, exposta ao
ambiente externo, protege estericamente a nanoyarttdas proteinas plasmaticas
existentes na circulagdo sanguinea (TORCHILIN E BRUSKOY, 1995;
SOPPIMATHet al., 2001).

As nanoparticulas também sdo comuns em aplicagragenosas, em que sao
facilmente adsorvidas por proteinas sanguineaspps®ninas. As ligacbes das
nanoparticulas as opsoninas fazem uma ponte enparticulas e os macréfagos. O uso
do PEG nesses sistemas favorece o aumento da t@géendas nanoparticulas na
circulacdo por uma protecéo estérica, impedindepwsito das opsoninas na superficie
das nanoparticulas (SOPPIMATe al, 2001; VAUTHIER E BOUCHEMAL, 2008).
Outras substancias, como poloxamine, poloxamemé@tionero Oxido de etileno e
propileno) e polissorbato, também aumentam o tedasoparticulas na circulagdo. As
primeiras reduzem a captacdo pelo figado e o poliatb permite uma maior
penetracdo em orgdos alvo conforme demonstraddlheiM E DAVIS (1984) e
ARAUJO et al (1999) em particulas de poli(metacrilato de raptfSOPPIMATHet
al., 2001).

A carga na superficie das particulas é outro fatoportante. Como ja
mencionado, nanoparticulas com cargas positivasesepram uma baixa
biodisponibilidade oral, em funcdo da repulsdo res#ética. A difusdo das
nanoparticulas pelo muco depende inicialmente da imberacdo com 0s enterécitos,
células da parede intestinal, que depende dastedsticas de superficie das particulas
(HUSSAIN et al, 2001). O tamanho de particula associado as ipdautes de
superficie, também interfere no processo de difuBadiculas com diametro de 14 nm
permeiam 0 muco intestinal e entram em contato osnenterocitos em apenas 2
minutos. As mesmas particulas, com 415 nm de dirdmdemoram cerca de 30
minutos, enquanto as particlulas com 1000 nm dmetids ndo sdo capazes de se
difundirem pelo muco (HUSSAINet al, 2001). A hidrofilicidade também é um
parametro que deve ser avaliado. De uma forma,gguahto mais hidrofébico é o
polimero, maior é a permeabilidade pelo muco e méretranslocacao para o interior
da célula, onde o ambiente € mais hidrofilico (NOCIRE SINKO, 1997). Por outro

28



lado, quanto mais hidrofilico for o polimero, ma&pidamente ele serd eliminado.
Polimeros hidrofébicos com carga positiva ou neapgesentam uma maior interacao
com 0s enterqgcitos, consequentemente, maior alssorigtinal. Polimeros com carga
negativa possuem baixa afinidade pelos tecidosstinggs. Entretanto, quando se
combina a hidrofilicidade com a carga negativara@pedade de bioadesdo aumenta.
Assim, a combinagéo de ambos os fatores afeta a@tgéap gastrointestinal de forma
positiva (REISet al., 2006). Por isso, € sempre fundamental avaliavo @b farmaco

encapusulado.

As nanoparticulas também podem ter o processobsler@io intensificado, a
depender do veiculo em que elas sdo administradast al (2007) suspenderam
nanoparticulas de fluoresceina isotiocianato casulima em uma solugcéo de hidroxi-
propil-metilcelulose (HPMC), um polimero que atwno modificador de viscosidade.
O estudo demonstrou que 0 aumento da viscosidadatjpeuma maior aderéncia no
TGl em relagdo as amostras sem HPMC. E importagdsaltar que a insulina é

rapidamente depurada do organismo.

O veiculo em que as nanoparticulas estdo dispesabém influencia as
propriedades de superficie, alterando a absorggimdamas. O trabalho de ARAUZO
al. (1999) é apresentado mais detalhadamente par ttatum sistema semelhante ao
deste projeto. Os autores apresentaram o mecardemmaptacdo e distribuicdo de
nanoparticulas de PMMA no TGI. As particulas de PMKbram marcadas com
carbono 14 e apresentavam tamanho em torno de &BOAs particulas foram
suspensas em dois meios aquosos com tensoatiioggpine 908 e polissorbato 80),
na concentracdo de 5% e em dois meios oleosospomacido oléico e outro com 6leo
de amendoim. Também foi preparada uma solucdo agsaa para ser utilizada
como controle. Os tensoativos selecionados forasadmns no estudo de TROSTER
al. (1990), que demonstrou ap0s administracdo intesee de nanoparticulas de
PMMA que o poloxamine 908 foi mais efetivo no autoedo tempo de circulagéo,
reduzindo a captacéo pelo figado. O polissorbatéoB0 tensoativo mais eficiente no
transporte até oOrgaos alvo que ndo possuem retientotelial (ou seja, sistema
fagocitario). Os tensoativos aumentam a hidrofihcie do PMMA, enquanto os 6leos
mantém a superficie mais hidrofilica. As suspenddeasm introduzidas nos ratos
através de um tubo plastico até o estbmago, peleepso conhecido como gavage. Os

resultados encontrados demonstraram niveis das paditulas radioativas no
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estbmago, na parede estomacal, na primeira porgantestino, no colon, na parede
intestinal, na circulacdo sanguinea, no figado elgoms tecidos e 6rgaos residuais. A
suspensao com polissorbato 80 apresentou em t@addsgéos estudados uma maior
concentracdo da dose durante o tempo do ensaiorislacdes oleosas apresentaram
uma concentracdo mais elevada das nanoparticulfigatm, baco e medula 6ssea. A
adicdo de polissorbato 80 aumentou significativamencaptacdo das nanoparticulas,
quando comparada com a formulacdo controle, enguanbleo de amendoim néo
apresentou a mesma funcdo. Dessa forma, € pogsiwals tensoativos induzam uma
interacdo especifica com as células do TGI. Pamalaio, 0 estudo demonstrou que as
propriedades de superficie alteram a captacdoatagparticulas pelo organismo. Nesse
estudo o resultado surpreendeu os pesquisadorissgpanto mais hidrofilica foi a
superficie, maior foi a permeacdo no TGI em relag8osuperficies hidrofébicas.
Acredita-se que as propriedades de superficieenfliaram a questao da bioadeséo nas
paredes do TGl, alterando o tempo de transito igastias particulas pequenas. Nesse
estudo foi observada também uma eliminacéo elestadaaterial particulado apés 48

horas pela bile e urina.

2.5.1.2 Metodologias para avaliacdo da absorcao / permeacao

As metodologias empregadas para avaliacdo da @osde& nanoparticulas no
TGI foram demonstradas por DELIE (1998) num trabalh revisdo. A microscopia de
luz, fluorescéncia e confocal, podem ser aplicapdaa localizar e quantificar particulas
no organismo (KRIWET E KISSEL, 1996; DELIE, 1998) microscopia eletrbnica, €
uma boa ferramenta para localizar particulas nalacéinas sem quantificacdo, em
virtude do pequeno campo de observagao; a micr@saelptronica de varredura
permite inclusive diferenciar células M dos ent#&os; enquanto a microscopia
eletrbnica de transmissdo gera informacdes preci@sarespeito da localizacao
intracitoplasmatica (DELIE, 1998). Os cortes hidgitos permitem avaliar diretamente
a presenca e localizagdo das nanoparticulas ndofeentretanto, ndo podem ser
utilizados na quantificagdo, sendo um ensaio sam&gmi-quantitativo. Neste tipo de
analise, particulas com diametro inferior a At podem estar agregadas, gerando
falsos resultados. A contagem de particulas emfas®aliquida (qQue pode ser também
sangue ou linfa) pode ser realizada com o uso dpa&wyento hemacitdmetro, sendo
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uma das analises de maior precisdo para partimdases que 0,bm (DELIE, 1998).

A incorporacdo de particulas fluorescentes a sigierfdas nanoparticulas para
qualificacdo e quantificacdo também é uma técnema Hifundida. As particulas séao
posteriormente analisadas por fluorimetria. Outesicas, como cromatografia de
permeacdo em gel e radiois6topos, também podenutidiegadas para avaliagdo do

processo de absorcado oral das nanoparticulas (DERHEB).

Modelos de avaliacdo da absorcao no irGlivo, in vitro e ex vivotambém sao
aplicados. Os modelom-vivo fornecem diversas informacfes sobre a captacdo e
distribuicdo de nanoparticulas; entretanto, nesedeftn fatores como variabilidade
entre animais, espécies, idade e condi¢cbes patakgcabam levando em alguns casos
a divergéncia dos resultados. Um exemplo € a afsate particulas, que em geral é
maior em ratos do que em hamister (DELIE, 1998)d&l@sin vitro e ex vivoséo
preferidos, pois possibilitam o uso de ferramerf@snacoldgicas que fornecem
informacdes relacionadas ao mecanismo de capt&@&siexperimentosn vitro sé&o
realizados em culturas de células e permitem, aonocurto periodo de incubacao, obter
informacdes sobre as interacdes célula - partjpolianérica. Nesse tipo de estudo, as
células geralmente utilizadas sdo as do tipo CactePivadas do célon humano
(KRIWET E KISSEL, 1996; NORRIS E SINKO, 1997; DELIE998). Ja os ensaiex
vivo utilizam tecido intestinal fresco de mamiferogpeeaentam a vantagem de permitir
avaliar a permeabilidade das nanoparticulas enisdisgorcdes do intestino (JEZ¥K
al., 1992; DELIE, 1998; AHLINet al, 2002).

2.5.1.3.Metodologias para avaliacdo da atividade do farmacencapsulado nas
nanoparticulas

Sempre que um farmaco € encapsulado, é neces#aiiitar se 0 mesmo
continua tendo efeito; ou seja, consegue se libedamatriz e exercer a sua funcao
terapéutica. Os ensaios para avaliacao da atividadem ser realizados por estudos
vitro ein vivo. A combinacdo de ambos os estudos é o ideal,ijpaintente quando se
pensa em seguranca e eficacia. Os ensaiggro podem ser feitos pelos estudos de
dissolucéo ou liberacédo, onde se mimetizam as c¢oeslifisiolégicas (TOMARet al.,

2011). Nesse ensaio apenas é verificado se o faromtsegue ser liberado da matriz
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gue o contém, ndo demonstrando assim a eficadié.sBs comprovada em estudos

Vivo.

Os estudosin vivo de materiais nanoparticulados devem ser realizados
primeiramente em animais por questdes de segur@ipaamente que estes ensaios
devem ter autorizacdo prévia do Comité de Etican€o objetivo desses estudos é
verificar eficacia, é importante trabalhar com amisn'infectados" pela doenca a ser
tratada. TOMARet al (2011) testou insulina em micro e nanoparticutdsrgricas em
coelhos diabéticos objetivando verificar a acadatmaco a partir desses sistemas, 0s

resultados foram positivos.

2.5.2. METODOS DE PREPARO DE NANOPARTICULAS

O preparo de nanoparticulas poliméricas pode sty for diversos modos;
entretanto, ha alguns fatores que devem ser olokervaomo a toxicidade dos
solventes empregados, a facilidade de aumento delaesx a eficiencia do
encapsulamento do material desejado (R&il&l, 2006). O processo de preparo de
nanoparticulas mais usual na area farmacéuticééénica de evaporacao de solvente
(SILVA et al, 2003; RAO E GECKELER, 2011). Nesta tese, a pafinacdo de
mondmeros, ih situ’, por miniemulsdo foi a técnica escolhida. A panzacdo de
mondmeros permite "desenhar" o material que se gbtar, uma vez que se esta
realizando a sintese do polimero ao mesmo temposgu@z o encapsulamento. A
técnica de polimerizacda situ pode ser realizada por algumas rotas distintaslosa
polimerizacdo em emulsdo, miniemulsdo e microemuadoprincipais (RAO E
GECKELER, 2011). A escolha do método de prepar@nidg da natureza do polimero
e do farmaco, além da via de administragdo. Lendarajue o produto final deve
apresentar as seguintes caracteristicas (&Af\, 1998):

- Manutencéo da estabilidade e atividade do farmaoa vez que o0 mesmo deve

estar integro para exercer a sua funcao farmacalpgi

- Alta eficiéncia de encapsulacdo, pois quanto m&o a concentracdo de
farmaco encapsulado, melhor, uma vez que sera raeuuaintidade de nanoparticulas a

ser utilizada nas formas farmacéuticas;
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- Baixa polidispersé@o de tamanho, para que sejaidasbdoses medicamentosas

uniformes;

- Perfil de liberacdo do farmaco reprodutivel, parae as nanoparticulas
apresentem sempre cinética de dissolucdo semelhanfgara que as doses do

medicamento em questao tenham reprodutibilidade;

- As micro/nanoparticulas devem apresentar bomoflé ndo apresentar
agregacdo ou aderéncia, uma vez que esses fat@jesligam a manipulacdo do

material, causando a perda de produto e a difidellde ajuste de dose.

2.5.2.1 Evaporacéo de solvente

A técnica de evaporacdo de solvente foi desenwlvids anos 70 para a
preparacdo de microesferas de polimeros biocongigtivbiodegradaveis. O processo
baseia-se na emulsificacédo inicial de uma mistura epntém um solvente volatil, o
farmaco, tensoativo e o polimero em uma fase extepure pode ser agua ou um 0leo no
qual o polimero é insolavel. A emulsdo é entdo ilnta a agitacdo constante, seguida
pela evaporacdo do solvente (por vacuo geralmetgggndo a precipitacdo do
polimero e do farmaco. As nanoparticulas formadaeim ser lavadas para a retirada
dos aditivos, como os tensoativos, filtradas essoé condicbes apropriadas (JAIN
al., 1998; VAUTHIER E BOUCHEMAL, 2008; RAO E GECKELERO011).

As principais vantagens desta técnica sado (ktMal, 2002; VARDE E PACK,
2004; FREITASet al, 2005; VAUTHIER E BOUCHEMAL, 2008):

Método simples, ndo havendo a necessidade de usoegdgamentos

especializados;

Pode-se obter uma emulsédo polimérica estavel, semprometer a atividade do

farmaco;
N&o precisam ser empregadas altas temperaturas;

E possivel controlar o tamanho de particulas (nab@®: a micrémetros),

intermédio da combinacédo de estabilizantes e a&gitapropriada da mistura;
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Observam-se altas taxas de recuperagdo de pastiqiando comparadas a

outras técnicas;
Existe a possibilidade de incorporar tanto farmaipadilicos quanto hidrofilicos.

A desvantagem principal da técnica de evaporacdoiente € a possibilidade
de coalescéncia das nanogoticulas durante o pooakssevaporacdo do solvente,
afetando o tamanho da particula e a morfologia dtenal (RAO E GECKELER,
2011). Para ativos lipofilicos, como o PZQ, sdapnizadas as emulsdes O0leo em agua
(O/A), utilizando solventes organicos insolaveis eagua (O'DONNELL E
MCGINITY, 1997). A adaptacdo de metodologias de lsmumultiplas (como O/A/O)
também vem sendo utilizada (HERRMAN# al, 1998; HOMBREIRO-PEREZt al,
2003). O polimero é solubilizado inicialmente ertvante organico e emulsificado com
agua, na presenca de tensoativos. O solvente jpostente € evaporado sob agitacao
mecanica e pressdo reduzida (O'DONNELL E MCGINITY997; RAO E
GECKELER, 2011). Deve-se também atentar que a gémdde nanocapsulas por essa
técnica é muito dificil, j& que seria necessariaramnacdo de uma emulsao trifasica e a
evaporacao preferencial do solvente da casca patand-inalmente, deve-se observar
gue € necessario usar um solvente adicional rensastalém do polimero e do farmaco,
0 que impde custos e riscos adicionais. Essa #ahi@dequada em uma escala
laboratorial, pois 0 aumento de escala requer métogie utilizem baixa energia de
emulsificacdo (SOPPIMATIdt al, 2001).

2.5.2.2 Polimerizacédo em emulsao (“in situ”)

A polimerizagcdo em emulsdo é um dos métodos maisige para a sintese de
diversos polimeros. O uso de agua como meio deemd@p torna essa técnica
ambientalmente favoravel, sendo indicada para aufatuma de polimeros empregados
na industria farmacéutica e alimenticia, uma vee géo a ha preocupacdo com a
retirada do solvente organico (RAO E GECKELER, 2011

A producédo de nanoparticulas por polimerizagasitu ocorre quando se adiciona
mondémero na emulsdo, ao invés de uma solucdo degrol Pelo processo de
polimerizacdo, obtém-se entdo as nanoparticulgslinerizacdo em emulsdo ocorre

em um meio heterogéneo, em que a reacao ocorgganésulas poliméricas (20 a 1000
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nm de diametro) dispersas na fase aquosa (ARAU9EY; NGWULUKA, 2010). A
polimerizacdo em emulsdo classica é um processang@a aplicacdo industrial,
ocorrendo na maioria das vezes em meio compostagqu@ como agente de dispersao,
mondmero, emulsificante e iniciador (ASUA, 2002;TEVES et al, 2004; RAO E
GECKELER, 2011). A 4gua, como meio dispersanteesnta as vantagens de nao ser
toxica, possuir condutividade térmica elevada, zedu viscosidade do meio e permitir

a solubilizacéo de sais, além das motivacdes daostondmica.

O mondémero é uma substancia organica que, no as@alimerizacbes em
emulséo, apresenta uma solubilidade limitada ra dgsiosa. Desta forma, quando se
mistura 4gua e mondmero, o sistema forma 2 faseand® o sistema é agitado na
presenca de estabilizantes, a fase organica setemc@ forma de gotas dispersas na

fase aquosa continua.

O emulsificante, também chamado de surfactantegyenta tensoativo, € utilizado
para promover estabilidade das gotas de mondmetamé&ém das particulas de
polimero (LENZlet al, 2003). O emulsificante é usualmente compostoupm longa
cadeia de hidrocarbonetos de natureza hidrofolmoawma extremidade hidrofilica, de
natureza ibnica ou nado idnica (ASUA, 2002). Quarsdo adicionadas pequenas
guantidades de emulsificante na agua, este se tematisperso na fase aquosa e na
superficie das gotas de mondmero (e/ou particidapotimero), estabilizando-as. A
partir de uma determinada concentracdo de emualstéc(CMC, concentracdo micelar
critica), que depende do tipo de emulsificante eataposicdo e temperatura da fase
agquosa, sao formados agregados de emulsificanteaclts de micelas. Nas micelas os
grupos hidrofilicos se orientam em direcdo a fageosa, enquanto 0S grupos
hidrofobicos se dirigem para o interior (PIIRMA, 89 ASUA, 2002). Quando o
sistema se encontra acima da CMC, a solubilidadesafe do monémero aumenta, ja
gue este é parcialmente absorvido pela regido fidloica das micelas; ou seja, ocorre a
formacao de agregados coloidais compostos por makde emulsificante e inchados
com monémero solubilizado (ARAUJO, 1999).

Os surfactantes utilizados para a polimerizacdoeemilsdo devem reunir 0s
seguintes requisitos: ser mais soluvel na fasesaqustar prontamente disponivel para
adsorcao na superficie das gotas; adsorver forteneendo ser facilmente deslocado
quando duas gotas colidem; reduzir a tenséo ictatfpara valores inferiores a 5%10

N/m; gerar um potencial eletro-cinético suficiepera que as gotas em emulsdo néo
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coalescam e permanecam afastadas uma das outrasitizado em pequenas
concentracdes; ser relativamente barato, n&o-togiceeguro para manusear (EL-
AASSER E MILLER, 1997; ASUA, 2002). Vé-se que atdide atributos ndo é

pequena.

Os iniciadores utilizados nestas reacfes sdo casspre solUveis na fase aquosa
(LENZI et al, 2003). Inicialmente o sistema é composto poagiae mondmeros
estabilizadas pelo tensoativo e pela fase aquogartk do instante em que o iniciador
é inserido, a polimerizacéo € iniciada e uma naga £ formada, com a nucleacdo das
particulas de polimero (CORTINA, 2007). Com a degosicdo do iniciador e a
geracdo de radicais livres, cuja velocidade depdadetureza quimica do iniciador, do
pH do meio e da temperatura do sistema, estesaradi@o responsaveis por iniciar a
polimerizacdo. As particulas poliméricas sao forasacom a captura de radicais pelas
micelas inchadas em mondmero ou pela precipitagdocddeias em crescimento na
fase aquosa (LENZét al, 2004). Esse mecanismo da origem as seguintes thse

polimerizacao:

Fase | — Nucleacéo

E a primeira fase de polimerizagdo em emulsdoickssm que as particulas de
polimero sdo formadas pela entrada de radicaisslima micela (processo de nucleacéo
heterogénea) ou pela preciptacdo dos oligdbmerosaftws na fase aquosa (processo de
nucleacdo homogénea). Na miniemulsdo, a nucleag@weopela entrada de radicais
nas gotas de monémero previamente emulsificadagniNésdo convencional as gotas
de mondmero (1-1(m) sdo bem maiores que as micelas inchadas commapad10-

20 nm). Em contrapartida, as micelas estdo em ntpiantidade que as gotas de
mondmero; dessa forma, as particulas sdo formaedsrgncialmente por nucleacao
homogénea ou heterogénea (LANDFEST&Ral, 1999; ASUA, 2002; LENZEt al,

2004; CHEN E SAJJADI, 2009). E nesta etapa queasyitopriedades importantes do

sistema sédo estabelecidas, como a distribuicdandanthos de particula.

Na etapa de nucleacdo uma quantidade crescenteuligfecante € requerida para
estabilizar as particulas em crescimento durantgrocesso classico em emulséo,
levando ao esgotamento das micelas. Nesse pontiee @c@inal da nucleacéo micelar e

o inicio da fase de crescimento, em que se obsena concentracdo constante de
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mondmeros nas particulas, devido a presenca dse dgetanondmero no sistema. No
processo em miniemulsdo, essa etapa nao ocorre,vemgue as particulas foram

previamente formadas e ndo existem reservatériosot@mero livre no meio.

Fase Il — Crescimento

A fase monomérica é entdo consumida até que ass gitda mondémeros

desaparecam na segunda etapa de reacao.

Fase Ill — ConcentragOes decrescentes de mondémero

Quando as gotas de mondmero se exaurem, a reagfioua até o consumo
completo do monémero existente nas particulas poioas. Nesta etapa nota-se um
aumento da viscosidade, que pode ocasionar umgaedie constante cinética de
terminacdo e resultar no aumento da taxa de pofiag&io (ARAUJO, 1999). Esse
fenbmeno é chamado de efeito gel e pode justiicammento descontrolado das taxas
de reacdo (CHEN E SAJJADI, 2009).

As reacOes de polimerizacdo em emulsdo seguem @nmpw classico de
radicais livres, como ilustrado de forma simplileana Figura 4. Muitas outras etapas
mecanisticas podem ser possiveis, como a transferéa cadeia para o polimero, que
pode causar a formacdo de gel (material insolUeANDFESTER, 2006). Por
envolver espécies de alta massa molar, a etaparaenacdo € mais afetada pelo
aumento de viscosidade do meio. No entanto, é itapker salientar que a dimensao
extremamente reduzida da particula polimérica eenf®o sistema uma natureza
compartimentalizada; ou seja, os radicais eventmtenpresentes nas particulas podem
nNao se encontrar para promover a etapa de terninBoé isso, a taxa de terminacéo é
fortemente influenciada pela taxa de captura deaedformados no meio aquoso. Uma
vez capturado um segundo radical, a terminacaoedar forma praticamente imediata
(PIIRMA, 1982). Excec¢bes importantes ocorrem quam@articula € muito grande ou o

efeito gel € muito intenso.
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Iniciagio Transferéncia para Mondmero
Y Py gy em oy, gy po
J d
R + MY » P
Propagagio Terminagio por Combinagio
K ¢ gt .
P +MT —E P PU+F oot O,

Figura 4 - Esquema cinético classico das reacopslidrerizacéo via radicais
livres (Fonte: LENZlet al, 2004)

Na polimerizacdo em emulsdo classica, as partiqodméricas formadas nao
correspondem as gotas de emulsdo primaria, confdisnatido por LANDFESTERt
al. (1999). E importante ressaltar que a concentragaagente emulsificante € o fator
preponderante para determinacdo da taxa de re@gagle € a concentracdo de
tensoativo que determina quantas particulas saoaftas. Outro ponto importante a
ressaltar € que a massa molar é definida princgraknpela concentracdo de iniciador.
Admitindo-se que a terminacao € imediata, a cgugienérica cresce durante o periodo
de tempo decorrido entre dois eventos de captunadieais livres gerados no meio
aquoso. Esse intervalo de tempo € inversamenteoqmiopal a taxa de geracdo de

radicais livres no meio aquoso.

A polimerizacdo em emulsdo apresenta varias vamsageais facil controle da
temperatura por causa da presenca de agua; altesda polimerizacdo; alto grau de
polimerizacao @ossibilidade de uso do produto final diretameditgpensando etapa de
separacao (LENZEkt al, 2004). Uma desvantagem importante € a dificuldade da
remocao de residuos de emulsificantes e de mondémqeodo ha a necessidade do
emprego do polimero puro. Além disso, a maior cexighde dos mecanismos
envolvidos resulta em uma maior dificuldade paradelgem, monitoramento e
controle do processo (HIROTé&t al, 2004).

Desde o aparecimento da Teoria de Harkins (194%m realizados muitos
estudos envolvendo reagBes de polimerizagdo emsamuPorém, diversos aspectos
deste tipo de reacdo seguem despertando o intetassamunidade académica, como,
por exemplo, os mecanismos de nucleacdo (GILBERIQ5)l a particdo dos

componentes entre as diversas fases presentest@oaie a otimizagéo e elaboracao de
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estratégias de controle para este tipo de procéSsHEN E PENLIDIS, 1990,
GIUDICI, 2000; VIEIRAEt al, 2002).

2.5.3.POLIMERIZACAO EM MINIEMULSAO

O termo miniemulsdo é empregado genericamente gesarever dispersdes
submicrométricas (na faixa de tamanho de 30-500 awn}ipo 6leo em agua, que
apresentam grande estabilidade por extensos perisdiodo preparadas a partir de um
sistema contendo 6leo, 4gua, surfactante e codestate (LANDFESTERet al, 1999;
ASUA, 2002; ZHANGet al, 2008). A miniemulsdo tem como caracteristica jtera
obtencdo de uma mistura estavel, formada por dasiae monémero, suspensas em
um meio heterogéneo. Dessa forma, as gotas de nevo&@®a comportam comol@acus
primério da polimerizacdo e cada gota se companaocum “nano reator”; ou seja,
cada gota de mon6émero se transforma em uma parpolimérica (ANTONIETTI E
LANDFESTER 2002; GUO E ZETTERIUND, 2011).

A técnica de polimerizagdo em miniemulsdo permitgarc polimeros
diferenciados, utilizando os mesmo materiais engimteg na técnica de emulséo
classica, em funcdo da sua versatilidade funcianahabilidade para incorporar
substancias organicas e inorganicas (EL-JABtY al, 2009). Essa € a principal
vantagem da miniemulsdo, quando comparada com s&wmcéssica: a formacgédo de
nanoparticulas com a incorporacdo de materiais situ”, além de permitir o
encapsulamento de maiores quantidades de ativoniéa (exigéncia imposta pela
técnica € a compatibilidade do material a ser endago com o mondmero, por isso
essa técnica tem ganhado cada vez mais atencaoN@HA al, 2008; FAUCHEUet
al., 2010; FONSEC/et al.,2010). Outras vantagens sao as altas converséesleas
massas molares obtidas. Além disso, pode-se oltetrteor de soélidos e baixa
viscosidade (SAMAKANDE gal., 2008).

A polimerizacdo em miniemulsédo difere da polimegéa em emulsédo classica
porque na primeira as nanoparticulas sdo previarfentnadas e estabilizadas, com
auxilio de um hidréfobo, co-estabilizantes e agitag/ou cisalhamento rigoroso. Na
emulsao classica, as particulas poliméricas s&oafdas por intermédio de nucleacdo de

uma fase polimérica, por precipitacdo de cadeiéimmpdcas formadas na fase aquosa

39



ou por reagcdo nas micelas formadas pelas molédolasirfactante (ANTONIETTI E
LANDFESTER, 2002; ROMIOet al, 2009; FONSECAet al., 2010; RAO E
GECKELER, 2011). Nesse sistema utiliza-se tambémmones quantidades de
tensoativos, quando comparada a emulsdo classg® (R GECKELER, 2011). O
processo de polimerizacdo em emulsdo classico rémeguado para a producdo de
nanocapsulas e/ou nanoesferas contendo farmacosiepode forma geral, ndo é
possivel transferir o farmaco do meio para o iotedas nanoparticulas poliméricas
nucleadas. Na verdade, quando se tenta encapsalariars pela técnica de emulsao
classica, obtém-se nanoestruturas formadas pekerial a ser encapsulado depositado
sobre a superficie da particula polimérica (FAUCH#EWI, 2010). Outra questao é que
a técnica de miniemulsao permite a obtencdo decaasalas em uma simples etapa de
reacao, baseado na diferenca da tenséo intertacialprocesso de separacdo de fases
durante a polimerizacdo, ao contrario do procegssendulséo classico (ROMI& al,
2009). Para finalizar RAO e GECKELER (2011) apréserm uma sucinta comparagao
entre ambas as técnicas demonstrando que a emalsifdia no processo de
polimerizacdo em emulsdo apresenta menor estatslida armazenamento e maior
indice de polidisperséo das distribuicfes de tamalehparticula, as vezes apresentando

particulas maiores que 10um.

O processo de polimerizacdo em miniemulsdo é ohicigzela dispersdo de uma
fase dispersa (mistura mondémero, 6leo) em umadasiénua (aquosa) na presenca de
emulsificantes e co-estabilizantes (geralmenteofathicos), utilizando um dispositivo
de dispersdo adequado para alcancar um estaddoedtar; em que se observa o
equilibrio da taxa de rompimento e coalescénciaNDAESTER, 2006; EL-JABYet
al., 2007; LOPEZet al, 2008; ROMIOet al, 2009). Durante a etapa de polimerizacéo,
as goticulas sdo nucleadas e polimerizadas ide@msem alteracdo das suas
identidades. O tamanho das goticulas apds a patagéo depende da quantidade e do
tipo de tensoativo, além do tempo e intensidadagitacéo, e do tipo de agitador (EL-
JABY et al, 2009).

A literatura descreve dois mecanismos que podesnaalb niumero e o tamanho
das particulas apds a dispersdo: a degradacddoddug“Ostwald ripening”) e a
coalescéncia entre as goticulas. Nesse contexescalha do surfactante e do co-
estabilizador sdo fundamentais. A principal fundaaensoativo € estabilizar as gotas

do mondmero, evitando a coalescéncia, enquanto agueincipal funcdo do co-
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estabilizador é retardar a degradacdo Qiwald, criando uma pressao osmotica
desfavoravel ao processo de degradacdo em cadd gMNB®FESTER, 2002; ROMIO
et al, 2009).

Em uma emulsédo 6leo em agua, a transferéncia deandas gotas menores para
as maiores, degradacao @stwald ocorre naturalmente e influencia a distribuicéo d
tamanho de particula. Quando as gotas pequenassatiicestabilizadas contra a
degradacéo difusional, elas vdo desaparecendo amanho médio das goticulas
aumenta com o tempo. O processo de degradacdongoydm pela diferenca de
potencial quimico existente entre 0os componenteseptes nas gotas menores e nas
gotas maiores. Por causa da natureza hidrofébisacdmponentes emulsionados, 0
aumento de potencial quimico nas particulas peguemiacausa da alta area especifica
pode ser muito significativo, o que promove trar&feia de massa espontanea das
particulas menores para as maiores atraves daafasesa. Esse efeito pode ser
minimizado com a insergéo de aditivos que reduzameagia de interface, o potencial
quimico da fase dispersa ou que aumentem as resasé transferéncia de massa entre
0 meio aquoso e as particulas. A escolha do abiézéinte € muito importante por
diversos fatores ja citados, mas também pelo fate permanecer no polimero final.
Co-estabilizantes usuais sao o alcool cetilico xadecano (ASUA, 2002). Os co-
estabilizadores, por serem insolUveis em agua, podlem difundir na fase aquosa.
Assim, ao remover monémero de uma goticula, oagrr@umento na concentracéo do
co-estabilizante retardando ou impedindo a degéadale Ostwald e mantendo a

estabilidade das pequenas goticulas formadas éuagrdlimerizagéao.

O processo de coalescéncia acontece quando duaslg®testdo proximas o
suficiente para que ocorra o contato entre as gleasndo a formacédo de uma Unica
gota maior. Os tensoativos empregados na miniemulsdem apresentar as mesmas
caracteristicas daqueles usados na polimerizacdenamsdo. LANDFESTER (1999)
observou que o tamanho das goticulas dependiaatdid@ade da fase dispersa. Quando
esta diminuia, o tamanho das particulas tambéredsezia, em virtude da diminuicédo
da taxa de coalescéncia. LANDFESTER (2000) estwdomecanismos de estabilidade
de polimerizagdo em miniemulsdo utilizando launlfato de sddio (LSS) como
tensoativo e notou que a area recoberta por LS®@m@tara com o aumento do tamanho
de particula. Assim, para atingir um estado estambs a polimerizacdo em

miniemulsao, € necessario mais surfactante poridezdacial.
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Na polimerizagdo em miniemulsdo o latex formadosa@almente opaco e de
coloracéo branca, sendo basicamente uma copiatidelgs originais polimerizadas, se
a reacao for ideal. O tamanho de cada particutasida é determinado pelo processo de
rompimento e estabilidade de cada goticula de memdNLANDFESTERet al,
1999). Nesse sistema, ndo existem micelas presergdensao superficial se encontra
acima da saturacdo da solugédo de tensoativo, ssn@erdracdo de surfactante for
adequadamente controlada (LANDFESTER al, 2001). Como conseqiéncia, a
cobertura superficial das goticulas da miniemufgdtomoléculas de surfactantes nao é
completa (LANDFESTERt al, 2000).

No trabalho aqui proposto, a técnica selecionada paduzir as nanoparticulas
foi a polimerizacdo em miniemulsdo, uma vez qua esrmite que um componente
insolivel em agua, como o praziquantel, seja cdmadiretamente na goticulas da
miniemulsdo para que seja realizada a reacéo dmeyaacao. Na area farmacéutica
essa técnica ndo € usual. Durante a revisdo matlita foi encontrado apenas um
trabalho a respeito da incorporacédo de farmacop@onerizacdo em miniemulsam”
situ’, que foi o de ZHANGet al. (2008), que encapsulou paclitaxel em nanocapsialas
poli(etileno glicol) - poli(n butil cianoacrilatofntretanto, a parte de caracterizacao foi
realizada basicamente para os polimeros, sem angeeslo farmaco, ndo abordando a
interacdo deste com a matriz. Além disso, alguritagdes a respeito da possibilidade
da aplicacdo desta técnica na producdo de meditasn@anoencapsulados foram
encontradas, como o trabalho de NGWULUKA (2010g gpresenta alguns exemplos
de polimeriza¢adn situ com farmacos; entretanto, por técnicas diferemtksn disso,

pouca informacao foi apresentada sobre 0s processos

Por fim, uma grande vantagem da técnica de polmagfio em miniemulséo é que
se trata de uma tecnologia baseada em agua; qundejtaz uso de solventes organicos,
podendo ser considerada uma tecnologia ambientsnaenigavel (FONSEC/AL al.,
2010).

2.5.3.1. Técnicas de dispersdo de miniemulsdes

O processo de emulsificacdo inicia-se com uma pséura das duas fases: uma

aquosa, que contém o surfactante, e uma organiea,cgntém o co-estabilizante

42



dissolvido no monémero. A ordem com que 0s comp@sesdo misturados nao
interfere na taxa de polimerizagdo, desde querdetama eficiente homogeneizacao.
Assim, conclui-se que o numero de goticulas formad® € afetado pela ordem da pré-
mistura (MILLERet al, 1994; ASUA, 2002). A emulsificacdo ocorre emglatapas: a
deformacgdo e o rompimento das gotas, aumentandeaaedpecifica da emulséo, e a
estabilizacao das gotas pelo tensoativo (ANTONIERTTANDFESTER 2002).

Os equipamentos normalmente empregados para dispgas miniemulsdes séo
o ultra-turrax (rotor-stator), o ultra-som e homogeador de alta pressdo
(ANTONIETTI E LANDFESTER 2002; LOPEZet al, 2008). LOPEZ et al. (2008)
testaram os trés equipamentos e demonstraram qoérmstator ndo foi capaz de
reduzir as goticulas da fase dispersa ao tamawjuenido (aproximadamente 100 nm).
Isso ocorre porque o ultra-turrax possui uma eaeggpecifica limitada, resultando em
goticulas frequentemente na faixa de 1 um (KOHIgERI.2010). Entretanto, o ultra-
som e o homogeneizador de alta pressao permitirgmre@aracdo de um latex com
particulas de pequeno tamanho, com uma miniemuséo alto conteudo de fase
organica e com grande concentracdo de resina. &edifa entre as duas ultimas
técnicas € que o ultra-som permite o preparo degre volumes, ao contrario do

homogeneizador e do ultra-turrax.

O ultra-turrax € um equipamento de cisalhamentoigdez forte cisalhamento
por meio da rotacdo em alta velocidade de um mtorelacdo a um estator fisico. O
tamanho das goticulas formadas depende da inteesiita cisalhamento gerada, que
depende da geometria do equipamento e da velocdad®tacdo. O ultra-turrax e
equipamentos afins ndo sdo tdo eficientes, umaquez ndo permitem obter uma
distribuicdo de tamanho de goticula homogénea,osegne as particulas apresentam
uma ampla faixa de tamanhos (ASUA, 2002; LOREZL, 2008).

O ultra-som, também chamado sonicador, gera ongladtih-som que causam
oscilagbes das moléculas de fluido nas proximiddddscal de propagacéo das ondas.
O sistema é mantido agitado, para garantir que tdtuido passe na regidao de
sonificacdo e para que ocorra a quebra de todgstas de monémero. Dessa forma, o
tempo de sonificagdo é fundamental no processo ideemulsdo (ASUA, 2002). O
principal problema dessa técnica de emulsificacgaetela é dificil de escalonar (EL-
JABY et al, 2009). Primeiramente, a técnica pode ser coraidecara, sendo que a

eficiéncia depende fortemente da relacdo existarite a area do sonicador e 0 volume
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do meio. Por isso, a técnica é também dificil dplémentar em um ambiente real de
producdo. Por essa razdo, a técnica de sonicagéoepmais adequada ao ambiente

laboratorial, para estudos de viabilidade cinélicgrocesso de polimerizacao.

O homogeneizador de alta presséo envolve a preaséa de dispersdes por uma
bomba com deslocamento positivo e o posterior fatxavés de uma abertura estreita a
altas velocidades. O processo gera elevados gtasdiele velocidade e de tensdo de
cisalhamento, que promovem a dispersédo fina dauraisA posicdo da valvula de
abertura pode ser controlada por diferentes disposi de pressdo. O liquido
emulsionado pode recircular varias vezes atravésodmgeneizador. Quanto maior o
namero de ciclos, menor o tamanho das goticulassdérma, os tamanhos das
particulas podem ser controlados ajustando a reses® numero de ciclos no
equipamento (QUAMet al, 2011). O homogeneizador de alta presséo € o ageimto
mais eficaz para emulsificagdo, enquanto o ultnaxué 0 menos eficiente.

Recentemente, EL-JAB¥t al (2009) empregaram um misturador estatico no
processo de homogeneizacdo. Até o presente momeéto,havia sido realizado
nenhum estudo com este equipamento na geracdo wienmlsdo. Esse estudo
demonstrou que o misturador estatico produz gatscabnoméricas (aproximadamente
110 nm) com um controle adequado de distribuicam@me@nho, além de constituir uma
alternativa econdémica, pratica e segura. A principste equipamento ainda apresenta a
vantagem de poder ser aplicado industrialmente aom consumo de energia
aparentemente menor, quando comparada ao homoaggaoreide alta pressao (EL-
JABY et al, 2009).

O homogeneizador de alta pressdo € a técnica recaui@ para aumento de
escala gcale-up do processo de miniemulsdo (ASUA, 2002; MANEAal, 2007;
LOPEZet al, 2008). Entretanto, ha algumas divergéncias,ccoré relatado por GUO
E ZETTERLUND (2011), que alegam que O processo dedgeneizacdo € um
impeditivo ao escalonamento. No processo de honwzmcdo deve-se ter cuidado
para nao formar radicais livres, que podem serdgsraelo aguecimento decorrente do
processo de escoamento através da fenda (cavit&#@sy) isso aconteca antes da etapa
de polimerizacdo no reator, o latex final e a ifisicAo de tamanho de particulas
podem ser significativamente afetados.
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2.5.3.2.Polimerizacdo do monémero em miniemulséo

O processo de formacgao das particulas correspopdenaira etapa do processo
de polimerizacdo em miniemuls&o. A principio, aleacdo pode ocorrer pelos mesmos
trés meétodos j& descritos anteriormente: nucleheferogénea, nucleacdo homogénea
ou nucleacao na gota monomeérica. Entretanto, amacanda emulséo convencional, na
miniemulsao ideal espera-se que a nucleacado dm@aliocorra na gota de monémero,
em funcdo da grande area especifica disponivell towle a maior parte do tensoativo
deve estar adsorvida, restando pouco surfactaméegara formar micelas ou estabilizar
a polimerizacdo na fase aquosa. Dessa forma, o roudee particulas ndo deve ser
alterado durante a polimerizacao ideal (ANTONIEETLANDFESTER 2002; ASUA,
2002; EL-JABY et al., 2009).

No sistema de polimerizagdo em miniemulsdo o apaesto de micelas é
indesejavel, uma vez que o objetivo € provocarceagao nas goticulas. O surgimento
de micelas depende do numero de gotas, da digffibido tamanho das gotas e da
concentracdo de tensoativo aplicada. A escolhaistensa de homogeneizacédo é
importante, pois quanto maior é a intensidade degip, menores sdo as goticulas
formadas e maior € a quantidade de surfactanterelqupara estabiliza-las, sobrando
menos tensoativo livre para a formacéo das mi¢elablSEN E UGELSTAD, 1979).

7

A fase de esgotamento do mondmero € a segunda etajgmrre de modo
semelhante a discutida para o processo convencienglolimerizagdo em emulsao.
Quando se tem co-polimerizacdo, uma vez que afarttos monémeros entre as fases
do sistema pode levar a variagcbes na composicaoodolimero e a producdo de
copolimeros diferentes na polimerizacdo conventi@nana miniemulsdo (ASUA,
2002).

Iniciador

Os iniciadores utilizados no processo de polimeéimaem miniemulsdo podem
ser soluveis na fase aguosa ou organica (MORI E RGWCHI, 2006). A reacao de
polimerizacdo em que o iniciador é dissolvido naefaquosa ocorre de maneira
semelhante a do processo de polimerizagdo em emntnégdicional. A Unica diferenca
relevante reside no fato de que os radicais formaddase aquosa entram nas gotas de

mondmero na miniemulsédo e nas micelas e partidéamlimero na emulséo classica.
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Os iniciadores soluveis em agua mais comuns s&ollfsto de potassio e persulfato de
amonio. No caso do iniciador ser soluvel na fagfica, ele é dissolvido antes da
preparacdo da miniemulsdo e a reacdo € iniciadmoddas gotas submicrométricas.
Esse processo é comparavel ao da polimerizacdaigperssdo, em que o iniciador €
alimentado nas gotas monomeéricas da suspensdao.imenmlsdo, em virtude das

goticulas serem muito pequenas, pode ocorrer efeiéo compartimentalizacdo que
reduzem a eficiéncia do processo, ja que dois aedgdo gerados simultaneamente
durante a decomposicdo do iniciador. Os inicissl@@lveis na fase organica mais
usados sdo 2,2’-azo-bis-isobutironitrila (AIBN),r@wedo de laurila e peréxido de

benzoila.

O tipo de iniciador impacta diretamente o proces&o polimerizacdo em
miniemulsdo. Por isso, o iniciador deve ser bemolkgto, de acordo com as
propriedades finais do polimero que se deseja (ORI E KAWAGUCHI, 2007).

Tensoativo

Os tensoativos tém a funcéo de reduzir a tensédantal entre a fase organica e
aguosa atraves de um rearranjo na superficie. iCeinleé HLB (Equilibrio Hidrofobico
e Lipofilico) mede a proporgéo entre a parte hitloaf e lipofilica de um surfactante. O
valor HLB aumenta proporcionalmente ao aumento elarigade do tensoativo; ou
seja, a solubilidade do mesmo em meio aquoso. [iEséeetro € bem empregado para
selecdo de surfactantes, com o objetivo de prevgrao de estabilidade que um
determinado tensoativo pode proporcionar (HOLMBE&Gal, 2002). E importante
ressaltar que alguns surfactantes podem apresentesmo indice HLB, mas terem

comportamentos diferentes em relacdo a estabibzdedima dispersao.

Existem trés tipos basicos de tensoativos pardibstegdo de miniemulsdes: os
ibnicos, que podem ser catibnicos ou anidnicos,senao idnicos. O uso de
estabilizantes catibnicos € o menos usual. Ollautiato de sodio é um tensoativo
anidnico dos mais utilizados em formulacdes de enmilséo, combinado com um co-

estabilizante seletivo pra a fase organica (LANDHES et al., 1999).

O tamanho médio de particula é diretamente afefagla concentracdo de
tensoativo. Quanto menor é a quantidade de temepatiaior € o tamanho médio das
particulas. Diferentes surfactantes em uma mesmeeatracdo levam a formacéo de
distribuicbes granulométricas variadas (LANDFESTERQ1; ZYL et al, 2004). A
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quantidade de emulsificante empregada nas poliagg&ies em miniemulsdo varia

tipicamente entre 1 e 5% da massa dos mondmeros.
Co-estabilizadores

Conforme ja citado, o uso de co-estabilizadorea vetardar a degradacao de
Ostwald nas goticulas. Eles devem ser utilizados humaesdracdo adequada para
exercer a sua funcdo. Esses compostos exercem ressa@ osmotica dentro das
goticulas, neutralizando a pressao de Laplace vengue permanecem dentro de cada
goticula ndo se difundindo no meio. A eficacia deestabilizador aumenta com a baixa
solubilidade em &gua, no caso de miniemulsdo dkecagua (LANDFESTERet al,
2010). Quanto maior é o comprimento da cadeia destabilizador, maior é a
estabilidade da miniemulséo, pois estes composths&zem a energia livre da mistura
na fase organica (LANDFESTER, 2001). Os co-estadlbires mais usuais sao o
hexadecano e o alcool cetilico; entretanto, digersatras substancias podem ser
empregadas para esse fim, como polimeros insoltemisagua (ANTONIETTI E
LANDFESTER 2002; ASUA, 2002). FONTENOT e SCHORK (1992) demrarsim
que o uso de polimeros hidrofobicos como co-estabies € vantajoso, pois
estabilizam as goticulas durante a polimerizac@presentam uma boa compatibilidade
com o mondémero. A quantidade usual de co-estalidizaaria em torno de 1 a 10% em

relacdo a massa da fase organica.

2.5.4.CONTROLE DE DISTRIBUICAO DO TAMANHO DE PARTICULA

As miniemulsGes de mondémeros formadas sem a presenipiciador podem ser
armazenadas por um determinado periodo de temposesiem polimerizadas. No
processo de homogeneizacdo, a distribuicdo do tamalas goticulas resulta da
interacéo entre alguns fendmenos, conforme diszipod ASUA (2002):

* Dependendo do equipamento empregado na homogef@izagde ocorrer o
rompimento das goticulas por turbuléncia, cavitagdamas de extensédo e forcas de

colisao.

a7



* A coalescéncia das goticulas depende do fluxo padi@ aparelho de
homogeneizacdo e também do tensoativo empregado gsabilizacdo das gotas

monomeéricas.

* Devido a contribuicdo da energia de superficie, atencial quimico do
mondmero nas gotas pequenas € maior que nas gataieg. Dessa forma, a difusao
do monbémero ocorre das gotas pequenas para aegrando-estabilizador minimiza
esse processo, contribuindo para reduzir o tamdehparticula durante o periodo de
homogeneizacdo. Quanto mais insoluvel for o cobétador em agua, mais eficaz ele
sera como agente de pressao osmoética. Para cdieathives mais solGveis em agua,
como o alcool cetilico, observa-se que os tamadhssyotas da miniemulsdo néo sao
muito sensiveis ao processo de homogeneizacaoetéimts, quando é utilizado o
hexadecano (mais hidrofébico), o tamanho das giitagwui bastante no sistema de
homogeneizagéo, a depender das condi¢cdes de opékéiti ER et al, 1994).

* Degradacdo das gotas por difusdo de mondmeros,nguealmente € o

mecanismo principal para o aumento do tamanho @tas ge monémero.

Antes da etapa de polimerizacdo, as miniemulsdéscagas por periodos
prolongados podem apresentar problemas de estat@liduma vez que pode haver
aumento descontrolado no tamanho das goticulas AAR002). A coalescéncia das
gotas é causada pela colisdo das mesmas devidoamemto Browniano e for¢cas de
Van der Waals. A extensdo deste processo depemtieménte do sistema de
surfactante utilizado. O movimento Browniano é @waado pela energia térmica
existente no meio, em que a intensidade de movanérdiretamente proporcional a
temperatura e inversamente proporcional ao tamafehgarticula. A agitacdo do
sistema pode levar a formacao de gradientes deigialie que podem aumentar a forca
e a frequiéncia das colisdes (ARAUJO, 1999).

2.5.5.SECAGEM DAS NANOPARTICULAS

A manutencdo de nanoparticulas para preparacOesmdauticas em emulsédo
apresenta algumas desvantagens, como 0 risco tharénacdo microbiolégica. Como
a fase continua é aquosa, pode ocorrer degradatiiépca por hidrolise, além da

instabilidade fisico-quimica, em virtude da agrégae sedimentacdo das particulas.
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Assim, o armazenamento aconselhavel é sob a foen@ddpara a obtencdo de uma
maior estabilidade do produto. Dois processos sdplaamente difundidos para esse
fim: a liofilizacdo (reeze dryinjje a secagem por aspersapréy drying. Ambos os
processos podem ser empregados em escala ind(¢&idTHIERE BOUCHEMAL,
2008).

2.5.5.1 Liofilizacao

O principio da liofilizagdo consiste na remocdo d@gua de uma amostra
congelada por sublimacédo e dessorcdo sob vacue. [Essesso é dividido em trés
etapas: primeiro ocorre o congelamento da amodepois faz-se a sublimacéo e,
finalmente, faz-se a dessor¢cédo da 4gua ndo corg@l&UTHIER E BOUCHEMAL,
2008).

O processo de liofilizacdo aplicado a nanopart&ci@dpresenta algumas vezes
certos inconvenientes, como a perda da integridhmlematerial (rompimento das
particulas) e a agregacdo (que em muitos casosgaodaeversivel). Nesses casos, 0
uso de acucares e outras substancias, como aipigifvolidona) (cryoprotectants),
pode aumentar a resisténcia das nanoparticulasnimémdo o estresse do processo de
secagem e aumentando a estabilidade durante sagstoc(AHLIN et al, 2002;
ABDELWAHED et al, 2006a; ABDELWAHEDet al, 2006b; REISet al, 2006;
VAUTHIER E BOUCHEMAL, 2008).

2.5.5.2.Secagem por asperséao

A técnica de secagem por aspers8prgy-drying transforma liquidos em
particulas secas através de um processo contilssge. ffocesso pode ser dividido em
quatro etapas. A primeira etapa consiste na alegéontda emulsao/suspenséao dentro do
pulverizador, onde € feito o contato com o ar all@grizacdo da corrente liquida na
corrente gasosa que flui a alta velocidade. O tmntam o0 ar quente promove a
secagem do material. A separacdo do material secqgas de secagem ocorre

posteriormente em uma camara de decantacdo (BROADHEt al, 1992;
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VAUTHIER E BOUCHEMAL, 2008). A principal vantagemadécnica em relacdo a
liofilizacdo, é o baixo preco, além de ser um pssoemais rapido e que permite
modular algumas caracteristicas fisico-quimicamdterial final. Entretanto, ha alguns
relatos que indicam que o po decantado, ao sespediado, apresenta agregados
irreversiveis (VAUTHIER E BOUCHEMAL, 2008).

2.6. COMENTARIOS FINAIS

Com base na revisdo apresentada, pode-se conéluimh necessidade real em
buscar opc¢des farmacéuticas para o tratamentogdésessomose, principalmente para
as criancas. A esquistossomose € uma doenca magdiga, conforme apresentado, nao
despertendo assim, interesse de grandes multirasitarmacéuticas. Dessa forma, a
incumbéncia de se tentar desenvolver formulagbésrnativas, acaba indo as
universidades e laboratérios publicos no Brasinahotecnologia nesse sentido, vem
como uma grande aliada na solucéo desses problenmtastanto, ha diversos cuidados
que devem ser tomados, por se tratarem de padiouldto pequenas. A sintese das
nanoparticulas poliméricas podem ser feitas porerdas metodologias, onde a
polimerizacdoin situ se destaca, por permitir modular as caractersstita material,

além de ja formar uma particula encapsulada cadinneaico em uma Unica etapa.
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CAPITULO 3
Obijetivos

3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo principal desta tese é o desenvolviméetoanoparticulas poliméricas
contendo praziquantel e que possam ser inseridadoamulacdes farmacéuticas,
suspensao ou po para suspensdo com sabor agrdtissas. formas farmacéuticas séo
preconizadas para criancas, em virtude da faci#idiadministracdo e ajuste de dose

em funcdo da massa corporea.

3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS
» Avaliar os impactos de diferentes equipamentosa(ilirrax e homogeneizador
de alta pressédo) no processo de obtencdo de n#nolazer por polimerizacéo
em miniemulsdo. Essa avaliacédo é feita com audéi@analises fisico-quimicas
gue caracterizam as propriedades finais dos msterididos. As propriedades
sdo correlacionadas com o desempenho das nanafzstiem condi¢cdes

fisiologicas.

 Avaliar o desempenho de diferentes mondmeros na ufadama de
nanoparticulas de praziquantel. Trés mondmerosagatiados metacrilato de
metila, acetato de vinila e acido acrilico. No mssp de manufatura séo
observadas possiveis interacdes entre o farmaoonémero e as condi¢des de

reacao.

o Caracterizacdo das nanoparticulas obtidas. As ipdgates finais das
nanoparticulas sdo extremamente importantes peaxeteazar o desempenho do
produto obtido. Uma questdo importante é obterrimégdes sobre o impacto

gue as condicdes de reacao exercem sobre as catazte das nanoparticulas.

+ Realizar estudos vitro e in vivo das nanoarticulas obtidas, utilizando como

referéncia a formulagdo usual de comprimidos de RA@ 600 mg. Esses
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estudos permitem avaliar a liberacdo do PZQ arpdatimatriz bem como a
atividade do farmaco a partir das nanoparticulagvo.

3.3JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

O tratamento atual da esquistossomose consistepéoages orais de doses
diarias de 40 a 60 mg/Kg. Atualmente, conforme gnaonado, s6 ha no mercado a
forma farmacéutica de comprimidos nas dosagens$@e50D0 e 600 mg. O publico alvo
da doenca séo criancas. Uma crianca de 3 anoswde adm cerca de 20 Kg no estado
mais grave da doenca deve receber a administra;c@d0 mg de praziquantel por dia.
A maior dosagem de PZQ em comprimidos sdo 600 neps® forma, para o
comprimido conter a dose necessaria, ele tem quapteximadamente 1 g de peso,
pois ainda h& os excipientes. Criangcas em geratodseguem engolir 2 comprimidos
de 600 mg em sequéncia. Uma questdo importanteredizeito a dificuldade de
administrar varios comprimidos de uma Unica vezyya a degluticdo de uma unidade
farmacéutica ja é por si s6 bastante complicadacgesa do tamanho e do gosto ruim
do medicamento. Em virtude da auséncia de medidasigrara o tratamento da
esquistossomose de uso pediatrico, o MinistéricGdade (MS) solicita ha bastante

tempo o desenvolvimento do medicamento Praziquangglensdo 120 mg/mL.

Conforme ja relatado, diversos trabalhos tém pemturmelhorar a taxa de
liberacdo e/ou absorcdo do PZQ. Na grande maiasavdzes as técnicas empregadas
sao limitantes, pois néo possibilitam um aumentestala para a producédo industrial.
Nenhum dos trabalhos reportados de fato apresentanadicamento, mas apenas
propostas de formulagcdes parenterais e injetaveisicdimente. Essas formas
farmacéuticas aumentam muito o custo do medicamal#m de exigirem que pessoas

gualificadas apliguem o produto.

A técnica de polimerizacdo em miniemulsdo propoetsse trabalho é

extremamente promissora e apresenta diversas eastagn relacdo as demais:
» Permite a obtencao de nanoparticulas do farmaameeninica etapa,
» Permite o controle da distribuicdo do tamanho dtquéda,;
« E uma técnica de baixo custo;

* Apresenta facilidade de aumento de escala.
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A grande relevancia do projeto diz respeito a aiiende nanoparticulas
poliméricas de PZQ pela técnica de miniemulséo, gjorelltaneamente mantenham a
integridade do farmaco e promovam o mascaramengalder em um veiculo aquoso,
que serd o meio da suspensao por pelo menos 2 @maas, de validade sugerido na
legislacado brasileira (BRASIL, 2005).

O trabalho proposto também apresenta originalidahe, vez que ndo ha relatos
na literatura de polimerizacdo em miniemulsaositu com farmacos, visando a
producdo de medicamentos. Particularmente, nadadisonivel a respeito da

preparacao de miniemulsdes de praziquantel.
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CAPITULO 4

Metodologia da Pesquisa

Esse capitulo aborda os materiais utilizados eéarmidas de caracterizacao
empregadas no trabalho, com a descricdo e o abjdiBvcada uma delas, abaixo o

Preparacdo das
nanoparticulas

Testes fisico-
T __quimicos

Testes in vitro / in vivo

/‘ .

Toxicidade

fluxograma da metodologia.

Formulacao

4.1. MATERIA-PRIMA E SUBSTANCIA QUIMICA DE REFERENC IA (SQR)

* Praziquantel substancia quimica de referéncia (S@Ryicante USP lote G
(teor 100%). Essa SQR foi empregada como padrasgjay como referéncia
para as andlises descritas a seguir que exigirattandéificacdo e quantificagéo

do PZQ nas nanoparticulas.

* Praziquantel matéria-prima, lote: 48396, fabricantéxing City Xing Yu
Medicine Chem., validade: 10/2012, fornecida pomnteamguinhos. Esse

farmaco foi empregado na preparacao das nanogdasticu

O PZQ foi utilizado conforme recebido, sem qualquetficacio adicional.
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4.2.METODOS

4.2.1. ANALISE DA MATERIA-PRIMA PRAZIQUANTEL

A andlise do praziquantel (PZQ) foi realizada conolypetivo de aprovar a
matéria-prima para o preparo das nanoparticulagesdss realizados para assegurar a
qualidade da matéria-prima foram: identificacdo pespectrofotometria no
infravermelho, rotacdo especifica, tamanho de quéaii dissolugdo por disperséo,
doseamento e substancias relacionadas. Todos forahzados de acordo com a

Farmacopéia Americana (USP 31, 2008a).

4.2.1.1 Identificacao por espectrofotometria no infravermeho (IR)

A amostra foi dispersa em brometo de potassio (Kix)roporcdo de 1% (p/p) e
levada ao espectrofotdmetro de infravermelho (Stttmamodelo IR Prestige-21) onde
foi realizada varredura entre 400 e 3800artilizando a célula de reflectancia difusa.
O espectro obtido da amostra foi comparado com &@R de PZQ preparada nas
mesmas condi¢des. O espectro de absor¢do no IRaktra deve apresentar maximos
de absor¢cdo nos mesmos comprimentos de onda dagoiefielos no espectro de
praziquantel padrao (USP 31, 2008a).

4.2.1.2 Rotacao especifica

Conforme ja descrito, o PZQ é normalmente encoatra@mo uma mistura
racémica. Dessa forma, a matéria-prima empregasie iebalho também foi avaliada.
O teste de rotacdo especifica foi realizado emripodaitro digital automatico Acatec
Modelo PDA 9300. As amostras foram preparadas a conaentracdo de 1% nos
solventes etanol e cloroformio conforme o traballeoRoszkowskiet al. (2006). O

equipamento foi zerado com o solvente e em seguata lidas as amostras.
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4.2.1.3 Distribuicdo de tamanhos de particula

A avaliacdo do tamanho de particula foi realizada gifracdo de laser. Esse
método parte do principio de que o angulo de difsado laser € inversamente
proporcional ao tamanho da particula em que o fdixduz incide. Sendo assim, o
tamanho de particula é calculado com base na idegtesde luz medida pelo detector,
em funcdo do angulo de difracdo. O equipamento ipe@recirculacdo da amostra em
frente ao feixe do laser e a técnica possui a ganiade ser rapida e ter boa
reprodutibilidade (RAWLE, 2004). Nesse calculo ®npregada a aproximacao de
Fraunhofer, que admite que todos os tamanhos de&uarespalham a luz com a
mesma eficiéncia e que as particulas analisadaEd@cas, ndo transmitindo a luz
incidida (MARTIN, 1993; RAWLE, 2004; AZEMA, 2006).

O equipamento empregado foi o MasterSizer da MalMestruments. Este
consiste em uma fonte de raio laser, um conjuntdedeccdo (formado por 81 foto-
sensores e um tubo multiplicador) e um amostraziul@ de recirculacao). A faixa de

leitura do equipamento é de 0,02 um a 2000 pm.

Preparo do meio de disperséo

O meio empregado para as amostras foi agua, caycade laurilsulfato de sédio
(LSS) na concentracdo de 0,01% para estabilizagioolume de meio preparado, foi
adicionada massa de PZQ até saturacdo do meiand@witassim a solubilizacdo de
algumas particulas da matéria-prima. Apos agit@paglaca por 24 horas, o meio foi
filtrado através de papel de filtro, sendo logo ssguida submetido a uma segunda
filtracdo em membrana de 0,45 um. Foram prepardddsos de meio de dispersao
para analise da matéria-prima. A escolha do meifeifia de acordo com a solubilidade
do PZQ, por ser necessario um solvente no quahwafZo fosse praticamente insollvel.

O uso do tensoativo teve como objetivo aumentaolaabilidade das particulas.

Procedimento

Foram transferidos aproximadamente 100 a 130 mineio de dispersédo para o

amostrador de liquidos Hydros 2000S do equipamexforimeira etapa consistia na
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leitura do meio sem a amostra, com a finalidadereidizar a leitura de fundo
(backgraungldo equipamento. Foi adicionada a matéria-prima eio e dispersao até
obter uma obscuracdo (perda de transmissao dedkizproximadamente 5% sob
agitacdo continua para dispersdo das particulasuspensdo assim preparada foi

utilizada para as andlises.

4.2.1.4 Dissolucdo da matéria-prima

A cinética de dissolucédo da matéria-prima de PZQdalizada em dissolutor de
cubas Vankel modelo VK7010, empregando o apara{@a), com o meio acido
cloridrico 0,1M acrescido do tensoativo lauril atdf de sédio (LSS) na concentracédo de
2% (p/v). O volume utilizado foi de 900 mL. A veidade de agitacdo empregada foi
de 50 rpm e a temperatura do meio de dissoluciautzss foi de 3 + 0,5C. A
escolha das condi¢cdes baseou-se na metodologiataest Farmacopéia Americana

(USP 31, 2008b) para comprimidos de praziquantel.

Foi realizado o perfil de dissolugao nos tempdl05,15, 30 e 60 minutos. O meio
de dissolucéo pronto foi pré-aquecido em placaaodecimento até 38, uma vez que
sempre ha perda de calor na transferéncia parabas.cApos a transferéncia do meio
para as cubas, com auxilio de uma proveta de 1QQ0onmesmo foi submetido ao
ultra-som, por cerca de 15 minutos, com o intuédater a desaeracao (meios contendo
tensoativos ndo sédo filtrados a vacuo, devido antglele excessiva de espuma
formada) (FLISZARet al, 2005). O estudo foi iniciado apds a estabilipaci
temperatura nas seis cubas. Foram pesados 600 PgQ@enatéria-prima em 6 tubos
de ensaio. Os tubos foram pesados antes e depauigio da matéria-prima, sendo a
diferenca de peso utilizada para o calculo da ddggonada a cada cuba. As amostras
de meio foram coletadas por canulas de amostraggmial nos tempos estabelecidos.
O volume coletado foi de 10 mL, n&o tendo haviqms&do do meio. O processo de
filtracdo foi realizado com filtros cilindricos deolietiieno de 10 um acoplados as
canulas. Logo apds a coleta, era conectado nagaeuim filtro de membrana Mill&x
de 0,45 um. Foi adotado esse sistema devido aaidedtamanho de particula de

algu mas amostras.
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A quantificagdo de PZQ nos meios empregados noicemka dissolucao foi
realizada por espectrofotometria de absor¢do noWVA$y-tomando por base as
condicbes descritas na Farmacopéia Americana (USR2@8). Apos a coleta das
amostras, as mesmas foram lidas diretamente natespéOmetro (Varian, modelo
Cary 50). Uma curva padréo foi feita para garamtioa execugédo dos procedimentos.
Em primeiro lugar, foi preparada solugao estoqué>d®, onde foram pesados, com
precisdo analitica, cerca de 17,0 mg de PZQ SQRteomde 100,0% e transferidos
para baldo volumétrico de 25,0 mL. Foram adicios&®lmL de metanol e o volume foi
completado com o meio de dissolugéo, resultandaramsolugédo com concentracao de
0,68 mg/mL. A partir desta solucdo, foram retiradquotas de 3 mL e 5 mL para
bal6es volumétricos de 10 mL contendo o meio deotlisdo, a fim de caracterizar uma

curva com 3 pontos com as seguintes concentra@gt, 0,340 e 0,680 mg/ml.

4.2.1.5.Analise quantitativa (doseamento e substancias relemnadas)

A realizagdo desta analise foi baseada na metadoprgposta na Farmacopéia
Americana (USP 31, 2008a), com a finalidade derohétar a pureza da matéria-prima.
O teste foi realizado pela técnica de cromatogtafisida de alta eficiéncia (CLAE). A
analise foi realizada em cromatégrafo Merck modeglite Lachrom, com injetor
automético, provido de detector ultravioleta comamo de diodos (PDA). As
condi¢des de analise foram:

» Coluna empacotada com silica quimicamente ligagtai@o octadecilsilano
(C18) 4 mm x 25 cm, 1@m da marca Teknokroma,

* Fase mével acetonitrila : 4gua (60:40);
* Detector PDA em 210 nm;

* Fluxo de 1,5 mL/min;

* Volume de injecao 1(L,;

» Temperatura ambiente.

As amostras foram preparadas pesando-se 50 mg@e®&a baldo volumétrico

de 50 mL. Depois, retiraram-se 2 mL para baldo @6 InL. O diluente usado foi a

58



propria fase movel. A solucédo padrdo foi prepanesando-se 25,0 mg de PZQ SQR
para baldo de 25,0 mL. Foram retirados 2 mL pa@balumétrico de 10 mL também

na fase movel.

4.2.2. CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA DE PZQ NO PREPARO AS
NANOPARTICULAS

A matéria-prima foi avaliada em relacdo a sua @stalle nas condi¢cdes das

reacdes de polimerizacéositu.

4.2.2.1.Degradacao térmica e termogravimentria

A sensibilidade a degradabilidade térmia PZQ foi o primeiro parametro
avaliado. Primeiramente foi realizado um teste stnfa de circulacdo de ar (marca
Quimis), onde foram pesados 1 g de PZQ em triglicAs amostras foram levadas a
estufa previamente aquecida a 85°C. Aliquotas faetitadas depois de 3 e 6 horas e
foram analisadas por CLAE, conforme a metodologiacdta na secdo 4.2.1.4. Ao
atingirem a temperatura ambiente, foram pesadastessocom cerca de 50 mg (4

réplicas para cada “pesada” inicial).

O segundo ensaio realizado foi a temogravimetrs@aEanalise foi realizada em
equipamento TGA Mettler Toledo, modelo SDTA 851.aksostras foram submetidas a
uma faixa de temperatura de 25 a 700°C com vazaguecimento de 10°C/min. Nesta
analise foi utilizado Nitrogénio como gas de agast vazado de 50 mL/min.

4.2.2.2.Teste de Solubilidade do PZQ nos monémeros seleciaos

O teste de solubilidade do PZQ nos mondmeros prarite selecionados
(metacrilato de metila, acetato de vinila e acidodliao) foi realizado para averiguar a
quantidade de farmaco que poderia ser adicionadeages de polimerizacdo. As
amostras foram preparadas nas temperaturas 255375 e 90°C, em triplicata. A
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faixa de temperatura foi escolhida em funcao dagpéeaturas usuais de reacédo por
polimerizagdo por miniemulsdo. Em erlenmayer cormpg de 50 mL foram
adicionados 20 mL de mondmero, volumetricamente. jilata de aquecimento,
deixou-se atingir e estabilizar a temperatura desejEm seguida, adicionou-se PZQ
até ndo haver mais solubilizacdo do mesmo, apaeds haliquotas foram filtradas a
guente. Retirou-se entdo uma aliquota dgllGransferida para baldo volumétrico de

10 mL, usando como diluente acetonitrila.
As amostras foram analisadas por cromatografiagdéguas seguintes condi¢des:

» Coluna empacotada com silica quimicamente ligagta@o octadecilsilano

(C1g) 4 mm x 25 cm, 1@m da marca Teknokroma;
» Fase movel acetonitrila: agua (50:50);
* Detector PDA em 210 nm;
* Fluxo de 1,0 mL/min;
* Volume de injecao 1(L,;

e Temperatura ambiente.

4.2.2.3.Teste de solubilidade do PZQ em soluc¢des aquosadaléril sulfato de sodio

O teste de solubilidade do PZQ em solugcdo aquosdemto LSS nas
concentracdes de 5,5 e 22 mg/mL foi realizado paesiguar a quantidade de farmaco
que poderia ficar retido na fase aguosa e namserporado no polimero. Esse estudo
foi realizado na temperatura ambiente e a 90°Ccpota das temperaturas aplicadas no
processo de polimerizagdo. Os ensaios foram relakzam triplicata. Em erlenmayer
com tampa de 50 mL foram adicionados 20 mL de agplametricamente. Em placa
de aquecimento com agitacdo, fez-se um banho de @laleixou-se atingir a
temperatura de 90 + 3°C. As andlises realizadagnapdratura ambiente foram
realizadas em placa de agitacdo apenas. Em seguiidagnou-se PZQ até ndo haver
mais solubilizacdo do mesmo. Apos 24 horas, alaguoke 5 mL foram filtradas a

guente e tranferiu-se 1 mL para tubo de ensaicodont2 mL de metanol. O contetdo
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foi homogeneizado em vortex e levado ao cromatddfgfiido conforme metodologia

descrita na segao 4.2.2.2.

4.2.3.REACOES DE POLIMERIZACAO EM MINIEMULSAO - PARTE |

Todas as reacdes em miniemulsdo realizadas nab@ho foram iniciadas por
radicais livres. Essa primeira parte do traballve omo objetivo avaliar as condi¢des

de reacéo e verificar a eficiéncia das mesmas.

4.2.3.1.Composicao do sistema reacional - Receita |

- Tensoativo: solugéo de lauril sulfato de s68i® @ de LSS em 50,0 g de agua

destilada).

- Agente tamponante: solucdo de bicarbonato deoq@iB g de NaHC®em
31,0 g de agua).

- Iniciador: solugéo de persulfato de potassio €086 g de KS,0s em 31,0 g

de agua).
- Solvente: 115 g de agua destilada.

- Monémero: 100, 70 e 50 g de mondmero (metecrifltanetila, acetato de

vinila e acido acrilico).
- Oleo: 0, 30 e 50 g de 6leo mineral (vaselina).
- Farmaco: 3 a 10 g de praziquantel.

A temperatura de reacao variou de 60 a 90°C.

4.2.3.2 Preparo da miniemulsao - Receita |

O preparo da miniemulsdo ocorre em trés etapasimefa etapa consiste na
solubilizacdo do PZQ e da vaselina (esta Ultimandoaesta presente na reacdo) no

mondmero e das solucdes de lauril sulfato de sedie bicarbonato de sddio na agua.

61



Esse sistema é agitado previamente em placa deagipor 5 minutos para execucao

de uma pré-mistura.

A segunda etapa consiste no preparo da miniemysgwiamente dita. Neste
trabalho foram utilizados 2 equipamentos: o ultnagix T25 Basic da Ika Labortechnik
e 0 homogeneizador de alta pressédo APLAB-10 / 1B20@a Artepecas. O ultra-turrax
foi operado na velocidade de 9200 rpm por 15 mswuon fungédo da volatilidade do
mondmero, a amostra submetida ao ultra-turraxdlmcada em um banho de gelo. No
homogeneizador de alta pressao foi empregada uesadw de 800 bar por 10 minutos
a uma vazao de 10.000%m (Figura 5).

A terceira e Ultima etapa consiste na reacdo depotacao, na qual o iniciador
€ adicionado. A miniemulsdo era entdo adicionadanaeator encamisado de 1L de
vidro, composto de uma tampa com seis orificiodeanentrada central € utilizada para
a haste do agitador. As demais entradas sdo endaegmra adicdo da amostra e
iniciador, insercdo do termdmetro, conexdo do cosador e retirada de aliquotas
durante o processo (Figura 6). Os orificios que Bao utilizados permanecem

tampados durante a reacéo.

Figura 5 — Homogeneizador de alta pressao

62



Figura 6 — Foto do reator e dos acessorios emposgadpolimerizacao.

No reator foi utilizado um agitador com impelidgrat hélice, com diametro total
de 4,5 cm. O controle da agitacdo foi realizado pefo de um agitador mecéanico
modelo RW20D2Mn, da marca IKA Labortechnik, alinggid por um motor de
corrente continua com comando digital e possilkdde operar em uma faixa de
rotacdo de 288 a 2400 rpm.

A manutencdo da temperatura do meio reacionalt& pela circulacdo de agua
através da camisa do reator. A agua é aquecidaimpobanho termostatico modelo
HAAKE C35P, da marca Thermo. Para evitar a perdendodmero do meio reacional
por evaporagdo e arraste, um condensador resfdadgua € conectado a um dos
orificios do reator.

4.2.4,QUEBRA DAS EMULSOES

Conforme descrito anteriormente, as emulsdes findis sdo a forma mais
adequada para armazenar as nanoparticulas, phlmeigta quando se objetiva uma
preparacao farmacéutica. Nesse trabalho, o prdihaioéd uma emulsdo. Dessa forma, a
quebra das emulsbes e a secagem das mesmas eomsitpas importantes para o
isolamento das nanoparticulas. Na separacdo dassdmwuforam testados alguns
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processos; 0 uso de nao-solventes, no caso faadkl etanol, a centrifugacao e a
liofilizacdo direta da emulsdo. Diferentes procsesfmwam testados porque nem todos

foram eficazes para os diversos tipos de emulditetas.

4.2.5.SECAGEM DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas foram secas por liofilizac&o ioélizador CHRIST modelo

BETA 1-16 a uma temperatura de %6G um vacuo de 0,4 mbar.

A secagem pospray dryingtambém foi testada em equipamento Buchi Mini

Spary Dryer B-191, os parametros empregados foram:
* Temperatura de alimentacao do ar de 120°C;
* Temperatura da camera de decantagi86°C;
* Velocidade de aspiracao de ar de 73 a 100% daagscal
*  Bombeamento do liquido na velocidade de 13% ddasca

* Pressédo de aspiracao de ar de 600 mbar.

4.2.6.REACOES DE POLIMERIZACAO EM MINIEMULSAO - PARTE I
A parte Il do trabalho foi caracterizada pela otiagéo das reacfes da parte |.

4.2.6.1.Composicao do sistema reacional - Receita Il

- Tensoativo: solucao de lauril sulfato de s68i® € 2,5 g de LSS em 50,0 g de
agua destilada);

- Agente tamponante: solucdo de bicarbonato deo9@q8 g de NaHC®em
31,0 g de agua);

- Iniciador: solucdo de persulfato de potassio (.@e KS,0s em 31,0 g de

agua);
- Veiculo: 115 g de 4gua destilada;
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- Monémero: 100 e 70 g de mondmero metacrilato ettlan

- Eudragit® E100: 7 a 10 g;

- Agente reticulante Etileno Glicol Dimetacrilal®GDMA): 5 g;
- Oleo: 0, 23 e 30 g de 6leo mineral (vaselina);

- Farmaco: 12 a 17 g de praziquantel.

A temperatura de reacao foi de 90°C.

4.2.6.2 Preparo da miniemulsao - Receita Il

O preparo da miniemulsdo ocorre em trés partedoguor descrito na sec¢ao
4.2.3.2. A Unica diferenca € a inclusdo do Eud&telio0, que é dissolvido previamente
no monémero, e/ou do EGDMA, que é disperso no mandérrambém. Nessa parte do
trabalho foi utilizado apenas o homogeneizador ltde pmessdo com pressdes de 400,
600 e 800 bar.

4.2.7.CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

Com o objetivo de avaliar a eficacia do processpalenerizacdo, bem como as
caracteristicas das nanoparticulas poliméricas dadti algumas andlises foram
realizadas em amostras do produto final. As tésneametodologias utilizadas no

trabalho estédo descritas a seguir.

4.2.7.1.Conversao por gravimetria

A conversdo por gravimetria € determinada com@zia entre a massa de
polimero presente no reator e a massa de monéiimeentada. A massa de polimero é
calculada a partir do residuo seco obtido pela@agfo de uma amostra de latex em

uma estufa com ventilagdo forcada. Para calculavassa de polimero, é necessério
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subtrair a massa de hidroquinona sélida adicioneda parar a reacdo e a fragdo de

sélidos néo poliméricos presente no residuo seco.

Durante as reac0es, aliquotas em torno de 5 mL extimdas de dentro do reator
com a ajuda de uma seringa. As amostras foramadaletde 30 em 30 minutos.
Recipientes (barquetas) feitos de papel de alumémam pesados. Em seguida,
adicionavam-se 3 gotas de uma solucdo de hidrogaiadl,0%, pesando novamente a
amostra recolhida do reator. As amostras eram #svacestufa por um periodo de 12 a

26 horas a 70°C. ApOs esse periodo o residuo $iclo @ra novamente pesado.

4.2.7.2. Distribuicdo de tamanho de particula

Os métodos usuais utilizados para a determinac@iisttdbuicdo de tamanho das
nanoparticulas sdo baseados em espectroscopiardac@o fotdnica, microscopia
eletrénica de varredura (MEV) e/ou microscopiarétgta de transmissao (MET).
Vérios estudos tém sido desenvolvidos para a @a&ialos principais fatores que
afetam o didmetro das particulas de sistemas namteados. Geralmente, as
nanoparticulas, mesmo quando preparadas com audéiodiferentes métodos,
apresentam diametros meédios entre 100 e 300 nmret&mio, particulas com diametros

em torno de 60 a 70 nm ou mesmo inferiores a 5@aoem ser obtidas.

A medida de tamanho de particula neste trabalhordalizada utilizando
equipamento de Dispersdo Dinamica de Luz, ZETASIZAENO ZS modelo ZEN
3600 da Malvern Instruments, que determina o di@netédio das particulas por
intermédio da taxa de difusdo das particulas afrdeéfluido. A amostra é iluminada
por um feixe de laser e a luz espalhada pelascpkasi é captada por um cabo de fibra
Otica colocado em um determinado angulo e trandanfiara o tubo fotomultiplicador e
pulso amplificador/discriminador, onde é transfodmaem um sinal elétrico. A
intensidade da luz captada pelo detector sofrefémécia da movimentacdo das
particulas, devido ao movimento Browniano. As paltds pequenas se movem
rapidamente, gerando rapidas flutuacbes de intadsida luz, enquanto que grandes
particulas mudam de posi¢céo lentamente, causanddanta flutuacdo de intensidade.

Estas flutuacbes na intensidade contém informacidse a taxa de difusdo das
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particulas. Conhecendo-se o coeficiente de difeséo a equagcdo de Stokes-Einstein,
obtém-se o tamanho de particula (FLORENCE E ATTWOZID3).

As amostras foram preparadas introduzindo-se urteadgemulsdo diretamente
na cubeta de quartzo. O volume da cubeta era prgencom agua deionizada,
previamente filtrada em membrana de u4b As amostras eram homogeneizadas com

um pipeta Pauster e introduzidas no equipamentoleiura.

4.2.7.3.Determinacéo de pH

Informacdes relevantes sobre a estabilidade deséesinanoparticuladas podem
ser obtidas mediante o monitoramento do pH, comg&uo do tempo. Por exemplo, a
alteracdo do pH pode ser indicio de degradacamliimgro (GUTERRESt al, 1995;
PAUL et al, 1997). A determinacdo do pH das emulsdes fdizesta em equipamento
da Metrohm, modelo 780, previamente calibrado colucées tampéo pH 7,0 e pH 4,0

(Merck), a temperatura ambiente.

4.2.7.4.Taxa de encapsulamento de PZQ

Este ensaio teve o objetivo de determinar a quastidie PZQ que foi realmente
encapsulado. Esse teste foi realizado por cronmefiagiiquida de alta eficiéncia. As
amostras foram preparadas com as nanoparticulas. dearam pesadas em torno de
165 mg de poO para baldo volumétrico de 25 mL, dodem adicionados 15 mL de
metanol. As amostras foram levadas ao ultra-som Jfbrminutos. Em seguida,
completou-se o0 volume com o mesmo solvente. As @masogoram filtradas em
membrana de 0,4wm com auxilio de seringa direto no “vial’. As cogfis

cromatograficas de analises estdo descritasna 4622d.

4.2.7.5.Interacdo farmaco-polimero
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A analise de Calorimetria Diferencial de Varred(lsC) foi empregada neste
trabalho com o objetivo de demonstrar se realmactereu alguma interacao farmaco —
polimero e se o PZQ foi realmente incorporado ramparticulas. As analises foram
realizadas em equipamento DSC 1822e da Mettlerddoleoram pesadas em torno de
3 mg de cada amostra. As amostras foram submetidas faixa de aguecimento de 25
a 200°C com taxa de aquecimento de 10°C/min emmluadie aluminio com tampa
furada. Nitrogénio foi utilizado como gas de amastima vazao de 80 mL/min. Um
cadinho de aluminio vazio foi empregado como reigeé Os termogramas, obtidos
para as amostras que continham as nanoparticola@sn fcomparados com aqueles
obtidos para amostras do polimero, do branco (gotimmais 6leo), do PZQ puro e das

misturas fisicas (1:1) entre o farmaco e o polimesm e sem 6leo.

4.2.7.6.Avaliacdo morfoldgica

A analise de morfologia foi realizada por microseopletrbnica de varredura
(MEV) no equipamento MEV Quanta 200 da FEI Comp&hyletector empregado foi
de elétrons secundarios (ETD). Uma ponta de espatahtendo a amostra era
adicionada a um pedaco de fita dupla face que a&stderida no suporte. O suporte era
levado a uma camera para a metalizacdo com ouraterosfera de argonio e alto
vacuo. Posteriormente, as amostras eram levadascaascopio. A espessura final da

camada de ouro era de aproximadamente 300 A.

4.2.7.7 Monbémero residual

A pesquisa de mondmero residual foi realizada pomatografia a gas em

equipamento da Agilent modelo 6890N.
As condi¢Bes cromatograficas foram:
« Detector: FID a 251
» Gas de arraste: hélio

» Vazao de ar comprimido: 320 mL/min
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* Vazao de nitrogénio: 23mL/min

* Vazéo de hidrogénio: 32 mL/min

* Splite: 30 mL/min

* Coluna: DB-5, 30 m x 250 pm x 0,25 pm

* Temperatura da coluna: 300°C

Todas as solucbes foram preparadas com a adic@adiéo interno. O padréo
interno (PI) foi preparado pesando-se em torno ®@0Img de octanol para baldo
volumétrico de 200 mL, utilizando etanol como ditee As amostras foram
preparadas pesando-se aproximadamente 1 g de poibare baldo volumétrico de 10
mL, onde foi adicionado 1 mL da solucdo de padrdermo e 5 mL de etanol. As
amostras foram levadas ao ultra-som por 10 minlos. seguida, completou-se o

volume com o0 mesmo solvente.

Para essa analise foi preparada uma curva padréeisieontos. Primeiramente
foi feita uma solucdo estoque de metacrilato delangesando-se em torno de 5 g para
baldo volumétrico de 100 mL com etanol. Retirouss& aliquota de 5 mL para baléao

volumétrico de 25 mL. A partir desta solucao forfeites as seguintes dilui¢cdes:
- Ponto 1: 1 mL para baldo volumétrico de 100 mind® mL da solugdo do PI;
- Ponto 2: 1,5 mL para bal@o volumétrico de 50 min& mL da solugéo do PI;

- Ponto 3: 1,25 mL para baldo volumétrico de 25aunin 2,5 mL da solucdo do

Pl,

- Ponto 4: 1,75 mL para baldo volumétrico de 25auain 2,5 mL da solucdo do
Pl;

- Ponto 5: 2,25 mL para baldo volumétrico de 25aunin 2,5 mL da solucédo do
PI;

- Ponto 6: 2,75 mL para baldo volumétrico de 25com 2,5 mL da solucdo do
PI.

Foi feita uma calibracéo linear na forma:
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y =a + bx

Ondey é a razdo das areas do analito e padréo intenmastpara a solucao
amostra e padrao interna,é o coeficiente linealy é o coeficiente angular e x é a

concentracdo da amostra que esta sendo avaliadggéni..

4.2.7.8.Distribuicdo de massa molar do polimero

A determinacdo da distribuicdo de massa molar démpoo pode fornecer
informacdes em relagdo a influéncia de componeatgdsrmulacdo sobre o processo de
polimerizacdo, sobre a ocorréncia de rea¢fes gasneistre o farmaco e o monémero e,
ainda, sobre a degradacdo do polimero, como fudgdempo. A técnica empregada
nesse trabalho para a determinacdo da distribidedmassa molar do polimero,é a
cromatografia de permeacdo em gel. A andlise dehdigdo de massas molares foi
realizada em equipamento da marca Viscotek moddi@001l. Nessa técnica, a
separacao ocorre exclusivamente por causa dosemiésr tamanhos das moléculas
(LUCAS et al, 2001; MEEHANEt al, 2003).

As condi¢Bes cromatograficas foram:
» Fase movel: tetrahidrofurano
e Fluxo: ImL/min
* Volume de injecdo: 100 pL
» Detector: indice de refracédo (VE 3580)

¢ Coluna: sao utilizadas 4 colunas Phenomenex comarthonde

poros de 500 A, TOA, 10° A, 1 A

* Temperatura: 40°C

As amostras foram preparadas pesando-se em tord@ deg de amostra para
baldo volumétrico de 10 mL, sendo a concentragéa file 0,1%. Para estas analises
foram preparadas quatro solugbes padrdo de pokf®st com as seguintes massas

molares:
Solugéo 1: 1.850.000, 226.000, 23.000 g/mol;

Solucéo 2: 1.000.000, 100.000, 12.600 g/mol;
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Solucéo 3: 65.000, 520.000, 2.340 g/mol;

Solugéo 4: 335.000, 43.500 g/mol.

4.2.8.ESTUDOS DE PERFIL DE DISSOLUCAO

Os estudos de perfil de dissolucédo objetivaramiaval liberacdo do farmaco,
PZQ, a partir da matriz polimérica em diversos meale dissolucdo com relevancia
fisiol6gica. Nesse contexto, foram realizados petfis seguintes meios de pH: gastrico
(pH 1,2) e intestinal (pH 4,5; 5,5 e 6,8). Todasaa®stras das nanoparticulas, apds a
secagem, e os comprimidos utilizados nesse tralfathon avaliados quanto a cinética
da dissolucdo. O estudo foi realizado em dissolewon amostrador automatico Distek
6100. Previamente a esse ensaio foi realizado te ths solubilidade do PZQ nos
diferentes meios propostos a 37°C. O procedimenit® fmesmo descrito na secao

4.2.2.2., mudando apenas o meio, como mencionado.
O preparo dos meios foi realizado da seguinte forma

-pH 2,1: Diluiram-se 8,5 mL de HCI concentrado ed®d mL de agua. O pH

foi aferido com auxilio do potenciémetro.

-pH 4,5: Pesaram-se 2,99 g de acetato de sodidopéa volumétrico de 1000
mL, que foi avolumado com agua, Em seguida, em aohdr, foi vertida a solucéo

citada e adicionaram-se 14 mL de acido acético 2 N

-pH 5,5: Pesaram-se 5,98 g de acetato de sddidopéa volumétrico de 1000
mL, que foi avolumado com agua, Em seguida, em aohdr, foi vertida a solucéo

citada e adicionaram-se 3 mL de &acido acético 2 N.

-pH 6,8: Pesaram-se 27,22 g de fosfato de potéassimbasico 0,2 M para balédo
volumétrico de 1000 mL, que foi avolumado com adtra. seguida, retiraram-se 250
mL dessa solugdo para baldo volumérico de 1000 Ent.um bechér, foi vertida a

solucéo citada e adicionaram-se 11,2 mL de hidmge sédio 0,2 N.

Todos os meios receberam uma quantidade de laufdte de sédio para
concentracdo final de 0,5% (p/v). As condicbes dsallicdo foram baseadas na
metodologia descrita na USP 34 para praziquant@pdmidos. As condi¢cdes estao
descritas abaixo:

71



- Aparato 2, paa 50 rpm

-Volume de meio: para as nanoparticulas traballeonesn 500 mL, para o0s

comprimidos usou-se 900 mL.

-Dose: as nanoparticulas foram colocadas em dogeatéente a 60 mg de
Praziquantel. As nanoparticulas eram pesadas etonhorde ensaio e transferidas para
as cubas. Em seguidas, os tubos vazios eram pasavkrsente e pela diferenca sabia-
se a dose adicionada em cada cuba de dissolucacomzimidos foram colocados

inteiros na cuba, na sua dose original, 600 mg.

-Tempos de coleta: 5, 10, 15, 30, 60, 120 e 180Qutmén Nos tempos pré
determinados eram coletados 10 mL, que eram fidfra momento da coleta em filtro
Millex de 0,45um (Millipore) envials de 2 mL. Osials eram inseridos no HPLC para

a quantificacdo de PZQ dissolvido, de acordo cane@dologia da se¢éo 4.2.7.4.

4.2.9.RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

As anélises de 1H RMN,'€e de baixo campo foram realizadas no Instituto de

Macromoléculas (IMA) da UFRJ pelos pesquisadorasEitb Miguez e Roberto Neto.

4.2.9.1H RMN

Pesaram-se aproximadamente entre 10 a 15 mg ddrambs amostras foram
dissolvidas em 0,8 mL de cloroférmio deuteradoaeferidas para tubo de 5 mm, em
seguida, as amostras foram levadas ao equipamani@n\Wercury VX 300.

4.2.9.2°C RMN

Pesaram-se aproximadamente entre 80 a 100 mg ddramfs amostras foram
dissolvidas em 0,8 mL de cloroférmio deuteradoaedferidas para tubo de 5 mm. Em

seguida, foram levadas ao equipamento Varian MgNXr300.
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4.2.9.3. RMN de baixo campo

As amostras foram preparadas, inserindo uma qua®icho tubo para que a
célula de medicéo ficasse com 1,5 cm de altureoxgpadamente 2 g). O tubo era
inserido no equipamento Oxford Instruments, moddlaran Ultra, 23,4AMHZ. Em
seguida era aguardada a estabilizacdo da medidzemar de 5 minutos. A temperatura
empregada foi de 27°C, a faixa de Tau empregaddef@,01 a 20%ms. A leitura foi
realizada em triplicata com 40 pontos cada, o namdedeituras foi igual a 4.

4.2.10.FORMULACAO

A formulagéo a ser testada, nesta tese, esta @dea@eguir. Os excipientes foram
escolhidos de acordo com as justificativas apras@stabaixo:

*  Agente suspensor — O agente suspensor sugerideg@rdormulacdo € o
excipiente composto de celulose microcristalina arbaximetilcelulose. Esta
combinacédo promove a formacdo de um gel tixotrgpice € facilmente fluidificado
sob agitacdo. Pode-se, além disso, associar ummerolihidrofilico para aumentar a
viscosidade da formulac&o e conferir as particutaa superficie mais hidrofilica. Os
polimeros hidrofilicos mais utilizados sdo os dailivs de celulose. Como foi descrito
no Capitulo 2 carboximetilcelulose e hidroxipropildose foram usados em uma
formulacao feita pela industria farmacéutica egifiedP1CO.

»  Conservante — O conservante sugerido € o benzeatodio ou o sorbato de
potassio. Esses compostos sdo comummente empregad@separacdes liquidas e
semi-sélidas, para a prevencao do crescimentoesndelsimento de microrganismos.

« Aroma - O aroma sugerido foi um anico aroma, qup@cione um sabor
agradavel. Um bom aroma é preponderante para a& d® paciente, especialmente
qguando se trata do publico pediatrico. Nesse tnababrd empregado um aroma de
banana.

. Edulcorante — O edulcorante sugerido é uma coméiede sacarina sodica

e ciclamato de sodio conferindo um sabor adociGadarmulacdosugar-free Por se
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tratar de uma populagdo pobre, com habitos savstémiecarios, o objetivo foi evitar
caries.

 Tensoativo - O uso de tensoativo foi analisado cted® com os testes
preliminares da emulséo formada.

*  Corantes — No momento néo € utilizado nenhum tgoatante, em funcéo
do aroma ser de banana e a formulacéo final jdeseor branca.

. Embalagens — No momento ndo é analisado o efedmciaslo ao uso de
embalagens neste trabalho. Isso serd avaliadoripostente quando for avaliar a
estabilidade do produto final.

Uma suspensdo para reconstituicdo consiste norprelgaum farmaco puro na
forma em pod, ou mistura de pos. A adicdo do vei¢atua) deve ser realizada no

momento da utilizacdo do medicamento.

4.2.10.1 Processo de fabricacao

Misturam-se inicialmente os componentes com pegéirpgrévia e, se necessaria,

moagem. A mistura de p6 obtida € envasada em fosea@ro ambar.

4.2.10.2. Avaliacao das suspensdes

As suspensdes propostas neste trabalho sdo aaalda@dcordo com os seguintes
testes:

-Aspecto visual: avaliando se a aparéncia € honmezgén néo.

-Aspectos fisicos: determinando o tempo de sediegéote a ressuspensibilidade.

-Aspectos fisico-quimicos: consistindo nos ensd@pH, viscosidade e reologia,
teor de farmaco e estabilidade apds reconstit@g@mos 24 horas

-Aspectos sensoriais: analisando o sabor das s@pe@nalisadas seguindo um
protocolo desenvolvido pela Embrapa.

A razdo de sedimentacdo consiste em introduzirspesisdo em uma proveta e
deixa-la depositar até que ndo aumente a altusgdinento. Mede-se, entdo, as alturas
do sedimento e da fase liquida. A relacdo da attaraedimento com a altura da fase
liquida indica o volume de sedimentacdo. Quantemnesta relacdo, mais elevado é o
grau de floculacdo (ANSEet al, 2007).
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A resuspensibilidade consiste em analisar o tenepedispersdo do sedimento. A
resuspensabilidade pode ser de forma rapida @é&pkrsao do sedimento - sedimento
floculado) ou de forma lenta (0o sedimento ndo spatsa com facilidade — sedimento
defloculado) (ANSELet al, 2007).

4.2.11. ESTUDOS IN VITRO E IN VIVO

Todo trabalho cujo alvo € o desenvolvimento de uedioamento precisa ser
submetido a testes de eficacia e seguranca. Esseme foram realizados no Centro de
Pesquisa René Rachou da Fiocruz (CPgRR), em Belizdite, no Laboratério de
Esquistossomose, coordenado pelo Dr. Paulo Maremh Zoelho, referéncia em

esquistossomose no pais.

Para a realizagdo de qualquer estudo com uso deaianié necessaria a
aprovacgéo prévia no Comité de Etica no Uso de ASIr@EUA). A licenca CEUA
empregada nesse trabalho foi L0118/09 da Pesquésamsa Aradjo do CPgRR.

As andlises foram realizadas pela PesquisadoragCanaina Alves Mattos com o

meu acompanhamento.

4.2.11.1. Estudos in vitro

Para os estudosn vitro, foram infectados 7 camundongos Swiss, com
aproximadamente 20 g de peso. Os animais foramtades pela via subcutanea com

aproximadamente 10010 cercariassdanansoniKigura 7).
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Figura 7 - Infeccdo subcutdnea do camundongo careraarias

Apo6s 40 dias de infeccdo, os animais foram saadfis, utilizando solucao
injetavel de pentobarbital sédico a 3% em uma dise300 pL. Em seguida, foi
realizado um corte no abdomén do animal, que fobilizado com as viceras expostas.
A partir desse momento, faz-se a perfusdo de acodip técnica descrita por
SMITHERS e TERRY (1965), objetivando o recolhimenms vermes integros. Os
vermes sao recolhidos em uma placa de Petri comtsob fetal bovino inativado e
meio de cultura RMPI-1640 com 100 pg/mL de pemaile estreptomicina, usado na

perfusao (Figura 8).

Na sequéncia, as placas com os vermes sdo lavadasieio de cultura e, em
seguida, os vermes sao transferidos a outras ptacésndo meio de cultura estéril em
fluxo laminar. Por fim, os vermes séo inseridosuena placa estéril de 24 pocos, sendo

gque cada poco possui 1 mL de meio de cultura éeede 2 a 3 casais de vermes.
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Figura 8 - Perfus&o dos animais e recolhimentovdoses.

As nanoparticulas com e sem PZQ foram diluidas esio de cultura e em
metanol nas concentragcdes de 0,5, 1,0 e 2,0 pgdRZ). Amostras de comprimidos
de PZQ produzidos por Farmanguinhos também forémdds na concentracdo de 1,0
png/mL de farmaco, para serem utilizadas como paedndi@mbos os diluentes. Dessa
forma, foram montadas duas placas: uma com memuliera e a outra com metanol.
Cada dois pocos receberam as solucbes descritas @cbutros dois pocos, ficaram
apenas com o meio de cultura, sendo estes o cenkpbs a adicdo do material aos
pocos, a placa foi levada ao microscépio inver@ddMPUS CKX41 para observacéo
da motilidade e danos no teugumento. As placasnfdewadas a uma incubadora a
37°C e atmosfera com 5% de £@\pos 24 horas, as placas foram retiradas da
incubadora e observadas no microscépio. Em segoga&ermes foram lavados com
meio de cultura para a retirada do farmaco e fonawamente mantidos na mesma
condicao. O meio de cultura retirado foi levadaemnatografo, conforme as condigbes
descritas na secdo 4.2.7.4. para verificacdo daeotracdo real de PZQ que foi

dissolvido no meio.

ApoOs sete dias, tempo final do experimento, asaglaforam retiradas da
incubadora e observadas novamente ao microscopin, abjetivo de verificar a

motilidade e vivacidade dos vermes.

4.2.11.2. Estudos in vivo

77



Os estudosn vivo foram realizados em animais, camundongos Swisss 4p
dias de infeccdo com 100 cercarias SlemansoniAs doses de PZQ administradas
foram 200 e 400 mg/Kg, tanto na forma de nanopdacsuspensas em agua quanto de
comprimidos de PZQ triturados e suspensos em &yuzbjetivo era administrar até
800 mg/Kg, mas, em funcdo da grande quantidadeddiesp ndo foi possivel, pois
ocorria entupimento da cénula de administracdo.mAldisso também foram
administrados as nanoparticulas sem o PZQ na desd08 mg/Kg, objetivando
verificar a toxicidade e avaliar se as nanopad&exerceriam algum efeito na doenca.
Tanto as nanoparticulas quanto o p6 dos comprimidagados foram pesados e
suspensos em salina. A administracao foi realipmilagavage; ou seja, administracao
de substancias por via intragastrica, conforme madstna Figura 9. O volume de
administracdo foi definido de acordo com o pesocdda animal. A Figura 10

esquematiza o desenho do estudo.

Figura 9 - Administracéo por gavage
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78 Animais
infectados com 100
cercarias

Grupo néo Tratado Grupo Tratado
{ 30 animais) (48 animais)

Grupo controle 1 Grupo confrole 2
(12 animais) (6 animais)

Grupo Branco Gr anc Grupo Nano
MNano 400ma/iKg 2 FZQ 400mg/Kg
{12 animais) 12 animais) {12 animais)

Figura 10 - Esquema de tratamento aos animaistaues

Apéds o tratamento, o grupo controle foi imediatateesacrificado. Os demais
grupos foram sacrificados apés 30 dias. Os anis@ssacrificados por deslocamento
da cervical. Em seguida, o animal é aberto pelmmlet, tendo a veia renal amarrada
com uma linha. Nesse momento, a agulha de perfésaserida na aorta, passando
solucdo salina na mesma. Um recipiente era coloeadmixo do animal para recolher
0 sangue com a solucdo de lavagem, sendo veriicadovermes presentes no
mesentério, como mostrado na Figura 11. Essa sohegilhida é filtrada em malha
fina, onde os vermes ficam retidos e sédo passamosauda de dgua a uma placa de
Petri e posteriormente levados ao microscopio Opttomum (Nikon, modelo
ALPHAPHOT-2/YS2), para ser realizada a contagemsdgundo passo é fazer a
perfusdo na veia cava, da mesma forma que foizeeki na aorta, visando contar os
vermes vivos presentes no figado. Nesse ensai@rsiisados o nimero de fémeas,

machos e casais (par de vermes acasalados).

Figura 11 - Foto do processo de perfusdo
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Na segunda etapa é feita a retirada do figadogesimm é macerado e levado ao
microscépio, para ver a presenca de vermes qudon@im recolhidos no processo de
perfusdo e os que estdo mortos. Na fase terminatldedos vermes, estes se alojam no
figado.

A Ultima etapa €é a retirada da porcdo final doestiho delgado,
aproximadamente 1 cm, para avaliagdo do oogranseg@ento intestinal € colocado
em uma lamina, e € pressionado com o auxilio ddnldm e levado também ao

microscopio Optico comum.

4.2.12. ESTUDOS DE TOXICIDADE

Os estudos de toxicidade realizados foram os detogitidade e
genotoxicidade, ambos realizados pelo Institutoidtet de Controle de Qualidade da

Fiocruz (INCQS), empregando células sanguineas.

4.2.12.1. Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade objetiva determinaradbiidade de células sanguineas
humanas apoés tratameto com o PZQ, nanoparticulasPad) e nanoparticulas sem o
farmaco em agua ou dimetilsulfoxido (DMSQO) 5% dieahhoras a 37°C.

Primeiramente coletou-se sangue em volume aprapriBdra cada mL eram
adicionados 80 pL de heparina 5.000 Ul/mL. O sangue acondicionado em

eppendorfs.

Em seguida foi avaliada a solubilidade dos matestas agua e DMSO 5% para
estabelecer as concentragfes a serem empregadadrabalho. Os resultados estao
apresentados na Tabela 4.

As concentracfes maximas testadas foram baseadastumo de solubilidade

realizado préviamente.

Tabela 4 - Concentracdes utilizadas no ensaiotdmxicidade

Materiais Concentracg0Oes utilizadas (ug/mL)
Praziquantel 0,5;1,0; 2,0; 5,5; 13,75; 35,0
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Nanoparticulas com PZQ 4,09; 8,18; 16,36; 45,0
Nanoparticulas sem PZQ 3,59; 7,18; 14,36; 39,5

Apoés o tratamento das células sangiineas, as mdgam em estufa de GO
(Auto Zero - Heraeus) a 37°C por 2 horas. Em segyideparam-se as laminas. As
laminas foram preparadas com 50 pL sangue trata®@® fL solugcdo de FDA 30
ug/mL e de brometo de etidio|8/mL. Dessa mistura sangue-corante, 50 pL foram
adicionados as laminas, que foram recobertas pontdas e levadas ao microscopio de
fluorescéncia para a leitura. A viabilidade celufar medida pelo diacetato de
fluoresceina (30pg/mL) e brometo de etidio (§g/mL), como descrito por
HARTMANN e SPEIT (1997). Analisaram-se 200 célytas lamina, com aumento de
400x. As células viaveis mostram fluorescéncia e#eghquanto ndcleos corados em
laranja indicam células mortas, células perdendabiMilade contém gréanulos
citoplasmaticos verdes e um nucleo laranja. Odteskis sdo expressos em percentual
de citotoxicidade ou células mortas. As célulaspeielem a viabilidade sdo contadas

como células mortas.

4.2.12.2. Genotoxicidade

O ensaio de genotocixidade tem por funcdo verifieesiveis danos ao DNA das
células.

A analise de citotoxicidade € realizada previameadeensaio Cometa, para
estabelecer as faixas de concentracdes a seramadds. Ddeve-se evitar no ensaio
Cometa concentragfes que determinem valores stgeeréo 30% de decréscimo de
viabilidade celular, quando comparadas com as ragdteontroles. No caso de um
resultado ruim na citotoxicidade, a genotoxicidaée € realizada.

Foram realizados dois experimentos do ensaio Coema@egando células de
sangue total humano heparinizado obtido por pungimsa. As células sanguineas
humanas foram tratadas em duplicata durante 2 BoBaSC com DMSO 5% (controle
solvente) e com diversas concentra¢cdes dos mataha do estudo. As concentracdes
sdo apresentadas na Tabela 4 e sédo as mesnmslatlno ensaio de citotoxicidade. O
MMS, mutageno de acéo direta, na concentracdo Oeul/b foi empregado como

controle positivo.
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A preparacdo das laminas ocorreu da seguinte maartepl de sangue tratado
foram aliquotados para um eppendorf e em segurdatfocadicionados 120 pl de
agarose BPF 0,5%; 120 pl da mistura foram adicios@dlaminas pré-revestidas com
agarose PFN 1,5% e as mesmas foram recobertaanpioulas para levar a geladeira (4
a 10°C) por 3-5 minutos, para solidificar a agaf®B&. Apds este processo, retiraram-
se as laminulas com cuidado para ndo remover adeadeagarose. As laminas foram
levadas a uma solucédo de lise (sarcosinato deillawadico 1%, p/v, NaCl 2,5 M,
EDTA dissodico 100 mM, Tris 10 mM, pH 10 e Triton »00% v/v), onde
permaneceram de um dia para outro em geladeiraligaraas células e permitir o
desdobramento do DNA. Apds a lise das célulasamsnbs foram levadas a cuba de
eletroforese com fonte BIO-RAD (modelo 1000/500 cwBr Supply) mantida em
banho de gelo. Adicionou-se o tampéao de eletrofo(E®TA sodico 1 mM e NaOH
300 mM) a cuba com as laminas e aguardou-se 20tosimara o desdobramento do
DNA e expressao dos sitios alcali-labeis antedateoéorese. Apds o banho em tampéao
alcalino, iniciou-se a eletroforese, também pom#ifutos a 25V / ~300 mA. Apds a
corrida, as laminas foram escorridas e lavadagz8syalurante 5 minutos, com tampéo
de neutralizac&o Tris 0,4M (pH 7,5) Depois as lasiforam coradas com brometo de
etidio a 20 pug/mL e 50 células, selecionadas asoafmam analisadas por lamina,
usando-se um microscopio de fluorescéncia com atanaker400x (NIKON), resultando
um total de 100 células por cultura e 200 céluasgpupo experimental. A avaliacdo da
extensdo de migracdo do DNA em 100 células (2 laspie feita de acordo com a
intensidade da cauda dos cometas em 4 difereraeses| (0 a 3) (KOBAYASHdt al.,
1995).

» classe 0: auséncia de cauda;

« classe 1. pequena cauda;

» classe 2: grande cauda;

» classe 3: totalmente danificado (cabeca do comaiionpequena com

praticamente todo o DNA na cauda).
O dano ao DNA é expresso em percentagem de céalamgjuatro diferentes
classes e em unidades arbitrarias (UA). O calcoldJ& é realizado como descrito a

sequir:
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» Para cada grupo experimental, por suspensao awawelular, calcula-se o
dano ao DNA em unidades arbitrarias (UA) para 30lae de cada lamina, de acordo

com a seguinte formula:

UA=[(Mox0) + (M. x 1)+ (M2 x 2) + (Mg x 3)]

onde UA é o numero de unidades arbitrarias e MO, M4 e M3 sdo o numero de
células com classe de dano 0, 1, 2 e 3, respedtiviam

* O namero total de UA é calculado por 100 céluladisadas/cultura, somando
0s numeros de UA obtidos nas duas laminas, prodedda mesma forma para a
segunda cultura ou suspenséao celular referentesmmaneoncentracdo testada. Calcula-
se 0 numero total d&JA (UAT) por 200 células analisadas/concentracao ces

culturas somando os nUmerosui& obtidas em cada cultura.

4.2.12.2.1. Andlise estatistica

Foram realizadas as analises estatisticas, seséovaldas as eventuais diferencas
existentes entre os valores médios de unidadeséaids totais (UAT) obtidos para os
grupos controle negativo, DMSO 5%, e para cadaergnacdo dos materiais testados
além do controle positivo, MMS 160uM, nas duasurak em replicata por grupo
experimental, empregando o teste tStadentde dados agrupados monocaudal aos

niveis de significancia de 0,05 e 0,01.
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CAPITULO 5

Resultados e Discussao

5.1. AVALIACAO DA MATERIA-PRIMA

A matéria-prima foi aprovada em todos os testesua i submetida. Os
resultados de identificagdo, doseamento e subatinelacionadas estdo apresentados

na Tabela 5.
Tabela 5 — Caracterizacado da matérimgde praziquantel
Testes Realizados Resultados Especificacao
Identificagéo por IR Positiva De acorsdé)rg om PZQ
Doseamento 100,01 98,5 - 101,0%
Substéncias Relacionade ND* Maximo de 0,2%

* ND - ndo detectavel

De acordo com os resultados, pode-se observar agies tos testes realizados
estdo de acordo com as especificacfes. A metodokegas especificacoes foram
retiradas da Farmacopéia Americana de 2008 (USPR @&h) compéndio oficial
reconhecido pela Agéncia Nacional de Vigilanciaitaaia (ANVISA) no Brasil e por
outras agéncias regulatérias no mundo, como o FAd and Drug Administration
Dessa forma, a matéria-prima foi aprovada para udizada no trabalho aqui

desenvolvido.

O teste de rotacdo especifica apresentou os seguiesultados; em etanol o
desvio da luz polarizada)(foi igual a zero, enquanto em cloroférnaidoi igual a -1°.
Esses resultados confirmam que a matéria primauest@p € uma mistura racémica. Se
a amostra fosse apenas do R-(-) enantiomero BZ&ia igual a -135,0° em etanol e -
126,9° ou -146,9° ou -132,4° em cloroférmio (ROSZAKEKI et al.,2006).
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A analise da distribuicdo do tamanho de particidsulyou nos dados
apresentados na Tabela 6 e na Figura 21.

Tabela 6 — Didmetros de corte para diferentes émgiéssicas acumuladas da
matéria-prima

Amostras Diametro (im)
PZQ matéria-

prima 10% 50% 90%
Al 1,96 7,57 14,55
A2 2,23 9,42 16,88
A3 2,07 8,42 16,17
A4 2,05 8,16 15,43
A5 2,05 8,01 14,98
A6 2,05 7,96 14,78
2,07 + 8,26 + 15,46 +

Média + dp* 0,09 0,64 0,90

*dp — desvio padrao

Conforme mostrado na Tebla 6 e na Figura 12, fi@e de que os tamanhos de
particula da matéria-prima sdo elevados, principats porque se deseja obter um
material nanoparticulado. Dessa forma a producaonaeoparticulas poliméricas

contendo o PZQ requer a solubilizacdo do farmaag per possivel a incorporacao do
mesmo nas nanoparticulas.

10
3? 8 ."lr II'
£ g / \
2 1
g 4 -J_-' II
2 |
II
B 0.1 e 10 100 1000 3000
Particle Size (pm)

Figura 12 — Distribuicdo de tamanho de particulandtéria-prima

De acordo com os resultados obtidos, observa-sedistrébuicdo de tamanhos

unimodal (embora alongada e com um ombro poicionam® diametros baixos) e
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reprodutiva para as diferentes analises, demormgtrgne a metodologia desenvolvida
foi adequada para a avaliacdo de tamanho de gartiEumportante ressaltar que a
matéria-prima empregada no trabalho foi processada micronizadores. O

procedimanto teve a finalidade de reduzir o tamatehparticula e evitar problemas na

dissolucéo do praziquantel na formulagcdo de comgasn

Ensaios de degradacao térmica foram realizados,vemgue a técnica escolhida
para a producdo das nanoparticulas poliméricaa fmlimerizacéan situ, realizada a
temperaturas relativamente altas, assim foi negasséna avaliacdo prévia da
estabilidade do PZQ nestas condi¢cdes. Os resultadogeste em estufa estédo
apresentados na Tabela 6. De acordo com os ressiltaatidos, n&o foi observada
qualquer degradacao significativa do PZQ, pois mdiove queda relevante do teor do
farmaco, nem o aparecimento de produtos de degiradapnforme mostrado no
cromatograma (Figura 13). Para confirmar este tadol foi feita a analise

termogravimétrica, cujo termograma esta apresemtadagura 14.

Tabela 7 — Resultados do estudo de degradacaa&ermi

Matéria-prima Resultados (%)
de PZQ (média £ IC¥)
Sem aquecimento 100,01 + 1,96
3 horas; 85°C 99,25 + 0,38
6 horas; 85°C 99,43 +1,74

*|C - Intervalo de Confianga

2,78 Praziguantel et
. 4n Fam
Abs ( \

|

[ ] =

Minutos

Figura 13 — Cromatograma referente a analise defeb@etido a degradacéo

térmica em estufa por 6 horas a 85°C.
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Figura 14 — Termograma do PZQ.

Conforme pode ser observado, o PZQ comeca a sdégradacdo térmica
somente a 258°C. De acordo com os resultados sbfida evidente que o PZQ pode
ser adicionado nas reacfes de polimerizacdo sao de degradacdo térmica nas
condi¢cdes de reacdo. Os resultados também indiopama gecagem do material pode ser

realizada de forma segura sijaray dryer que opera a cerca de 120°C.

Os testes de solubilidade foram realizados partaaes quantidades de farmaco
que poderiam ser adicionadas as reacfes, sem Ipageipitacdo do PZQ. Os
mondmeros selecionados para esse trabalho foraratacntato de metila (MMA), o
acetato de vinila (AV) e o acido acrilico (AA). A disso, como esse ensaio foi
realizado por cromatografia liquida de alta efician pode-se avaliar também uma
possivel interacdo entre o mondémero e o farmacaefdtados estdo apresentados na
Tabela 8 e na Figura 15.
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Tabela 8 — Solubilidade do PZQ nos monémsetecionados.

Solubilidade do PZQ nos mondmeros

Temperatura (mg/mL)

(°C) MMA AV? AA3
25 42.8 45,0 _231,3
37 54,1 95,6 358,9
55 89,9 -185,1 452.,3
75 254.,8 235,7 521,9
90 258,7 325,3 -

* Metacrilato de metil& Acetato de vinila® Acido

acrilico

Uma das metas perseguidas nesse trabalho é a @btdacuma suspenséo de
PZQ na concentracdo de 120 mg/mL de PZQ no prdithdab A Tabela 8 demonstra
que a solubilidade no metacrilato de metila (MMA)/®°C supera a concentracéo
desejada de 120 mg/mL, enquanto que a solubilidadgecetato de vinila (AV) atinge o
valor desejado em torno 55°C. No &cido acrilico A& solubilidade na temperatura
ambiente, ja ultrapassa o valor desejado. Essamaftfio € importante, pois todos os
mondmeros selecionados sédo capazes de dissolvBQmes valores adotados como

meta e na faixa de temperatura reacional usual.

Comparativo de solubilidade de monomeros

600,0
500,0

oMMA
400,0

BAV
300,0 OAA

200,0

100,0

0,0

Concentragao de saturagao (mg/mL)

25 37 55 75 90

Temperatura (°C)

Figura 15 — Gréfico comparativo das concentrac@esatlracao de PZQ nos diferentes

mondmeros e temperaturas.
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As andlises cromatograficas realizadas como apai® @s testes de solubilidade,
aplicaram-se inicialmente as mesmas condi¢cdes gagas no doseamento. Entretanto,
observou-se que o mondmero absorvia a 207 nm copotee retencdo muito proximo
ao do PzZQ, conforme demonstrado nas Figuras 16. @&3sa forma, alterou-se a
polaridade da fase moével, aumentando a propor¢cé&ydea na solugdo. O aumento da
polaridade fez com que o PZQ interagisse um pouais gom a coluna, que € mais
apolar que a fase movel. E importante observaodREQ é mais apolar que o MMA e
que todos os monémeros utilizados, baseado nawstdos compostos e na interacao
com a coluna. A coluna;g€é mais apolar que a fase movel e o PZQ interage coen
a coluna do que com a fase movel, saindo depoisndo6mero. Dessa forma,
conseguiu-se uma separacao com resolucdo adeguiaeaoe dois compostos, como

mostrado na Figura 18.

am I-20m0
263 MMA
0 | ]
Abs 4y ‘ Lo
D ' Lap
| | 2,83 Praziquantel|
. ) | N R

0 1 2 3 4 5 -] 7 8 -] 8y
Minutos

Figura 16 — Cromatograma de uma amostra obtideste tle solubilidade nas

condicfes cromatograficas do doseamento.

2,64 MMA

T T T T T T T T T
1] 1 2 3 4 5 -] 7 8 "] 0
Minutos

Figura 17 — Cromatograma do branco (solu¢cédo de MdbAipdo no teste de

solubilidade nas condi¢des cromatograficas do doseto.
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Abs

6,38 Praziquantel
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Figura 18 - Cromatograma da mesma amostra da Flguoatido apds o ajuste da fase
movel de 60:40 (Acetonitrila:agua) para 50:50.

De acordo com os resultados apresentados, o auiic@é o mondmero em que
o PZQ é mais soluvel, seguido do acetato de vieildo metacrilato de metila,
respectivamente. Observou-se a auséncia de picyementes de alguma possivel
interacdo entre o monbmero e o farmaco ou da pEsdiegradacdo do PZQ no
mondmero. A metodologia, depois de ajustada, fopregada em todas as analises

cromatograficas, incluindo o doseamento de PZ(haaeparticulas.

5.2.REACOES DE POLIMERIZACAO

As reacoes de polimerizagdo foram realizadas ers eliagpas, | e Il, tendo como
referéncia a selecdo prévia do(s) mondémero(s) guans empregados nesse trabalho.
As reac0Oes iniciais objetivaram a preparacdo deopwticulas e a avaliacdo dos
parametros de reacdo, como temperatura, equipasnerdomponentes reacionais. As
reacoes preliminares estdo apresentadas na Talfeteis®n realizadas reacées com o0s
trés mondmeros inicialmente selecionados, metswrda metila, acetato de vinila e

acido acrilico, avaliando-se o comportamento da s&tema nas condi¢cdes propostas.
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Tabela 9 — Formulac¢des usadas para polimerizacdoie@mulséo nos testes

preliminares.
Massas (Q)
Reagentes Ultra- Ultra-
turrax ~ Homogeneizador turrax  Homogeneizador
Monbmero 70 70 50 50
PZQ 3 3 3 3
Oleo mineral 30 30 50 50
LSS 5 5 5 5
NaHCG; 0,3 0,3 0,3 0,3
K2S,0s 0,3 0,3 0,3 0,3
Agua 227 227 227 227
Temperatura 60°C 60°C 60°C 60°C

Inicialmente os produtos obtidos com diferentesgiple equipamentos (ultra-
turrax e homogeneizador de alta pressao) e comedits receitas empregadas na etapa
de preparacédo da miniemulsao foram analisadosriAgpas reacoes foram realizadas
a 60°C, pois a temperatura de ebulicdo do acetatainilla € de 72°C. No primeiro
momento foram empregadas as mesmas condi¢Oesgaés onondmeros selecionados

e as eventuais diferencas no processo de poliagéiezZforam observadas.

Todas as reacfes conduzidas na presenca de adiim atéo deram certo. Em
funcéo da alta solubilidade do &cido acrilico nasagdo se conseguiu a formagéo de
um latex na presenca desse mondémero, apesar @éagaate 6leo e do PZQ. O produto
final obtido foi sempre uma solucdo e ndo uma efaldevido a miscibilidade elevada
do acido acrilico com a agua e com o PZQ. Assise @sondmero foi descartado do

trabalho.

Conforme mostrado na Tabela 9, as reacoes fordmagas com e sem 0 uso do
O0leo mineral. A funcdo do 6leo é de atuar como waestabilizador hidréfobo. As
reacdes de polimerizacdo conduzidas com MMA prasseag normalmente, levando a
formacdo de um latex estavel que ndo perde a kdtale ao longo de mesesde
estocagem, tanto na presenca como na ausénciealddtretanto, as reagbes com AV
nao levaram a formacao de um latex estavel em memhamento. Ao interromper a
agitacao para retirar o latéx do reator, formavandigas fases imisciveis na auséncia de
vaselina. Esse fato demonstra que nesse caso oatilaorealmente como um co-

estabilizador do processo. As reacbes com AV nsepiga de Oleo levava a formacao

91



de um latex, mas a estabilidade da emulsao erarda de 12 horas. ApoOs esse periodo,
comecava-se a observar a separacao de fases.&indaacado a presenca do 6leo, foi
observado também que as amostras preparadas ragdmponémero:oleo de 50:50,
apos serem secas, apresentaram baixa resisténcé@mioze Essas amostras, ao serem
maceradas, formavam um filme, enquanto as amos0&@d ndo apresentaram esse
comportamento. Isso parece indicar que existe omtelimaximo de 6leo que pode ser
adicionado ao meio para que ndo ocorra degradagfimbpriedades mecanicas do
material. Esse comportamento ja poderia ser espefamls 0 Oleo atua como um

plastificante da fase polimérica.

Diante desses resultados foi estruturada a segetagen do estudo realizada
apenas com o monémero metacrilato de metila, quaul@os melhores resultados.
Nessa parte do trabalho, objetivou-se otimizaroaslicdes de polimerizacéo, conforme
apresentado a seguir. A segunda etapa do projettividida em 2 partes, conforme
comentado e apresentado na Tabela 10.

5.2.1.REACOES DE POLIMERIZACAO - PARTE | (RECEITA I)

Em trabalhos relacionados a sintese de nanopadicpbliméricas, com
encapsulamento de farmacos ou nao, é fundameatatterizar de forma apropriada as
condicOes de reacao, e as propriedades do maibtidb, permitindo conhecer bem o

desenho das nanoparticulas em sua totalidade (LASDERet al, 2010).

Esta secdo descreve todos os testes realizados man@izacdo das condicdes

reacionais para encapsular o PZQ.
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Tabela 10 - Reag0es realizadas com MMA na seguag@a €o trabalho.

Componentes e condi¢céo Equipamento
Reacdes | MMA Oleo PZQ Eudragit EGDMA  Temp.
(9) (9) (9) (9) (9) (°C) | Turrax| Homog.
R1Y 100 60 X
R2 50 50 60 X
R3 50 50 3 60 X
R4 70 30 3 60 X
R5 50 50 3 60 X
R6 70 30 3 60 X
Parte | R7 100 3 80 X
RS 70 30 10 80 X
R9? 70 30 6 80 X
R10 70 30 6 90 X
R11 70 30 90 X
R12 100 15 90 X
R13 100 12 90 X
R14 70 30 6 7 90 X
R15 70 30 7 90 X
R16 100 12 10 90 X
R17 100 15 10 90 X
R18 100 12 10 5 90 X
R19 70 30 12 10 5 90 X
R20 100 10 5 90 X
parte 1| R21 70 30 10 5 90 X
R22 100 12 5 90 X
R23 70 30 12 5 90 X
R24 100 5 90 X
R25 70 30 5 90 X
R26° 70 30 17 5 90 X
R27 77 23 17 5 90 X
R28* 77 23 17 5 90 X
R29 77 23 5 90 X

"I R1 a R8 massa de iniciador de 0,3 ¢R9 a R29 massa de iniciador de 0,6 ®26 a R29
realizada toda a quente, 90°tR28 e R29 massa de LSS de 2,5 g contra 5 g dasslema
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5.2.1.1. Conversao

Nas reacoes realizadas inicialmente com metacdatmetila a 60°C, calculou-se
apenas a conversdo final, por gravimetria, apés ff0utos de reagdo, como
apresentado na Tabela 11.

Tabela 11 - Conversao das reacdes de MMA a 60°C3gmie PZQ

Reacédo Conversao (%)
R3* 44,0
R4* 56,8
R5 52,7
R6’ 50,0

’ Reagcdes realizadas no ultra-turrss0:50 (MMA:6leo);? 70:30 (MMA:6leo)

Os resultados iniciais de conversdo foram muitxdsaie em torno de 50%,
demonstrando que as condicbes empregadas nest@egedeviam ser revistas. A
temperatura foi o primeiro parametro a ser alterpassando para 80°C. O tempo de
reagcdo foi mantido em 180 minutos. Nas reacdesirgegua converséo foi calculada
em Varios pontos, em intervalos regulares de 3Qutwsn comecando imediatamente
apos a adicado do iniciador. A evolucdo das conesrsitidas em diferentes reacoes

com a temperatura de 80°C esta apresentada naHRigur

Reacodes Parte | - 80°C

100

= 80 . ¢

oyl *

s 60 A

& A A n

© 40 4 =
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o
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Tempo (min)

Figura 19 - Conversao das reacdes conduzidas a ®7CMMA com 3 g de
PZQ e 0,3 g de iniciador; (R8) MMA:6leo (70:30) cathg de PZQ e 0,3 g de
iniciador; (R9) MMA:0leo (70:30) com 3 g de PZQ € @ de iniciador.
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A reagdo R7 realizada na auséncia de vaselina empoes conversao bastante
superior (90%) em relacdo as reacles realizadas a@em mineral a 60°C (50%).
Parece clara a importancia do efeito gel na reR@atendo em vista o salto de converao
observado entre 90 e 120 minutos de reacdo. Comalbeumentado na literatura , as
polimerizacdes com MMA séo particularmente suseetiao efeito gel (LENZI, 2002;
LENZI et al, 2003; BESTETI, 2009). Entretanto, a reacdo zadh na presenca de 6leo
a 80°C levou a um incremento na converséao finahmenas 20%, de 50 para 70%.
Esses resultados demonstram que o Oleo exerceantearifluéncia sobre a cinética de
reacdo, seja por causa de um possivel efeito orilwd por um efeito de diluicdo do
monomero. Dessa forma, foi realizada mais uma ced®8, dobrando-se a quantidade
de iniciador, com o intuito de otimizar o rendinenlas reacdes. A conversao final,
conforme mostrado na Figura 19, foi de 70% log@umento na concentracdo de
iniciador ndo alterou de forma significativa a cersdo final da reacdo. Esses
resultados estdo em perfeito acordo com a ted@ssicla de polimerizagdo em emulséo,
considerando-se que 0 numero meédio de radicais paticulas permanece
essencialmente constante ao longo da reacéo. Rorégprovavel que o principal efeito
do Oleo seja o de diluicdo da espécie reagenteeaim meacional. Nesse caso, a diluicdo
da carga monomeérica em 30% resulta na queda apadaiche 30% das taxas de reacéo,
0 que é aproximadamente confirmado pelos dadosemaxos na Tabela 10. TEO e
colaboradores (2011) obtiveram resultados semadbaat conversédo diminuiu quando
hidrocarbonetos aromaticos liquidos eram adiciosads polimerizagcbes em
miniemulsdo de n-butil metacrilato (BMA). Segund® autores, os hidrocarbonetos
aromaticos formam um complexo com o0s radicais p@its em crescimento,
retardando a taxa de polimerizacdo. Esse efeitbéamgjuda a explicar os resultados
da Tabela 11 onde todas as reacdes ocorrem nangaeske Oleo. A reacdo RS8
(contendo 10 g de PZQ) apresentou depois de 90tosiuma cinética mais lenta do
que R9 (contendo 3 g de PZQ). Provavelmente issoreac em funcdo da maior
concentracdo de PZQ disperso no mondémero, exeragndefeito diluidor, similar ao
do Oleo, embora em menor proporgcédo, em funcdo deeotracdo do PZQ ser menor
que a do 6leo. Conforme mostrado anteriormenteifexed¢ca na concentracdo do

iniciador nas reagdes R8 e R9 nédo parece exeffug#nnia sobre a conversao.

Nas reacOes seguintes, para um melhor mapeamentoorgersdo, foram

coletadas amostras em intervalos de amostragemresenos instantes de 5, 10, 15, 20
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e 30 minutos. Em seguida, continuou-se coletandosttas de meia em meia hora. O
tempo de reacéo foi aumentado para 300 minutosemperatura foi aumentada para
90°C, objetivando garantir a conversdo proxima d®%. Os resultados sé&o

apresentados na Figura 20.

Reacoes Parte | - 90°C

120

100 f' = & §g ® B R s =
= ot 2 2t t t 1t
o 04
s n
= 60 [3e mR10
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g 40 ART1
o o *+R12

20 r ®R13

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300

o
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Figura 20 - Conversao das reac¢des conduzidas a @®1G) MMA:G6leo (70:30)
com 6 g de PZQ; (R11) MMA:Gleo (70:30) sem PZQ;ZRUMMA com 15 g de PZQ;
(R13) MMA com 12 g de PZQ.

Nas reacdes conduzidas a 90°C nao se observoduénici significativa do
Oleo sobre a cinética de polimerizacado. Isso pedeanfirmado quando se comparam
as curvas de conversdo das amostras R10, comebRd3, sem Oleo. A presenca do
PZQ também ndo acometeu nenhum impacto signifmatiois R11, que é um branco,
apresenta comportamento similar ao das demais.sTaslaeacfes atingiram o platd de
conversao em 30 minutos de reacdo. Em funcédo desgkado, o tempo de reacéao foi

reduzido novamente para 180 minutos e posterioerara 120 minutos.

A carga de PZQ adicionada ao meio foi reduzida%i@dra 12 g porque nem
todo o PZQ foi encapsulado, quando 15 g de farnfacam adicionadas. Essa
observacao foi feita visualmente, muitos cristaiarhm espalhados na emulsédo. Apesar

da concentracdo de saturacdo de PZQ no MMA, a 88%C,de 255 mg/mL
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(aproximadamente 17g), a dispersdo inicial é feitdrio e ndo necessariamente
consegue-se dissolver todo o farmaco durante egsoale polimerizacgao.

5.2.1.2. Ultra-turrax e homogeneizador de alta presio - Efeito do equipamento
utilizado para a emulsificacéao

Os latices obtidos com o ultra-turrax, tanto pafMA quanto para o AV, apo6s
12 horas resultaram em separacdo de fases. Nadrasnoe AV preparadas no
homogeneizador, a divisdo de fases foi iniciadavodta de dois dias. Entretanto, as
reacdes com MMA apresentaram uma estabilidade hes®s; ou seja, matinham-se
homogéneas para todas as condicdes e receitaglatestAs emulsdes foram
armazenadas em frasco de vidro a&mbar, dentro cemidrio ao abrigo de luz.

As emulsdes obtidas foram posteriormente sepamdasas para obtencédo das
nanoparticulas. Varias técnicas foram testadas. efAmlsbes de PMMA foram
facilmente quebradas: com o uso de um né&o solvetarol, na proporgcéo de 15% de
alcool para 85% de emulsdo, seguido de centrifgdg@ta a 5000 rpm e posterior
secagem no liofilizador; por centrifugacdo direta2@000 rpm;e secagem; por
liofilizacdo direta da emulsdo e pela técnica dexsmlryer. Os mesmos protocolos
realizados para o latex de PMMA foram aplicadossestema de PAV, mas sem
sucesso. Uma separagdo completa das fases ndatiflda e também ndo se conseguiu
obter as nanoparticulas secas com nenhum dos rsétotgwegados. Portanto, do ponto

de vista de secagem, as emulsdes de PMMA sao acteis fde manipular.

5.2.2.ESTABILIDADE DAS GOTICULAS

Apoés a definicdo das condicdes de reacdo, foi igadé a estabilidade das
goticulas formadas durante o processo de emulgiicaD objetivo foi verificar quanto
tempo as goticulas formadas durante o processardenmulsdao poderiam permanecer
estaveis; ou seja, manter o tamanho, sem ocoredesu@ncia de forma pronunciada,

antes da introducéo no reator e inicio da reacgmlimerizacao.
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Foram preparadas duas miniemulsdes de MMA seguixdtamente a mesma
receita das reacoes R10 e R13, sendo que esta lou apenas 6 g de PZQ. Essas
reacdes foram escolhidas por apresentarem quaesidhstintas de 6leo. Dessa forma,
a Unica diferenca entre ambas era a presenca do(deresultados estdo apresentados

abaixo na Figura 21.

300

250

200 4 R com oleo

[ | HR sem oleo
150

100 |@

Tamanho de goticula (hm)

0] 500 1000 1500 2000

Tempo (min)

Figura 21 - Evolucdo do tamanho das goticulas aagsées de MMA ao longo

do tempo, na presenca e auséncia de 0Oleo.

Como pode ser observado na Figura 21, a emulsdoaqimha 6leo apresentou
uma boa estabilidade por 24 horas. Em contrapadidanulsdo que ndo possuia 0leo
nao apresentou coalescéncia pronunciada até 3dasjrmaas apresentou crescimento
continuo de tamanhos nas 24 horas posteriores (arabm causar separacao de fases).
Isso ndo chega a constituir um problema, uma vez &gl emulsdes obtidas do
homogeneizador sdo colocadas imediatamente na egaie o preparo para a etapa de
polimerizacdo. Esses resultados garantem a maggmldas emulsbes na unidade

industrial.
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5.3. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS - PARTE | (R ECEITA)

5.3.1.DISTRIBUICAO DE TAMANHOS DE PARTICULA

O estudo de sistemas particulados exige a carzat@o da distribuicdo de
tamanhos de particula, pois esta propriedade ebh@atpara as operacdes de producéo
e processamento dos materiais. De forma geraljadsseajue as nanoparticulas obtidas
apresentem distribuicdo unimodal, com baixo indiegolidispersdo (LANGER! al,
1996; GOVENDERet al, 1999; AVGOUSTAKISet al, 2002). Entretanto, nem
sempre isso é alcancado. As amostras obtidas retuitax, R3 e R4, apresentaram
uma ampla faixa de tamanhos de particula, com uistaibdicdo bimodal, como
mostrado nas Figuras 22 e 23. A metodologia agi¢aidconsiderada satisfatoria, pois
as réplicas (analises em triplicata) foram reprogig. As amostras do
homogeneizador, R5 a R13, apresentaram uma dig&idounimodal com uma faixa de
distribuicdo granulométrica mais estreita, ao @idrdas amostras obtidas no ultra-
turrax. Essas amostras também demonstraram uneiddigolidispersdo mais baixo
que as amostras do ultra-turrax. Além disso, asticpdas preparadas no
homogeneizador apresentaram tamanhos significatineem menores. Todos o0s

resultados estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Resultado da distribuicdo de tamanbmadaoparticulas obtidas em

diferentes reacoes

Tamanho médio

Amostras (n=3) PdI*

(nm)
R3 685,05 0,599
R4 557, 47 0,619
RS’ 59,75 0,213
R6 67,63 0,250
R7 60,23 0,342
R& 67,95 0,197
R 60,46 0,188
R12 55,47 0,243
R1? 54,53 0,118

*Pd| - indice de polidispersd@Reacdes no ultra-turradReacdes
10 homogeneizado
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Figura 22 — Distribuicdo de tamanhos de particalamdostra R3 (Ultra-turrax) medido
por DLS.
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Figura 23 —Distribuicdo de tamanhos de particulardastra R5 (Homogeneizador)
medido por DLS.

A Figura 23 apresenta um residuo na faixa de ameckamente 6 pm. Leituras da

agua pura apresentaram esse sinal.

De acordo com os resultados obtidos, o0 modo deapyegas nanoparticulas
interfere diretamente no diametro final das mesi@agundo a literatura, a natureza do
oleo influencia o diametro das particulas devidaliéerencas de viscosidade e tenséo
interfacial (YUet al, 1993; MOSQUEIRAet al, 2000; SCHAFFAZICKet al, 2003).
Entretanto, as amostras preparadas no homogeneizamo ou sem Oleo nao
apresentaram diferencas significativas na disgémide tamanhos de particula. O
aumento da quantidade de PZQ de 3 g para 10 -risegda nas reacdes R8 a R13 (R8
-70:30 MMA:Gleo com 10g de PZQ a 80°C; R9 - 70:3MMdbleo com 6g de PZQ a
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80°C; R10 - 70:30 MMA:6leo com 6g de PZQ a 90°C1R170:30 MMA:Gleo sem
PZQ a 90°C; R12 - MMA com 15g de PZQ a 90°C; RMMA com 12g de PZQ a
90°C) também néao alterou a distribuicdo de tamadbqgsarticula (68 e 55 nm), quando
comparada com a reacdo R6 com 3 g de PZQ (68 nm)reaAcdes R9 e R13,
conduzidas com 0,6 g de iniciador, ou seja, conralda concentracdo em relagéo as
demais, ndo apresentaram alteracéo de distribde@&amanhos significativa. LANGER
et al. (1996) demonstrou que o aumento de iniciador nio neacional ndo deve alterar
a distribuicdo granulométrica conforme observadabtam neste trabalho. Portanto as

distribuic6es de tamanho séo controladas pelo mé&tegreparo da miniemulséo.

A analise de tamanhos de particula também permvitdiaa a tendéncia a
agregacdo das nanoparticulas dispersas em umadenans funcdo do tempo, sendo
uma ferramenta importante para analise de estaddidAs analises foram realizadas
apos o preparo e depois de 3 meses de armazenasentque nenhuma alteracdo nos
resultados pudesse ser detectada. Os latices foraazenados em pequenos frascos de

vidro ambar. Assim, as emulsfes preparadas podecosgideradas estaveis.

O tamanho das nanoparticulas obtido com o homargahmi, a principio, foi
satisfatorio para a proposta do trabalho, uma vezega desejado particulas inferiores a
300 nm. Ja as particulas formadas no ultra-turqaeesantaram uma distribuicao
granulométrica muito ampla, ndo sendo considerddgumda. Conforme demonstrado
por DURRER E IRACHE (1994) e HUSSAIBL al (2001), particulas com diametros
diferenciados causam uma liberacéo / absorcao mémmes no trato gastro-intestinal,
0 gue néo é desejado.

5.3.2.pH

O acompanhamento do pH em funcdo do tempo geramafdes relevantes
sobre a estabilidade das emulsdes (SCHAFFAZ&LHL, 2003). A alteracdo de pH
pode também indicar a degradacdo do polimero. LORES. (2000) demonstraram
que a diminuicdo do pH em uma emulsédo de nanoapdelpoli(acido metacrilico-co-
metacrilato de metila), apds 45 dias de prepatioatfibuida, dentre outros fatores, a

dissociacao dos grupos carboxilicos do polimero.
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Conforme os resultados apresentados na Tabeld48va-se um decaimento do
pH em funcdo do tempo nas emulsées R3 a R9, fosnaas temperaturas de 60 e
80°C. Como essas reacdes ndo resultaram em camaerd®0%, € possivel que esteja
ocorrendo a formacédo de espécies acidas provesieetalegradacdo do MMA nao
reagido. Acredita-se que o mondémero que nado rgaggsa formar o &cido carboxilico
em meio aquoso por hidrolise, conforme ilustradd-igaira 24. As rea¢des R10 e R13,
gue foram realizadas a 90°C e resultaram em 10086rdeersdo, ndo apresentaram esse
decaimento de pH, corroborando a hipédtese propd$ta.entanto € conveniente
observar que os valores finais de pH sdo sempr®mrdximos, de maneira que o pH

baixo pode provavelmente ser relacionado a auséeai@ondémero residual.

Tabela 13 — Resultados de pH nos tempos zero, hesa8s.

, pH
Amostras (Latex) Inicial 1 més 3 meses
R3 6,00 428 430
R4 6,58 457 459
R 6,35 431 439
R6 6,58 4,81 4,81
e X 508 5,08
¥ . 468 4,64
o . 424 4,30
R10 450 432 4,35
R13 410 4,03 4,03

* Auséncia de resultado

(@) (b)

Figura 24 — Mecanismo proposto para o decaimenfuHddidrolise do

metacrilato de metila (a) com formacé&o de acidaanréico (b).
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Para confirmar ocorréncia de reagdo de hidréliséas@ aquosa, mediu-se o pH
da agua pura, pH 7,0. Em seguida, adicionou-se mdmero MMA e o pH passou de

7,0 a 4,4, em minutos, resultado esse que ajudafamar a hipotese proposta.

5.3.3.ENCAPSULAMENTO DO PZQ

A quantidade de PZQ nas nanoparticulas foi medatacppmatografia liquida,
por padronizacéo externa. Os resultados estasapeaslos na Tabela 14. Nesta etapa,

em todas as reacgOes foram empregadas 3 g de PAfdpanondémero.

Tabela 14 — Eficiéncia de encapsulamento (%) de R&hanoparticulas em

relacdo a quantidade adicionada.

Encapsulamento (%
Amostras (n=3) P (%)

(Média + IC¥)
R3 71,8+ 1,6
R3! 35,1+1,8
R4 92,0 + 3,0
R4 26,4+28
R5 100,0 + 1,6
R6 100,2 + 5,4
R6! 71,0 + 3,8
R7 80,6 + 0,6
RS 80,1+7,8
R9 80,0+ 0,4
R10 86,1 +7,6
R12 99,5+ 1,8
R13 92,3+1,6

1 Amostras extraidas com etanol e secas

posteriormente no liofolizador; *IC = intervalo de
confianca.

Observa-se na Tabela 14 que a eficiéncia de erneapsoto oscila ao redor de
80% da quantidade inserida de PZQ nas reacdesndstas (R3 R4' e R6), obtidas
apos a quebra da emulsdo com etanol, apresentamataon de encapsulamento mais
baixo, quando comparadas com as amostras sectentirge no liofilizador. Dessa
forma, conclui-se que o etanol pode tambéem promaweitracdo do PZQ presente nas
nanoparticulas. Por isso, essa opcao de separagsgmadiculas foi descartada. O efeito
do etanol pode ser também percebido quando se campas amostras R6 e R6
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produzidas no homogeneizador. O resultado obserdadtre as reacdes realizadas a
60°C é que as amostras obtidas no homogeneizasler R®, apresentaram uma taxa de
encapsulamento do PZQ significativamente maior éamlde 100%), quando
comparadas com as obtidas no ultra-turrax, R3 €/R4& 92% respectivamente). 1Sso
sugere que ha uma maior transferéncia de massasdaapolar para a agua, devido a
turbuléncia do processo de emulsificacéo quandnilssa o ultra-turrax.

Visando a preparacao de uma suspensao ou po ppensao de 60 a 120 mg/mL
de PZQ, é interessante aumentar a concentracaarmado nas nanoparticulas. Com
esse objetivo, e baseando-se no estudo de soadelifloram realizadas reagdes com 10
e 6 g (R8 e R9) de PZQ a 80°C. As eficiéncias adapgulamento encontradas estao
apresentadas na Tabela 14. Em todas as reacdeadaala 80°C, independentemente
da quantidade adicionada de farmaco, o teor ersmmtrem valor percentual foi de
80%. Isso demonstra que um aumento do teor de RZEmulsao inicial resulta em
aumento do teor de PZQ no produto final, com efiwg& de 80%. A perda de PZQ
parece que ocorre durante a reacdo, pois 0 aurdaritamperatura de reacao resulta em

aumento da eficiéncia de encapsulamento.

As reagOes realizadas a 90°C apresentam uma migtdneia na taxa de
encapsulamento do farmaco, com resultados variaed86 a 99%. R12 foi a que
apresentou o melhor resultado, 99%, e foi a quebec maior quantidade de PZQ, 15
g, contra 6 e 12 g de R10 e R13. R13 que levou d2 BZQ apresentou teor maior
(92%) que R10 com 6g de PZQ (86%). Esses resultadosordam com outros
trabalhos da literatura, em que se tentou encapsi®ZQ em diferentes sistemas nano
e microencapsulados, com eficiéncia de 70 a 88%tddms os trabalhos, a quantidade
de PZQ adicionada variou de 7 a 30% em relacdossando polimero (BECKE®t
al.,1999; MAINARDES et al, 2005; MAINARDESet al, 2006; MARAGOSet al,
2009).

De acordo com os resultados apresentados conclgitseo PZQ esta sendo
encapsulado. Entretanto, a eficiéncia nem semprau#o alta. Em um primeiro
momento, acreditou-se que, em funcdo da baixa csfwe uma parte do PZQ
dissolvido no mondémero estava sendo retirada pedoepso de liofilizagdo. Assim
dissolveu-se uma massa conhecida de PZQ no MMAa Esstura foi congelada e
levada ao liofilizador. A massa recuperada foi 48% demonstrando que ndo ha perda

do farmaco no processo de secagem, como era espBiagianalises no HPLC também
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nao foi notada nenhuma alteracdo no cromatogramanglicasse a presenca de algum
produto de degradacdo do PZQ, que explicasse ad@atwéo encontrarmos 100% de
farmaco no meio. Potanto parece razoavel admiéragBZQ néo encapsulado é perdido

na fase aquosa ou nos processos de separacafieapao do produto final.

5.3.4.INTERACAO FARMACO-POLIMERO

A interacdo farmaco-polimero foi avaliada por D®Gnforme apresentado em
outros trabalhos na literatura (GAMISANSal, 1999; MAINARDESet al, 2006). Os
resultados estdo expostos nas Figuras 25 e 26c@doacom os resultados de DSC,
pode-se evidenciar na curva do PZQ o pico caratiteyida transicdo endotérmica
(fusdo) em aproximadamente 143°C, o que esta delaacom a literatura (DE LA
TORREet al, 1999; PASSERINEt al, 2006). Esse pico é observado tanto na amostra
do farmaco livre (1) quanto nas amostras de mistfisecas entre o polimero e o PZQ
(5) e polimero com vaselina e farmaco (as mistdisisas foram preparadas na
proporcao 1:1) (6). Nas misturas fisicas, a mem@nsidade do pico de fusdo do PZQ
ocorre devido a uma menor massa do ativo pres@nédaixamento da faixa de fusdo
(deslocamento para a esquerda) e o alargamentizaale fusdo do PZQ na mistura €
esperado, pois nesse sistema o PMMA se comporta comdiluente. Esse fato é
evidenciado quando se faz a comparacéo entre @piastde fusdo, do PZQ purdH;
= 51,12 J/g) com o resultado experimental obtidm @ mistura fisicaAH; = 52,00
J/g), conforme apresentado na Figura 27. Esseadsutomprova que nao ha interacéo
quimica do PZQ com o polimero PMMA na mistura fisidNas amostras PMMA (2),
PMMA com vaselina (3) e na vaselina livre ndo seseolou nenhum evento

endotérmico na faixa do PZQ.

As nanoparticulas derivadas das reacdes em mirs@muhdo apresentam a
transicdo endotérmica caracteristica do PZQ, detmamt que o farmaco néo esta
presente como uma fase cristalina distinta, massmo uma solugéo diluida na matriz
polimérica. Resultados semelhantes foram encordgrado GAMISANSet al. (1999)
ao avaliar nanoesferas contendo flubiprofen, e FEASHNI et al. (2006) ao analisarem
microparticulas de Gelucire50/13 com PZQ. EsseltegBu confirma que o PZQ esta

incorporado na matriz polimérica como uma solugéamanoesferas, como desejado.
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Aexo

PMMA_PZQ - DSC@10

13.01.2012 13:22:26

Module: DSC822e/700/951/FRSS5, 17.04.2007 10:47:00 Sam ple Holder: Aluminum Standard 40ul
Method: Dyn25...200@10 - N2=80mL
dt1,00s
25,0-200,0°C 10,00°C/min, N2 80,0 ml/min
Synchronization enabled
4 .
Sam ple: praziquantel [
; Sample: R1 \
\~—3
Sample: R2 T
Sample: éleo
—
Sample: MF R1:PZQ
| S
Sample: MF R2:PZQ
5
Wg~-1
e Sample: R3 \
| S—
Sample: R4
v Sample: R5
—
Sam ple: R6
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 C
ey
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 min

FIOCRUZ:FAR:CTM:CVST: LEES

STAR® SW 9.30

Figura 25 — Termogramas de calorimelifierencial do PZQ, componentes

isolados das nanoparticulas, mistura fisica (MRpparticula:farmaco e das
nanoparticulas obtidas (R1, R2, R3, R4, R5 e R6)

Aexo

PMMA_PZQ - DSC@10

13.01.2012 13:41:01

Module: DSC822e/700/951/FRS5, 17.04.2007 10:47: 00
Method: Dyn25...200@10 - N2=80mL
dt1,00s

Synchronization enabled

25,0-200,0°C 10,00°C/m in, N280,0 mI/min

Sample: praziquantel

—

.
|

Sample Holder: Aluminum Standard 40ul

°

v
; Sample: R1
e
' Sample: R2
Sample: Oleo
—
[S— Sample: MF R1:PZQ ﬁ
Sample: MF Rh A
Sample: R7
5
Wg~-1
h— Sample: R8
—
\\ Sample: R9
Sample: R10
Sample: R13
30 40 50 60 70 80 20 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 C
ey
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 min

FIOCRUZ:FAR:CTM:CVST: LEES

STAR® SW 9.30

Figura 26 — Termogramas de calorimetria difererdwalPZQ, componentes

isolados das nanoparticulas, mistura fisica (MRpparticula:farmaco e das
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Aexo MF PMMA:PZQ - DSC@10 23.10.2009 09:36:09

Modde: DSC822¢/700/951/FR S5, 17.04.2007 10:47:00 Sample Holder: Aluminum Standard 40
Method: Dyn25...200@10 - N2=80mL
dt 1,00 s
25,0-200,0°C 10,00°C/min, N2 80,0 ml/min
Synchronization enabled
v PZQ
Integral 310,54 mJ
normalized -102,15 Jg/-1
PMMA com vaselina (branco)
Ve /4
MF tedrica PZQ:Branco
Integral -77,70 mJ
normalized -51,12 Jg/-1
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, —
* MF experimental PZQ:Branco
[
\ \/ Integral -173,68 mJ
\ normalized -52,00 JgA-1
. | |
g { /
Wg \ |
\/
\Xf
30 40 50 60 70 80 0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 °C
B S S A AR MR NN
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17min
FIOCRUZ:CTM:PMA: LEES STAR® SW 9.20

Figura 27 — Termogramas de calorimetria difererdelPZQ, da mistura fisica (MF)
tedrica entre o PZQ e as nanoparticulas sem o tar(R2) e da MF experimental entre

0 PZQ e as nanoparticulas sem o ativo.

5.3.5.ESPECTROSCOPIA DE INFRA-VERMELHO

A espectrometria de infravermelho também permitaliav a presenca de
interacBes quimicas entre o farmaco e o polimayosttuindo mais uma ferramenta
para a determinacdo da possibilidade de associagéi®@ polimero e farmaco
(GAMISANS et al, 1999; KULKARNI et al, 2000). As andlises de infravermelho

estdo expostas na Figura 28.

As amostras foram preparadas com diluicdo em rastoom brometo de potassio,
para a obtencdo de um espectro adequado, com blagiadefinidas. A leitura direta
das amostras ocasionava alargamento das bandagen@dindo uma visualizagdo
apropriada do espectro. Dessa forma, foi realizeda trituracdo prévia das amostras
com KBr. As amostras foram inseridas e lidas nalaéle reflectancia difusa, sem a

necessidade de se fazer pastilhas.
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Phtls com Vaseling (Branco) —
Nanoparticulas com PZ0Q
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Figura 28 — Espectro de infravermelho para PZQ pAyoPMMA puro (B);
PMMA com 6leo (C), nanoparticulas com PZQ (D).

Conforme mostrado na Figura 28, 0 espectro da aandstPZQ puro apresenta
como picos principais os grupamentos funcionaisdiécula; —-C=0 (~1630 chy; -C-
N (1000 — 1350 cff); anel aromatico (~1630 ¢the —CH, -CH, -CHs; (2900-3000 crn
) (MAINARDES et al,2006). Tanto a amostra do PMMA puro quanto a ddviAV
com 6leo sdo idénticas, apresentando como picosipais: O-CH (2850-2815 c);
-C=0 (1650-1790 cif); -CHs (1430-1470 cnl) (PRETSCHet al, 1989). As
nanoparticulas com PZQ absorvem praticamente namasebandas que o polimero
PMMA puro, demonstrando que a estrutura quimicaugeerficie das nanoparticulas é
semelhante a do PMMA. O espectro das nanopartidelddVIMA apresenta sinais do
farmaco, mostrando mais uma vez a incorporacaaZdp ia matriz polimérica. Assim
como observado por MAINARDESt al (2006), este estudo indica que ndo ocorreu
interacdo molecular entre o polimero e o farmacajaestdo. Junto com os resultados
da analise de DSC, os espectros de IR demonstrar ¢armaco esta incorporado na
matriz polimérica e que a incorporacdo ndo ocoorargeracao quimica entre polimero
e farmaco, o que é interessante, pois ndo ha asponcipio, de perda de atividade do
PZQ.
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5.3.6.AVALIACAO MORFOLOGICA

A microscopia eletronica de varredura (MEV) é unas décnicas de escolha
empregadas para obtencdo de informagbes relativésnda, e ao tamanho de
nanoparticulas e microparticulas. (MOSQUEIR®al, 2000; SCHAFFAZICKet al,
2003). As micrografias obtidas pelo ensaio de MEVWae apresentadas abaixo na

Figura 29.
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Figura 29 — Micrografia (MEV); (A) R4 (Ultra-turrfocom magnitude de
aproximacéo de 5456 vezes; (B) R6 (Homogeneizaaon) magnitude de aproximagéo
de 12000 vezes.

Conforme pode ser observado na Figura 29, as pladiobtidas no ultra-turrax,
como apresentam um didmetro maior, foram facilmeistgalizadas com uma régua de
20pum. Para as nanoparticulas obtidas no homogeloejZai empregada uma régua de
4um, e mesmo assim a visualizacdo nao foi boao resstra como as particulas séo

muito menores quando preparadas no homogeneizador.

5.3.7.PROCESSO DE SECAGEM

Conforme apresentado na se¢ao 5.3.6., 0 processecdgem por liofilizacao
gera aglomeracao das particulas, que pode aféiteracdo do farmaco e interferir em
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outras propriedades de desempenho do materialmAasitécnica por spray dryer
também foi empregada no trabalho para a secagenatiial sélido final.

A técnica de spray dryer é bem simples e tambémipera secagem da emulsao
direta sem nenhuma etapa prévia de preparacdo.ldmagcao foi significativa,

podendo ser visivel a diferenca a olho nu, confarie@ura 30.

Figura 30 - (A) Amostra seca no liofilizador; (Bjmdstra seca no spray dryer

O rendimento obtido no spray dryer (ou seja, a tidate de nanoparticulas
recuperadas ao final do processo de secagem) fibd rhaixo e em torno de 14%,
contra 92% do liofilizador. E importante ressatjae o baixo rendimento do spray foi
em funcdo do desenho do mesmo, que favorece a perdgandes quantidades de
material no tubo, conforme mostra a Figura 31. &ost mantidos com fornecedores

indicam problemas semenlhantes em unidades inaigstri

Foram realizados testes de liberacdo do farmaca \eificar até que ponto a
aglomeracado impacta na cedéncia do farmaco. Esselados estdo expostos a seguir
na secao 5.3.10.
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Figura 31 - Foto do Spray Dryer. A seta indicaaalmnde ha grande perda de
material durante o processo de secagem.

5.3.8.MONOMERO RESIDUAL

Os mondmeros podem ser toxicos a salde. Como alalt@balho é a producéo
de um medicamento, € importante quantificar o0 marémesidual nas nanoparticulas.
Os resultados obtidos por cromatografia a gas egtéesentados na Tabela 15. Um

cromatograma tipico da andlise de monoméro resattalexposto na Figura 32.

Tabela 15 — Percentual de mondémero residual eramtmtras nanoparticulas

Método de Monémero
Emulsificacéo Amostras Residual (ppb)
R3 0,7
Ultra Turrax RA 22
Homogeneizador RS 0,0
0 R6 0,0
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De acordo com a Tabela 15 observa-se que o prodessecagem por liofilizac&o
€ bastante eficaz para a retirada do monémerouadsidma vez que € praticamente
observada a auséncia de mondémero. As amostragaf@@as possuem uma conversao
de aproximadamente 50% conforme demonstrado amtesde. Dessa forma, apesar
de a quantidade de mondmero que ndo reagiu sedegranmonémero é removido
guase que completamente durante o processo deessecAg amostras que utilizaram o
homogeneizador de alta pressdo ndo apresentaratunagsle monémero, ao contrario
do ultra-turrax, demonstrando uma vez mais umaratif@ entre as técnicas e a

vantagem comparativa do uso do homogeneizador.
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Figura 32 - Cromatograma do doseamento de mondresidual por CG.

N&do ha na literatura parametro algum estipulandmé&ima quantidade de
mondmero residual admissivel, no caso 0 MMA, quéepser encontrado no PMMA
para aplicacdes biomédicas. Dessa forma, foi erapeeg especificacdo para solventes
residuais que podem ser obtidos em farmacos e areditos. Os compéndios oficiais
vigentes no Brasil classificam os solventes emdi&sses: 1, 2 e 3. A classe 1 é a mais
maléfica & saude, englobando solventes de altxidexie com elevado potencial
carcinogénico, como o0 benzeno. A classe 2 contesgilentes de toxicidade média,
mas que podem gerar danos irreversiveis ao organsmo o metanol. Por fim, a
classe 3 é constituida por solventes que apresdntaodade baixa, como a acetona.

Dentre os solventes classe 1, 0 benzeno é o niti® ata lista, podendo estar presente
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em até 2 ppm em farmacos. O menos critico é odiglicroetano, que pode existir em
até 8 ppm. Na classe 2, o limite varia mais, deg@® (metilbutilcetona) a 3880 ppm
(cicloexano) (USP 31, 2008c). De acordo com osltadns e com as especificacdes
vigentes, fica evidenciado que as concentracOesa@®mero residual encontradas séo
muito baixas, na ordem de ppb, ndo sendo assiimasripara a aplicacdo pretendida.
Conclui-se, entdo, que em relagdo ao mondmerouadsids nanoparticulas podem ser

empregadas em formulagcGes farmacéuticas para ubomanos.

5.3.9.DISTRIBUICAO DE MASSAS MOLARES DO POLIMERO

A determinacdo da distribuicdo de massas molarawifgeobter informacdes
sobre o processo de polimerizagdo, a ocorrénciaad®es quimicas entre o polimero e
o farmaco e a degradacgéo do polimero ao longordpadFRESTAet al, 1995; SEIJO
et al, GUTERRESet al, 1995; SCHAFFAZICKet al, 2003). Os resultados estao

apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 — Resultados das massas molares médrid \ad

AMostras , Massa Mos!ar

Mn x 10°(g/mol) Mw x 10°(g/mol) |P*
R1 167,98 452,98 2,3
R2 161,73 418,75 2,5
R3 97,08 222,52 2,1
R4 129,47 329,1 2,1
R5 134,88 289,39 1,9
R6 140,28 302,42 2,2
R7 80,49 211,15 2,7
R8 47,28 89,98 2,6
R10 50,75 177,74 2,0
R13 57,74 134,61 2,2

Na Tabela 16 estdo apresentados os valores méslida dmassa molar numérica
média), o Mw (massa molar ponderal média) e orBi¢e de polidispersdo), que esta
relacionado com a largura da curva de distribuigdvin esta relacionado com as
propriedades osmoticas do polimero, enquanto o Nté @elacionado com as
propriedades mecénicas. Sistemas com estreitoeindkc polidispersdo apresentam
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moléculas com massas molares semelhantes (LU&SAS, 2001). A analise do GPC

esta representada na Figura 33.

WF / dLog M vs. Log Molecular Weight
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Figura 33 - Distribuicdo das massas molares do PMtdacao R3

De acordo com a Tabela 16, pode-se observar queagées realizadas a 80 e
90°C (R7, R8, R10 e R13) apresentam valores de Mwiwe menores, quando
comparados com os valores obtido nas reacOesadatiza 60°C. Isso mostra que as
maiores temperaturas favorecem as reacoes dedramsih de cadeia. As amostras dos
polimeros sem a presenca do farmaco (R1 e R2)eapiaeam valores maiores de Mw,
demonstrando que o PZQ, componente externo, denalforma reduz o Mw, atuando
possivelmente como um agente de transferénciaddeecOLIVEIRAet al, 2011). As
amostras R10 e R13, produzidas com 0,6 g de imcigdu seja o dobro da
concentracdo empregada nas demais reacdes aptesgnteausaram a reducdo da
massa molar do polimero, conforme demonstrado pONGER et al (1996) e
coperado pela teoria classica de sistemas em amiisdos os indices de polidisperséo
flutuaram em torno do valor tedrico de 2,0, indd@amue as distribuicdes de massas
molares sdo do tipo Flory, como esperado pelaaedassica (LENZI, 2002). Os
resultados parecem indicar que as massas molaresstioladas mais pelas condi¢des

de reacédo do que pela presenca do PZQ.
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5.3.10. LIBERACAO DO FARMACO DA MATRIZ POLIMERICA - ENSAIODE
DISSOLUCAO

Os ensaios de dissolucdo foram realizados apemnas abguns produtos das
reacOes secas da primeira etapa: R7, R9, R10 eld&i@lmente, o teste de perfil de
dissolucéo foi realizado apenas nas condi¢des piraxtas nos compéndios oficiais ou
seja com meio de dissolucdo pH 1,2, mimetizandmadicdes gastricas. As primeiras
reacdes a serem comparadas foram R7 com R9, dif@eranca principal € a presenca
de 6leo na receita, as condi¢bes de reacdo foramesmas para ambas. Os resultados

estdo apresentados na Figura 34.
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Figura 34 - Perfis de dissolucdo de R7 e R9 em pidin2

Conforme apresentado na Figura 34, os resultaddssielucao sdo muito baixos,
indicando a baixa liberagdo do farmaco. Entretaéitoptério que a presenca do 6leo
auxilia a cedéncia do farmaco da nanosestrutu@apelmente porque mantém a
estrutura do polimero mais porosa. Mesmo com a@ssemento, 0s resultados sao
considerados insatisfatorios, uma vez que a a@lca@s nanoparticulas deve resultar
na liberacdo em torno de 70% do farmaco dissoleiin60 minutos (Brasil, 2010).
Como ainda ndo é sabido se vai ocorrer permeacdganede intestinal das
nanoparticulas com PZQ, ou ndo, € importante garamta boa liberacdo no trato

gastrointestinal.
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As reagfes R10 e R13 realizadas a 90°C foram tan@alisadas quanto a
dissolugéo. Os resultados estdo na Figura 35. goldisdo de comprimidos de PZQ, ja
existentes no mercado na dose de 600 mg, tambéraal@ada com o objetivo de ser

uma referéncia para comparar com o desempenhcdagarticulas.

O aumento da temperatura no meio reacional prapwa uma maior liberagao
do farmaco a partir da matriz polimérica, R10 agmésu 75% dissolvido em 60
minutos, enquanto R13 apresentou 61% contra 10%Rdee 37% de R9. Os
comprimidos de PZQ apresentaram uma taxa de dggsollbbem superior a das
nanoparticulas, de 86% em 60 minutos, mostrandaadiberacdo do farmaco, a partir

da matriz polimérica, deve ser otimizada.
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Figura 35 - Perfis de dissolucdo do PZQ dos pradoididos de R10 e R13 e dos

comprimidos em meio pH 1,2.

Diante dos resultados, pode-se observar que haestagnacdo do processo de
liberacdo do farmaco apos 1 hora de ensaio. O @omartaxa de dissolucdo, apos esse
tempo, € de no maximo 5%. Portanto, uma fracdo 4@ permanece aprisionada no

interior da particula.

Foi verificado posteriormente que no pH equivalergedemais porcdes do trato
gastrointestinal poderia haver uma maior taxa desotlicdo. Assim, o ensaio de

dissolucéo foi realizado também nos pHs de 4,5e %8, que sdo os pHSs relevantes do
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trato gastro intestinal. Verificou-se ainda a stidhde do PZQ nesses meios de
dissolugéo, como objetivo de verificar se uma avantariacdo da taxa de dissolucéo
seria em funcao da solubilidade do farmaco ou ta&agao da matriz polimérica com o
pH. Conforme mostrado na Figura 36, é evidentergieeha diferenca significativa de

solubilidade do PZQ nos meios propostos como fudg&goH.
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Figura 36 - Solubilidade do PZQ em meios de digsmwcom diferentes pHs a
37°C.

As Figuras 37, 38 e 39, mostram os perfis de dig&ol em diferentes condigbes
de pH 4,5;5,5 € 6,8.

Os resultados mostram que ndo ha uma diferencéficiiva dos perfis de
dissolucéo, por conta da mudanca de pH do meioiskold¢cdo para R13. R10,
observou-se uma liberagéao de 74,8% em 60 minutgs-ei 2, e queda pronunciada de
liberacdo para 33,0% nos demais pHs. Para osraoidps de PZQ a liberagdo passou
de 86,5% em 60 minutos em pH1,2 para 100% nos dguhts testados, mostrando que
matrizes diferentes influenciam a liberacéo dooativ
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Figura 37 - Perfis de dissolucdo do PZQ de R103®drdos comprimidos em meio pH
4,5.
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Figura 38 - Perfis de dissolucdo do PZQ de R103®drdos comprimidos em meio pH
5,5.
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Figura 39 - Perfis de dissolucdo do PZQ de R1Q%&drdos comprimidos em
meio pH 6,8.

Conforme mencionado anteriormente, foram testaéasidas de secagem por
spary dryere por liofilizacdo. Essa Ultima gerava grandeeggcdo nas particulas, que
foi comprovada pelas analises de MEV. Para verifcampacto da agregacdo na
cinética de liberacdo do farmaco a partir da matolimérica, dividiu-se o volume do
latex ao meio referente a reacdo R13, e cada péo¢&eca por uma das técnicas. Em
seguida, submeteu-se cada uma das partes ao pratessissolucdo. Os resultados

estdo apresentados na Figura 40.

Observa-se alteragdo desprezivel no resultado sle ¢ liberagdo, mostrando
que a agregacdo gerada durante a liofilizacdo nédtiéa para o desempenho do

material produzido.

A Figura 40 mostra também a formacdo do platd derdicdo a partir de 15

minutos.
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Figura 40 - Perfil de dissolucdo da amostra R13 petas duas técnicagqray

dryer e liofilizagéo.

5.3.11.RESULTADOS PRELIMINARES - PARTE |

A primeira parte do trabalho foi fundamental passacterizar a viabilidade do
projeto. Muitas oportunidades de otimizacdes formlantificadas. As principais

conclusdes da primeira parte do trabalho podemesamidas na forma:

O praziquantel € solivel nos monémeros e supotas aemperaturas de

polimerizacdo, dessa forma, 0 mesmo € adequadupagia do trabalho.

* No preparo das miniemulsdes, foram empregadoswopaeqgentos ultra-turrax e
homogeneizador de alta pressdo. O desempenho ombisioensaios com o
homogeneizador de alta pressdo pode ser considstgmyior ao obtido no
ultra-turrax, resultando em emuls@es mais estaf@imacido de nanoparticulas
(diametro médio menor que 100 nm) com distribuigéas homogénea, maior

incorporacdo do PZQ e auséncia de mondmeros résigiuds a secagem.

* As reacdes que levaram 6leo mostraram que a p@@patge mondémero : Oleo

(70:30) foi a mais adequada gerando particulasalermesisténcia mecanica.

* As reacOes realizadas a 90°C apresentaram convdesdproximadamente

100%, com pronunciado efeito gel.
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* O processo de secagem para as emulsbes de PMMfidaacéao foi eficaz.
Mesmo para as reagfes com conversdo de 50%, pratiteitodo 0 monémero
gue nédo reagiu foi retirado. A secagem por SparyeDtambém foi eficaz;
entretanto, apresentou baixissimo rendimento. Mespnesentando uma menor
agregacado, nao foi observada influéncia signifieatobre a taxa de liberagcao
do PZQ.

* As emulsbes de PMMA obtidas no homogeneizador stve&s por seis meses,
enquanto que as emulsdes de PAV sao estaveis popeuibdo de tempo
pequeno, de apenas 12 horas.

» Todas as técnicas de caracterizacdo empregadas $atesfatorias e adequadas
na caracterizacao fisico-quimica e morfologicardasoparticulas.

* A taxa de dissolugdo desejada nédo foi atingidarimega etapa do trabalho,
uma vez que, as nanoparticulas nao liberaram rea@®¥h do PZQ incorporado

em 60 minutos.

5.4. REACOES PARTE lla (RECEITA Il)

Nas reacdes da Parte lla, o objetivo principabfmelhoria da taxa de dissolugao.
Dessa forma, procurou-se executar a reticulagdpotimero como uma estratégia de
controle das taxas de liberacdo do PZQ. Assimizegain-se reacdes na presenca de
Eudragit® E100, Eudragit® E100 e Etileno glicol étacrilato (EGDMA) e de
EGDMA.

O Eudragit®E100 é um copolimero catibnico formadwr plimetilaminaetil
metacrilato e ésteres metacrilicos neutros. O EGDMAN agente reticulante usual na
indUstria de biopolimeros. Ambos o0s compostos jéesgmtam muitas aplicacdes
bioldgicas (EVONIK, 2011; AJIKUMAR E DEVAKY, 200(ESPOSITCet al, 2002).

Entretanto, antes de avaliar a liberagdo do aévoreciso verificar as condigdes

de reacéao.
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5.4.1.CONVERSAO

Os resultados da conversdo na presenca dos agetitedantes sdo mostrados
estdo nas Figuras 41 e 42. As reacgles realizadagresenca de Eudragit®, ja
comecaram com valores elevados de conversao, 2@%impadamente. ISso porque ja

h& polimero no meio reacional.

As reacoes realizadas com Eudragit® também apersemtum platd em 30
minutos, entretanto a reagdo R15, realizada sem, Bgf@sentou converséao final de
aproximadamente 80%. Esse resultado pode ter &isernado apenas em funcdo da

variabilidade do ensaio.

Reac¢oes Parte Il - Eudragit
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Figura 41 - Conversao das reacdes a 90°C com BudRf4) MMA:6leo com
6 g de PZQ e 7 g de Eudragit; (R15) MMA:6leo senQROmM 7 g de Eudragit; (R16)
MMA com 12 g de PZQ e 10 g de Eudragit.

As reacfes com Eudragit® E100 e EGDMA estédo aptadas na Figura 42.
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Reac¢oes Parte Il - Eudragit e EGDMA
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Figura 42 - Conversao das reacoes a 90°C com HudrBGDMA. (R18)
MMA com 12 g de PZQ, 10 g de Eudragit e 5 g EGDNR20) MMA sem PZQ com
10 g de Eudragit e 5 g de EGDMA,; (R21) MMA:0leo ciihg de Eudragit e 5 g de
EGDMA.

A reacdo R19, por possuir alto teor de solidogymata agulha de amostragem.
Assim, nao foi possivel calcular a conversdo desagdo. Nas reacdes realizadas com
Eudragit e EGDMA, os brancos (R20 e R21) apresamtay tempo zero com valores
mais baixos de conversdo, conforme ocorreu tamh#m as reagbes sem PZQ que
levaram somente o Eudragit® E100 (R15) na figura 41

As conversdes das reacdes que levaram apenas o EBGE&ivho agente
reticulante estdo na Figura 43. Observa-se quea®es conduzidas sem PZQ e as
reagbes R24 e R25, apresentaram no tempo zer@sat@is baixos de converséo. Isso
demonstra que de certa forma o PZQ influéncia &erséo no inicio da reacao.

A Tabela 17 apresenta todos os resultados finac®eersdo de R14 a R25 para
uma melhor visualizacdo dos mesmos. Importanteréeper que as conversdes sao
sempre muito altas. Como as conversoes iniciaisrdeser obviamente iguais a zero, a
variabilidade inicial indica provavel formacdo delimero durante o processo de
emulsificacdo. A influéncia negativa do PZQ sobre aonversdes iniciais
provavelmente reforcam o efeito levemente inibidor PZQ sobre a reacdo, como

também identificado com outros farmacos na liteeaf©LIVEIRA et al, 2012). A
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presenca dos reticulantes deve acentuar o efeifild@erizagéo inicial por causa do
aumento de viscosidade da solucdo de MMA e maissodiagcdo de calor no

homogeneizador.
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Figura 43 - Conversao das reacoes a 90°C com EGRZZ) MMA com 12 g
de PZQ e 5 g EGDMA; (R23) MMA:6leo com12 g de PZQ @ de EGDMA, (R24)
MMA e 5 g de EGDMA; (R25) MMA:Gleo e 5 g de EGDMA.

Tabela 17 - Resultados da converséo das reactes R28

- Conversao final
Reac0bes

(%)
R14 120
R15 84
R16 100
R18 111
R20 95
R21 95
R22 90
R23 95
R24 91
R25 93
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5.5. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS - PARTE I

5.5.1 DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE PARTICULA

A andlise de tamanho de particula foi realizada @dgumas das reacdes, 0S

resultados obtidos para o diametro médio sao apases na Tabela 18.

Todas as reacdes apresentaram distribuicdo uninmmmdbrme mostrado na
Figura 44. Em relacdo aos resultados da primeirte,pdabela 11, observa-se um
pequeno aumento no tamanho das particulas. Isseriposer explicado em funcéao
dessas reacfes possuirem um maior numero de conm@®ma fase organica e maior
viscosidade, por causa da reticulacdo e da presdmggente reticulante durante a
preparagcdo da miniemulsdo. Apenas o0 produto dadeed22, formulado com
mondmero, PZQ e EGDMA apresentou tamanho de 48 parg todas as outras
formulacdes os diametros ficaram acima de 65 nproQuto da reacédo R19, formulado
com monémero, PZQ, Eudragit®, 6leo e EGDMA aprasemt maior tamanho médio
de particulas, igual a 106 nm, por apresentar niegorde solidos.

Tabela 18 - Andlise de distribuicdo granulométrica

Tamanho médio

Reacoes (nm) PdI*
R14 68,0 0,184
R15 77,2 0,324
R18 84,7 0,195
R19 105,9 0,145
R22 48,5 0,082
R23 87,6 0,109
R24 98,2 0,210

*PdI - indice de polidispersdo

Conforme apresentado por TIARKS al. (2001), o EGDMA (proporcéo de 10%
nas reacdes) aumenta a estabilidade das nanofzstécndo afeta o tamanho médio das
mesmas, resultado esse que também foi observatdotradzalho. As reacfes R23 e 24,
gue nao continham Eudragit e foram formuladas apeomn EGDMA, resultaram em

produtos com diametros médios similares aos anéstio
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Figura 44 - Distribuicdo de tamanhos de particalamiostra R23, medido por
DLS.

5.5.2.TAXA DE ENCAPSULAMENTO DO PZQ

Os resultados das quantidades de PZQ que foranporeslas as nanoparticulas

nessa segunda etapa do trabalho sdo apresentatialeta 19.

A Tabela 19 mostra que a taxa de encapsulament@raéchentou para pouco
mais de 90%, 10% a mais do que as reac¢Oes da @ietpa realizadas a 80°C. O
aumento da temperatura proporciona melhor solaoiBddo PZQ no mondmero,
proporcionando uma maior incorporacédo de PZQ rexdes realizadas a 90°C. Nessas
reacdes, a concentracdo de praziquantel média disotorno de 9,5 mg de PZQ para
100 mg de nanoparticulas, enquanto que nas reapf@tores o valor médio obtido foi
de 4,8 mg de PZQ por 100 mg de nanoparticulasskEsseltados contradizem os dados
encontrados por SAIRAMet al. (2006) que na producdo de microparticulas de
poliacrilamida com 5-fluorouracil encapsulado, mespn¢ca de EGDMA, apresentaram
reducdo na eficiéncia de encapsulacdo de 10% quandoncentracdo do agente

reticulante foi aumentada de 2 para 6%.
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Tabela 19 - Eficiéncia do encapsulamento de PZQ

Amostras Condicoes Encapsulamento (%)
(n=3) das Reacoes (Média n=3)
MMA:0leo (70:30) com 6g de PZQ e 7g
R14 de Eudragit - 90°C 88,4
MMA com 12g de PZQ e 10g de
R16 Eudragit - 90°C 108,6
MMA com 15g de PZQ e 10g de
R17 Eudragit - 90°C 90.6
MMA com 12g de PZQ, 10g de Eudragit
R18 e 5g EGDMA - 90°C 92.3
R19 MMA:6leo (70:30) com 12g de PZQ, 99.8
10g de Eudragit e 5g EGDMA - 90°C '
R23 MMA:0leo (70:30) com 12g de PZQ, e 90.1

59 EGDMA - 90°C

5.5.3.INTERACAO FARMACO - POLIMERO

A andlise da interagdo entre o farmaco e o polifeou a resultados similares
aos encontrados na primeira parte do trabalho; eja, snesmo na presenca de
Eudragit® e EGDMA, o PZQ continuou a se apresemaiorma de uma solugdo com a
matriz polimérica (Figura 45). As nanoparticulamtomaram a ndo apresentar a
transicdo endotérmica caracteristica do PZQ. SAIRA&blaboradores (2006) também
obtiveram esses resultados ao realizarem analis®%@ de microparticulas de

poliacrilamida com 5-fluorouracil.
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Figura 45 — Tremogramas de calorimetria difererdmalPZQ, componentes
isolados das nanoparticulas, mistura fisica denalgomponentes e das diferentes
nanoparticulas obtidas (R16 a R25).

5.5.4.DISTRIBUICAO DE MASSAS MOLARES DO POLIMERO

A determinacado da distribuicdo de massas molaieedtizada para as reacdes
R14, R15, R16 e R23 e os resultados estdo aprdsentas Figuras 46 e 47. Antes de
abordar os resultados, é importante enfatizar gsieamostras formuladas com
Eudragit® e/ou EGDMA sao reticuladas, o que difea analise, pois o polimero nao é
totalmente dissolvido no meio fluido (THF). Dessania, sdo avaliadas apenas as
fracOes soluveis dos produtos obtidos. A analis&B& do produto da reacdo R14 esta

mostrada na Figura 48.
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Figura 46 — Massas molares médias dos materiaipiaos ao decorrer das
reacoes R14 e R15.
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Figura 47 — Massa molares médias dos materiaisipitas ao decorrer das
reacoes R16 e R23.

Com excecgdo da reacdo R23, as massas molares ns@diasssencialmente
constantes ao longo da reacdo, em conformidade @®mmodelos classicos de
polimerizacdo. A R23 foi feita na presenca de EGDMA aumento pronunciado das
massas molares nos instantes iniciais de reacatrangse esse mondmero € mais
eficiente para promover a reticulacdo. A quedagrmstdas massas molares no final é
resultado do aumento da fracdo de material insbl@®seresultados obtidos nas reacdes
R14 e R16 estdo em conformidade com aqueles eadostnas reacbes R10 e R13,
conforme Tabela 16. A R15 néo foi formulada com PZgyesentando valores de Mw e

Mn superiores aos obtidos nas reacfes R14 e REesHidos também estdo em
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conformidade com os resultados achados anterioememiarecem indicar que o PZQ

pode exercer algum efeito de transferéncia de aad®mo observado com outros
farmacos (OLIVEIRAet al, 2012).
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Figura 48 - Distribuicdo das massas molares do PMidacao R14.

5.5.5.LIBERACAO DO FARMACO DA MATRIZ POLIMERICA

Os ensaios de liberacdo do PZQ em meio fisiolégioma faixa de pH variando

de 1,2 a 6,8, foram realizados para verificar se@&s propostas de condi¢cdes de
reacdo melhoravam o processo de dissolu¢do dadara partir da matriz polimérica.

Os resultados estdo apresentados nas Figuras249 a 5
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Figura 49 - Perfil de dissolucao de PZQ dos pral&d6, R17, R18, R19, R23 e

dos comprimidos em meio pH 1,2.
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Figura 50 - Perfil de dissolucao de PZQ dos pral&d6, R17, R18, R19, R23 e

dos comprimidos em meio pH 4,5.
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Figura 51 - Perfil de dissolucao de PZQ dos pral&d6, R17, R18, R19, R23 e

dos comprimidos em meio pH 5,5.
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Figura 52 - Perfil de dissolucédo de PZQ dos pral&b6, R17, R18, R19, R23 e

dos comprimidos em meio pH 6,8.

No pH 1,2, os produtos das reacfes R16 e R17 apaesaima liberacdo lenta,
com estagnacao do processo em torno de 30 miraaiws/0% de dissolucao para R16
e 80% para R17. Ambos os polimeros possuem a mesrada, sendo que R17 foi
formulado com uma maior concentracao de PZQ, 20ngyz 12 g de R16, 0 que pode
explicar a diferenca de aproximadamente 10% erdgr@esultados. Mais uma vez

tentou-se incorporar uma maior quantidade do faomR&8, 19 e 23 apresentaram uma
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cinética de dissolucdo muito rapida em pH 1,2 (lAg0). Esses polimeros possuem
EGDMA na receita, que apresenta uma contribuicxa de dissolucdo maior do que
o Eudragit® E100 utilizado em R16 e R18. Esse @fpiissivelmente é devido a
reticulacdo promovida pelo EGDMA que pode promaveparecimento de poros no

polimero.

No pH 4,5 (Figura 50) os resultados foram seme#isanitiessa condi¢cdo, nao foi
notada a estagnacao do processo de dissolucadpéra R17; entretanto, o processo
de dissolucéo foi lento, ndo chegando a sua taicem 180 minutos. R18, 19 e 23
apresentaram comportamentos similares aos obsenes@H 1,2, com uma cinética

de liberacdo do PZQ bem répida.

No pH 5,5 (Figura 51) houve um incremento na @xaissolucdo de R16 e 17 e
ambas chegaram a praticamente 100% de liberacad@téni80 minutos. Nessa
condicdo, R18 e 19 apresentaram um inicio de diggollento, sendo que a dissolugéo
total so foi atingida ap6s 120 minutos, anteriorraea dissolucdo total era atingido
entre 30 e 60 minutos, como mostrado nas Figuras48B Esse resultado era, de certa
forma esperado, pois o Eudragit® E100 €& gastroveblle enterorresistente,
apresentando maior solubilidade em pH abaixo dgBy®NIK, 2011). R23 néo foi
influenciada pela alteragcao do pH e manteve o mesmgortamento apresentado em

outros meios .

No pH 6,8 ocorreu um incremento ainda maior naréibdo de PZQ dos produtos
R16 e 17 formulados com Eudragit. R18 e R19 redoriainda mais a cinética de
liberacdo, provavelmente pela baixa solubilidadd&ddragit® E100 em pHs acima de
5,0. O produto da reacdo R23 manteve o mesmo ctampento, ndo tendo a sua

cinética de liberacéo alterada pelo pH.

Os comprimidos de 600 mg de PZQ empregados noesfarevelaram grandes
alteracdes na cinética de dissolucdo em difergattiss Dentre as reacdes analisadas, o0
produto de reagao R23 foi que apresentou compontanneais semelhante e constante,
quando comparado aos comprimidos. Os desempenl®ogengpos iniciais sempre
apresentaram diferencas, uma vez que o0 comprimrdgisp ser desintegrado e
desagregado, enquanto as nanoparticulas ja se temgowlispersas no meio de

dissolugéo.
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O uso do agente reticulante, EGDMA, acelerou sigativamente o processo de
liberacdo do farmaco da matriz polimérica em todaixa de pH fisiolégico do trato
gastro-intestinal. Isso ocorreu porque o0 MMA coiperizado com EGDMA forma
particulas mais hidrofilicas, que inclusive afetaistribuicdo das mesmas no corpo
humano (REISt al, 2006). SAIRAMet al. (2006), observaram que o aumento de 2
para 6% na concentracdo de EGDMA em nanopartiadgagpoliacrilamida com 5-
fluorouracil desacelera a cinética de liberacéo atiwvo, alegando que o agente
reticulante torna a cadeia polimérica mais rigida. existéncia de reticulacao

provavelmente torna a estrutura mais porosa e tsusica liberacdo do farmaco.

O Eudragit®E100 melhora o processo de dissolucéoapem pH &cido, mesmo
na presenca de EGDMA (Figura 49). Dessa forma, asn ce uma absorcédo das
nanoparticulas, a corrente sanguinea, as partidda®MMA-Eudragit nao iriam
permitir uma liberacdo rapida do PZQ, pois o pHsdague € em torno de 7,4, j4 as
particulas de PMMA-EGDMA permitiriam a liberacaoimeficaz nessas condicdes.

Os resultados aqui apresentados sdo melhores gaeresentados por outros
autores, cujo objetivo também era aumentar a cmétie liberacdo do PZQ por
encapsulacao em ciclodextrinas, lipossomas, midicpéas de PLGA e Gelucire 50/13
e misturas fisicas PVP:PZQ (AKBARIEHt al, 1992; EL ARINI et al, 1998;
BECKET et al, 1999; MAINARDESet al, 2005; PASSERINét al, 2006).

5.5.6.FORMULACAO

Com a aceleracéo da cinética de liberacdo do PZQmaweriais obtidos, propds-
se a realizagdo de testes formulativos. A primeaegacteristica avaliada foi o pH
resultante das nanoparticulas em 4gua. Formulaigeso oral devem apresentar um
pH levemente acido, em torno de 4,5 a 5,5. Ostekng obtidos sdo apresentados na
Tabela 20.

De acordo com os resultados da Tabela 20, as eag@eusaram Eudragit® na
sua composicao apresentam um pH bem alcalino, aden8,0. Por conta desses
resultados, somado a questdo da dissolucdo lentaHsTbasicos, as nanoparticulas

formuladas com Eudragit®E100 foram excluidas ddicoidade do trabalho.
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Tabela 20 - Valores de pH das nanoparticulas diapeam agua

Polimeros  Valores de pH

R9 4,43
R10 4,32
R11 4,90
R13 4,03
R15 9,47
R17 9,63
R18 9,05
R20 9,34
R21 9,25
R23 4,82
R24 4,06
R25 4,05

Verificaram-se em seguida as quantidades de naimpas necessarias para
atingir uma concentragdo de PZQ de 120 a 200 mgimlemulsdo com base nos
resultados anteriores, verificou-se que a quarngidbdpd seria extremamente elevada
para uma formulacdo de suspensédo oral, pois sem@essarios aproximadamente 1g
de p6 em 1mL de agua, o que resultaria em uma. fistate desses resultados, foram
feitas tentativas de incorporar uma quantidade nmedarmaco nas nanoparticulas. A
concentracao final estipulada para o PZQ na sudpgmessou a ser de 30 mg/mL, que
também atenderia ao programa do governo brasilegonmas farmacéuticas com teor
de solidos maior que 25 % séo classificadas coratap@ ndo sdo adequadas para uso
oral e sim topico (PRISTAt al, 1995).

Nessa etapa do trabalho a suspensédo do p6é emaigambém avaliada quanto
ao sabor. Importante salientar que a solucado naefgutida e que, em seguida a boca
foi lavada com agua abundante apos a definicamstm gEsta avaliacdo preliminar foi
importante para inserir o material em uma formwaga&laborar um protocolo para os
ensaios de sabor. Os resultados ndo foram satisfatéas nanoparticulas que
continham o PZQ apresentavam um sabor amargo edstico do farmaco,
principalmente as que possuiam maior quantidadefadmaco. Por sua vez, as

nanoparticulas sem o farmaco néo apresentavam alghoion.

Paralelamente, verificou-se que as emulstes gqaenfguardadas por mais de 45
dias em vidro ambar em sala com temperatura de P3°&, apresentaram uma

quantidade pequena de particulas brancas no fundolie, sedimentandas ao longo do
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tempo, e que até entdo ndo haviam sido observedaslgumas fotografias de MEV

foram detectados cristais na forma de bastdo, comstrado na Figura 53. Para
confirmar que se tratava de PZQ dissolveu-se odémmo mondmero e em seguida
secou-se a solucéo por liofilizacéo, levando a ara@®osteriormente ao MEV. Filtrou-

se a emulsdo em papel de filtro com porosidaded®a & o material retido no papel foi

seco analisado no MEV. As analises de MEV mostrafaenrealmente havia PZQ néo
encapsulado, conforme mostra a Figura 53.

Figura 53- Micrografias de MEV. (A) R19; (B) R2Z)(PZQ apds ser dissolvido
no mondémero e seco no liofilizador; (D) PZQ filtcada emulséo e seco

posteriormente.

Assim, houve necessidade de readequar a concemeagadncorporacdo de PZQ
nas nanoparticulas, aumentando a relacdo farmagarticula (p/p), pois a dose
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requerida de PZQ implicava em elevada quantidad®litos e concentracdo aprciavel
de PZQ na fase aquosa prejudicando as propriedadssriais do produto final.

Conforme observado na Figura 53, a existéncia d@ Ra encapsulado gera o
gosto ruim na suspensao das nanoparticulas em Bgoademonstra que, apesar de
maior afinidade do PZQ pelo monémero e da baixabdalade do farmaco em agua,
h&a uma pequena quantidade que fica na agua e ioeepglpropriedades sensoriais. Um
ponto importante a ser abordado diz respeito aw datque a fase aquosa apresenta
lauril sulfato de sodio (LSS), que faz com que lalsbdade do PZQ em agua aumente,

como mostrado na Figura 54, discutida adiante.

Diante da situacdo descrita, algumas barreirasisar@en ser superadas para
aumentar a concentracdo de PZQ nas particulas a&asep farmaco que nao é
incorporado do meio em emulsdo. As proximas segimstram o que foi feito para

propor solugdes para essas questoes.

5.6. REACOES PARTE IIB (RECEITAII)

Diante das dificuldades encontradas, tentou-se rpocar mais PZQ as
nanoparticulas. Como a solubilidade do farmaco ataneom a temperatura, resolveu-
se fazer todo o processo de miniemulsdo a quest#mAna fase de pré-emulsdo ambas
as fases eram aquecidas a 75-80°C e em seguidarestumadas na placa de agitacao.
Ao passar a pré emulsédo para o homogeneizadonipaeeento ja estava ligado a um
banho que o mantinha operando a 80°C. Ap0s o mocds homogeneizagcdo, a
miniemulsdo era inserida no reator pré aquecid®°€.9Em funcdo dos resultados
obtidos nos testes de solubilidade do PZQ no MMEg éhg/mL a 90°C , aumentou-se
a quantidade de PZQ de 12 para 17 g por reacaaxia@ndo-se do teor maximo de
farmaco que poderia ser inserido. A quantidadéele foi reduzida de 30% em relacao
a fase organica para 23%, pois 0 PZQ apresentdilsddde quase nula no dOleo
mineral. Entretanto, o 6leo é importante para enfitacdo de emulsdes estaveis, bem
como para o processo de dissolucéo. As reacOesetidasia esse novo processo foram
as reagles R26, R27, R28 e R29.

Para tentar resolver a questdo do farmaco nao suedp, reduziu-se a metade a

quantidade de LSS no meio reacional. Como mostiagkguir, quanto mais tensoativo
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maior a solubilidade do PZQ no meio. As reacOelzestas com menor concentragéo
de LSS foram as R28 e R29.

5.6.1. SOLUBILIDADE DO PZQ EM SOLUCAO AQUOSA DE LSS

Foram realizados testes de solubilidade do PZ@a@otdes aquosas contendo
LSS. O objetivo foi verificar as quantidades denfaco que poderiam nao ser
incorporados por serem mantidos em solucdo na d&msmsa. Testaram-se duas
concentracdes de LSS propostas, 11 e 22 mg/mltengseraturas ambiente e a 90°C.

Os resultados estdo na Figura 54.
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LSS 11mg/mL quente M LSS 22mg/mL frio M LSS 22mg/mL quente

Figura 54 - Solubilidade do PZQ em agua e soluggessas de LSS em diferentes

concentragdes e em duas temperaturas, 25 e 90°C.

A Figura 54 mostra que a solubilidade do PZQ auaneet forma pronunciada
com o aumento da concentracdo de LSS e da temgzerBessa forma, observa-se que
as gquantidade maxima de PZQ adicionado as reac@ee @do é incorporada € de
aproximadamente 110 mg. Mesmo sendo essa uma Qaewatidade de PZQ néao
encapsulado, corresponde a cerca de 0,65% do Piapredio, a quantidade é

suficiente para conferir o sabor desagradavel adypo.
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5.6.2. CONVERSAO

A Figura 55 apresenta os resultados das convenségsreacdes que foram

realizadas com a preparacao da miniemulsao a quente

Conforme apresentado, todas as reacdes comecananmea conversao inicial de
pelo menos 25%. Esse resultado parece confirmaip@eBe de que a etapa de
emulsificacdo promove a reacédo de polimerizacése£resultados foram confirmados
por amostras formadas ao final da etapa de homamEdo, em diferentes reacgdes.
Esse aspecto do problema ainda né&o foi abordattwrda apropriada na literaura.

Reacdes Parte Il - EDGMA (Homogeneizador a 90°C)
120
* *
100 * 3 A
:‘ : o ‘ a
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Figura 55 - Conversao das reacoes realizadas ac@hEGDMA. (R26)
MMA:06leo com 17 g de PZQ e 5 g EGDMA; (R27) MMA:6leom 17 gde PZQ e 5 g
de EGDMA,; (R28) MMA:06leo com 17 g de PZQ e 5 g del®BVA; (R29) MMA:6leo e

5 g de EGDMA.

A reducdo da quantidade de tensoativo no meio geakindo impactou o
andamento das reacdes, nem a estabilidade dasdesdieais, confirmando dados
obtidos por FONSECA e colaboradores (2010).
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5.6.3.DISTRIBUICAO DE MASSAS MOLARES DO POLIMERO

A determinacéao das distribuicbes de massas mdlaire=alizada para as amostras
dos produtos obtidos nas reacdes R26 e R27. Osadistiestdo apresentados na Figura
56.

R26
600000
3 ¢ . .
€ 500000 *® £
[:14]
=
< 400000 *
T
< 300000 |—*
2 ]
© 200000 B B = * Mw
ks Em =
S 100000 B Mn
=
w
8 0
S 0 20 40 60 80 100 120 140
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R27
__ 1200000
2
& 1000000 . * .
= 800000 LAk ®
[+
S 600000 B
= [ | [ |
g 400000 HE g | * Mw
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g 200000 B Mn
v
g 0 e
S 0 20 40 60 80 100 120 140
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Figura 56 — Massas molares meédias dos produtoededes R26 e R27.

As amostras R26 e R27 apresentaram valores de Mwleem superiores aos das
reagbes da primeira etapa do trabalho; entretagoresultados s&o coerentes com
aqueles reportados para a reacdo R23. Isso mosgaogEGDMA é um agente

reticulante muito eficiente e influencia a massalamatravés da reticulagdo do
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polimero. A realizagdo das emulsfes a quente, poavtigeiro aumento das massas
molares médias. O produto de reacdo R29 apreserassas molares médias Mw igual
a 1286x16 g/mol e Mn igual a 689x£@/mol, demonstrando mais uma vez que o PZQ
atua como provavel agente de transferéncia de ajapeis as reacdes que continham
PZQ sempre apresentaram valores inferiores de M\w.e€esse efeito foi analisado para
outros farmacos por OLIVEIRALt al, 2012.

5.6.4.DISTRIBUICAO DE TAMANHOS DE PARTICULA

Os resultados das distribuicbes de tamanhos déydag estdo resumidos na
Tabela 21.

Tabela 21 - Média principais das distribuicdesateanhos de particulas dos
polimeros R26 a R29

Tamanho médio

Reacoes (nm) PdI*
R26 117,4 0,201
R27 81,5 0,130
R28 98,7 0,058
R29 75,2 0,120

*PdI - indice de polidispersdo

TOMAR et al (2011) e EL-JABY e colaboradores (2009) mostramgme o
aumento da concentracdo de tensoativo, LSS, reduziamanho da goticula do
mondmero emulsificado, por causa da menor tenséfanial. Entretanto, esse
resultado ndo foi observado neste trabalho, umajuezs produtos das reagbes R28 e
R29, realizadas com metade da concentracdo de df&sentaram tamanhos médios
semelhantes aos produtos das reacées R26 e RRK®IAt al. (2001) mostraram que
a diminuicdo de LSS de 22 mg/mL a 11 mg/mL néorfeter no tamanho das
particulas de poli(metacrilato de metila) com hexatho. FONSECAet al. (2010)
também reportaram resultados semelhantes na sjpdesriniemulsédo do copolimero
EHA/MMA, onde se reduziu a concentracdo de tensoate 4,5 phm para 1,0 phm.
Isso indica que a superficie das gotas esta prbwawee saturada de tensoativos nas
concentracdes utilizadas. A medida de saturacaondpleta por causa do grande

namero de componentes da receita.
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Comparando-se o produto da reacdo R26 com os degou@doram formulados
com uma maior quantidade de monoémero (23% a nabsgrva-se a obtencdo de um
tamanho médio maior. Esse resultado esta de acordam encontrado por TIARK&
al. (2001). Segundo esses autores, quanto menor ardoegao de mondmero e maior a
do hidréfobo, maior o tamanho de particula e mesm®rmassas molares médias.
Entretanto, LOPEZt al. (2008) e SHAHet al. (2010) reportaram que o aumento da
fracdo organica promove um aumento no tamanho déuyla, por causa do maior
namero de colisbes e maiores taxas de coalesc&mifyncdo da maior concentracao

de gotas.

5.6.5.RMN

Foram realizadas analises de 1H RMN e 13C RMN cambjetivo de avaliar a
estrutura do polimero puro e do polimero produnid@resenca do PZQ encapsulado.

Os resultados estdo mostrados nas Figuras de®7 a 6

O espectro de 1H RMN do PZQ puro, mostrado na &i§6r apresenta as regioes
caracteristicas do PZQ, conforme apresentado nald @2 e discutido na literatura
(SULEIMAN et al, 2004).

Tabela 22 - Deslocamento dos prétons do PZQ entespele'H RMN

Hidrogénios Regiaé (ppm)
9-12 7,19 a7,27
2,3,5e6 1,26 a 1,81
1,4,1,6e7 2,47 a 3,03
1,3,6e 14 4,04 a 5,17
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Figura 57 - EspectrtH RMN do PZQ puro.
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O espectro dé*C RMN também apresenta as regides caracteristizaBZe),
conforme discutido na literatura (SULEIMARNLt al, 2004), a Tabela 23 mostra os
sinais encontrados. Os resultados mostram que oéRx@forme e apresenta bom grau

de pureza.

Tabela 23 - Deslocamento quimico do PZQ em espedetC RMN

Carbonos Regiad (ppm)
CiaG 125,29 a 134,62
Cra G 38,98 a 48,91

Co 54,83

Ci2 164,27

Cis 174,60
Cuua Go 25,58 a 29,11

As Figuras 59 e 60 apresentam os espectrdsi ®®MN e *C RMN do produto
da reacdo R29. As ressonancias observadas estacod#o com as reportadas na
literatura, para o PMMA$=0,86 a 1,02 ppm, que correspondem aos hidrogé&lass
metilas;6=3,6 ppm que corresponde ao hidrogénio do grugeHg-6=1,8 a 1,9 ppm,
que correspondem aos hidrogénios do grupo meti{@ESAR-OLIVEIRA et al,
1999). Como o EGDMA foi adicionado em uma conceydtoabem baixa, 0s sinais do
EGDMA néo apresentam intensidades fortes, estaoohpreendidos na regids=1,90
a 2,07ppm (CESAR-OLIVEIRAet al, 1999; SHAH eal., 2010).

Os espectros d8C RMN do produto de reacdo R29 também estdo de@com
0s reportados na literatura para o PMMA, ~C8G (178,2); -CH- (6 = 52,56); ~OCH
(6 = 52,56); ~C~q = 44,89), u-CHjs (6 = 16,57) (SOUTO-MAIORet al, 2005).
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Figura 59 - EspectrtH RMN da reacdo R29 (PMMA).
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Figura 63 - Sobreposicéo dos especttb®MN do PZQ e das nanoparticulas (PMMA-PZQ) produzidegrasenca de PZQ na reacdo R27.
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Os Ultimos espectros apresentados nas Figuras26é&,83 foram referentes as
andlises das nanoparticulas contendo o PZQ prakizidh reacdo R27. Pode-se
observar que os espectros das nanoparticulas pdaduza presenca do PZQ possuem
as bandas referente ao polimero e ao farmaco bémdds. Assim, foi feita uma
sobreposicdo dos espectros'HeRMN para amostras de nanoparticulas produzidas na
presenca do farmaco e para o PZQ puro, mostraéi@oea 63

Conforme mostra a Figura 63, a variacdo do deslentm quimico é
extremamente baixa. Dessa forma, provavelmentehAagualquer interacdo quimica
significativa entre o farmaco e o polimero, commliém foi sugerido pelos ensaios de
DSC e IR. No caso de haver interagdes quimicasjralgadrao de acoplamento e/ou
deslocamento quimico deveria ter sido observadmpacando esses resultados com os
ja apresentados anteriormente, fica evidente qoehd&qualquer interacdo quimica

significativa entre o PZQ e o PMMA.

O ensaio de RMN de baixo campo permite a avaliagadologica do material
analisado, através da caracterizacdo da distribudsE dominios e do tempo de
relaxacdo. A Tabela 24 abaixo apresenta os tempaslaxacdo caracteristicos, (T

das estruturas analisadas.

Tabela 24 - T" das amostras analizadas

Amostras T:7 (ms)
PMMA sem PZQ (R29) 83,84
PZQ 741.06
Nano PMMA-PZQ (R27) 95,05

Conforme apresentado na Tabela 24, observa-se €@menaco puro resulta em
maior tempo de relaxacdo. O resultado j& poderigesgerado por se tratar de uma
molécula pequena com ligacdes de hidrogénio mud riortes, levando assim mais
tempo para relaxar. Nessa molécula s ha intergmimgrias. Quando se comparam

esses resultados com os resultados obtidos pasknoepo puro, observa-se um tempo
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de relaxacdo bem menor para o polimero, uma vez eggse apresenta diversas
interacdes secundarias. Ao observar as nanopagiadm o farmaco encapsulado,
nota-se um pequeno aumento do tempo de relaxacéel&agdo ao polimero puro, mas
gue nao chega nem perto do tempo do PZQ. O resudtdacilmente compreendido, ja
que, o farmaco esta presente em uma concentragdd@@a nas nanoparticulasem

torno de 12% (p/p).

A Figura 64 apresenta as curvas de distribuicAaatainios, sendo possivel
verificar que ha uma distribuicdo homogénea do &&omo polimero, como tambéem

sugerido pelas analises de DSC.

—PZQ
—— PMMA - PZQ
—— PMMA
e ¢
=
()
©
2
<
0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

Tempo (ms)

Figura 64 - Curvas de distribuicdo de dominiosdastipor RMN e baixo campo

De acordo com as curvas apresentadas na Figuab$drva-se na curva do PZQ
uma regido bem definida, mostrando que este é uterialarigido. Na curva do
polimero puro nota-se uma area de dominio rigilay definida, onde esta localizada a
grande populacdo de hidrogénios (em torno de’ 939, e outras trés areas mais
flexiveis. Avaliando as nanoparticulas carregadas o farmaco, vé-se que ha alguma
uma interacdo entre o PZQ e a parte rigida do potirembora essa interacdo néo é
seja muito forte e resulte em deslocamento pougoifativo dos picos que se
assemelham aos picos de PMMA. Em relacdo a parte fiexivel do polimero,
observa-se algum o deslocamento dos picos indaumlo farmaco interage com a fase

amorfa.
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Diante dos resultados apresentados, parece claeo ogypraziquantel esta
distribuido de forma homogénea no polimero. Naegeahaver formagdo de novos

dominios no material induzida pela presenca do PZQ.

5.6.6.LIBERACAO DO FARMACO DA MATRIZ POLIMERICA

Ensaios de dissolucédo foram realizados para variBe as alteracdes de receita
propostas impactariam no desempenho dos mateliiddoe em relacédo a liberagédo do
farmaco. Nessa etapa, as nanoparticulas foramaeasanos 2 extremos de pH testados:

pH 1,2 e 6,8. Os resultados estao apresentaddsquaas 65 e 66.

100,0 *
€ 200 - ——R26
S
ﬁ 60,0 —e—R27
5 40,0
20,0

0,0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tempo (min)

Figura 65 - Perfil de dissolucdo de PZQ dos pral&®6, R27, R28 e dos

comprimidos em pH1,2.
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Figura 66 - Perfil de dissolugdo de PZQ dos pral&®6, R27, R28 e dos

comprimidos em pH®6,8.
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Conforme pode ser observado, ndo houve alteraggedicativas nas taxas de
liberagcdo, que sdo altas e similares as do PZQ. pdeon mesmo a reducédo da
concentracdo de lauril sulfato de sodio na reac28 khfluenciou de maneira
significativa a cinética de liberacdo. Esses radok estdo em concordancia com os
apresentados anteriormente, mostrando que a einélic liberacdo de PZQ das
nanoparticulas pode ser controlada adequadamenteacmanipulacdo da receita da

reacao.

5.6.7.SEPARACAO DO PZQ

Um dos desafios fundamentais do trabalho, em pié#atié@ remoc¢éo do gosto, € a
separacao do PZQ néo encapsulado do meio aquagardra-se alguns procedimentos
de purificacdo, como filtracdo, separacdo em cotwomatografica e centrifugacéo. De

todos os testes realizados, 0 que apresentou mebwtado foi a centrifugacéo.

Observou-se que, com o passar do tempo, ocorgdimentacdo de um material
crsitalino no fundo do frasco, em que ficava armadea a emulsdo. Sabe-se que, quanto
menor € a temperatura, menor € a solubilidade d@ P& fase aquosa. Dessa forma,
colocou-se a emulséo na geladeira a 6°C e dep@4 teras centrifugou-se a mesma a
10.000 rpm por 8 minutos a 10°C. A operacédo levoma perda de 25% da emulséo
original. A perda é alta se comparada com a massaZf) que ndo € encapsulada,
demonstrando que o processo também resulta em gent@noparticulas. Entretanto, o
processo de centrifugacdo pode ser otimizado. Andsagracbes, sobrenadante e
precipitado, foram levadas ao liofilizador paraaggnn e posterior caracterizacdo. Apos
a secagem, 0os materiais solidos foram novamenf®esigs em agua e caracterizados
guanto ao sabor. O sobrenadante ndo apresentat@magpargo caracteristico do PZQ,
mostrando que o PZQ presente na agua é respomeefosto ruim das amostras

originais.
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5.6.8. CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS CENTRIFUGADAS -
PRECIPITADO E SOBRENADANTE

5.6.8.1. Analises de DSC

As analises de DSC realizadas anteriormente ndamfarapazes de detectar a
guantidade de PZQ que havia fora das nanopartjcptasavelmente por causa das
pequenas quantidades. Apeasr disso a analise dlizaga novamente para as duas
fracOes resultantes da centrifugacdo, com o inté&oobservar eventuais diferencas

entre essas reacgdes. Os resultados estdo mostedBgyuras 67 e 68.

As reacdes R27 e R28 foram denominadas por .1 em3, vez que, cCOMo
comentado anteriormente, cada reacéo foi prepamadiuplicata. A principal diferenca
existente entre as reacdes R27 e R28 foi a qudetidia LSS empregada na formulacéo
(R27 apresentou 5% de LSS em relagcdo a concentcec@ooondmero e R28 2,5%).
Diante dos resultados observa-se que os precigitatitidos das emulsdo apds o
processo de centrifugacdo apresentam a transiciwéemica caracteristica do PZQ, ao
contrario dos sobrenadantes. Esse é um bom ingicd#i que o PZQ esta presente no

material preciptado, como proposto anteriormente.

Mexo NP PZQ - DSC@10_DH 13.01.2012 12:56:09

Module: DSC822e/700/268/FRS5, 29.01.2008 09:43: 43 Sample Holder: Aluminum Standard 40ul
Method: Dyn25...200@10 - N2=80mL
dt1,00s
25,0-200,0°C 10,00°C/min, N2 80,0 ml/ min
Synchronization enabled Integral 31647 m3
normalized -97,0831g/-1

L =
Sample: praziquantel \ // ‘

Sample: R29 \

[T

Sam ple: R27.1 sobrenadante Integral -30,72m3
normalized -9,01Jg”-1
Sample: R27.1 precipitado
5
gr-1 Integral -52,14 mJ
‘ normalized -15,43Jg~-1
P e
Sample: R27.2 precipitado
Baseline: Integral Horizontal
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 °c
i
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 min
FIOCRUZ:FAR:CTM:CVST: LEES STAR® SW 9.30

Figura 67 - Termogramas obtidos para amostra de B&€Qrodutos das reacdes
R27 e R29.
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Aexo NP PZQ - DSC@10 DH 13.01.2012 13:13:06

Module: DSC822e/700/268/FRS5, 29.01.2008 09:43: 43 Sam ple Holder: Aluminum Standard 40ul
Method: Dyn25...200@10 - N2=80mL
dt1,00s
25,0-200,0°C 10,00°C/min, N2 80,0 ml/ min
Synchronization enabled Integral -316,47 mJ

normalized -97,08 Jg~-1
L]

12
3 -
Sample: praziquantel W 1

Sample: R29 \

Sample: R28.1 sobrenadante
Integral -40,55 mJ
normalized -11,82Jg”-1

e
3
Sample: R28.1 precipitado V

T

WgA-1

Integral -61,05mJ
normalized -18,84Jg~-1

~

Sample: R28.2 precipitado

30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 °Cc
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 min

FIOCRUZ:FAR:CTM:CVST: LEES STAR® SW 9.30

Figura 68 - Termogramas obtidos para as amostrBZ Qe do produto das
reacoes R27 e R29.

Com base nos resultados apresentados, estimogisntdade de PZQ que néo
foi encapsulado, comparando-se as entalpias de fusd@lidas. Considerou-se o PZQ
puro com valor de 100%. Os resultados obtidos snggrerda de PZQ de 12,6% para

R27 e 15,7% para R28 como sugerido pelas medidapémdentes de encapsulamento.

5.6.8.2. Doseamento de PZQ

A quantificacdo de PZQ por cromatografia liquidahém foi realizada para as
emulsdes tratadas e nao tratadas por centrifug@gcesultados estdo apresentados na
Tabela 25.
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Tabela 25 - Teor de PZQ obtido para as amostrdsfagadas e ndo

centrifugadas.
Teor (%)
Amostra Sem
tratamento Sobrenadanterecipitado*
R26 98,0 70,1 27,9
R27 100,9 68,7 32,2
R28 102,4 70,7 31,7

*Obtido por diferenca.

Conforme observado, hd uma perda estimada em wwen80%, quando se
comparam o0s teores das amostras sem tratament@dse aagentrifugacdo. Esses
resultados estdo em conformidade com os enconti@dosa perda em massa apos a

centrifugacao, que foi de 25%.

5.6.9.FORMULACAO FARMACEUTICA

Foram planejadas as formulagbes apresentadas nelaT@®, usando as
nanoparticulas obtidas na reagdo R28 apoOs a cwyac#io. A lista das formulagbes

sugeridas e seus objetivos estdo descritos nasatdtee 27.

Tabela 26 — Natureza e objetivos das formulacdgsostas.

Cbdigo  Natureza da formulacao Objetivos
AM1 Material nanoestruturado puro Verificacdo da suspensibilidade,
suspenso em agua aspecto e sabor.
AM2 Placebo agente suspensor Verificacdo de aspesabor.
AM3 Placebo ndo aromatizado Verificagdo de aspes@bor.
AM4 Placebo aromatizado Verificacdo de aspectdersa
AMS5 Formulacdo completa diet Verificagcdo da susjieintade,

aspecto e sabor.
AMG6 Formulacdo completa com frutose Verificacasdspensibilidade,
aspecto e sabor.
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Tabela 27 — Formulacdes testadas quali-quantitagwnte.

Formulac&o AMT ¢ AM3® AM4° AM5° AM5¢ AM6°¢ Funcdo

(%) (%) () (%) (%) (%)
Praziquantel 12% 25 - - - 25 25 IFA
nanoestruturado moido
Tabulose SC 611 (CMC - 15 15 15 15 15 Agente
+ MCC) — Fab. Blanver suspensor
Sacarina soédica - - 0,1 0,1 0,1 - Edulcorante
Ciclamato de sodio - - 0,2 0,2 0,2 - Edulcorante
moido
Frutose - - - - 25 Edulcorante

Aroma de banana em - - - 0,06 0,06 0,06  Aromatizante
po (Fab. Novo aroma)

@ Ensaio controle
® Formulagdes placebo
¢ Concentracéo de final PZQ na suspenséo de 30 mg/ml

Nestes ensaios preliminares nao foi utilizado cwasege, uma vez que o principal
objetivo foi estudar a estabilidade fisica da fdag@o. Na etapa posterior de avaliacao
da estabilidade microbiologica, sugere-se adicdomaulacdo de benzoato de sédio na
concentracdo de 0,3%. No caso das formulagbesidagerns quantidades de soélidos
foram definidas no limite maximo admissivel partbenulacdo de suspenséo, com o
objetivo de reduzir ao maximo o volume final aa@ministrado para a crianca. Porém,
a avaliacdo sensorial é importante para avaliamseeor alto de solidos causa algum
incOmodo na administracao.

Sugeriu-se inicialmente o uso de aroma de banafarmalacdo para associacao
a um produto de caracteristica organoléptica natigorém, outros sabores podem ser

testados em fases mais avancadas do projeto mo.futu

5.6.9.1. Avaliacéo fisica

As formulagbes AM1, AM5 e AM6 foram submetidas @aos de sedimentacao
em proveta graduada por um periodo de 4 horasbsesreacoes registradas a cada 15
minutos até o final da primeira hora e depois aachdhora até completar 4 horas de
observacdo. Os aspectos visuais inicial e finas @pldoras de ensaio estdo apresentados

nas Figuras 69 e 70. Os resultados de sedimentat@om apresentados na Figura 71.
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Figura 69 — Aspecto visual inicial dos ensaiosetéraentacao.

AM1 AMS e AM6

e

Figura 70 — Aspecto visual final dos ensaios damseatacao.
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Razao de sedimentagdo
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Figura 71 — Gréfico razdo de sedimenta¢do em fudgdempo para as
formulagbes testadas

A formulacdo AM1 apresentou uma sedimentacdo rapiga se manteve
durante o tempo de teste. A despeito disso, o rabser redispersa facilmente apos
nova agitacdo. Nao se observou formacédo de sedinma® formulacdes AMS e
AMG6. Portanto, a viscosidade fornecida ao meio pgjente suspensor mostrou-se
eficiente para garantir a estabilidade da suspepséperiodo prolongado. Estudos
de viscosidade e reologia devem ser feitos no dupara complementar o estudo
proposto. De qualquer forma, parece claro conctyle a manutencdo da

estabilidade do meio ndo constitui desafio expvegsara o projeto.

5.6.9.2. Avaliacdo Quimica

O pH das formulag¢des sugeridas é apresentado redal2t

Tabela 28 - pH das formula¢des propostas.

Caodigo pH
AM1 4,42
AM2 6,87
AM3 6,51
AM4 6,33
AMS 5,13
AM6 5,15
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O controle de pH desempenha um papel fundamental gd#tencédo de formas
farmacéuticas liquidas eficazes e com caractassticlequadas para os fins a que se
destinam. Na realidade, a fixacdo de um determinador de pH se impde muitas
vezes por muitas razoes:

- A dissolucéo do farmaco na concentracdo pretenuibde depender do pH;

- A manutencao da estabilidade quimica e farmaémadica da preparacdo pode
depender do pH;

- A prevencéao do desencadeamento de fendOmertasivios provocados por
certos farmacos esta muitas vezes associado ao pH;

- A obtenc&o de um efeito terapéutico adequaderdigpdo pH do meio.

O pH adequado para uma formulacéo correspondel@aoquee resulta na maxima
estabilidade do farmaco, no uso terapéutico adequdd preparacdo e na
compatibilidade da preparacdo com os tecidos sobrequais deve ser aplicada.
Tratando-se de solucdes destinadas a administcagBanao ha necessidade de acertar
o pH da formulac&o por razbes de ordem fisiologia. tais casos, apenas deve ser
considerada a influéncia do pH sobre a estabilidiadefarmacos dissolvidos. Assim, a
solucdo deve apresentar pH conveniente para a dservacdo dos farmacos nela
contidas (PRISTAet al, 1995).

Para a formulacdo em estudo, sugere-se uma faikalslho de pH entre 4,5 —
5,5, pois atende tanto ao pH natural do mateaabastruturado puro disperso em agua
quanto da formulacédo. Além disso, esta faixa deppHhnite uma agéo sinérgica mais
eficaz dos futuros agentes conservadores (PRISTAIl, 1995). Esta faixa de pH
sugerida deve ser comprovada como eficaz posteitian por meio de ensaios de

estabilidade.

5.6.9.3. Avaliacédo Sensorial da Formula¢do Suge&d

Todas as amostras foram "provadas” novamente gsaraanoparticulas com o
farmaco e nao foi sentido o gosto amargo caratiterido PZQ mostrando a principio o
sucesso do trabalho. Entretanto ocorreu uma semsdgdarenosidade na lingua,
possivelmente em funcéo do teor de sélidos presenfermulacéo (25%). Assim, as

particulas foram colocadas na formulagcdo propasia, alto contetdo de edulcorantes,
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e também nao foi detectado o gosto amargo do P2Qerthnto apdés 10 minutos de
preparo, 0 gosto comeca a aparecer para todasnasléagoes AM1, AM5 e AM6. Esse
dado € compativel com os dados apresentados nasa$i§5 e 66, e mostra que o
tempo de liberacdo pode ser controlado para dabiédade ao gosto por tempo
especificado. Por exemplo, pode ser modificadmbpde agente reticulante, que exerce
efeito significativo sobre a cinética de liberacao.

5.7. TESTE IN VITRO

Os ensaiosin vitro foram realizados no Centro de Pesquisa René Rachou
Unidade da Fiocruz, em Belo Horizonte. Os testestro foram realizados em vermes
recém retirados de camundongos, apos 45 dias decad. Os vermes foram
plaqueados e divididos em 2 grandes grupos: unecdatmeio de cultura RPMI 1640
e outro contendo metanol. O metanol foi empreganique ele proporciona uma maior
liberacdo do PZQ das nanoparticulas. O primeirp@era composto do controle, que
recebeu apenas o0 meio de cultura RPMI 1640; natioplas de PMMA sem a presenca
de PZQ nas doses de 0,5, 1,0 e 2,0 pg/mL, PZQ amndps 600 mg, triturados, a 1,0
pg/mL e nanoparticulas de PMMA com PZQ, obtida eacdio R28, nas mesmas
concentracdes das nanoparticulas sem o farmacegdo grupo possuia as mesmas
amostras entretanto no controle havia além de RRBYO, metanol, pois as
nanoparticulas haviam sido suspensas em metana, gsse grupamento ndo se
realizou a amostra PZQ comprimidos triturados. Afosiora do recebimento do
tratamento, os vermes foram observados em micrasodyertido. Apos 24h, os meios
em que 0s vermes se encontravam foram trocadasgios novos, sem a presenca das
nanoparticulas ou do PZQ. Aguardaram-se mais 24observaram-se novamente as
placas. Por fim, ao completar 7 dias, observaraasdéminas mais uma vez. Os meios
contendo nanoparticulas com PZQ e com o p6 comgwsride PZQ foram recolhidos e
a concentracdo de PZQ foi dosada. Esse é o progettinusual para avaliacdo da
atividade esquistomicidan vitro, descritos em alguns trabalhos na literatura
(MOURAO et al, 2005; OLIVEIRAet al, 2005; ARAUJOet al, 2008a; ARAUJCet
al., 2008b; PICA-MATTOCCIAet al, 2009; COUTCet al, 2011)
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O resultado do doseamento dos meios mostrou geenasntragdes de teste eram
inferiores as concentragdes nominais, ou seja,tadmPZQ contido nas nanoparticulas
e nos comprimidos foi dissolvido. A Tabela 29 masis reais concentractes de PZQ
usadas nos testes. Conforme apresentado, ficoverelad que as doses livres
administradas nos vermes foi bem inferior as desgpuladas, provavelmente por
causa da solubilidade baixa do proprio farmacomems. Os resultados do ensaio

vitro estdo descritos nas Tabelas 30 e 31 a seguir.

Tabela 29 - Concentracdes reais de PZQ administrasaensaim vitro

Condicdes do Concentragdo  Concentracgao real
experimento tedricade PZQ de PZQ (ug/mL)
(Hg/mL)
CP PZQ* 1,00 0,04
= Nano05 0,50 0,01
@
3 Nano 1,0 1,00 0,04
=
Nano 2,0 2,00 0,03
S Nano 0,5 0,50 0,02
IS
=<  Nano1,0 1,00 0,03
Q
Q
= Nano 2,0 2,00 0,06
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Tabela 30 - Resultados obtidos com experimantitro usando vermes adultos 8ehistosoma mansoekpostos a nanoparticulas
PMMA-PZQ - Meio de cultura RPMI 1640.

g;‘ﬁ%%s d/e Controle Meio CONtrole PZQ- Nano PMMA Nano PMMA Nano PMMA  Nano PMMA- Nano PMMA-  Nano PMMA-
observacio CP (0,5ug/mL) (1,0pg/mL) (2,0ug/mL)  PZQ (0,5ug/mL) PZQ (1,0ng/mL) PZQ (2,0pg/mL)
6 vermes sem 9 vermes sem 7 vermessem 5 vermessem
7 vermes com . . . i
o movimentos e 9 vermes com 7 vermes com 6 vermes com movimentos e movimento e semmovimento e sem
mobilidade e . . o . .
1h de contato com ovos de 1 Sem ovos. motilidade com motilidade com motilidade com Sem ovos. ovos. Muitas ovos. Muitas
estadio Muitas bolhas n ovos de 1° estagio.ovos de 1° estadgioovos de 1° estagidMuitasbolhas ni bolhas no bolhas no
gio. tegumento. tegumento. tegumento. tegumento.
8 vermes sem
7 vermes sem movimentos, 1 7 vermes sem 5 vermes sem
6 vermes com . 7 vermes com 6 vermes com 6 vermes com . . .
, " movimentos e . o . com movimento movimento e semmovimento e sem
24h apos motilidade e motilidade com  motilidade com  motilidade com , ,
o ~o Sem ovos. o o o o o o leves e sem ovos. Muitas ovos. Muitas
contato ovos de 1°, 2 ; ovosde 1°e 2 ovos de 1°e 2 ovos de 1°e 2 .
. 7 Muitas bolhas n - - - ovos. Muitas bolhas no bolhas no
e 3 estagio. estagio. estagio. estagio.
tegumento. bolhas no tegumento. tegumento.
tegumento.

3 vermes com

. 4 vermes sem 4 vermes sem 2 vermes sem
movimento, 3 5 vermes com 4 vermes com

3 vermes com

- . motilidade, ) o . o .. movimentos e movimentos e se movimentos e se
7 dias apos . .sem movimentc motilidade, muitos . ~_ motilidade, muitos i g
muitos ovos 1 o ~o ‘Contaminacgéo 0 o SE€m ovos. ovos. Muitas ovos. Muitas
contato 0 Mot h: € sem ovos. 0vos mortos, 1°, 2 ovos mortos, 1°, 20
2% estagioe ,, - L L Muitasbolhas ne bolhas no bolhas no
Muitas bolhas n estagio e maduros. estagio e maduros.
maduros. tegumento tegumento. tegumento. tegumento.

* Contaminacao, refere-se a contaminacdo microbiana
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Tabela 31 - Resultados obtidos com experimantitro usando vermes adultos 8ehistosoma mansoespoxtos a nanoparticulas
PMMA-PZQ - Meio de cultura RPMI 1640 e metanol.

g;‘ﬁ%%s d/e Controle Meio @O PMMA  Nano PMMA ~ Nano PMMA  Nano PMMA-  Nano PMMA-  Nano PMMA-PZQ
observacio (0,5ug/mL) (1,0pg/mL) (2,0ug/mL)  PZQ (0,5pug/mL) PZQ (1,0pug/mL) (2,0pg/mL)
8 vermes sem 7 vermes sem
7 vermes com 4 vermes com 7 vermes com movimentos, 1 movimento, 1 cor 7 vermes sem
. 7 vermes com s S ) ) i
mobilidade e L motilidade com motilidade com com movimentosmovimentos leves movimento e sem
1h de contato motilidade e sem o N !
com ovos de 1 ovos de 1 ovos de 1 leves e sem ovos. e sem ovos. ovos.Muitas bolhat
L 0VoS. L L ; .
estagio. estagio. estagio. Muitas bolhas no Muitas bolhas no  no tegumento.
tegumento. tegumento.
6 vermes sem 7 vermes sem
. 8 vermes sem .
5 vermes com 5vermes com 6 vermes com movimentos, 1 . movimento, 1 com
. - 6 vermes com S o . movimento e sem__ .
24h apos motilidade e . motilidade com motilidade com com movimentos . movimentos leves
o o Motilidade e com . o o ovos. Muitas .
contato ovos de 1°, 2 o . . ovos de 1°e 2° ovos de 1°, 2° eleves e sem ovos. sem ovos. Muitas
o ovos de 1° estagio. L o ! : bolhas no
e 3 estéagio. estagio. 3° estagio.  Muitas bolhas no bolhas no
tegumento.
tegumento. tegumento.
6 vermes com 6 vermes sem 4 vermes sem
motilidade, movimentos, 1 movimentos, 2

7 dias apos muitos ovos com movimento com movimentos

*1Contaminacdo *'Contaminacéo*'Contaminacéo *Contaminacao

contato mortos, 1° leves e sem ovosleves e sem ovos.
estagio e Muitas bolhas no Muitas bolhas no
maduros. tegumento. tegumento.

*1 Os pogos de Nano PMMA em metanol contaminaramstqatarém em todas as concentracdes 0s vermesrastasamovimento e aprasavan
OVOS NOS POGOS.
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Quando se comparam as amostras preparadas comimatogrde PZQ a 1
ug/mL e com as nanoparticulas PMMA-PZQ, os resodtatiferem apds 7 dias. Para a
primeira amostra, 3 vermes que nao apresentavanmmoio voltaram a té-lo enquanto
que para as nano PMMA-PZQ, independente da comrgéaty isso ndo ocorreu. Para
essas amostras, ndo houve ovoposicdo em nenhucasts E observado também que
os danos causados no tegumento, as bolhas, n&oerage conforme mostrado nas
Figuras 72, 73 e 74. Quando se observam as ampstya@radas com nanoparticulas de
PMMA sem PZQ, vé-se que ap0s 1 hora da administrag resultados foram
semelhantes aos do controle. Mas apés 24 horas certato mais com as
nanoparticulas, a quantidade de ovos era menods7agias havia ovos mortos, o que

nao foi visto no controle.

Na Tabela 31, observou-se que alguns vermes quamfoexpostos as
nanoparticulas PMMA-PZQ voltaram a ter pequenosimentos apds 7 dias, o que
nado foi observado na condicfes da Tabela 30. A asig@io nessas amostras também
nao ocorreu. Quando comparado os controles, najaese que recebeu apenas o meio
RPMI 1640, sem metanol, apresentou uma maior gled#i de ovos e ndo apresentou
ovos mortos apos 7 dias. Nesse caso, a mortalizslevos pode ter sido causada pela
presenca de metanol. Os vermes que foram expostoan@particulas de PMMA sem
PZQ apresentaram os mesmos resultados da TabedatBftanto, a quantidade de ovos

observada foi menor também, provavelmente por abmtaetanol presente no meio.

E importante ressaltar que os vermes que voltarten motilidade, apresentaram
movimentos extremamente sutis, e que 0s mesmosigardm contraidos, conforme
mostram as Figuras 72 a 76. Os danos no tegumamtioém ndo foram revertidos,
como apresentado a seguir. Os numeros de vermesvalles ndo foram constantes
pois em muitos casos 0s vermes estavam acasatmpgrmitindo a observacdo dos

machos.

Conforme pode ser observado, o grupo controle (F2¢gA) e 0 grupo exposto as
nanoparticulas de PMMA (Fig. 72-B) apresentam mewins normais, sem alteracoes,
como era de se esperar (ARAU&Dal, 2007). O contrario ocorreu com 0S vermes
expostos ao PZQ comprimido e as nanoparticulasMMARPZQ, onde é evidente a
contratura dos vermes. Na Figura 74-E é evideriteraacdo de bolhas no tegumento

do verme além da paralizacdo do mesmo apos apdraa tlo tratamento.
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(A)

— | =

25um 25um

Figura 72 - Vermes 1 hora apés receberem o trataneem meio RPMI 1640. (A) Controle; (B) Nano PMMA18/mL; (C) Comprimidos
PZQ 1 pg/mL; (D) Nano PMMA-PZQ 0,5 pg/mL; (E) NaRMMA-PZQ 1,0 pg/mL e (F) Nano 2,0 pg/mL.
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25um 25um 25um

Figura 73 - Vermes 1 hora apds receberem o tratane@m meio metanol. (A) Controle; (B) Nano PMMA @/mL; (C) Nano PMMA-
PZQ 0,5 ug/mL; (D) Nano PMMA-PZQ 1,0 pg/mL e (E)f¢e2,0 pg/mL.
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Figura 74 - Vermes 24 horas ap6s a troca do métd/(R.640). (A) Controle; (B) Nano PMMA 2 pug/mL; (©omprimidos PZQ 1,0
pg/mL; (D) Nano PMMA-PZQ 0,5 pg/mL; (E) Nano PMMAZR® 1,0 pg/mL e (F) Nano 2,0 pug/mL.
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Figura 75 - Vermes 24 horas apos a troca do meétafml). (A) Controle; (B) Nano PMMA 2 pg/mL; (CaNo PMMA-PZQ 0,5 pg/mL;
(D) Nano PMMA-PZQ 1,0 pg/mL e (E) Nano 2,0 pg/mL.
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Figura 76 - Vermes 7 dias apo6s a troca do meio (RE&M0). (A) Controle; (B) Nano PMMA 2 pg/mL; (©omprimidos PZQ 1,0
pg/mL; (D) Nano PMMA-PZQ 0,5pug/mL; (E) Nano PMMA-BZL,0 ug/mL e (F) Nano 2,0 pg/mL.
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Figura 77 - Vermes 7 dias apos a troca do meio etamol. (A) Controle; (B) Nano PMMA 2 pug/mL; (C) MaPMMA-PZQ 0,5 pg/mL;
(D) Nano PMMA-PZQ 1,0 pg/mL e (E) Nano 2,0 pg/mL.
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Os Resultados da Figura 71 foram muito semelhaates Figura 72.

Apbs 48 horas do inicio do tratamento, era visi@eluantidade de ovos
depositada no grupo controle (Fig. 74A) e no gragpostos ao PMMA (Fig. 74B).
Entratanto, ndo havia ovos nas placas que levaz@) Ra forma de comprimidos ou
de nanoparticulas. A contratura dos vermes eraidaafiig. 74C a 74F) e os danos no

tegumento eram mais nitidos.

No meio com metanol também foi observada a ovofiosiEntretanto, na placa
com a amostra de nanoparticulas de PMMA, a qualdidke ovos foi bem inferior
guando comparada com a mesma amostra em RPMI O&84@emais resultados foram
idénticos.

Ao final dos 7 dias de observacdo era evidente apueermes submetidos a
amostras contendo o PZQ nao recuperaram a suduestel motilidade, estando a
maioria praticamente morta. Em relagdo aos vernuesrgceberam a amostra nano
PMMA, foi observado que a ovoposicéo foi diminuigaando comparada ao controle,
0 que também € um bom sinal. Mesmo nao levandorterdo parasita, a presenca das
nanoparticulas de PMMA leva a reducéo na formaedaodos vermes. Esse resultados
demonstram a atividade do PZQ, mesmo encapsuladeoaaoparticulas de PMMA e

com concentracdes inferiores ao esperado.

5.8. ESTUDOS IN VIVO

Os estudosin vivo objetivaram a comprovacdo da atividade do PZQ nas
nanoparticulas. Os animais foram divididos em grapotrole, que néo receberam
medicacdo nenhuma, dois grupos controle positino,gae os animais receberam as
doses de 200 e 400 mg/kg do PZQ na forma de congm$mem dose Unica, e dois
grupos teste, que receberam o PZQ nas nanopasticida mesmas doses do
comprimido. E importante ressaltar que a dose adtrada é medida em relagcdo ao

farmaco. Os resultados estdo reumidos na Tabela 32.
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Tabela 32 - Resultados dos ensamogvo

Tempo . .. Média  Distribuicdo dos  Vermes
Grupos apos o Ndmero de animais de vermes (%) mortos no Oograma (%)
tratamento Tratados ExaminadosVerMes* Mesentério Figadofigado (%)

Controle - - 12 50,25 64,4 35,6 0 Sem alteracdo

Nano PMMA-PZQ 50% de

200mg/Kg 30 dias 12 4 18,75 41,7 58,3 10,7 alteracdo

Nano PMMA-PZQ

400mg/Kg 30 dias 12 2 12,50 50,0 50,0 0 Sem alierac

Cp-PZQ 200mg/Kg 30 dias 12 4 9,25 63,0 37,0 20,0 m 8leeracéo
100% de

Cp-PZQ 400mg/Kg 30 dias 12 5 3,20 10,6 89,4 76,6 alteracéo

*A média leva em consideracdo apenas os vermegesmps vivos (total de figado e mesentério, semtacams mortos no
figado, dividido pelo nimero de camundongos exadusy

Observacao: O numero de animais examinados forasulweviventes do experimentos.
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Conforme avaliado nos ensaios propostos, a taxaottalidade foi extremamente
alta e a média dos vermes recuperada no grupoot®ifdi bem acima do normal, de 10
a 30%, mostrando que a infeccdo foi muito forte AARO et al, 2008a; ARAUJCet
al., 2008b; WILLIAM et al, 2001). Entretanto, em funcdo do baixo nUmeronil@ais,
esses resultados sao qualitativos e novos testée sealizados posteriormente. A
administracdo da dose do PZQ nas nanoparticuldsetanmdo foi muito simples em
virtude do alto teor de solidos, a agulha de gavegetupiu diversas vezes, o que pode
ter ocasionado flutuacdes na dose administrada,pgesedimento também sera revisto
em novo ensaio futuro. A despeito disso os respdtagodem ser considerados
promissores. Para finalizar o efeito observadad®iongo prazo em todos os casos e

bom nos animais vivos, visto que o tratamentodiofem dose Unica.

5.9. ESTUDOS DE TOXICIDADE

5.9.1.CITOTOXICIDADE

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados ca@mnanoparticulas sem
farmaco, com o PZQ puro e com as nanoparticulasc®3AQ encapsulado. Todas as
amostras foram dissolvidas em DMSO 5%. As nanapdas sem farmaco, ou seja,
apenas o polimero, nas concentracbes 3,59, 14,38,% pg/mL nao induziram
decréscimo de viabilidade celular quando compaeadealor de 2% para o controle,
DMSO 5%. A concentracdo de 7,18 pg/mL induziu nireduzido e aceitavel de
citotoxicidade de 4%; ou seja, ndao induziu valopesior a 30% de decréscimo de
viabilidade celular quando comparados ao DMSO 5#)ds consequentemente
empregada no ensaio Cometa. Os resultados de dsdamcentracbes empregadas no
estudo estdo na Tabela 33. O praziquantel nas mvacées 0,5, 2,0, 5,5, 13,75 e 35,0
png/mL ndo induziram decréscimo de viabilidade eglujuando comparado ao valor de
0% para o controle, DMSO 5%. As concentracfes Qeell3,75 pg/mL de PZQ
causaram niveis reduzidos, mas aceitaveis, deoxittlade de 2 e 1%. Nesse caso,
também todas as concentracfes foram utilizadasnsaice Cometa. A Tabela 33
apresenta todos os resultados.
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Por fim, as nanoparticulas contendo PZQ em todasrasentracdes testadas nao
induziram decréscimo de viabilidade celular quasdmparado ao valor de 1% do

controle. Todas as concentracfes fizeram parte rdaiee Cometa. A Tabela 35
apresenta todos os resultados.

Conclui-se, portanto, que os materiais produzidassdo citotdxicos.

Tabela 33 - Ensaio de citotoxicidade das nanop#ascsem PZQ (PMMA) em

células sanguineas vitro apds 2 horas de tratamento.

Grupos % de decréscimo de viabilidade celular
Sangue (controle) 0
DMSO 5% 2
PMMA 3,59 pg/mL 2
PMMA 7,18 pg/mL 4
PMMA 14,36 pg/mL 2
PMMA 39,5 pg/mL 1

Tabela 34 - Ensaio de citotoxicidade do PZQ emlaglsanguineds vitro ap0s

2 horas de tratamento.

Grupos % de decréscimo de viabilidade celular
Sangue (controle) 0
DMSO 5% 0
PZQ 0,5 pg/mL 0
PZQ 1,0 ug/mL 2
PZQ 2,0 ug/mL 0
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PZQ 5,5 ug/mL 0
PZQ 13,75 pg/mL 1

PZQ 35,0 ug/mL 0

Tabela 35 - Ensaio de citotoxicidade das nanop#ascontendo PZQ em células

sanguineam vitro apés 2 horas de tratamento.

Grupos % de decréscimo de viabilidade celular
Sangue (controle) 0
DMSO 5% 1
PMMA 4,09 pg/mL 0
PMMA 8,18 pg/mL 1
PMMA 16,36 pg/mL 0
PMMA 45,0 pg/mL 0

5.9.2.GENOTOXICIDADE

Os ensaios de genotoxicidade foram realizados pamente para o PZQ puro.
Os resultados relacionados ao dano ao DNA, estidatzelas 36 e 37.

Conforme os resultados, observou-se que o tratanmorh PZQ na faixa de
concentracdo de 0,5 a 35 pg/mL ndo induziu danufisigtivo ao DNA (p>0,1) em
relacdo ao DMSO 5% (Tabela 37). O controle positnduziu efeito genotoxico bem
evidente e significativo (p<0,001) em relacdo aatmbe. A Figura 78 apresenta as
fotografias do microscépio de fluoréscencia, meosteaquando ha dano ao DNA da

célula.
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Tabela 36 - Efeito do PZQ em células sanguineashasn vitro

Grupos UAT (média) UAT (erro padréo da média)
Sangue 12,5 8,5
DMSO 5% 24,0 15,0
PZQ 0,5 ug/mL 13,5 55
PZQ 1,0 ug/mL 22,0 1,0
PZQ 2,0 pg/mL 25,0 2,0
PZQ 5,5 pg/mL 23,0 6,0
PZQ 13,75 pg/mL 48,5 0,5
PZQ 35,0 pg/mL 29,0 12,0
MMS 160 uM 520,5 17,5

Figura 78 - Fotomicrografias de linfécitos humanosnsaio Cometa; (A) Célula ndo
tratada (controle), (B) Célula exibindo migracdmantada de DNA ap0s tratamento

com substancia mutagénica (MMS)
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Tabela 37 — Andlises estatistica - Efeito do PZQélulas sanguineas humanas

in vitro
Grupos UAT Média Desvio Erro Variancia Teste F  Testet
Padrdao Padrao

Sangué 4

12,5 12,0 8,5 144,5 - -
Sangué 21
DMSO 5% 9

24,0 21,2 15,0 450 - -
DMSO 5% 39
MMS 160 pM 503

520,5 24,7 17,5 612,5 0,57 0,00073
MMS 160 pM 538
PZQ 0,5 pg/mt 19

13,5 7.8 5,5 60,5 0,45 0,28928
PZQ 0,5 pg/mt 8
PZQ 1,0 pg/mt 21

22,0 1,4 1,0 2 0,084 0,45317
PZQ 1,0 pg/mt 23
PZQ 2,0 pg/mt 23

25,0 2,8 2,0 8 0,17 0,47666
PZQ 2,0 pg/mt 27
PZQ 5,5 pg/mt 17

23,0 8,5 6,0 72 0,48  0,4781
PZQ 5,5 pg/mt 29
PZQ 13,75 pg/mt 48

48,5 0,7 0,5 0,5 0,04 0,17474
PZQ 13,75 pg/mt

49

PZQ 35,0 ug/mt. 17

29,0 17,0 12,0 288 0,86  0,4095
PZQ 35,0 ug/mt. 41

180



Os ensaios de genotoxicidade realizado com o paifo& seja as nanoparticulas

sem PZQ), estédo nas Tabelas 38 e 39.

Tabela 38 - Efeito do PMMA em células sanguineasanasn vitro

Grupos UAT (média) UAT (erro padréo da média)
Sangue 11,0 0,0

DMSO 5% 22,0 4.0

PMMA 3,59 pg/mL 13,0 8,0

PMMA 7,18 pg/mL 23,5 4,5

PMMA 14,36 pg/mL 31,5 3,5

PMMA 39,5 pg/mL 48,0 11,0

MMS 160 uM 324,0 204,0

A Tabela 38 mostra o dano ao DNA, expresso comur vaédio de UAT nos dois
ensaios para as quatro concentracées de PMMA em®™BA% e para o MMS 160 puM.
De acordo com os resultados, verificou-se quetartranto com o PMMA na faixa de
concentracdo de 3,59 a 39,5 pg/mL néo induziu dmificativo ao DNA (p>0,05) em
relacdo ao DMSO 5% (Tabela 39). O controle positnduziu efeito genotoxico bem
evidente e significativo (p<0,001) em relacdo aotmde. Ha& no entanto, aparente
tendéncia de aumento de dano com o aumento dde¢d@MA no meio.
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Tabela 39 — Analises estatistica - Efeito do PMNM#alulas sanguineas

humanasn vitro

Grupos UAT Média Desvio Erro Variancia Teste F Testet
Padrdao Padrao

Sangué 11

11,0 0,0 0,0 0,0 - -
Sangué 11
DMSO 5% 18

22,0 5,7 4,0 32,0 - -
DMSO 5% 26
MMS 160 pM 528

324,0 2885 204,0 832320 057 0,1839
MMS 160 pM 120
PMMA 3,59 pg/mL* 5

13,0 11,3 8,0 128,0 0,59  0,2101
PMMA 3,59 pg/mL? 21
PMMA 7,18 pg/mL* 28

23,5 6,4 4,5 40,5 0,92  0,4132
PMMA 7,18 pg/mL? 19
PMMA 14,36 pg/mL* 28

31,5 4,9 3,5 24,5 0,91  0,1079
PMMA 14,36 pg/ml® 35
PMMA 39,5 pg/mt 37

, 48,0 15,5 11,0 242 0,44  0,0782

PMMA 39,5 pg/mL 59

Por fim foram realizados os ensaios de genotoxieideom as nanoparticulas

poliméricas contendo o PZQ (NP), os resultadoestistrados nas Tabelas 40 e 41.
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Tabela 40 - Efeito das nanoparticulas com PZQ dntasésanguineas humarnas

vitro

Grupos UAT (média) UAT (erro padréo da média)
Sangue 22,0 1,0

DMSO 5% 17,5 2,5

NP* 4,09 pg/mL 14,0 1,0

NP* 8,18 ug/mL 22,0 6,0

NP*16,36 pg/mL 28,5 3,5

NP* 45,0 pg/mL 28,5 6,5

MMS 160 pM 518,0 35,0

*NP = nanoparticulas contendo PZQ

A Tabela 40 mostra o dano ao DNA, expresso comur vaédio de UAT nos dois
ensaios para as quatro concentracoes e para o MMASuM. De acordo com 0s
resultados, verificou-se que o tratamento com aspaticulas contendo PZQ na faixa
de concentracéo de 4,09 a 45,0 pg/mL, nédo indwo dignificativo ao DNA (p>0,05)
em relacdo ao DMSO 5% (Tabela 40). O controle posihduziu efeito genotoxico

bem evidente e significativo (p<0,05) em relacdc@role.
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Tabela 41 — Analises estatistica - Efeito das namimplas em células sanguineas

humanasn vitro

Grupos UAT Média Desvio Erro Variancia Teste F  Testet
Padrdo Padrao

Sangué 23

22,0 1,4 1,0 0,0 - -
Sangué 21
DMSO 5% 20

17,5 3,5 2,5 32,0 - -
DMSO 5% 15
MMS 160 pM 553

518,0 495 350 83232,0 0,04 0,0223
MMS 160 pM 483
NP* 4,09 pg/mL* 13

14,0 1,4 1,0 128,0 0,48  0,1616
NP* 4,09 pg/mL? 15
NP* 8,18 pg/mL 16

22,0 8,5 6,0 40,5 0,50  0,2802
NP* 8,18 pg/mL? 28
NP*16,36 pg/mL 25

28,5 4,9 3,5 24,5 0,79  0,0624
NP*16,36 pg/ml? 32
NP* 45,0 ug/mtt 22

28,5 9,2 6,5 242 0,47  0,1275

35

NP* 45,0 ug/me

Diante dos resultados apresentados para genotad&idatravés do ensaio
Cometa, realizado com o PZQ, o PMMA e as nanopdaic contendo PZQ

encapsulado, indicam que estes materiais ndo rahnzilano ao DNA.
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CAPITULO 6

Conclusoes

Diante dos resultados expostos, algumas conclupdeem ser obtidas. A
primeira delas foi que as reacdes de polimerizggé@o miniemusaon situ foram
adequadas a sintese de nanoparticulas contendoeR@psulado. A conversdo das
reacdes apoOs alguns ajustes conseguiu alcancaiotslidade ficando em torno de
100%. Dessa forma, a incorporacédo de farmacos ida balubilidade aquosa em uma
Unica etapa durante a formacao (sintese) das ndicoes € viavel e bem interessante
as industrias farmacéuticas, desde que o farmgoortsubem as condi¢cdes do meio

reacional.

O praziquantel, farmaco alvo do estudo, quandorpurado nas nanoparticulas
poliméricas ndo apresentaram em nenhumas das emndkslizadas indicios de

interacdo quimica entre o farmaco e o polimero temalo suas propriedades integras.

Diversas receitas foram testadas; entretanto, aspaaiculas com EGDMA
apresentaram uma cinética de liberacdo adequaét,e®d 15 minutos em todas as
faixas de pH testadas, o que ndo ocorreu com disylas que levaram Eudragit E-
100® na sua composicao. As reacOes que néo receldeudragit® nem EGDMA

apresentaram uma cinética de liberacao inferidleasais.

O teor maximo de PZQ que se conseguiu incorpora manoparticulas
poliméricas foi de aproximadamente 12% em relacdoaasa do polimero. O ideal

seriam concentracdes em torno de pelo menos 30%.

As nanoparticulas com farmaco mostraram boa atieiohavitro, mostrando que a
atividade do PZQ permanece inalterada quando o messta encapsulado nas

nanoparticulas, ndo comprometendo a eficiénciaan&co.

O mascaramento do gosto néo foi conseguido comgaties 0 gosto amargo,
caracteristico do PZQ, aparece rapidamente apdatoacom a agua, mostrando que a
reticulacdo do polimero gerou uma boa cinéticaissotlicdo, entretanto permitiu uma

rapida liberacdo do farmaco, o que ndo era desejado
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O estudo de citotoxicidade e genotoxicidade demarash que as nanoparticulas
poliméricas, na auséncia ou presenca do PZQ, n&sayam toxicidade significativa

sendo uma seguranca para a utilizacdo das mesmama&iformulacdo farmacéutica.

Por fim, todas as técnicas de caracterizacdo fadeguadas ao objetivo do

trabalho.
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CAPITULO 7

PERSPECTIVAS FUTURAS

As perspectivas sdo inimeras e muito trabalho gimdeisa ser feito para se
obter de fato um medicamento. Uma das primeiragsagédmexer na reticulacdo do
polimero tentando fazer com que o farmaco demorgaowso mais para ser liberado,
fazendo com que o pd para suspensado ao entrar mi@a@@om a agua permita um
mascaramento de sabor de pelo menos 1 hora, teufipeeste para a degluticdo de
uma crianca. Nesse contexto esta sendo avaliadoutiro veiculo para a suspenséo,
como um veiculo aquoso, que segure um pouco m#isracdo do farmaco, como um
veiculo oleoso por exemplo. Tentativas seréo fegagkém, para se aumentar a taxa de
incorporacdo do farmaco, alternativas ja estdosentlidadas e o objetivo é diminuir a

quantidade de po a ser injerida.

Os ensaiosn vivo serdo repetidos, uma vez que oS mesmos nao fd@am t
conclusivos. Além disso a avaliagdo da farmacoiciaéto PZQ em ratos, a partir das
diferentes nanoparticulas contendo PZQ sera réaliza objetivo é inclusive comparar
as nanoparticulas de liberacdo lenta contra ascplag de dissolucdo rapida. Isso
porque as nanoparticulas de liberacdo retardadenpa@r interessantes e possuem a
vantagem de mascarar por mais tempo o gosto do RZQuestdo dos ensaiosvivo é
fundamental estudar a distribuicdo das nanopaascobs membranas do organismo

através de ensai@s vivo ein vitro.

Por fim, apos todos os ajustes, é o trabalho deeatnde escala¢ale up para

producdo das nanoparticulas em escala indusisghéindustrial.
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