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"Se pude enzergar mais longe,
foi porque me apoiei sobre o
ombro de gigantes."

Isaac Newton
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A esquistossomose é um dos principais problemas de saiude publica do mundo.
Mesmo sendo uma doenca comum em criancas em idade pré-escolar, o tratamento é
realizado por meio de comprimidos do farmaco praziquantel (PZQ), caracterizados
pelo forte sabor amargo. O objetivo principal desta tese é o desenvolvimento de
uma nova formulagao para a administracao oral do PZQ), com uso de microparticulas
inteligentes para o encapsulamento e posterior liberacao do farmaco no organismo.
A técnica de polimerizacao em suspensao foi utilizada para a sintese das
microparticulas poliméricas de PMMA e dos copolimeros P(MMA-co-DEAEMA)
e P(MMA-co-DMAEMA), na presenga do PZQ, tendo obtido tamanhos médios
entre 80 e 400um com elevada eficiéncia de encapsulamento do farmaco (> 90%) e
liberacoes proximas a 100 % apds 1 hora de ensaio, com influéncia significativa do
teor de comonomero e do diametro das particulas sobre a velocidade de liberacao
do farmaco. Além disso, os ensaios in vivo mostraram que as microparticulas
inteligentes atingiram concentracoes plasmaticas superiores ao do PZ(Q puro,

indicando o aumento da biodisponibilidade do PZQ.
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DEVELOPMENT OF SMART POLYMER MICROPARTICLES FOR THE
MODIFIED RELEASE OF PRAZIQUANTEL FOR TREATMENT OF
SCHISTOSOMIASIS
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Schistosomiasis is one of the major public health problems worldwide. Although
this is a common illness in preschool children, the treatment is carried out through
the administration of praziquantel (PZQ) tablets, which are characterized by a
strong bitter taste. The main objective of the present work is the development of a
new PZQ oral formulation, with the use of smart microparticles for the encapsulation
and subsequent release of the drug in the body. The suspension polymerization
technique was used for the synthesis of the polymer microparticles of PMMA and
copolymers P(MMA-co-DEAEMA) and P(MMA-co-DMAEMA), in the presence
of PZQ, having mean diameter between 80 and 400 pm with high encapsulation
efficiencies (> 90 %) and release rates close to 100 % after 1 hour of assay, with
significant influence of the comonomer content and particle diameter on the drug
release rate. In addition, the in vivo tests showed that the smart microparticles
reached plasma concentrations higher than the pure PZQ), indicating the increased

bioavailability of PZQ.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Motivacao

A esquistossomose é¢ uma doenca parasitaria que afeta milhoes de pessoas,
especialmente de baixa renda, sendo considerada um dos principais problemas de
satide publica nos paifses subdesenvolvidos e uma das doencas mais devastadoras
do mundo (BRASIL, 2014). Dados da Organizagdo Mundial da Satude (OMS)
apontam que pelo menos 220 milhdes de pessoas necessitaram de tratamento para a
esquistossomose em 2017, sendo que apenas cerca de 45 % dessas pessoas receberam
o tratamento (OMS, 2019). Ainda de acordo com a OMS, nas areas tropicais e
subtropicais a esquistossomose é considerada a segunda doenca mais importante
em termos socioecondmicos e de saide piblica, superada apenas pela malaria
(OMS, [2019). Essa parasitose ¢ relatada em 74 paises da Africa, Asia e América
do Sul, sendo o Brasil o pais mais afetado no continente americano (CHUAH
et al., |2019). Acredita-se que, no Brasil, aproximadamente 43 milhdes de pessoas
vivem em areas de risco de infeccao, sobretudo nas regidoes Nordeste e Sudeste
(SCHOLTE et al., 2014). Ressalta-se que as criangas sao especialmente vulneraveis
a esquistossomose na idade escolar e sao, por conta da doenca, frequentemente
comprometidas psicologica e intelectualmente (OSAKUNOR et al., 2018).

A esquistossomose é causada pelos vermes do género Schistosoma, caracteristico
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de areas com recursos hidricos precarios, isto é, sem saneamento basico ou com
saneamento inadequado (CIOLI et al, [2014; (COLLEY et al) [2014)). Portanto,
a doenca afeta principalmente as camadas mais pobres e desassistidas da
populacao, sendo por isso uma doenca negligenciada pelos grandes conglomerados
farmacéuticos, que pouco investem no desenvolvimento de solucoes para esse grave
problema. De modo geral, a falta de ampla cobertura dos servicos de satde
e do controle da qualidade dos recursos naturais sao fatores relevantes para a
disseminacao desta parasitose (BRASIL, 2014).

O uso de farmacos anti-helminticos ¢ a estratégia adotada para o controle da
doenca, sendo que o praziquantel (PZQ) é o farmaco de escolha da OMS (OMS]
2019). Essa sele¢ao é baseada na eficicia, seguranga e baixo custo do seu uso (CIOLI
et al.l 2014). Atualmente, o praziquantel é administrado na forma de comprimidos
de 600 mg, sendo necessaria a particao do mesmo para o tratamento das criangas.
Além disso, esse farmaco apresenta um forte sabor amargo, causando a rejeicao por
esses pacientes. Esse fator torna a esquistossomose ainda mais relevante socialmente,
pois as criancas sao mais gravemente acometidas pela doenca e mais dificilmente
tratadas.

Acredita-se que, para tornar o uso do praziquantel mais eficiente e eficaz, uma
formulacdo em suspensdo pode contornar os problemas de ajuste de dosagem (nao
sendo mais necessaria a quebra dos comprimidos) e sabor, garantindo maior adesao
dos pacientes ao tratamento e contribuindo com a melhoria da qualidade de vida
das camadas negligenciadas da populacao. No entanto, embora o cenério atual exija
mudancas e melhorias, ¢ comum entre as doencas negligenciadas que nao haja grande
interesse da industria farmacéutica nesse tema, o que dificulta o desenvolvimento de
novas formulac¢oes (DECIT] [2010).

Tal como ocorre com o praziquantel, recentes estudos mostram que
aproximadamente 70 % dos novos farmacos apresentam baixa solubilidade em agua,
resultando em pobre biodisponibilidade, especialmente nos casos da administracao

oral (KHADKA et al| [2014). Os sistemas de liberagdo modificada constituem



Capitulo I Introducao

alternativas promissoras para solucionar o problema de baixa solubilidade,
oferecendo diversas vantagens, como maiores taxas de absorcao, protecao do farmaco
contra a degradacgao, reducao da administracao do medicamento, maior adesao do
paciente ao tratamento, dentre outras (GRUND et all [2011). Contudo, apesar
de proporcionar diversas vantagens, esses sistemas sao usualmente insensiveis as
mudancas fisiologicas presentes no corpo humano (BAWA et al., 2009).

Dessa forma, uma abordagem avaliada no presente trabalho é o uso de polimeros
inteligentes para o desenvolvimento dos sistemas de liberacao. Quando submetidos
a um estimulo externo, tais polimeros sofrem alteracoes de suas propriedades,
sendo possivel coordenar a liberacao do farmaco no local mais apropriado para
a absor¢do e agao terapéutica, tornando-a mais efetiva (ALMEIDA et al., 2012).
Para este trabalho, as mudancas de pH ao longo do trato gastrointestinal
sao levadas em conta para o desenvolvimento das novas formulagoes, de modo
a tornar a entrega do PZQ mais eficaz (SCHMALJOHANN| 2006). Nesse
contexto, o poli(metacrilato de dietilaminoetila) (PDEAEMA) e poli(metacrilato
de dimetilaminoetila) (PDMAEMA) tém sido usualmente reportados na literatura
como materiais uteis para a formagao de hidrogéis sensiveis ao pH (CHEN et al.l
2017; |LI et all 2019; PIKABEA et al., 2018]), sendo caracterizados, em especifico,
pela ionizagao do grupo amina em pHs acidos, resultando no inchamento das
particulas nessas condicoes fisicas.

Tendo como base as informagoes apresentadas acima, ha forte motivacao e
relevancia para o desenvolvimento de novas formulacoes de praziquantel baseadas
em sistemas de liberacao controlada e que possam ser aplicadas no tratamento da
esquistossomose. Por isso, no presente trabalho é avaliado o uso de microparticulas
poliméricas produzidas via polimerizacdo em suspensao como veiculos para a
liberagao do praziquantel. Diante das vantagens intrinsecas para a aplicacao
pretendida, o uso de polimeros inteligentes ¢ analisado para a formulacao de
particulas que possam ser usadas para o encapsulamento e posterior liberacao do

farmaco.
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1.2 Histérico do grupo de pesquisa

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Engenharia de Polimeros
(EngePol) sendo parte da linha de pesquisa relativa ao uso de polimeros para
aplicagoes biomédicas. De modo geral, o grupo ja apresenta ampla experiéncia
nesse tema, tendo diversas teses/dissertacoes, artigos e patentes publicados.

Nesse contexto, pode-se citar os trabalhos de LORCA| (2012) e [PAIVA| (2015)
que sintetizaram nanoparticulas de PMMA para o encapsulamento in situ de filtros
solares via a técnica de polimerizacao em miniemulsao. Por sua vez, a técnica de
polimerizacdo RAFT em miniemulsdo foi estudada por MOREIRA et al| (2014)
e WAY| (2017) para producdo de nanoparticulas para aplicacoes biomédicas. Por
outro lado, OLIVEIRA et al. (2011) e [PINTO| (2017) sintetizaram microparticulas
poliméricas de casca-nicleo para encapsulamento in situ de farmacos e para
suportes poliméricos para catalisadores enzimaticos, respectivamente. Além disso,
microparticulas de PVAc-co-PMMA foram estudadas para o encapsulamento dos
farmacos doxorrubicina e amoxicilina por (OLIVEIRA et al. (2012b)) e OLIVEIRA
et al.|(2012a).

Em particular para o praziquantel, FONSECA|(2012)) produziram nanoparticulas
poliméricas de PMMA via polimerizacao em miniemulsdo para a liberacao controlada
do PZQ), avaliando a influéncia da presenca do 6leo mineral e do Eudragit, de modo
a mascarar o sabor desagradavel do farmaco em questao. Contudo, os resultados
obtidos mostraram que o mascaramento nao foi satisfatorio tendo rapida liberacao
do PZQ. Por sua vez, |VIEIRA| (2014) utilizaram as microparticulas de PMMA,
produzidas via polimerizacao em suspensao, para liberacao controlada do PZ(Q. No
entanto, os resultados apontaram alta resisténcia difusional impedindo a liberagao
do farmaco.

A originalidade principal do trabalho esta associada ao desenvolvimento de uma
nova formulagdo, em suspensao, para a administracao oral do praziquantel, que

nao apresente o gosto amargo caracteristico do fArmaco e que promova o aumento
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da biodisponibilidade do PZQ), constituindo uma alternativa altamente promissora
em relacao ao atual método de controle da doenca. Dessa forma, o presente
trabalho tem como principal objetivo avaliar o uso de microparticulas poliméricas
inteligentes, produzidas via polimerizacao em suspensao, como veiculos para a
liberagao controlada do praziquantel no organismo. Ressalta-se que pouquissimos
trabalhos sao relatados na literatura voltados para a produgao de microparticulas

inteligentes, confirmando a originalidade do trabalho.

1.3 Proposta

O objetivo principal deste trabalho ¢ o desenvolvimento de um sistema de
liberagao modificada de praziquantel para o tratamento da esquistossomose, baseado
em microparticulas de poli(metacrilato de metila) (PMMA), poli(metacrilato
de dietilaminoetila) (PDEAEMA) e poli(metacrilato de dimetilaminoetila)
(PDMAEMA), que sdo materiais ji amplamente utilizados em outras aplicagoes
biomédicas. Ressalta-se que o ativo a ser estudado é o fairmaco de referéncia para o

tratamento da doenca.

1.3.1 Objetivos especificos

Os objetivos especificos a serem alcancados ao longo do trabalho sao:

e promover o encapsulamento do praziquantel em microparticulas de PMMA

durante as reacoes de polimerizacao em suspensao;

e avaliar o perfil de liberacao do farmaco, investigando a influéncia do diametro

das microparticulas sobre os perfis de liberacao;

e analisar se a presenga de aditivos (solvente e agente reticulante) no meio

reacional pode proporcionar o aumento de eficiéncia da liberacao do farmaco;

e estudar a influéncia do uso de copolimeros inteligentes, & base de

DMAEMA (metacrilato de dimetilaminoetila) e DEAEMA (metacrilato de
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dietilaminoetila), sobre a eficiéncia da libera¢ao do farmaco;

e investigar a influéncia do teor dos comondmeros inteligentes e do diametro das

microparticulas dos copolimeros sobre os perfis de liberacao;

e estudar o escalonamento do sistema de copolimerizacao em reatores de 1 L e

12 L;

e realizar ensaios in wvivo, de modo a comparar a eficiéncia de liberagao
das microparticulas dos copolimeros em relacao as microparticulas e
nanoparticulas de PMMA, ja produzidas pelo grupo de pesquisa como qual

esse trabalho estd associado.

1.4 Estrutura da tese

Essa tese de doutorado esta estruturada em oito capitulos que estao descritos
brevemente nesta secao. Neste capitulo inicial, foi apresentada uma breve introducgao
ao tema, que contém a motivacao principal para a realizacao do trabalho e os
objetivos a serem alcancados neste estudo.

O Capitulo [2| apresenta uma revisao tedrica e bibliografica, destacando as
principais caracteristicas relacionadas a esquistossomose, assim como as limitacoes
do uso do praziquantel. Além disso, sao abordados os principais trabalhos que
tratam de sistemas de liberacao controlada reportados para o farmaco em estudo.
Por fim, é dada énfase & producdao de microparticulas poliméricas obtidas via
polimerizacao em suspensao, assim como ao uso de polimeros inteligentes em
aplicacoes biomédicas.

No Capitulo [3| é descrita a metodologia experimental adotada para a sintese
das microparticulas poliméricas em escala de bancada (minirreator e reator de 1
Litro) e escala piloto (reator de 12 Litros). Sao descritas também as técnicas
de caracterizacao empregadas ao longo do trabalho: andlise da distribuigao de

tamanhos das particulas, eficiéncia de encapsulamento, distribuicdo de massas
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molares, morfologia das particulas, anéalises de viscosidade, analises térmicas
(calorimetria exploratoria diferencial e termogravimetria), analises de difracdo de
raios X, espectroscopia na regiao do infravermelho, ressonancia magnética nuclear,
potencial zeta, angulo de contato e ensaios de dissolucao in vitro.

De modo a facilitar a leitura e o entendimento do trabalho, os resultados
obtidos foram divididos em 3 capitulos. O Capitulo |4 aborda os resultados obtidos
com o uso das microparticulas de PMMA puro ou na presenca de alguns aditivos
selecionados (agente reticulante e solvente) para o encapsulamento de PZQ), sendo
avaliada, também, a eficiéncia de liberacao pelas microparticulas produzidas. O
Capitulo [o|apresenta os resultados obtidos com o uso das microparticulas inteligentes
baseadas nos copolimeros de P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA).
Neste capitulo também é avaliado o processo de encapsulamento de PZ() nessas
particulas inteligentes, assim como a eficiéncia de liberagao em dois pHs diferentes.
Frente aos resultados promissores obtidos, o Capitulo [6] apresenta o estudo do
escalonamento da sintese das particulas inteligentes, em reatores de 1 L e 12 L,
contendo também as etapas caracterizacao dessas microparticulas.

O Capitulo [7] apresenta um estudo com ensaios in vivo, avaliando a liberacao
de PZQ de nanoparticulas de PMMA | microparticulas de PMMA e microparticulas
inteligentes. Desse modo, o objetivo desse capitulo é analisar como os diferentes
tamanhos de particulas afetam a liberacao do farmaco estudado e assim, avaliar se
o uso de particulas inteligentes sao promissoras para a aplicagao pretendida.

No Capitulo [8]sao evidenciadas as principais conclusoes obtidas ao longo da tese
e as perspectivas para a continuagao do trabalho de pesquisa. Em seguida, sao
apresentadas as referéncias bibliograficas consultadas.

Por dltimo, sao apresentados os apéndices, que contém algumas informacoes
adicionais utilizadas ao longo da pesquisa. No Apéndice [A] sdo apresentados os
espectros de absorcao do praziquantel em diferentes meios. No Apéndice |B| constam
os espectros de H-RMN das microparticulas inteligentes, utilizados para a avaliacao

da incorporagao dos comonomeros. O Apéndice [C] apresenta a validagao do método
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de quantificagdo do PZQ via HPLC. No Apéndice [D] consta o parecer técnico da
Comissao de Etica no Uso de Animais, aprovando os ensaios in vivo, presentes no
Capitulo[7l Por fim, o Apéndice [E]lista os trabalhos publicados ao longo do periodo
do doutorado.

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Engenharia de Polimeros
(EngePol) do Programa de Engenharia Quimica da COPPE da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (PEQ/COPPE/UFRJ), tendo a colaboracao de diversos

laboratoérios:

e Laboratorio de Cromatografia e Adsor¢ao (LabCads/UFRJ), para anélises de
HPLC:

e Laboratorio de Farmacia (CCS/UFRJ), para os ensaios de dissolucao e analises

de HPLC;

e Laboratorio Multiusuario de RMN em Solugao (LABRMN-2/UFRJ), para as
andlises de RMN;

e Laboratorio de Microscopia (MetalMat/UFRJ), para as analises de MEV;

e Grupo Interdisciplinar de Fenomenos Interfaciais (GRIFIT/UFRJ), para as

analises de potencial zeta;

e Laboratorio de Apoio Instrumental (LAPIN/UFRJ), para as anélises de DRX
e DSC;

e Laboratorio de Farmacologia (Farmacia/UFF), para a realizacdo dos ensaios

I Vivo;

e Laboratorio de Farmacocinética (FIOCRUZ), para as andlises de HPLC-MS

dos ensaios in vivo.
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Revisao Teoérica e Bibliografica

2.1 Esquistossomose

A esquistossomose (também conhecida como Dbilharziose, xistose, doenca
dos caramujos, barriga d’adgua, dentre outros nomes menos usuais) é uma
doenca infecciosa que afeta mais de 250 milhdes de pessoas ao redor do
mundo, sendo causada pelos vermes do género Schistosoma (CIOLI et al., [2014;
COLLEY et al) 2014). Sabe-se que existem diversas espécies deste parasita,
sendo que as cinco principais espécies que podem infectar os seres humanos
sao S. mansoni (esquistossomose mansonica), S. haematobium (esquistossomose
hematobia, vesical ou urinaria), S. japonicum (esquistossomose japonesa), S.
intercalatum (esquistossomose intestinal, comum nos paises da Africa Central) e
S. mekongi (esquistossomose intestinal, comum no vale do rio Mekongi, no Laos e
Camboja) (KATZ e ALMEIDA| 2003; ROKNI, 2012). Dentre estas espécies, apenas
0 S. mansoni existe nas Américas do Sul e Central.

Acredita-se que esta parasitose originou-se nas bacias do rio Nilo e do Yangtze,
na Africa e na Asia, respectivamente, sendo os ovos do Schistosoma encontrados
nas visceras de mimias egipcias. Com o avanco dos meios de transporte e, por
conseguinte, com os fluxos migratorios, as esquistossomes foram dispersadas para

outros continentes. A insercao da esquistossomose no Brasil, por volta de 1920, se
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deve principalmente ao trafico de escravos oriundos da costa ocidental da Africa.
Inicialmente, a doenga foi disseminada na regiao Nordeste, entre os estados do Rio
Grande do Norte e Bahia. Contudo, com o declinio da producao acucareira no
Nordeste e o intenso fluxo migratoério devido ao inicio do ciclo do ouro e diamante, a
doenca alcancou o estado de Minas Gerais (BRASILL 2014; [NOVAES et al., [1999).
Ao longo do tempo, além destas primeiras dreas endémicas, surgiram focos isolados
no Rio de Janeiro, Espirito Santo, Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul (KATZ e ALMEIDA, 2003).

A esquistossomose ocorre predominantemente em areas sem saneamento bésico
ou com saneamento inadequado, que se caracterizam pela situacao precéaria dos
recursos hidricos, sendo considerada uma das doencas mais disseminadas em relacao
aquelas que sao transmitidas pela dgua. Outros fatores, tao importantes quanto
o saneamento, podem favorecer a disseminacao da esquistossomose, tais como: o
nivel socioecondmico e o grau de educacao e informacao da populacao presente na
regidao (BRASIL, 2014). De modo geral, o territorio brasileiro apresenta condigoes
favoraveis a transmissao da esquistossomose, sendo hoje considerado um grave
problema de saiide publica, sobretudo nas regioes Nordeste e Sudeste do pais
(SCHOLTE et al., [2014).

Dados recentes disponibilizados pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS)
apontam que, em 2017, pelo menos 220 milhoes de pessoas necessitavam de
tratamento preventivo contra a esquistossomose, dos quais 70 % eram criancas em
idade escolar. Por outro lado, os dados indicam que em torno de 102 milhoes de
pessoas receberam o tratamento necessario, o que equivale a uma cobertura global
de, aproximadamente, apenas 45 % dos doentes (OMS|, 2019)). A Figura retrata
a distribuicao da esquistossomose no Brasil, onde atualmente existem relatos de
casos nos estados do Pard, Maranhao, Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro,
Distrito Federal, Mato Grosso, Goids, Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio

Grande do Sul. Acredita-se que, no Brasil, aproximadamente 43 milhGes de pessoas
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vivem em areas de risco de infec¢ao e 7 milhGes de pessoas estao infectadas (FREZZA

et al.l [2015)).

Prevaléncia (%)
W >15

5-15
B <5

] dreaindene

Figura 2.1: Areas endémicas da esquistossomose no Brasil (]SUCEN|, |2006[).

2.1.1 Ciclo de vida do parasita

Como dito anteriormente, a esquistossomose é causada pelos vermes do género
Schistosoma, que se caracterizam pelo dimorfismo sexual distinto entre macho e
féemea. O ciclo de vida deste parasita é complexo, requerendo um hospedeiro
intermediario e outro definitivo vertebrado. Os caracoéis de 4gua doce desempenham

o papel de hospedeiros intermediérios; no entanto, cada parasita Schistosoma esté

11
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vinculado a uma espécie do caracol. Enquanto o parasita S. mansoni é transmitido
pelo caracol da espécie Biomphalaria, os parasitas S. haematobium e S. japonicum
sao transmitidos pelos caracois da espécie Bulinus e Oncomelania, respectivamente
(COON] 2005). Devido a auséncia dos outros hospedeiros intermediarios em nosso
territério, apenas o S. mansoni é encontrado nas Américas do Sul e Central.

No Brasil, os caramujos hospedeiros intermediarios do S. mansoni sao
encontrados em locais de dguas paradas e sem muita correnteza, tais como acudes,
lagos, lagoas, pogos, alagados, brejos, rios, ribeiroes, corregos, valas etc. (SUCEN]
20006).

Como mostrado na Figura[2.2] o ciclo biolégico do parasita consiste nas seguintes
etapas evolutivas: verme adulto (macho e fémea), ovo, miracidio, esporocisto,
cercaria e esquistossomulo (KATZ e ALMEIDA| 2003). O ciclo inicia-se com os
vermes fémeas na fase adulta produzindo ovos fertilizados nos vasos sanguineos que
ligam o intestino ao figado (sistema porta-hepético) do hospedeiro vertebrado. Como
nao apresenta o6rgao copulador, a fémea insere-se no canal ginecéforo do macho e,
uma vez instalada, é facilmente fecundada, iniciando a deposi¢ao dos ovos (COON]|
2005; KATZ e ALMEIDA] 2003)).

Estima-se que o verme adulto possa viver de 3 a 5 anos, podendo chegar a 25
anos, e que cada individuo infectado contenha de 4 a 2.000 vermes (SOUZA et al.,
2011). Cerca de 300 a 400 ovos sao produzidos por dia, sendo depositados nos vasos
capilares do intestino do hospedeiro, onde podem amadurecer, sendo em seguida
eliminados nas fezes (COON| 2005; KATZ e ALMEIDA! [2003). Ao entrarem em
contato com a agua e sob efeitos de temperatura (28 °C), luminosidade intensa e
niveis de oxigenacao da dgua adequados, os ovos liberam larvas ciliadas chamadas de
miracidios, que encontram eventualmente o hospedeiro intermediario, dando inicio
ao ciclo no invertebrado (SOUZA et al., 2011). Nos caramujos, os parasitas sofrem
replicagao assexuada, transformando-se em esporocistos primarios, que geram os
esporocistos secundarios. Estes, por sua vez, dao origem a um nimero consideravel

de cercarias (forma infecciosa para os seres humanos) por reprodugao assexuada
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(COON], 2005; SOUZA et all, 2011).

As cercarias deixam o caramujo a taxas de até 1.500 unidades por dia, por até

18 dias (COON, [2005)). Essas larvas tém apenas um curto periodo de tempo para

encontrar o hospedeiro vertebrado, transformando-se em esquistossomulos (larvas

de maturagdo), que precisam de cerca de 5 a 7 semanas para se tornarem adultos e

iniciarem a oviposi¢ao (COLLEY et all [2014). Completa-se, assim, o ciclo evolutivo

do parasita (Figura [2.2). De modo geral, o ciclo evolutivo se completa em torno de

80 dias, sendo que cerca de 40 dias sao transcorridos no homem e outros 40 dias no

molusco (KATZ e ALMEIDA| 2003; SOUZA et al., 2011]).

sangue

Cercarias Esquistossdmulos

O e

Caracol A

Vermes adultos

Figura 2.2: Ciclo biolégico do parasita S. mansoni (adaptado de GENOME
RESEARCH LIMITED) (2016)).

2.1.2 Sintomas e tratamento da esquistossomose

A fase inicial da doenca, que se inicia apds o contato com as cercarias,
¢ caracterizada pelas manifestacoes alérgicas nos individuos hipersensiveis. Na

fase aguda da esquistossomose mansonica estao presentes os seguintes sintomas:
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nauseas, vomitos, diarreia, febre, dor de cabeca, Sudoreseﬂ asteniaﬂ anorexiaﬁ]
e emagrecimento. Além destes, sao comuns os relatos de tosse e disenteria,
acompanhados de incomodo, distensao ou dores no abdomen e de hipersensibilidade.
Em média, a esquistossomose aguda dura quatro a oito semanas apos o tratamento
especifico (KATZ e ALMEIDA, 2003; SOUZA et al., [2011)).

Sem o devido tratamento, a doenca pode evoluir para a sua forma cronica, que
apresenta dois estagios principais: forma intestinal ou hepato-intestinal e forma
hepatoesplénica (a mais grave). Os sintomas da forma intestinal ou hepato-intestinal
sao dificeis de serem atribuidos & esquistossomose, sendo o diagnostico acidental. Os
sintomas sao em geral nauseas, vomitos, sensagao de plenitude abdominal (estémago
cheio), dores abdominais e surtos diarreicos. A forma hepatoesplénica, além dos
sintomas ja citados, pode apresentar crescimento e endurecimento do figado e do
bago, que podem estar associados com fendmenos hemorragicos (BRASIL, [2014;
KATZ e ALMEIDA| 2003; SOUZA et al., |2011).

Frente a gravidade da esquistossomose, o controle desta doenca ¢ de suma
importancia para as areas endémicas, requerendo as seguintes acoes: diagndstico
precoce e tratamento adequado, controle dos hospedeiros intermediarios, atividades
educativas para a populacao e acoes de saneamento para reducao das condicoes
favoraveis a transmissao (BRASIL, 2014). Contudo, entre os métodos de controle
existentes, a quimioterapia é o tinico que oferece eficiéncia imediata para os milhares
de individuos infectados (ROKNI, 2012; SECOR e COLLEY] [2006]).

Como bem descrito por NOVAES et al.| (1999)), diversos medicamentos ja foram
utilizados para o tratamento da esquistossomose. Em 1918, o tratamento era
realizado com o uso do tartarato de potassio e antimonio, sendo seguido pelo uso
do dimercaptossuccinato de sodio e antiménio e o di-(pirocatecol-2,4-dissulfonato)
de sodio e antimonio. Mais tarde, diante dos efeitos colaterais, os derivados

antimoniais foram substituidos pela lucantona e hicantona, que sao eficazes contra

!Eliminacdo do suor através dos poros da pele.
2Diminuicao ou perda da forga fisica.
3Perda ou diminuicdo acentuada de apetite.
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S. mansoni e o S. haematobium, e pelo niridazol, eficaz contra S. haematobium e o
S. japonicum. Atualmente, o tratamento ocorre com o uso dos farmacos praziquantel
e oxamniquina (BRASIL| 2014). Enquanto a oxamniquina age somente contra o S.
mansoni e, preferencialmente, sobre os vermes machos adultos, o praziquantel age
com eficacia contra outros trematodeos, apresentando atividade farmacolégica muito
superior a da oxamniquina (CIOLI et al., [2014; NOVAES et al., 1999)).

Tendo sua atividade limitada a infeccoes causadas pelo S. mansoni, a
oxamniquina foi amplamente utilizada na América do Sul, onde este parasita esté
presente; por outro lado, em diferentes partes do mundo, a preferéncia é pelo uso do
praziquantel, que é eficaz contra todos os Schistosomas. Esta limitagao geografica
nao incentiva a concorréncia entre os produtores de oxamniquina, o que mantém o
preco inalterado. Em contrapartida, o fen6meno oposto ocorreu com o praziquantel,
que sofreu uma reducdo drastica do pre¢o nos tltimos anos (SECOR e COLLEY)
2006). Dessa forma, o praziquantel tem se tornado o firmaco de escolha para o
tratamento da parasitose em questao (ARAUJO et al., 2008; OMS| [2019; ROKNTI,
2012).

2.2 Praziquantel

No inicio da década de 1970, os laboratorios Merck e Bayer detectaram
que compostos derivados de pirazino-isoquinoleinico (Figura apresentavam
propriedades anti-helminticas. Entre os 400 compostos sintetizados e testados, o
praziquantel (PZQ) foi o escolhido pela atividade farmacologica de amplo espectro.
Em 1977, o praziquantel (inicialmente chamado de “EMBAY 8440”) mostrou-se
promissor nos testes contra trematodeos, cestodeos e infecgoes esquistossomicas,
e nos testes realizados em animais. Posteriormente, em 1978, foram relatados os
primeiros testes em voluntarios humanos com a cooperacao da Organizacao Mundial
de Satde. Estes ensaios, assim como os inimeros testes realizados a posteriori, foram
extremamente bem sucedidos, tornando este fairmaco o medicamento de escolha para

o tratamento da esquistossomose (CIOLI e PICA-MATTOCCIA] 2003; |CIOLI et al.l
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1995). Em resumo, o sucesso do PZQ se deve a eficicia, seguranca e baixos precos

de producao (CIOLI et al., [2014).

e

R

Figura 2.3: Féormula estrutural dos derivados de pirazino-isoquinoleinico.

O praziquantel é 0 derivado de pirazino-isoquinoleinico
apresentado na Figura [2.4] O nome quimico do praziquantel é
2-(Cicloexilcarbonil)-1,2,3,6,7,11,b-hexaidro-4H-pirazino|2,1-alisoquinolin-4-ona,
apresentando massa molar de 312,414 g/mol (ANVISA] 2010).

iy

Figura 2.4: Formula estrutural do praziquantel (*carbono quiral).

O praziquantel é apresentado na forma de um po6 cristalino branco ou quase
branco, sendo estavel sob condigoes normais de armazenamento, com ponto de
fusdo entre 136 e 142 °C (ANVISA| 2010; DOENHOFF et al) 2008). Ademais,
este composto ¢ solivel em alguns solventes organicos, porém apresenta baixa

solubilidade em &4gua (0,4 g/L) (DOENHOFF et al, 2008; [KASIM et al., [2004;
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WATSON; 2009).

Como visto na Figura , o PZQ apresenta um carbono assimétrico (destacado
com um asterisco), sendo normalmente obtido como uma mistura racémica composta
pelos enantiomeros R(-) e S(+), na propor¢ao de 1:1 (MEYER et all 2009).
Contudo, apenas o enantidbmero R apresenta atividade anti-Schistossoma (CIOLI
et al., 1995, DOENHOFF et al., 2008; MEISTER et al., [2014; WATSON, 2009).
De fato, estudos indicam que tratamentos realizados com a mistura racémica
e com apenas o enantibmero ativo obtiveram a mesma atividade; no entanto,
o uso do enantidmero promoveu a reducao dos efeitos colaterais (CIOLI et al.l
1995; IMEISTER et all 2014; WANG et al, 2014). A purificacdo e produgio
do enantidomero ativo puro constituem, no entanto, desafio tecnologico ainda nao

completamente superado.

2.2.1 Mecanismo de acao

Mesmo sendo um farmaco de extrema importancia para o tratamento da
esquistossomose, o praziquantel ainda nao tem seu mecanismo de acao integralmente
esclarecido. De modo geral, os efeitos mais evidentes da agao do PZ(Q) no parasita sao
contragoes musculares e modificagoes na superficie, ambas ocorrendo no intervalo
de alguns segundos (ANDREWS) [1985; (CHAIL [2013; |CIOLI et al., [2014)). Os canais
de Ca™ foram identificados como potenciais alvos da a¢ao do PZQ (DOENHOFF
et al., [2008). Dessa forma, acredita-se que os efeitos citados sejam consequéncia
direta ou indireta do influxo de fons de calcio (Ca™) para o interior do parasita
(DAY et al., 1992).

Estudos realizados por PAX e seus colaboradores (PAX et al., [1978)) mostraram
que, quando os vermes macho do S. mansoni entram em contato com o PZQ),
imediatamente sao submetidos a uma paralisia muscular intensa, acompanhada
de um influxo rapido de ions de calcio, um influxo mais lento de ions de s6dio e
uma diminui¢ao do influxo de fons de potéssio. Esses resultados confirmam a acao

desreguladora na passagem de cations nas membranas plasmaéaticas dos parasitas, o
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que permite a permeabilidade seletiva a certos cations, em especial ao ion calcio.

Como consequéncia do fluxo de ifons de célcio, ocorre o aumento da atividade
muscular, seguida pela contracao e paralisia espatica. Por fim, ocorre o deslocamento
do verme das paredes dos vasos sanguineos, sendo arrastados pela corrente sanguinea
para o interior do figado ou sendo expelidos (CAMPBELL e REW/| |1986).

O praziquantel chama atencao por ser ativo nao sé contra os esquistossomos
adultos, mas também contra as formas imaturas e as cercéarias. No entanto, o farmaco
nao exerce efeito algum nas formas jovens do verme (CIOLI e PICA-MATTOCCIA|
2003). Sabe-se que o PZQ é ativo contra o esquistossomo nos dois primeiros dias apo6s
a infeccao; contudo, apos estes dias, ao longo de um periodo de quatro semanas, os
parasitas perdem a sensibilidade ao farmaco, continuando o desenvolvimento. Apos
decorrido este tempo, os vermes voltam a ser afetados pelo medicamento (HAGAN
et al., 2004).

Esta dependéncia da atividade do farmaco com a idade do verme constitui a
maior limitagao ao tratamento, sendo responsavel pelas suspeitas erroneas de que o
tratamento é falho. Isso ocorre porque qualquer paciente no inicio do tratamento tem
uma certa probabilidade de ter sido infectado nas 3-5 semanas anteriores. Assim,
este paciente contém esquistossomos que nao sao sensiveis ao farmaco e continuam
o amadurecimento, resultando na deposicao dos ovos. A excrecao de ovos pode dar
a impressdo de que o tratamento nao foi eficiente (CIOLI e PICA-MATTOCCIA|
2003; HAGAN et al. 2004). Diante deste problema, sugere-se que o tratamento
seja realizado com duas doses, em um intervalo de trés semanas, e que seja feito

um exame de acompanhamento apdés duas semanas da segunda dose (CIOLI e

PICA-MATTOCCIAL 2003).

2.2.2 Forma farmacéutica e propriedades

O praziquantel pode ser encontrado na forma de comprimidos revestidos de
150, 500 ou 600 mg (FONSECA et al, 2013a)). Este farmaco é comercializado

por diversas empresas, dentre as quais se destacam a Bayer, que disponibiliza o
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medicamento Biltricide®, e a Merck, com os medicamentos Cesol® e Cisticid®

(TRASTULLO et all 2015). No Brasil, o medicamento ¢ fornecido pelo proprio

Ministério da Satde, sendo produzido na FIOCRUZ (Fundagdo Oswaldo Cruz)

(FIOCRUZ, 2018)). No mercado internacional, o medicamento da Bayer de 600 mg

e com 22 mm de comprimento (Figura [2.5)) se destaca, sendo considerado produto

de referéncia internacional.

Figura 2.5: Comprimido de praziquantel produzido pela Bayer.

De acordo com a Organizacao Mundial de Satude, a dose de praziquantel
considerada aceitavel é entre 30 e 60 mg/kg, sendo 40 mg/kg a dose recomendada
(WHO, . Contudo, este tipo de administracao apresenta sérios inconvenientes,
relacionados, especialmente, ao tratamento das criancas. Como a dosagem do
medicamento deve ser ajustada ao peso corporal do paciente, o tratamento é

realizado com um quarto de um comprimido (150 mg) no caso das criancas

(TRASTULLO et al [2015). Vale ressaltar que este processo de partigdo pode

ocasionar variacoes nas dosagens do farmaco, reduzindo assim a eficiéncia do

tratamento (KEISER et al., 2011). Além disso, o tratamento apresenta dificuldades

de aceitagao por parte das criancas, devido ao gosto bastante amargo e caracteristico

do praziquantel (MEYER et al| 2009). Em geral, os comprimidos tentam reduzir

o sabor com o uso de um revestimento. Porém, o processo de particao prejudica a
qualidade e eficiéncia da pelicula, desfazendo o mascaramento do sabor.

Apesar do farmaco apresentar baixa toxicidade, sendo considerado seguro, alguns
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efeitos adversos sao relatados ao longo do tratamento, tais como dores abdominais,

dores de cabeca, tontura, diarreia e nauseas (BARSOUM et al.,|2013). A incidéncia

desses efeitos nos pacientes é de cerca de 10 a 15% (BYGOTT e CHIODINTI, 2009).

No que diz respeito ao metabolismo, o praziquantel apresenta uma
absorcao rapida e eficiente no intestino; porém, a disponibilidade do PZQ
varia consideravelmente entre os pacientes. Por outro lado, sabe-se que a

biodisponibilidade é aumentada quando o farmaco é absorvido com os alimentos

(WATSON], 2009). Por isso, recomenda-se, sempre que possivel, que a administragao

do medicamento seja feita apos as refeicoes.

A concentrac¢do plasmatica méaxima, para uma dose de 40 mg/kg, é de 0,2 a 2
pg/ml, ocorrendo entre 1 e 3 horas apos a administragdo. A meia-vida plasmatica
do PZQ varia usualmente entre 0,8 e 2 horas e a eliminacao ¢ feita através da urina,

atingindo mais de 80 % depois de 4 dias (sendo que 90 % dessa eliminacao ocorre

nas primeiras 24 horas) (BYGOTT e CHIODINI, [2009; OLLIARO et al., [2014)).

2.2.3 Limitacoes

Pelo sistema de classificagao biofarmacéutica (SCB) (Figural2.6)), que adota como
premissa que a solubilidade e a permeabilidade gastrointestinal sao caracteristicas

especificas do farmaco, o praziquantel é considerado um farmaco de classe II; ou

seja, caracteriza-se pela alta permeabilidade e baixa solubilidade em dgua (AMIDON

et all |1995; LINDENBERG et all 2004).

Solubilidade (S)
g F=
% Elevada S Baixa S
g Elevada P Elevada P
E
©
v
E Elevada S Baixa S
Ky Baixa P Baixa P

Figura 2.6: Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB).
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Além disso, a forma farmacéutica a ser utilizada exerce grande influéncia sobre a
absorcao dos farmacos, afetando a biodisponibilidade. De modo geral, os farmacos
devem estar dissolvidos nos fluidos gastrointestinais antes de serem absorvidos.
Assim, quanto maior for o nimero de etapas entre a administracao e a dissolucao do
farmaco, maior sera a dificuldade para absorcao, reduzindo a biodisponibilidade do
farmaco. Sabe-se que a biodisponibilidade de um farmaco tende a ser reduzida de
acordo com as seguintes formas farmacéuticas: solucao aquosa > suspensao aquosa >
formas farmacéuticas solidas (pos, capsulas, comprimidos, comprimidos revestidos)
(BONAMICT, [2009)).

Os comprimidos, que sao a principal forma farmacéutica para o praziquantel,
podem apresentar maiores problemas com relagao a biodisponibilidade do farmaco.
Nesse sentido, fica clara a necessidade de pesquisas que visem aumentar
a solubilidade deste farmaco em Aagua e, assim, evitar os problemas nas
formulagoes farmacéuticas, como o gosto amargo, assim como os problemas de

biodisponibilidade.

2.3 Sistemas de liberacao modificada

A solubilidade dos farmacos, independentemente da forma de administracao,
representa um grande desafio para o desenvolvimento de novos produtos
farmacéuticos (FONSECA et al.l 2013a; [KOCBEK et al., 2006). A quantidade de
farmacos insoliiveis ou pouco soliveis em agua tem aumentado ao longo dos tultimos
anos, representando hoje cerca de 70 % entre os novos farmacos (KHADKA et al.,
2014). Para melhorar a taxa e a extensdao de absorcao desses farmacos, o uso de
nanoparticulas soélidas lipidicas, nanocristais, nanossuspensoes, dispersoes soélidas,
emulsoes, microemulsoes, nanoemulsoes, ciclodextrinas, lipossomas e a reducao do
tamanho das particulas sao comumente relatados como alternativas para contornar
o problema de baixa solubilidade (AGRAWAL et al., 2015; FAHR e LIU| 2007)).

Como mostrado na Figura[2.7] as formulages convencionais caracterizam-se pela

dificuldade em manter a dose terapéutica durante periodos de tempo prolongados,
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requerendo varias doses para obter o efeito final desejado. Em contrapartida, os
sistemas de liberacao modificada podem liberar o farmaco em um local especifico,
prolongando o tempo de atuac¢ao no organismo e mantendo o nivel do farmaco na
faixa terapéutica para o tratamento (KIM et al., [2009)).

Entre as vantagens oferecidas por estes sistemas, pode-se citar a melhora nas
taxas de absorcdo, as concentragdes mais uniformes do firmaco no organismo (dentro
da faixa terapéutica durante um periodo de tempo mais longo), a prote¢ao do
farmaco contra a degradacao, a entrega a sitios especificos, a redugao da quantidade
requerida para a administracao do medicamento, a maior adesao do paciente e a

reducao dos custos do tratamento (GRUND et al., [2011).

Formulacio Convencional Liberacio Controlada
Intravenosa
Oral
Faixa

{erapéutica

no plasma

Concentragdes do fairmaco

* Tempo Tempo

Administracdo Administragio

Figura 2.7: Comparacao entre a administragao convencional e a liberacao controlada
de farmacos (adaptado de |[KIM et al.| (2009)).

De modo geral, os sistemas de liberacao modificada representam as formulacoes
em que a liberacao do farmaco é modulada para fins terapéuticos, melhorando o
desempenho final e aumentando a adesao do paciente como ja discutido. De acordo
com a modificacao, os sistemas de liberacao podem ocorrer de forma prolongada,
retardada, repetida, sustentada ou controlada (PEZZINT et al.l 2007).

Os sistemas de liberagao prolongada sao caracterizados pela administracao em
duas doses, em que a dose inicial é responsavel pela liberacao do farmaco, garantindo
o efeito farmacologico, sem causar danos ao organismo; e a segunda dose (dose

de manutenc¢do), responséavel pela liberagdo gradual do farmaco, prolongando seu
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efeito. Por sua vez, os sistemas de liberacao retardada caracterizam-se pelo atraso
existente entre a administracao e a deteccao do farmaco na correte sanguinea, sendo
usado principalmente quando se deseja proteger o fairmaco das condigoes acidas do
estomago (BRUSCHI, 2015)).

Ja os sistemas de liberacao repetida possibilitam a manutencao do efeito
farmacolégico do farmaco, tendo liberagao de doses a cada 4-6 horas, sendo indicado
para farmacos que requerem doses baixas e cuja excrecao ¢é rapida. Por outro lado,
os sistemas de liberacao sustentada garantem o efeito terapéutico do farmaco por
um longo periodo de tempo (dias) apos uma tnica dose, garantindo a liberacao
gradual e continua do firmaco no organismo (NATARAJAN et al., |2014). Por fim,
os sistemas de liberacao controlada permitem a liberacao do farmaco de acordo com
um padrao cinético previsivel, de modo que a liberacao ocorre em taxas constantes
ao longo do tempo (DESHPANDE et al., 1996).

Nesse contexto, para aumentar a solubilidade e a biodisponibilidade do PZQ),
diversos trabalhos tém utilizado variados sistemas de liberacao controlada como
estratégia para o desenvolvimento de novas formulagoes para o tratamento da
esquistossomose, estando descritos a seguir e resumidos na Tabela [2.1]

AMMAR et al| (1994) utilizaram lipossomas de misturas lipidicas de
L-a-dipalmitoilfosfatidilcolina e colesterol para encapsular o praziquantel e,
assim, aumentar a atividade anti-schistosoma. Os testes in vitro realizados em
camundongos mostraram que, apds 24 horas de ensaio para farmaco puro, apenas
0,02 % do PZQ total ficam retidos no figado. Por outro lado, as formulacoes
lipossomais, que, apesar de proporcionarem uma eficiéncia de encapsulamento
maxima de apenas 19,1 %, promoveram retencao de, aproximadamente, 50 % do
PZQ apds o mesmo intervalo de tempo. Esta quantidade éfoi reduzida ao longo do
tempo, atingindo 0,25 % apos 7 dias de ensaio. Os autores ainda mostraram que o
uso dos lipossomas resultou no aumento da taxa de sobrevivéncia dos camundongos,
assim como na reducao significativa dos parasitas, comprovando a agao profilatica

da formulacdo. Resultados similares foram encontrados por MOURAO et al| (2005)
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e FREZZA et al. (2013)).

Tabela 2.1: Resumo dos artigos que utilizam sistemas de liberacao para o PZQ.

Sistema de Teor i Liberacgao Ensaios A .
encapsulamento de PZQ* EE in vitro n vivo Referéncia
Aumento do tempo de
residéncia do farmaco;
aumento da taxa de
Lipossomas - ~19% - sobrevivéncia dos AMMAR et al.|(1994
camundongos;
redugao significativa
dos parasitas.
94 a 74 %
Ciclodextrinas 36 2 48 % 75a12% apos . BECKET et al.| (1999
(m/m) :
30 minutos
Ciclodextrinas 20 a 50 % 48a 11,5 % - - MARAGOS et al.|{(2009
(base molar)
Aumento da eficacia
Ciclodextrinas 50 % 37 % : do tratamento DE JESUS ef al.| (2010
(base molar) em camundongos
infectados
. T 45a5 %
Dispersoes solidas 10 a 100 % - apos § EL-ARINI e LEUENBERGER/ (1998
de PVP (m/m)
10 horas
o 6e20 %
Nanoparticulas 10 e 30 % 82 + 5% apos . MAINARDES e EVANGELISTA| (2005
de PLGA (m/m)
24 horas
67,5 a7 %
Implantes de PCL 6.25 a 50 % ~ 100 % apos - CHENG et al.| (2009
(m/m) o
365 dias
Implantes de ~ 90 % concI:rllz?:gées
0 N .
PEG/PCL 50 % (m/m) ~100 % apos plasméticas CHENG et al.|(2010
7 semanas h
apos 6 semanas
Aumento da
Nanoparticulas de ) biodisponibilidade
6leo de ricino 20 % (m/m) 62,17 £ 6,53 % 62,24 (7.0 apos e do tempo de XIE et al.|(2010
. 7 dias A
hidrogenado residéncia
do farmaco
Granulos de PEG: 20 % apos
PEG 400 o 1 hora;
ot Poloxamer 10 % m/m ~ 11% Poloxamer: 34 % - PASSERINI et al.| (2006
188 apos 1 hora
Microparticulas 30 %
lipidicas de o fn m 0 7a34% 60 % apos 1 hora y PASSERINI et al.| (2006
Gelucire®

* Em relagao a carga organica.
* EE: Eficiéncia de encapsulamento.
- Nao mencionado ou nao realizado.
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Tabela 2.1: Continuacao.

Sistema de Teor Liberagao Ensaios

L a .
encapsulamento de PZQ* EE n vitro in vivo Referéncia
45 % e 85 %
Nanoesferas 5al1l4 % o apos ]
de MMA/HEMA (base molar) 69-98 % 1diaempH12e ) MOUSTAFA et al.|(2013)
pH 7,4
Microparticulas de 30299 %
PH]_{)’ Eudragic | 257 (m/m) 52278 % ap6s - BAZZO et al.|(2013)
& 10 min
PMMA: 13 %
o o apos 30 rr}in;
Nﬁf%ﬁf” 3(il}ilf 752100 %  PMMA-+Oleo - FONSECA et al.|(2013b)
’ Mineral: 65-70 %
apo6s 30 min
Promovem a
contratura
Nanoparticulas de 122 17 % 90-100 % dos vermes
PMMA-Eudragit- (/) ¢ 90 % (pH 1,2 e pH 6,8) apos 1 hora, FONSECA et al.|(2013a)
EGDMA apos 3 horas sendo observado

uma alta taxa
de mortalidade

* Em relacao a carga orgéanica.
* EE: Eficiéncia de encapsulamento.
- Nao mencionado ou nao realizado.

As ciclodextrinas tém sido amplamente estudadas como excipientes
farmacéuticos, tendo como principal aplicacdo o aumento da solubilidade,
estabilidade e biodisponibilidade de farmacos (LOFTSSON e BREWSTER]
1996). BECKET et al| (1999) demonstraram, com auxilio de isotermas de
solubilidade, que o PZQ tem a solubilidade aumentada quando interage com
ciclodextrinas. Além disso, os perfis de liberacdo a partir das ciclodextrinas
foram evidentemente melhores, quando comparados ao farmaco puro. Quanto
ao comportamento biofarmacéutico do PZ(Q) apés a inclusao em ciclodextrinas,
MARAGOS et al| (2009) mostraram que o PZQ passa a se comportar como um
farmaco de classe I no sistema SCB, quando encapsulado em [-ciclodextrinas e
hidroxipropil-3-ciclodextrinas. Os autores observaram que a dose farmacéutica é
um parametro importante neste estudo, sendo que apenas nas doses de 150 mg o

farmaco teve o aumento da solubilidade independentemente do volume (250 ou 500
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mL) de 4gua utilizado para os ensaios in vitro. Nos testes com as doses de 600 mg,
o PZQ comportou-se como classe I apenas quando foram utilizados 500 mL de dgua
nos ensaios. Com base no trabalho de Becket e seus colaboradores, DE JESUS et al.
(2010) avaliaram a eficicia destes complexos em camundongos infectados com S.
mansoni. Os resultados obtidos mostraram que a eficicia do tratamento aumentou
quando os camundongos foram tratados com PZQ em [-ciclodextrinas (99 %), em
comparacao ao PZQ puro (59%), ficando nitida a melhora na biodisponibilidade do
farmaco.

EL-ARINI e LEUENBERGER/ (1998) investigaram o uso de dispersoes solidas
de poli(vinilpirrolidona) (PVP) com PZQ para promover o aumento de solubilidade
do farmaco. Sabe-se que o PVP é um polimero hidrossolavel amplamente utilizado
para o aumento da solubilidade e da taxa de dissolucao de farmacos pouco solaveis.
Ao comparar os dados de dissolucao dos sistemas PZQ-PVP com as misturas
fisicas destes componentes e com o PZQ) puro, os autores observaram um aumento
significativo na taxa de dissolucao nas dispersoes solidas com carga de PZ(Q inferior a
40 % (m/m). Assim, os autores acreditam que, em concentragoes reduzidas de PVP, o
complexo de PZQ-PVP ¢ formado somente em pequenas extensoes, sendo recobertos
pelo PZQ), resultando em uma taxa de dissolucdo mais baixa. Em concentracoes mais
elevadas de PVP, o complexo PZQ-PVP é considerado uma espécie quimica tnica,
tendo propriedades diferenciadas. Resultados similares foram encontrados por [DE
LA TORRE et al.|(1999).

O poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) é um polimero biodegradavel e
biocompativel, ja4 bastante utilizado para a formulagao de sistemas de liberacao
controlada de farmacos. MAINARDES e EVANGELISTA| (2005) desenvolveram
nanoparticulas de PLGA, preparadas via técnica de emulsdao e evaporacdo do
solvente, para o encapsulamento do PZQ, de modo a promover a liberagao
controlada. As nanoparticulas foram preparadas com 10 e 30 % (m/m) de PZQ
em relacdo ao polimero, e apresentaram eficiéncias de encapsulamento de 82 + 5 %.

Os ensaios de liberagao mostraram que, enquanto o farmaco puro atingia liberacao
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total em, aproximadamente, 2 horas, as nanoparticulas de PLGA contendo 10 e 30
% de PZQ liberaram 6 e 20 % do farmaco, respectivamente, apos 24 horas de ensaio.
Os autores observaram que a cinética de liberagao do PZQ foi governada pelo teor
inicial, sendo que quanto maior era a carga no sistema, mais rapida era a liberacao
do farmaco.

CHENG et al.| (2009) produziram, por meio da técnica de moldagem por injecao,
implantes de liberagao controlada de poli(e-caprolactona) (PCL) carregados com
PZQ. Os implantes foram preparados a partir da mistura do farmaco puro ao
polimero PCL fundido, trabalhando em diferentes propor¢oes (PZQ:PCL 1:15, 1:7,
1:3 e 1:1, m/m). Os ensaios in vitro de libera¢ao mostraram que o processo pode ser
dividido em duas etapas: a liberacao inicial rapida e brusca, sendo seguida por uma
etapa de liberacao prolongada. Ao contrario do que foi observado no trabalho de
MAINARDES e EVANGELISTA| (2005)), a liberagao nos implantes parece nao ter
sofrido influéncia significativa do teor inicial de PZ(Q, de modo que todos os implantes
liberaram cerca de 70 % do farmaco apés 365 dias. Os autores observaram, ainda, a
presenca de duas zonas de coloragoes distintas nas secoes transversais dos implantes:
uma, rosa interna rica em PZ(Q) e uma branca periférica pobre em PZ(Q). Mostraram,
assim, que a liberagao ocorre por meio da difusdo gradual, comecando a partir do
exterior para o interior dos implantes.

Dando continuidade ao trabalho, \CHENG et al| (2010) avaliaram o
uso de implantes formados a partir de misturas poliméricas de poli(etileno
glicol) /poli(e-caprolactona) (PEG/PCL). Os resultados obtidos mostraram que
baixos teores de PEG facilitaram a dissolucao do PZQ, porém sem um efeito
significativo na taxa de liberagao. Por outro lado, maiores teores de PEG (entre
10 e 30 %) levaram & formacao de poros e canais interconectados, resultando em
uma liberacao mais rapida do PZQ. Os testes in vivo realizados apos a implantagao
no tecido subcutaneo dos camundongos mostraram uma liberagao mais lenta do que
nos testes in wvitro; porém, ainda assim, o fairmaco atingiu concentracoes elevadas

apo6s um periodo de 6 semanas.
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As nanoparticulas lipidicas solidas tém ganhado atencdo entre os sistemas de
liberagao controlada por apresentarem boa biocompatibilidade e biodegradabilidade
e alta biodisponibilidade. XIE et al.| (2010) desenvolveram nanoparticulas lipidicas
de 6leo de ricino hidrogenado, carregadas com PZQ, por meio da técnica de
homogeneizagdo a quente e pelo método de ultrassom. As nanoparticulas foram
preparadas com 20 % (m/m) de PZQ e obtiveram eficiéncia de encapsulamento
de 62,17 £ 6,53 %. Os ensaios in vitro mostraram comportamento semelhantes ao
apresentado por CHENG et al.|(2009), exibindo uma liberagdo rapida nas 2 primeiras
horas de 21,27 % do PZQ e, em seguida, apresentando um perfil de liberacao
controlada, atingindo uma liberacdo de 62,24 % apods 7 dias. Os ensaios in vivo,
realizados em camundongos, confirmaram o aumento da biodisponibilidade pelo uso
das nanoparticulas lipidicas. Os resultados indicaram que o tempo de residéncia do
farmaco aumentou de 7,6, 6,6 e 8,2 para 95,9, 151,6 e 48,2 horas ap6s a administracao
oral, subcutanea e intramuscular, respectivamente. FEsses resultados podem ser
explicados, principalmente, pelo reduzido tamanho das particulas (344,0+£15,1 nm),
que favorece a bioadesao no trato gastrointestinal e o aumento da permeabilidade da
membrana intestinal. Testes realizados nos parasitas S. mansoni por SOUZA et al.
(2014) mostraram que as nanoparticulas lipidicas, sem conter PZQ encapsulado,
podem causar contragoes e danos internos nos parasitas, causando a morte dos
vermes em menos tempo do que no caso da administracao do farmaco puro.
Resultados similares foram encontrados quando se tem o PZQ) encapsulado nas
nanoparticulas lipidicas.

PASSERINI et al.| (2006) avaliaram a incorporagao do PZQ em granulos por meio
da técnica de granulacao fundida (melt granulation) e em microparticulas lipidicas
por meio da técnica de congelamento em spray (spray congealing) para melhorar a
taxa de dissolucao do farmaco. Essas técnicas se destacam por nao fazerem uso de
solventes organicos e por serem de facil escalonamento, rapidas, de baixo custo e,
portanto, de facil aplicabilidade industrial. Os granulos foram produzidos usando

PEG 400 (poli(etileno glicol)) ou Poloxamer 188 (copolimero em bloco de oOxido
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de etileno e propileno) com 10 % em massa do PZQ. As microparticulas foram
produzidas com o uso do Gelucire® 50/13 (Polioxilglicerideo), variando o teor de
PZQ (5, 10, 20, e 30 % m/m). Os resultados obtidos pelo grupo mostraram que o
uso do PEG 400 nao promoveu uma diferenga significativa na taxa de dissolucao em
relacao ao farmaco puro, tendo liberado 20 % do PZQ em 1 hora em comparagao com
15 % de liberacao quando se tem o PZQ puro. Além disso, os autores observaram que
o tamanho do granulo nao exerceu influéncia na dissolucao do PZQ), sendo os perfis
de dissolucao, para diferentes tamanhos, quase sobreponiveis. Por sua vez, o uso do
Poloxamer 188 resultou em uma liberacao de 35 a 40 % do fArmaco apés 1 hora de
ensaio. No que diz respeito as microparticulas, todas apresentaram melhora na taxa
de dissolucao do farmaco em relacao ao farmaco puro. No entanto, o aumento do
teor de PZQ (20 e 30 %) reduziu consideravelmente a taxa de dissolugao do farmaco.
Em especial, o teor de 10 % promoveu os melhores resultados em relagdo ao PZQ
puro, atingindo 20 % e 60 % de farmaco dissolvido apos 10 minutos e 1 hora de
ensaio, respectivamente.

MOUSTAFA et al| (2013) sintetizaram nanoesferas do copolimero a base de
metacrilato de metila e metacrilato de 2-hidroxietila (MMA/HEMA) com auxilio
da técnica de polimerizacao em microemulsao diferencial, para encapsular fArmacos
hidrofilicos (varfarina sodica) e lipofilicos (ibuprofeno e praziquantel). A influéncia
do teor de HEMA (MMA/HEMA: 90/10, 70,/30 ou 50/50 m/m) e do teor do farmaco
(monomero:farmaco 20:1, 10:1 ou 6:1 m/m) sobre a eficiéncia de encapsulamento e
os ensaios de liberacao foi avaliada. Os resultados mostraram que a eficiéncia de
encapsulamento é influenciada pela razao entre os monomeros, pela caracteristica do
farmaco e pela razao entre os monomeros e o farmaco. De modo geral, os farmacos
varfarina sédica e ibuprofeno apresentaram maiores eficiéncias de encapsulamento
do que o praziquantel, por conta da alta lipofilicidade; no entanto, ao utilizar a
razao mondmero:farmaco de 6:1 m/m, as eficiéncias mantiveram-se elevadas (95-98
%) para todos os farmacos. Em relacao aos ensaios de liberagao, as nanoesferas

de MMA /HEMA-50/50 apresentaram liberacdo mais rapida do que aquelas com
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outras composi¢oes dos mondémeros para todos os farmacos em estudo, o que esta
relacionado ao aumento da hidrofilicidade, por conta do monémero HEMA. No que
diz respeito ao praziquantel, a nanoparticula MMA /HEMA-50/50 promove uma
liberacao total de 45 % e 85 % de PZQ apo6s 4 horas em pH 1,2 e em pH 7.4,
respectivamente. Por fim, os autores observaram que a liberagao foi mais rapida
quando o teor de farmaco aumentou em relacao ao mondmero, o que pode ser
explicado pelo menor conteiido da matriz polimérica nas nanoesferas, facilitando
a dissolucao do farmaco.

BAZZO et al| (2013) produziram microparticulas de poli(3-hidroxibutirato)
(PHB) e Eudragit® E (copolimero a base de metacrilato de dimetilaminoetila,
metacrilato de butila e metacrilato de metila) por meio da técnica de emulsdo
6leo em agua (O/A) e evaporagao do solvente, para estudar a influéncia do tipo
e da razdo entre os polimeros (PHB/Eudragit® E: 100/0, 50/50, 25/75 m/m)
na dissolucao do praziquantel. Os resultados mostraram que o aumento do teor
de Eudragit® E tornou a superficie das microparticulas mais porosas; porém,
ocasionando a reducao da eficiéncia de encapsulamento, atingindo 52,21 + 8,27
% em comparacao com a primeira formulacao, que resultou em 78,01 4 14,94 %. Os
perfis de liberagdo mostraram que as razdes de 100/0 e 50/50 entre os polimeros ndo
promoveram um aumento consideravel da liberagao do farmaco em relacao ao PZQ
puro. Por outro lado, as microparticulas produzidas com maior teor de Eudragit®
E atingiram, aproximadamente, 99 % de liberacao apds 10 minutos de ensaio, muito
provavelmente devido a presenca de poros de grande didmetro na superficie das
microesferas.

FONSECA et al| (2013b) sintetizaram nanoparticulas poliméricas de
poli(metacrilato de metila) (PMMA) por meio do processo de polimerizacao em
miniemulsao, tendo sido feita a incorporacao in situ do PZQ. O grupo ainda avaliou
a influéncia do mecanismo de agitagao, comparando o uso do Ultraturrax e do
homogeneizador de alta pressao para realizar as dispersoes. Frente a variadas

condigoes experimentais, foi observado que a incorporacao do farmaco nao afetou as
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taxas da reacoes de polimerizacao; no entanto, os autores sugeriram que 0 mesmo
atua como um agente de transferéncia de cadeia, modificando a distribuicao de
massas molares do polimero final. Os resultados mostraram também que o uso
do homogeneizador de alta pressao proporcionou maior estabilidade e elevadas
eficiéncias de encapsulacdo (proximas a 100 %). Os ensaios de libera¢ao apontaram
que as nanoparticulas promoveram uma liberacdo de apenas 13 % depois 30
minutos de ensaio. Em contrapartida, nas formulacoes contendo 6leo mineral como
co-estabilizador, as nanoparticulas atingiram 65-70 % de liberagdo apds o mesmo
intervalo de tempo, sugerindo que 6leo promoveu a formacao de nanoesferas mais
porosas e facilitou a liberagao do farmaco.

Dando continuidade ao trabalho, FONSECA et al.| (2013a) avaliaram o uso do
Eudragit® E100 e do agente reticulante dimetacrilato de etileno glicol (EGDMA) no
incremento da taxa de dissolugao do PZQ). Os resultados mostraram que o farmaco
era rapidamente liberado (90-100 %) tanto em pH 1,2 quanto no pH 6,8, alcangando
concentragoes proximas aquelas atingidas pelos comprimidos de praziquantel de 600
mg. Os ensaios in vitro realizados por meio de ensaio direto em vermes mostraram
que as nanoparticulas com PZQ promoveram a contratura dos vermes apés 1 hora de
ensaio, levando a resultados semelhantes aos obtidos nos ensaios realizados com os
comprimidos de PZQ). Os ensaios in vivo confirmaram a atividade das nanoparticulas
com PZQ), observando-se uma taxa de mortalidade dos vermes extremamente alta.

Em suma, é importante observar que entre os trabalhos supracitados sao poucos
os que reportam altas eficiéncias de encapsulamento (> 80 %) em conjunto com
altas eficiéncias de liberacao. De fato, como apresentado na Tabela os sistemas
baseados em nanoparticulas poliméricas apresentaram os melhores desempenhos
nesse quesito, o que pode estar relacionado com a melhor interacao com o farmaco,
juntamente com os menores tamanhos de particulas, que promovem maiores taxas
de liberacao do farmaco. Além disso, de modo geral, a avaliagao da influéncia do
pH sobre a liberacao do PZQ foi muito pouco estudada nos trabalhos encontrados

na literatura, nao tendo sido o pH considerado como uma variavel importante para
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o processo. Por fim, ressalta-se, também, que a anélise in vivo, seja diretamente nos
vermes Schistosoma ou em animais infectados, foi moderadamente avaliada, apesar
da importancia de investigar a atividade do PZQ ap6s o encapsulamento e posterior

liberacao.

2.4 Microencapsulacao

As técnicas de microencapsulacao englobam um conjunto de técnicas que
permitem o desenvolvimento de formulacoes em que um determinado material
é encapsulado ou revestido por um sistema fisico. Nesse caso, a liberacao do
material encapsulado pode ser modificada para atuar em um local especifico, por
um determinado intervalo de tempo e a uma velocidade especifica. As substancias
a serem encapsuladas, também chamadas de principios ativos, apresentam-se
usualmente no estado liquido ou sélido, mas também pode ser um gas, podendo
ser encapsuladas sozinhas ou em combinagao com outros ativos (JYOTHI et al.,
2010).

A técnica de microencapsulagao foi inicialmente utilizada na década de 1930
para o encapsulamento de gelatina em microcapsulas pela técnica de coacervagao;
porém, somente em 1954 ocorreu a primeira aplicacao em grande escala dessa técnica
(CARVALHO et al., [2016)). A empresa norte americana National Cash Register foi
a responsavel por sintetizar, também com auxilio da técnica de coacervacao, um
papel de copia sem carbono que continha uma fina camada de microparticulas de
tinta, com diametro de 1 a 10 pm. Ao aplicar pressao com a ponta do lapis na
superficie do papel, as microparticulas se rompiam, liberando o pigmento. Ao entrar
em contato direto com o revestimento acido da superficie frontal da segunda via,
o papel mudava de cor, permitindo a obtengao da copia (CAMPOS et al.| 2013;
SUAVE et al., 2006]). O sucesso deste produto revolucionério estimulou as pesquisas
da microencapsulagao, promovendo o avanco das aplicacoes em diversas areas.

Em 1970, Holliday e colaboradores foram pioneiros no uso das microparticulas

na indastria farmacéutica, ao patentearem uma formulacao de administragao oral

32



Capitulo II Revisao Teorica e Bibliografica

de acido acetilsalicilico encapsulado em um revestimento fino continuo de acetato
de celulose. Essas microparticulas proporcionaram a liberacao gradual do acido
acetilsalicilico por um mecanismo de difusao durante um periodo de 4 horas e
ofereceram 8 horas de alivio analgésico. O encapsulamento do ativo foi utilizado
também com o intuito de reduzir o efeito irritante géstrico, a frequéncia de
administracao e, por consequéncia, melhorar a adesao do paciente ao tratamento
(HOLLIDAY et all 1970).

Atualmente, existem intmeras possibilidades de uso da microencapsulacao
como técnica para obtencao de produtos com alto valor agregado, sendo por
isso empregada nas mais variadas areas, tais como nas areas alimenticia, téxtil,
farmaceéutica, cosmética e agroquimica (CARVALHO et al. [2016). O uso da técnica
na industria farmacéutica pode ser explicado por diversas caracteristicas adequadas

para essa area, tais como (CAMPOS et al., [2013; SILVA et al., [2003):

(i) permitir a liberagao controlada dos materiais encapsulados, protegendo-os da
degradacao (promovida por umidade, luz, calor e/ou oxidagao) e garantindo

uma vida util melhorada;

(ii) permitir o mascaramento das propriedades organolépticas dos materiais

encapsulados, tais como a cor, o gosto e o odor;
(iii) resultar no melhoramento das caracteristicas de escoamento do po;
(iv) auxiliar na dispersdo em meios aquosos de substancias insoltveis em agua;

(v) reduzir ou eliminar a irritagdo géstrica ou efeitos secundarios oriundos de

alguns farmacos.

Diante das vantagens desta tecnologia, diversos produtos farmacéuticos
microencapsulados ja podem ser encontrados no mercado, como mostrado na Tabela

2.2
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Tabela 2.2: Exemplos de produtos disponiveis no mercado e que utilizam a técnica
de microencapsulacao.

Produto Ativo Empresa Indicacao
Micro-K® o , , ,
ExtenCaps® Cloreto de potéssio KV Pharmaceutical Hipocalemiall
. . T i
Fortovase® Saquinavir Roche ratamento de pacientes

adultos infectados pelo HIV

Tratamento

. TM . . . .
Tagravit Vitaminas A, E e F Tagra Biotechnologies antienvelhecimento

Parlodel LAR ™ Bromocriptina Novartis Doen.(;a de
Parkinson
SunCaps™ Filtros Solares Tagra Biotechnologies Protecao solar
.. T
Vivitrol™ Naltrexona Alkermes rataAm eptq cor}tlja
dependéncia a opioides
Lupron Depot® Leuprorrelina AbbVie Tratamento do cancer

de prostata

2.4.1 Microparticulas poliméricas

De modo geral, a classe das microparticulas compreende as particulas de tamanho
entre 1 e 1.000 ym. A depender da estrutura, as microparticulas poliméricas podem
ser subdivididas em microcapsulas e microesferas (Figura. As microcapsulas sao
formadas por um ntcleo recoberto por uma parede polimérica rigida, de espessura
variavel, em que o ativo pode estar adsorvido na parede polimérica ou dissolvido no
nicleo. Por outro lado, as microesferas sao constituidas por uma matriz polimérica
na qual o ativo pode estar adsorvido na superficie ou dissolvido na matriz (SINGH

et al., 2010).

4Baixo nivel do eletrélito potassio no sangue.
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Ativo encapsulado Matriz polimérica

Ndcleo

Microesfera Microcdpsula

Figura 2.8: Representacdo das microesferas e microcapsulas poliméricas (ativo
dissolvido no nicleo (A) ou adsorvido na parede polimérica (B)).

No que diz respeito aos sistemas de liberacao de farmacos, as microparticulas
mostram-se adequadas para administracao oral, intravenosa ou parenteral. Ademais,
por conta do pequeno tamanho, os farmacos podem ser amplamente distribuidos no

trato gastrointestinal, aumentando a absorcao dos mesmos e, por consequéncia, a

eficiéncia do tratamento (BRUSCHI, 2015)).

As microparticulas podem ser fabricadas a partir de uma grande variedade de
materiais (naturais ou sintéticos) e por meio de diversas técnicas de preparacdo. A
diversidade da escolha dos materiais e das técnicas de preparacao proporcionam a

formagao de microparticulas com caracteristicas que dependem da distribuicao de

tamanhos, da composi¢ao e da morfologia (ARSHADY!, 1990; SAHIL et al., 2011).

Nos altimos anos, os materiais poliméricos vém sendo cada vez mais utilizados,
por conta de sua versatilidade estrutural que permite que estejam presentes em uma

vasta gama de aplicacoes, em especial em aplicacoes biotecnolodgicas, farmacéuticas e

médicas (PICHOT), 2004). No que diz respeito aos sistemas de liberacdo controlada,

estes materiais se destacam, pois: (i) os ativos podem ser liberados lentamente
pelo processo de difusao ou pelo processo de decomposigao gradual; (ii) permitem
a presenca de outros componentes que podem atuar, por exemplo, no controle da

taxa de liberacao dos farmacos; e ainda (iii) permitem que a liberagao do farmaco

ocorra em locais especificos (KAWAGUCHI, 2000).

Ainda hoje, h& uma extensa discussao sobre a necessidade real da
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biodegradabilidade dos polimeros utilizados em aplicagoes biomédicas. Polimeros
biodegradaveis sao aqueles que se degradam em metabolitos no corpo, formando
produtos que podem ser facilmente eliminados pelo rim. O critério basico para
a escolha de um polimero biodegradavel é que produtos de degradacao nao sejam
toxicos e que a taxa de degradagao corresponda a aplicagao final pretendida (NAIR.
e LAURENCIN| 2006). A biodegradabilidade é uma propriedade normalmente
investigada, uma vez que se deseja que nao seja necessaria a intervencao para a
retirada do corpo do material polimérico utilizado (VILLANOVA et al., 2010).

Por outro lado, em alguns casos, a nao-biodegradabilidade constitui um ponto
importante, quando se deseja que o sistema de entrega permaneca no organismo
por mais tempo. Acredita-se que polimeros nao-biodegradaveis, quando utilizados
em sistemas de liberacao, promovam uma liberagao mais controlada e por maiores
periodos de tempo (HOLZAPFEL et al., 2005; OKABE et al., 2003]).

Particularmente, o poli(metacrilato de metila) (PMMA) (Figura ¢ um
polimero sintético obtido a partir da polimerizacao do mondémero metacrilato de
metila, que apresenta boas propriedades mecanicas, facil manuseio e processamento,
alto brilho, boa resisténcia quimica, boas propriedades térmicas e baixo custo
(MARK] 2002). Além disso, o PMMA ¢ conhecido pela baixa toxicidade
nas aplicacoes biomédicas, sendo utilizado amplamente como cimento dental,
em proteses Osseas e no revestimento de farmacos para administracao oral
(BETTENCOURT e ALMEIDA| 2012; CAMPOS et al.,[2013; FEUSER et al., 2014;
MENDES et al., 2012)).

T
Jc—cH,
é n
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N
Yo" Yo

Figura 2.9: Formula estrutural do poli(metacrilato de metila).

Ha

Particulas de PMMA tém sido amplamente exploradas para a entrega dos mais
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variados farmacos, seja por via oral ou local, tendo potencial tanto para estabilizar
farmacos instaveis, como os antioxidantes, quanto para solubilizar farmacos pouco
soluveis (BETTENCOURT e ALMEIDA| 2012). No que diz respeito a farmacos
poucos soliveis, SIVAKUMAR e RAO, (2002) propuseram o encapsulamento
do anti-inflamatoério ibuprofeno em microesferas de PMMA, com e sem grupos
funcionais carboxilicos, via técnica de evaporacao por solvente. As microparticulas
com grupos funcionais carboxilicos apresentaram eficiéncias de encapsulamento
ligeiramente maiores (54,02 £+ 2,38 %) do que as microparticulas sem esses grupos
funcionais (46,17 + 1,30 %), o que pode estar relacionado com a maior porosidade
apresentada pelas particulas. O mesmo comportamento foi obtido nos ensaios de
liberacao, em que as microparticulas de PMMA com os grupos funcionais liberaram
o ativo mais rapidamente (64,7 % em 36 horas) do que as microparticulas sem os
grupos funcionais (51,4 % em 48 horas), devido & natureza hidrofilica e a maior
porosidade das microparticulas funcionalizadas.

YUKSEL et al| (2011) avaliaram o encapsulamento do anti-inflamatoério
indometacina em microesferas de PMMA, também a partir do método de evaporacgao
por solvente, a fim de obter um perfil de liberacao prolongado ao longo de um
periodo de 24 horas. Com o intuito de aumentar a taxa de dissolucao do farmaco
a partir das microesferas, os autores avaliaram o uso do plastificante triacetina nas
microesferas. Os resultados obtidos mostraram que, na auséncia do plastificante, as
microesferas de PMMA apresentavam uma eficiéncia de encapsulamento de 75,06 %
e liberavam apenas 44 % do indometacina em 8 horas de ensaio. Por outro lado,
o uso do plastificante resultou em um eficiéncia de encapsulamento de 100 % e
liberacao de 31 %, 72,91 % e 85,85 % do farmaco apds 30 minutos, 8 horas e 24
horas, respectivamente, levando a crer que o plastificante pode favorecer a difusao
do farmaco a partir do PMMA.

SAIRAM et al| (2007) estudaram o uso do PVP como um estabilizante estérico
na producao das microesferas de PMMA, também para o encapsulamento do

anti-inflamatorio indometacina. As microesferas de PMMA-PVP foram produzidas
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via polimerizacao em dispersao e promoveram uma eficiéncia de encapsulamento
de até 84 %. Os ensaios de liberacdo mostraram que quase 100 % do farmaco foi

liberado apés 10 horas de ensaio.

2.4.2 Meétodos de microencapsulacao

Diversos métodos ja foram propostos para microencapsulagdo, abrangendo os
diversos tipos de materiais encapsulantes e materiais encapsulados, resultando
em microparticulas com diferentes propriedades. A escolha do método de
microencapsulacao estd diretamente relacionada com a aplicacao final pretendida,
com o material ativo a ser encapsulado, com o agente encapsulante e com o
mecanismo de liberagdo desejado (MARTINS et al., [2014; SUAVE et al., |2006).

De modo geral, os métodos de microencapsulacao mais comuns podem ser
divididos em: (i) processos quimicos (como a polimerizagdo interfacial e a
polimerizagao heterogénea por radicais livres); (ii) processos fisico-quimicos (como
as técnicas de coacervagao e geleificagdo ionotropica), e (iii) processos mecanicos
(como nos processos de leito fluidizado, evaporagao/extracao do solvente e spray
drying) (JYOTHI et al, [2010; LAM e GAMBARI, 2014). A Tabela resume as
vantagens e desvantagens das principais técnicas utilizadas para microencapsulacao.

A técnica de coacervacao é um dos métodos mais antigos e mais utilizados para
a microencapsulacao. Essa técnica consiste em trés etapas béasicas que ocorrem sob
agitacao continua: (i) formacao de uma emulsao de 6leo em agua, (ii) deposicao do
polimero (revestimento) em torno do nicleo que contém o ativo, e (iii) estabilizac¢do
do revestimento (endurecimento) (MARTINS et al., 2014). A coacervagao pode ser
usada para encapsular materiais lipofilicos ou materiais hidrofilicos; contudo, para
os farmacos hidrofilicos, exige o uso de solventes organicos (SILVA et al., [2003).

Também amplamente utilizada ¢ a técnica de spray drying, que consiste,
primeiramente, na solubilizagao do polimero em um solvente, com a posterior
dissolucao do ativo a ser encapsulado nesta solucao polimérica. A emulsao formada

é atomizada em uma corrente de ar quente, formando pequenas goticulas. Com a
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evaporacao do solvente, forma-se o revestimento ao redor das gotas do material ativo
(SAHIL et al., 2011)).

A técnica de evaporacao do solvente consiste, inicialmente, na emulsificacao de
uma mistura composta pelo solvente organico, pelo polimero e pelo ativo. Apoés
a formacao da emulsdao, a mesma é submetida a agitacao constante e o solvente
é evaporado pelo aumento da temperatura ou por vacuo, levando a formacao das
particulas de polimero carregadas com o ativo (MAHAPATRO e SINGH!| [2011;
SPERNARTH e MAGDASSI, [2007)).

Apesar destas técnicas serem bastante populares na area farmacéutica, o uso de
solvente organico introduz riscos por causa da potencial toxicidade, além de requerer
uma etapa extra de processamento para a retirada do solvente residual do produto

e reciclagem do solvente, aumentando significativamente o custo do processo (DA

SILVA el al), 2005, [GORINT ef al, 2014).

Tabela 2.3: Vantagens e desvantagens das principais técnicas de microencapsulagao
(JAMEKHORSHID et al., 2014 LAM e GAMBARI, 2014).

Método de
Vantagens Desvantagens
Microencapsulacao
Método simples; Aglomeracao das
Coacervagao controle eficiente do particulas;
tamanho de particulas dificil escalonamento
~ o Alto custo;
Evaporagao do Solvente Simplicidade
producao em escala laboratorial
Equipamentos amplamente Aglomeracao das particulas;
Spray Drying disponiveis e conhecidos; Perda de material
facilidade no escalonamento durante o processo

Por outro lado, as microparticulas podem também ser produzidas com auxilio da

técnica de polimerizacao n situ, sendo possivel adaptar e otimizar as propriedades

39



Capitulo II Revisao Teorica e Bibliografica

de liberacao do ativo a partir do sistema polimérico. Os processos de polimerizacao
permitem a sintese de polimeros com propriedades melhoradas de liberacao dos
farmacos, proporcionando liberagoes em locais especificos (NGWULUKA]| 2010)).
Diferentemente das outras técnicas de encapsulacao, a polimerizacao in situ
promove o encapsulamento em uma tnica etapa, no decorrer do préprio processo de
polimerizagao, ja que os ativos sao incorporados diretamente as gotas de monomero.
Dessa forma, além da facilidade da incorporacao, permite-se também o aumento da
carga de ativo a ser encapsulado no sistema polimérico. Outro beneficio dessa técnica
é a possibilidade de obtencao de polimeros com comprimentos de cadeia e massas

molares desejadas e projetadas especialmente para o sistema de administracao de

farmacos (NGWULUKA| [2010)).

2.5 Processos de polimerizacao

De modo geral, os polimeros sintéticos podem ser obtidos por meio de dois
mecanismos béasicos de polimeriza¢ao: polimerizacao em etapas (policondensacao)
ou polimerizacao em cadeias (poliadigao). A diferenca mais importante entre esses
mecanismos diz respeito a identidade da espécie que reage. Na polimerizacao em
etapas, a reacao ocorre entre grupos funcionais distintos presentes nas moléculas de
monomero. Neste mecanismo, o tamanho das cadeias aumenta em saltos; isto é,
espécies de quaisquer tamanhos podem reagir entre si. Essas reagoes ocorrem em
ritmo relativamente lento. Além disso, somente com conversoes proximas a 100 %
é possivel obter massas molares elevadas, se as moléculas de mondémero nao forem
polifuncionais (CANEVAROLO, [2006; ODIAN] [2004)).

Por sua vez, na polimerizagao em cadeias, a formacao da cadeia polimérica ocorre
por conta da presenca de uma espécie reativa especial, produzida por um iniciador ou
um catalisador. Neste caso, a polimerizacao ocorre pela propagacao do centro reativo
por meio de reacao com grande nimero de moléculas do mondémero. Enquanto na

polimerizacao em etapas a reacao ocorre entre qualquer espécie presente no sistema,

na polimerizacao em cadeias a reacao ocorre somente entre o mondémero e o centro
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reativo. Assim, este tipo de mecanismo se caracteriza pela velocidade de reacao
elevada e pela presenca de moléculas de polimero com altas massas molares mesmo
em baixas conversoes (ODIAN] 2004)).

Os processos de polimerizacao podem ainda ser divididos em dois grandes
grupos: sistemas homogéneos ou sistemas heterogéneos. Os sistemas homogéneos
de polimeriza¢ao ocorrem em uma dnica fase, englobando a polimerizacao em massa
e em solucao. Os sistemas heterogéneos de polimerizacao sao caracterizados pela
presenca de ao menos duas fases distintas e compreendem as polimerizacoes em
lama, em suspensao, em emulsdo e em fase gasosa (MANO e MENDES] 1999).

No caso do PMMA, a obtencao do polimero ocorre normalmente por meio da
reacao de polimerizacao vinilica por poliadigao via radicais livres do monoémero
metacrilato de metila (MMA), sendo ativada por um iniciador que reage com a
ligagao dupla do mondémero (Figura. A técnica de polimerizacao em suspensao
¢ uma das mais utilizadas para a obten¢ao do PMMA (MANO e MENDES] [1999),

sendo amplamente utilizada para aplicacoes biotecnologicas e médicas.
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Figura 2.10: Esquema ilustrativo de reagao de polimerizagao do metacrilato de
metila (MMA).

2.5.1 Polimerizacao em suspensao

O processo usual de polimerizacao em suspensao consiste na dispersao de um
ou mais monomeros insoliveis na fase continua aquosa, com uso de um iniciador
soluvel na fase organica. A dispersao é feita com auxilio de agitacao vigorosa e
com o uso de pequenas quantidades de estabilizadores ou agentes de suspensao, de

modo a manter a estabilidade do sistema e evitar a aglomeracao das gotas organicas
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dispersas na fase aquosa. A polimerizacao ocorre nas gotas do monoémero, que
sao gradativamente convertidas em granulos pegajosos e viscosos, para em seguida
tornarem-se particulas de polimero rigidas, com tamanhos caracteristicos de 50 a
500 pm (ISLAM et al.l 2012;  KOTOULAS e KIPARISSIDES| 2007; [PINTO et al.,
2013). Se o processo for bem controlado, o polimero obtido se apresenta na forma de

granulos, que sdo faceis de manipular e separar por filtragdo (ACOSTA-TORRES

et al., 2008]).
e — B Agente de suspensio
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Figura 2.11: Representacao esquematica do processo de polimerizagao em suspensao.

Dentre as diversas vantagens da polimerizacao em suspensao em relacao as
demais técnicas de polimerizacao (em massa, solugdo e emulsdao), podem ser
relatados: (i) maiores taxas de reacdo, ao aumentar a concentragdo do monoémero,
pois cada gota do monomero funciona como uma reator em massa; (i) menores
niveis de impurezas, por conta do pequeno nimero de componentes quimicos e
porque ha facilidade para recuperagdo do produto final; (iii) formagao de particulas
esféricas e relativamente homogéneas; (iv) facil controle da distribui¢ao de tamanhos
das particulas por meio da manipulacao da agitacao e da quantidade de agente de
suspensdo; (v) menor viscosidade do meio (mesmo com conversdes altas), o que
facilita a operacao do sistema e a remogao do calor de reacao (MACHADO et al.,
2007).

Em contrapartida, a polimerizacao em suspensao também apresenta algumas
desvantagens, como: (i) menor produtividade por conta da presenca de agua; (ii)
acimulo de polimero sobre a parede do reator, o agitador e outras superficies;

(iii) grande volume de agua usado; (iv) inexisténcia de processo continuo comercial
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(VIVALDO-LIMA et al,[1997).

A depender do processo de polimerizacao, o polimero formado pode apresentar

caracteristicas especificas para uma determinada aplicacao. Sabe-se que a natureza

do processo de polimerizacao afeta diretamente a cinética de reacao, a morfologia e a

homogeneidade do produto final (PINTO et al., 2013). Dessa forma, a polimerizagao

em suspensao pode ser basicamente dividida nos sete principais tipos mostrados a

seguir (MACHADO et al.l, 2007).

(i)

(iii)

(iv)

Polimerizacao em suspensao do tipo pérola:

Caracteriza-se pelo fato de que monoémero é o solvente do proprio polimero
formado, ocorrendo a formacao de particulas rigidas e com morfologia regular
na forma de pérolas (MACHADO et al., [2007). Este tipo de polimerizagao é

um dos mais utilizados para a obtencao de particulas esféricas de PMMA.

Polimerizacao em suspensao do tipo granular:

Neste tipo de processo, o polimero nao é solivel em seu monémero, ocorrendo a
precipitagao do polimero ao longo da reagao. O polimero formado apresenta-se
usualmente na forma de pos ou graos irregulares (MACHADO et al., 2007;
PINTO et al., 2013).

Polimerizacao em suspensao do tipo massa-suspensao ou tipo Semi-suspensao:

Este tipo de processo é constituido por duas etapas: primeiramente faz-se
a polimerizacao em massa, até que se atinja uma determinada conversao
(tipicamente 25-30 %). Em seguida, a mistura reacional ¢ conduzida a um
outro reator, que contém uma solucao do agente estabilizante, para que ocorra
a etapa de polimerizacdo em suspensao. A segunda etapa ocorre até que se
atinja a conversao final desejada. O processo em semi-suspensao permite o
controle mais preciso da distribuicao de tamanhos de particulas, obtendo-se

distribui¢oes de tamanho mais estreitas (MACHADO et al.l, 2007).

Polimerizacao em suspensao-inversa:
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(vii)

Este tipo de processo ocorre quando mondémeros soliiveis em agua sao dispersos

em uma fase organica continua (MACHADO et al., [2007).

Polimerizacao em suspensao do tipo suspensao-emulsao:

Esse processo se caracteriza pela combinacao de dois processos de
polimerizacao, obtendo-se, ao final, particulas com morfologia casca-ntcleo.
Inicialmente, o ntucleo rigido da particula é formado a partir do processo de
polimerizacao de suspensao, para entao ocorrer a formacgao da casca porosa
por meio da polimerizacao em emulsdo. Ademais, particulas de distribuicao
de massas molares bimodais também podem ser obtidas neste processo,
como consequéncia da obtencao de polimeros de baixas massas molares na
etapa de polimerizacao em suspensao e de altas massas molares na etapa de

polimerizacao em emulsdo (PINTO et al. 2013)).

Polimerizacao em suspensao do tipo dispersao:

Diferentemente dos outros processos de polimerizagao em suspensao, este
processo se inicia como um processo de polimerizagdo homogéneo (monomero,
um solvente organico, o iniciador soluvel na fase orgénica e um agente
estabilizante), tornando-se heterogéneo com a precipitagdo do polimero
formado, que nao é solivel no solvente. As particulas de polimero obtidas
apresentam tamanhos caracteristicos na faixa de 1 a 10 um (MACHADO et al.,

2007).

Polimerizacao em suspensao do tipo microssuspensao:

Este processo se caracteriza por apresentar caracteristicas cinéticas similares as
do processo em suspensao classico; porém, consegue atingir conversoes elevadas
como em um processo em emulsao. As particulas formadas apresentam
tamanhos mais reduzidos, por conta do uso de altas taxas de cisalhamento, com
tamanhos caracteristicos na faixa de 0,1 a 10 ym, o que compreende tamanhos
intermediarios entre as particulas produzidas por meio da polimerizacao em

suspensao e por meio da polimerizagao em emulsao (MACHADO et al., [2007)).

44



Capitulo II Revisao Teorica e Bibliografica

Os iniciadores utilizados mnos processos de polimerizacdo em suspensao
caracterizam-se pela solubilidade na fase organica, ja que a reagao de polimerizacao
ocorre predominantemente no interior nas gotas do monomero. Usualmente, os
iniciadores mais utilizados sao os peroxidos organicos e os azocompostos (PINTO
et al., 2013)). De modo geral, a carga de iniciador utilizada esté entre 0,1 e 0,5 %
em massa em rela¢ao a carga de monémero (VIVALDO-LIMA et al., [1997).

Como mencionado anteriormente, as polimerizacoes em suspensao fazem uso de
pequenas quantidades dos chamados agentes de suspensao ou agentes estabilizantes.
Esses agentes adsorvem na superficie externa da gota do monomero, reduzindo
a tensao interfacial entre o monomero e a agua, promovendo, assim, o aumento
da estabilidade das gotas (JAHANZAD et al, 2005a). A estabilidade contra a
coalescéncia depende da capacidade do agente de suspensao formar um filme protetor
na interface das gotas. Ressalta-se a existéncia de uma concentracao critica do
agente de suspensao, a partir da qual novos aumentos exercem pouco efeito sobre a
estabilidade das gotas (BROOKS, [2010). Fica clara a importancia da natureza e da
concentragao do agente sobre o controle da distribuigao de tamanhos das particulas.

Os agentes de suspensao, basicamente, consistem de uma mistura de polimeros
polares, com carater anfifilico, apresentando carater hidrofilico e hidrofébico
simultaneamente. Agentes inorganicos insoluveis nas duas fases do sistema também
podem ser empregados (PINTO et al.l 2013)). O poli(alcool vinilico) (PVA) é um dos
agentes de suspensao mais utilizados nos processos de polimerizagao em suspensao
(JAHANZAD et all,2005a)), sendo caracterizado pela viscosidade em solugao aquosa
(propriedade ligada & sua massa molar média) e pelo grau de hidrolise (propriedade
ligada a porcentagem de radicais acetila substituidos por radicais hidroxila durante a
reacao de hidroélise do poli(acetato de vinila)) (MACHADO et al.,[2007). Acredita-se
que o PVA com as melhores caracteristicas para ser usado como agente de suspensao
seja aquele com grau de hidrolise entre 70 e 80 % (BROOKS, 2010) e massa molar
média acima de 70.000 Da (JAHANZAD et al., 2005a).
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2.5.1.1 Processo de formagao das particulas na polimerizacao em

suspensao

Apesar do controle da distribuicdo de tamanhos das particulas exercer grande

influéncia sobre a qualidade do produto final da polimerizacao em suspensao, ainda

é pouco compreendido o mecanismo de formacao da particula para esse sistema

(KIPARISSIDES, |1996)). De modo geral, acredita-se que o processo de formagao

das particulas envolva trés estagios distintos, como descrito por [KIPARISSIDES

(1996):

(i)

(i)

(iii)

Estagio de Transicao: Periodo de predominancia do mecanismo de quebra das
goticulas, caracterizado pela reducao do tamanho das gotas do monoémero,
por conta do cisalhamento imposto pelo misturador, e pelas distribuicoes de

tamanhos de particulas mais estreitas;

Estagio de Crescimento: Periodo caracterizado pelo aumento da viscosidade
da fase dispersa. Neste estagio, ocorre a reducao da taxa de quebra das
gotas, tendo como consequéncia a formacao de distribuicoes de tamanhos mais
largas e deslocadas para tamanhos maiores, por conta do aumento da taxa de

coalescéncia em relacao a taxa de quebra;

Estagio de Identificacao: Por fim, se a suspensao for instavel, ocorre o
descontrole da taxa de coalescéncia, resultando em aumento consideravel
dos tamanhos das particulas por conta da continua aglomeragdo. Em
contrapartida, se a estabilidade da suspensao prevalecer, entao ocorre o
equilibrio entre as taxas de coalescéncia e quebra, definindo a distribuicao
final dos tamanhos de particulas. Ap6s uma conversao limite, denominada de
ponto de identificacao da particula, nao é mais possivel modificar a distribuicao

de tamanho das gotas por conta da formacgao de particulas rigidas.

Nesse contexto, variaveis como densidade e viscosidade das fases continua e

dispersa, tensao interfacial, tipo e concentracdo de agente de suspensao, tipo
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de impelidor, velocidade de agitacao afetam consideravelmente a distribuicao de
tamanhos de particulas (JAHANZAD et al., 2005b).

JAHANZAD et ol (2004) constataram a presenca de um estigio de estado
quase-estacionario, que ocorre logo apds o estagio inicial, em que as taxas de quebra
e coalescéncia estao préoximas do equilibrio. De acordo com os autores, este estdgio

nem sempre ¢ alcancado, sendo dependente das condicoes experimentais utilizadas

(JAHANZAD et all 2005a)).

2.5.1.2 Mecanismo cinético da reacao de polimerizacao do metacrilato

de metila

Como mencionado anteriormente, a produ¢ao do PMMA ocorre primordialmente
via polimerizagao vinilica por poliadi¢ao (também chamada de polimerizacao em
cadeias) via radicais livres do monémero metacrilato de metila (MMA) (Figura
. O mecanismo cinético da polimerizacao em cadeias consiste de trés etapas
bésicas e que ocorrem simultaneamente ao longo da reacao: iniciacao, propagacao e
terminagdo (ODIAN] 2004).

A etapa de iniciacao é a responsavel pela geracao dos radicais livres, por conta
da decomposicao do iniciador. Esses radicais livres (centros ativos) dao inicio a
reacao de polimerizacao pela reagao com a molécula de monomero, desencadeando
a formagao da cadeia polimérica. Sabe-se que a reacao de decomposicao do
iniciador pode ser desencadeada pela agdo da temperatura (caracterizando a
iniciagdo térmica) ou ainda pela a¢ado da radiacio ou de um composto quimico
(CANEVAROLO! 2006). A decomposi¢ao ocorre pela cisao homolitica da ligagao
covalente fraca na molécula do iniciador, gerando a espécie ativa que reage com o
monomero, formando o radical livre que inicia a polimerizacao (MANO e MENDES|
1999).

Usualmente, as reacoes que fazem parte da etapa de iniciagao sao:

I — 2R (2.1)
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R*+M — P/ (2.2)

em que [ é o iniciador, R* é o radical livre formado, M é o monémero e P1* é o
macrorradical que contém uma molécula de monoémero.

A etapa de propagacao é considerada a etapa mais importante da polimerizacao,
sendo responsavel pelo crescimento da cadeia polimérica (MANO e MENDES, [1999).
O radical livre formado na etapa de iniciacao reage com a molécula de monoémero,
resultando na transferéncia do centro ativo para a cadeia em crescimento. Esse
novo centro ativo é, entao, combinado com outra molécula de monomero, criando
um novo centro ativo e tornando a cadeia polimérica cada vez maior. A reacao

ocorre sucessivamente, como representado pela Equacdo 2.3}

em que P;* é o macrorradical de tamanho ¢ e P;,1* ¢ o macrorradical de tamanho
v+ 1.

Por fim, na etapa de terminagao ocorre a interrupcao do crescimento da cadeia
polimérica por conta da desativacao do centro ativo. Essa desativacao pode ocorrer
de dois modos: por combinacdao ou por desproporcionamento. A terminacao por
combinacdo (Equacao é resultado da uniao de duas cadeias poliméricas em
crescimento, formando uma tnica cadeia polimérica “morta” e com massa molar
relativamente mais alta. Este tipo de terminacao pode estar ausente, caso haja
impedimento estérico entre os grupos laterais presentes em cada cadeia. Por sua
vez, na terminagao por desproporcionamento (Equagao ocorre a transferéncia
do hidrogénio de uma cadeia para uma outra cadeia, gerando uma cadeia polimérica
insaturada e outra saturada (CANEVAROLO, 2006). De modo geral, para a
obtencao de polimeros com massa molar elevada, é fundamental que nao haja excesso

de centros ativos no meio reacional (MANO e MENDES| 1999)).
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em que A; é a cadeia polimérica morta de tamanho 4, A; é a cadeia polimérica morta
de tamanho j e A;4; é a cadeia polimérica morta de tamanho ¢ + j.

Outra etapa de reacdo que também ocorre usualmente nos sistemas de
polimerizacao é a reacdo de transferéncia de cadeia (Equacoes e , em que
ocorre a transferéncia do hidrogénio ou de outro atomo presente em algum composto
do sistema (monomero, iniciador ou solvente) para a cadeia polimérica, cessando o
crescimento da cadeia e criando uma outra espécie ativa (ODIAN 2004). No caso
da transferéncia de cadeia para uma molécula de polimero inativa, esse mecanismo

pode proporcionar a formacao de ramificacoes:

A"+ M — P, (2.7)

em que XA pode ser o monémero, iniciador ou solvente, e X é o aAtomo a ser

transferido.

Efeito Gel e Vitreo

Os efeitos gel e vitreo sao fendmenos tipicos de reacoes de polimerizacao
(MACHADO et al., 2007). O efeito gel (também chamado de efeito Trommsdorff-
Norrish) caracteriza-se pelo aumento repentino da viscosidade do meio, ocorrendo
geralmente quando a conversdao do monoémero estd entre 20 e 40% (POLACCO
et all 1996). Por conta das limitagoes difusionais do meio e que impedem o
movimento das macromoléculas em crescimento, a taxa da reagao de terminacao
pode diminuir de forma significativa com o aumento da viscosidade, promovendo,
assim, um aumento acentuado da constante de velocidade global da polimerizagao.
Por consequéncia, pode ocorrer a liberacao de grande quantidade de energia, pois
as reacoes de polimerizacao por radicais livres sao altamente exotérmicas. Uma

vez que o meio estd muito viscoso, torna-se dificil remover o calor liberado pela
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reacdo, resultando no aumento abrupto da temperatura do meio (CIOFFI et al.,
2001; [POLACCO et al., 1996)). Este efeito promove o aumento da massa molar
média do polimero final, exerce grande influéncia nas propriedades finais do polimero
e compromete a seguranca de operacao (KIPARISSIDES, |1996).

O efeito vitreo esta relacionado com a redugao dréstica da taxa de propagacao,
como consequéncia da diminuicao da mobilidade das moléculas de monomero em um
meio muito viscoso (KIPARISSIDES) [1996; POLACCO et al.,|1996). Este fendmeno
ocorre usualmente em polimerizacoes em que a temperatura de reacao é inferior a
temperatura de transicao vitrea do polimero e provoca o virtual congelamento da
mistura reacional (KIPARISSIDES, 1996)). Ao contrario do observado no efeito
gel, o polimero final neste caso é caracterizado pela redugao da massa molar média
(POLACCO et al.l|1996]) e o fenomeno normalmente ocorre a conversoes superiores

a 90 %.

2.5.1.3 Encapsulamento in situ de ativos na polimerizagao em suspensao

A incorporagao in situ de ativos nas reagoes de polimerizacao constitui uma
estratégia conhecida para a producao de sistemas de liberacao de farmacos. Com
base nesta técnica, é possivel obter o polimero final com o ativo encapsulado em
uma tnica etapa, de forma que o processo de producgao é mais simples. No entanto,
a incorporacao in situ pode afetar o processo de polimerizacao e as propriedades
finais dos polimeros obtidos, causando modificacoes do comportamento térmico,
das distribuicoes de massas molares e das distribuicoes de tamanhos de particulas
(MOREIRA et al., [2014]).

Apesar do encapsulamento in situ garantir maior protecao do ativo contra os
processos de degradacao, infelizmente sao poucos os estudos que relatam o uso desta
técnica na polimerizagao em suspensao. No entanto, o Laboratério de Engenharia de
Polimerizagdo (EngePol) do Programa de Engenharia Quimica da COPPE/UFRJ
tem conduzido trabalhos de encapsulamento de ativos em sistemas de polimerizacao

em suspensao.
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OLIVEIRA et al| (2011) avaliaram a incorporacdo do farmaco amoxicilina
durante a sintese de particulas casca-nicleo de PVA /PVAc-co-PMMA. Os resultados
indicam que a incorporacao in situ do farmaco promoveu7 uma série de alteragoes
nas caracteristicas finais das particulas dos polimeros, tais como na morfologia das
microparticulas obtidas, na distribuicao de massas molares e na temperatura de
transicao vitrea. A depender do teor e da estratégia de encapsulamento, o antibiotico
pode afetar diretamente as propriedades finais do polimero obtido.

Dando continuidade ao trabalho anterior, OLIVEIRA et al| (2012a) estudaram
o encapsulamento da amoxicilina nas reagoes de copolimerizacao em suspensao
do acetato de vinila e metacrilato de metila (PVAc-co-PMMA). Os autores
reportaram que o farmaco interage com as cadeias de polimero em crescimento,
preferencialmente com os radicais do acetato de vinila (VAc), resultando em
alteracoes significativas na distribuicao da massas molares do copolimero final. Além
disso, os resultados mostraram que a amoxicilina exerce um efeito inibitorio sobre
a conversao do monomero nas reacoes do homopolimero VAc; porém, este efeito é
minimizado na presenca do MMA.

Ao promover o encapsulamento do quimioterapico doxorrubicina nas reacoes
de polimerizagdo em suspensdo do PVAc-co-PMMA, OLIVEIRA et al.| (2012b)
relataram que a incorporacao deste farmaco também provocou modificagoes sobre
a morfologia das particulas produzidas e sobre a cinética da reacao. Assim
como ocorreu com a amoxicilina, a doxorrubicina também promoveu um aumento
repentino da massa molar média do polimero final, indicando um possivel efeito de
reticulagao das cadeias.

VIEIRA| (2014) avaliou o tamanho, a morfologia e a reticulagdo da matriz
polimérica para o encapsulamento de praziquantel em microparticulas poliméricas de
PMMA produzidas via polimerizacao em suspensao. Os resultados indicaram que o
farmaco atuou como agente de transferéncia de cadeia nas reacoes de polimerizacao,
reduzindo significativamente as massas molares médias do polimero formado desde

o inicio da reacao. Além disso, o autor destacou que as particulas produzidas foram
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capazes de manter a suspensao sem gosto por, pelo menos, 30 minutos.

Por fim, RODRIGUES (2017) utilizou a polimerizacdo em suspensao para o
encapsulamento de agentes inibidores de corrosao para a liberacao gradual em pogos
de petroleo, de modo a minimizar as perdas e as distribuicoes nao-homogéneas
nos dutos e equipamentos, aumentando a eficiéncia do tratamento. Nesse estudo,
as imidazolinas 180H e 18NH (agentes anticorrosivos) foram incorporadas em
microparticulas de PMMA, tendo atingido tempos de vida ttil entre 109 a 535
dias (a 25 °C) e 1 a 59 dias (a 70 °C).

Fora do grupo EngePol, poucos trabalhos foram encontrados a respeito do uso da
técnica de polimerizagao em suspensao para o encapsulamento de ativos. Entre eles,
SHIM et al.|(2002) estudaram a incorporacdo in situ de nanoparticulas inorganicas
de oxido de zinco (ZnO) em microparticulas de PMMA, de modo a melhorar
as propriedades mecanicas e de dispersdo dos compositos inorganicos/organicos.
FERREIRA et al| (2012) utilizaram microparticulas do tipo casca/nucleo de
poli(alcool vinilico)/poli(acetato de vinila) para o encapsulamento in situ de
nanoparticulas superparamagnéticas de Fe;O, para aplicacoes biomédicas, tendo
promovido a formacao de uma nova classe de materiais magnéticos, ditas particulas
magneto-poliméricas. |[CARREIRA et al.| (2017) avaliaram o encapsulamento de
octadecano (ativo com propriedades termorreguladoras) em microcépsulas a base
de polimeros acrilicos na presenca de agentes reticulantes, avaliando diferentes tipos

de iniciadores.

2.6 Controle na liberacao dos farmacos em sistemas
poliméricos

Os sistemas de liberagao controlada destinam-se a controlar a liberagao do
farmaco ao longo do tempo, a ajudar o fArmaco a cruzar barreiras fisioldgicas
3 )

guiando-o ao local de acao desejado, e minimizando a liberacao do farmaco em outras

partes do organismo. Existem diversos mecanismos por meio dos quais a liberagao
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do ativo pode ser controlada em um sistema, sendo importante entendé-los para que
seja possivel o desenvolvimento dos sistemas de liberacao controlada.

Basicamente, sao trés os principais mecanismos de liberagao controlada: difusao,
inchamento e erosao/degradacao (ARIFIN et al.,2006; KRAITZER e ZILBERMAN]|
2012). De forma geral, a liberagdo controlada sempre envolve o processo de difusao,
podendo estar ou ndo combinado com algum outro mecanismo (ARIFIN et al.,|[2006)).

No caso do sistema polimérico nao-biodegradavel, a liberagao pode ser controlada
pelo processo de difusdo e/ou inchamento e ocorre por consequéncia do gradiente
de concentracao estabelecido entre o meio e o interior da particula. Por outro
lado, a liberacao nos sistemas poliméricos biodegradaveis é usualmente controlada
pela clivagem das cadeias do polimero, que promove a erosao da matriz e facilita a
liberacdao. Este mecanismo esta sempre associado ao processo de difusao (ARIFIN
et al., 2006).

A difusao é o processo caracterizado pela transferéncia espacial de massa
de moléculas de uma determinada substancia (Figura [2.12), sendo associada a
existéncia de um gradiente de concentragao. Na liberacao controlada, a difusao do
farmaco é inibida pela matriz do polimero, de tal modo que o ativo precisa percorrer
caminhos tortuosos no interior da particula até a liberagao (UHRICH et al.l [1999).
As propriedades estruturais da matriz, como morfologia, area especifica, existéncia
e tamanho de poros, sao fatores importantes para caracterizar o processo de difusao

do ativo (PILLAI e PANCHAGNULA| 2001]).

i

Figura 2.12: Esquema ilustrativo do mecanismo de liberacao por difusao.
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Os sistemas de liberacao controlados pelo inchamento caracterizam-se pelo
aumento do teor do solvente (dgua ou outro fluido corporal) no interior da
formulagao, de tal modo que as cadeias do polimero organizam-se em uma forma
tridimensional, promovendo a difusao facilitada do ativo através do sistema inchado
para o ambiente externo (KRAITZER e ZILBERMAN, 2012) (Figura [2.13).
Fatores como a presenca de aditivos, a hidrofilicidade do polimero, a presenca
de ligagoes cruzadas, temperatura e pH sao importantes para determinar o grau

de inchamento da matriz e, por consequéncia, atuam no controle de liberagao do

farmaco (OMIDIAN e PARK], 2008} [SIEGEL ¢ RATHBONE] [2012).

Figura 2.13: Esquema ilustrativo do mecanismo de liberacao por inchamento.

Por fim, o processo de erosao pode ser considerado como a combinacao de
processos de degradacao e dissolucao. De modo geral, o contato com a agua
pode resultar na degradacao do polimero, conduzindo a formacao de oligbmeros e
monoémeros. A degradacdo continua pode alterar a estrutura da matriz, levando
a formacao de poros e reduzindo o tamanho de particula. Assim, os produtos
de degradacao e o farmaco podem difundir simultaneamente e de forma facilitada
para fora do sistema (GOPFERICH, [1996; SACKETT e NARASIMHAN, 2011).
O processo de erosio pode ocorrer de dois modos: erosao de superficie (“surface
erosion”) ou erosao em massa (“bulk erosion”) (Figura 2.14). Os sistemas de
erosao de superficie sao observados com monomeros relativamente hidrofobicos, que
resistem a entrada da dgua, de maneira que a degradacao ocorre principalmente na
superficie. Por outro lado, os sistemas de erosao em massa permitem a permeacao da

agua através da matriz polimérica (VARDE e PACK] 2004). Nesse caso, o controle
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da liberacao do ativo ocorre principalmente por conta da cinética da degradacao da

matriz, que é especifica para cada sistema.

A
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Figura 2.14: Esquemas ilustrativos dos mecanismos do processo de erosao de
sistemas poliméricos: (A) erosdo em massa (“bulk erosion”) e (B) erosao de superficie
(“surface erosion”).

2.7 Polimeros inteligentes

Nos tultimos anos, os grupos de polimeros chamados polimeros inteligentes
(“smart polymers” ou “stimuli-responsive polymers”) tém ganhado aten¢ao da

comunidade cientifica, especialmente em aplicacoes biomédicas, particularmente nos

sistemas de liberacao controlada de farmacos (HUH et all [2012; PRIYA JAMES

2014). Embora os sistemas de liberacao controlada convencionais apresentem

uma gama de vantagens, esses sistemas em geral sao insensiveis as mudancas

fisiologicas presentes no corpo humano (BAWA et all 2009). Por outro lado, os

polimeros inteligentes sao capazes de responder a essas variagoes, coordenando a
liberagao do farmaco e, portanto, tornando-a mais efetiva.

De modo geral, esses polimeros sao caracterizados pela alteragao de suas
propriedades em resposta a um estimulo externo, tais como: alteragoes de pH, de
temperatura, de forca ionica, de um campo magnético, dentre outros. Do ponto de

vista biomédico, mudancas de pH e temperatura apresentam maior importancia.
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Nesses casos, o estimulo externo pode ocasionar mudancas na conformacgao, na
solubilidade, no inchamento e na liberacdo do ativo (CABANE et al, [2012;
SCHMALJOHANN] 2006).

Diante das diversas variacoes de pH presentes no corpo humano (por exemplo,
o pH no sangue esta tipicamente na faixa entre 7,35 - 7,45; no estémago, entre 1,0
- 3,0; no intestino, entre 5,0 - 8,0), o estimulo externo quimico oriundo do pH se
mostra de grande valia para os estudos de liberacao controlada. De forma mais
especifica, a mudanca de pH ao longo do trato gastrointestinal pode ser levada em
conta nos sistemas de liberagao oral (SCHMALJOHANN] 2006).

Além disso, os polimeros sensiveis ao pH tém sido frequentemente utilizados
na sintese de nanoparticulas aplicadas para a liberacao de farmacos em sitios
especificos (ROOINTAN et al.,2018)). Em particular, esses sistemas sao amplamente
empregados para a entrega de farmacos diretamente para os tumores (LI et al.,|[2018;
LING et al., [2014; MENG et al.l 2014; |PAN et al., |2018), devido a diferenca de pH
existente entre as células tumorais e as células saudaveis, favorecendo, portanto, o
uso de sistemas inteligentes (RATEMI, [2018; ROOINTAN et al., [2018]).

Os polimeros sensiveis ao pH sao caracterizados pela presenca de
grupos ionizaveis em suas estruturas, apresentando propriedades fisico-quimicas
dependentes dessa variavel. Esses grupos podem ser acidos (por exemplo, acido
carboxilico) ou bésicos (por exemplo, fons amoénio), que podem aceitar ou liberar
protons frente a mudancas de pH, de modo que, quando estao carregados, geram
repulsoes eletrostaticas que permitem o aumento do volume hidrodinamico das
cadeias e da solubilidade do polimero (MANO, [2012; QIU e PARK] 2001).

De modo geral, os grupos acidos nao incham nas regidoes mais baixas de pH,
j& que nao estao ionizados; somente com o aumento do pH, o polimero adquire a
carga negativa, promovendo o inchamento do mesmo. O comportamento oposto é
observado nos grupos basicos, em que a ionizagao ocorre com o decréscimo do pH.
Como mostrado na Figura [2.15] a ionizacao ¢ uma resposta inversa a mudanga de

pH (HUH et al., [2012).
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Figura 2.15: Esquema ilustrativo da dependéncia do inchamento com a ionizacao
do grupo ionizavel (adaptado de HUH et al.| (2012)).

Os polimeros mais comumente estudados como sensiveis ao pH sao a
poliacrilamida (PAAm), o poli(acido acrilico) (PAA), o poli(acido metacrilico)
(PMAA), o poli(metacrilato de dietilaminoetila) (PDEAEMA) e poli(metacrilato de
dimetilaminoetila) (PDMAEMA) (GUPTA et al.l 2002). A seguir sdo apresentados
alguns trabalhos, dentre os diversos existentes, que fazem uso desses polimeros em
sistemas de liberacao controlada.

KULKARNI e SA| (2009) desenvolveram hidrogéis de alginato de sddio enxertado
com poliacrilamida para a liberacao do anti-inflamatoério cetoprofeno no intestino.
De modo a obter um hidrogel sensivel ao pH basico, o copolimero obtido foi
hidrolisado com o intuito de converter os grupos —CONH, presentes na PAAm
em grupos —COOH. Como consequéncia, o inchamento e a liberagao do farmaco
em pH géstrico foram reduzidos, minimizando os efeitos colaterais relacionados ao
uso de anti-inflamatorios. Os materiais obtidos apresentaram grau de inchamento
dependente do pH, confirmando a formacao de polimeros sensiveis ao pH. Além
disso, a liberacao do farmaco foi significativamente aumentada com a mudanca do
pH de acido para alcalino.

BASHIR et al.| (2016 estudaram a combinac¢ao do polimero natural quitosana
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com o polimero sintético poli(acido metacrilico), de modo a melhorar as propriedades
mecanicas do polimero final, controlar o grau de inchamento e formar um hidrogel
mais estavel. Os resultados mostraram que o grau de inchamento sofre forte
influéncia do pH e da concentracao dos monoémeros. Além disso, tanto a a eficiéncia
de encapsulamento quanto a liberacao mostraram-se dependentes da composicao do
hidrogel e do pH, em que a méxima liberacao obtida foi proxima a 90% no meio
gastrico e 13% no meio intestinal.

QI et al| (2016) investigaram o copolimero formado pela unido do
poli(etilenoglicol) com a poli(e-caprolactona), por meio da ligagao hidrazona, que se
caracteriza pela sensibilidade ao pH. Tal sistema foi desenvolvido para liberacao
controlada do farmaco paclitaxel, que foi efetivamente encapsulado no sistema
polimérico. Os ensaios mostraram que o material obtido apresentou uma taxa de
liberacao mais elevada no meio acido do que no meio fisiol6gico, como consequéncia
da presenca da ligacao hidrozona. Nos materiais que foram sintetizados sem a
ligagao, nao houve resposta diferenciada frente & mudanca de pH.

Dentre os polimeros sensiveis a pH, o PDEAEMA e PDMAEMA sao polimeros
catidonicos biocompativeis caracterizados pela presenca de aminas tercidrias em suas
cadeias laterais (Figura , que apresentam também sensibilidade a temperatura
e a0 COy (SONG et all [2016)), sendo os mais estudados na comunidade cientifica
(SHIRIN-ABADI et al., 2017). Desse modo, a protonagao e a desprotonagao dos
grupo aminas, que resulta no inchamento das particulas, pode ocorrer por trés
modos: (i) mudanga de pH; (i) ao atingir a temperatura critica minima de solucao
(LCST)} ou (iii) pela adigio ou remogdo de CO, (DARABI et all 2016). Apesar
de exibirem estruturas similares, esses compostos apresentam algumas diferencas
principalmente no que diz respeito a solubilidade em dgua. Enquanto o PDMAEMA
é considerado um polimero hidrofilico, o PDEAEMA é insoltavel em pHs neutro ou

basico (MUNOZ-BONILLA et al., 2007).

5Propriedade caracteristica de polimeros termossensiveis, que define uma transicio de fase de
um estado insolivel para um estado de completa dissolu¢ao em agua.
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Figura 2.16: Formula estrutural do PDEAEMA e PDMAEMA.

De fato, conforme apresentado na Tabela [2.4] diversos trabalhos podem
ser encontrados na literatura com o uso desses monomeros catidnicos para
aplicagoes biomédicas, resultando na melhora significativa das propriedades finais
dos materiais poliméricos. No entanto, a partir dessa mesma busca bibliografica,
foi possivel observar que pouquissimos trabalhos sao voltados para a producao de
microparticulas inteligentes e que, para esses monomeros catidonicos, a literatura
faz constante uso das técnicas de polimerizacao controlada em solucao, ao invés de

técnicas de polimerizacao em suspensao.
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Tabela 2.4: Exemplos de artigos encontrados na literatura sobre o uso dos polimeros
PDEAEMA ou PDMAEMA para aplicacoes biomédicas.

Sistema Polimérico Aplicacao Processo Autores
Liberacao controlada Polimerizacio
P(St-co-DMAEMA) do farmaco modelo ¢ HU et al.| (2014
) em emulsao
cumarina-6
Liberagao controlada Polimerizacao
P(EC-g-DEAEMA) do farmaco modelo controlada WANG et al.| (2011
rifampicina via ATRP
P(DMAEMA-co-HEMA) lee’ragao contrglada do Fotopohmen%agao VOU e AUGUSTE! (2008
farmaco paclitaxel em emulsao
Encapsulamento de Polimerizacao
P(DMAEMA-b-MMA) P L controlada KHAKZAD et al.| (2016
materiais fotocromicos .
via RAFT
Liberagao controlada Polimerizagao
PCL-g-PDMAEMA o fér(inacos o controlada GUO et al.| (2010
& via ATRP
Liberagao controlada Polimerizacio
P(DEAEMA-co-St) do farmaco modelo potzacan JIA et al.| (2017
. em miniemulsao
ibuprofeno
Liberagao controlada N
Nanogel de PDEAEMA do fArmaco Pohmenzagao PIKABEA ef al| (2018
com PEGMA . em emulsao
doxorrubicina
Liberagao controlada Polimerizacao
iEgég_iEgl(\gﬁ;?gg AAEEl\l/\I/I AA)) do farmaco modelo controlada ZHANG et al.[(2012
ibuprofeno via ATRP
Liberagao controlada Polimerizagao
MPEG-PDEAEMA do farmaco controlada YANG et al.| (2017
doxorrubicina via ATRP
Liberacao controlada Polimerizacao
BSCD-PDMAEMA do farmaco controlada ZHOU et al.| (2018
doxorrubicina via ATRP

St: Estireno; EC: Etil Celulose; HEMA: Metacrilato de 2-hidroxietila;
PCL: Poli(e-caprolactona); PEGMA:Metacrilato de poli(etilenoglicol)
PEG: Poli(etileno glicol); BMA: Metacrilato de n-butila;
MPEG: Poli(etileno glicol) metil éter; SCD: 5-Ciclodextrina
ATRP: Polimerizacao radicalar por transferéncia de dtomos
RAFT: Transferéncia reversivel de cadeia por adi¢ao-fragmentacao
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2.8 Comentarios finais

Como discutido até aqui, a esquistossomose ¢ uma doenca negligenciada que
acomete milhoes de pessoas ao redor do mundo, sendo, no Brasil, considerada um
grave problema de satide ptblica. O tratamento é realizado majoritariamente pela
administracao do praziquantel, constatando sua importancia. Contudo, este farmaco
é caracterizado pelo forte amargor, sendo rejeitado principalmente pelas criancas
e, por consequéncia, gerando reducao da eficiéncia do tratamento. Ademais, o
farmaco apresenta baixa solubilidade em agua, dificultando o desenvolvimento de
novos produtos farmacéuticos.

Dessa forma, é inquestionavel que o cenério atual requer o desenvolvimento
de novas alternativas para o tratamento da esquistossomose. Em particular,
o desenvolvimento de uma formulagao em suspensao parece constituir uma boa
alternativa para resolver os problemas de ajuste de dosagem.

Os sistemas de liberacao controlada sao comumente relatados como opcoes
promissoras para a producao de novas formulacoes farmacéuticas por conta das
diversas vantagens. Dentre estas, as microparticulas poliméricas mostram-se
adequadas para administracao oral, intravenosa ou parenteral.

Desse modo, propoe-se o desenvolvimento de sistemas de liberacao controlada
baseados em microparticulas poliméricas de poli(metacrilato de metila) (PMMA)
para o encapsulamento do praziquantel, avaliando principalmente o perfil de
liberacao do farmaco ao longo do tempo. Uma abordagem também bastante
promissora para este trabalho ¢ o desenvolvimento de microparticulas poliméricas
inteligentes, com o uso dos mondmeros metacrilato de dietilaminoetila (DEAEMA)
e metacrilato de dimetilaminoetila (DMAEMA), para que as particulas sejam
sensiveis ao pH e facilitem a liberacao do farmaco ao longo do trato gastrointestinal.
Ressalta-se que estudos similares ao proposto nao estao disponiveis na literatura

consultada.
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3.1 Material

3.1.1 Reagentes

Os reagentes utilizados nas reagoes de polimerizacao conduzidas no presente
trabalho, com as respectivas origens e purezas, sao listados a seguir. Todos os
reagentes e solventes foram usados assim como recebidos, sem realizar qualquer

purificagao adicional.

e Acetona P.A. com 99,5 % de pureza, fabricado pela Vetec Quimica Fina (Rio

de Janeiro, Brasil), usada para limpeza das vidrarias.

e Acetonitrila com grau HPLC, fabricado pela Tedia (Ohio, USA), usado como

fase movel no HPLC.

e Acido cloridrico (HCI) com concentragdo de 37 % em agua, fabricado pela
LabSynth (Sao Paulo, Brasil), usado para o meio acido dos ensaios de

liberacao.

e Agua ultra pura (Gehaka, Master System MS 2000, Sdo Paulo, Brasil), usada

nas reacoes de polimerizacao.
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e Azobisisobutironitrila (AIBN) de marca Akzo Nobel (Paises Baixos), com

pureza minima de 99 %.

e Cloroformio P.A. ACS com pureza minima de 99,8 % e estabilizado com
amileno, fabricado pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil), utilizado

como solvente do faArmaco nas reacoes de polimerizacao.

e Cloroformio deuterado com pureza minima de 99,8 %, fabricado pela

Cambridge Isotope Laboratories Inc. (EUA).

e Etanol P.A. com 99,8 % de pureza minima, fabricado pela Vetec Quimica
Fina (Rio de Janeiro, Brasil), usado no preparo das solugoes de leitura no

espectrofotometro UV-Vis.

e Dimetacrilato de etileno glicol (EGDMA) com pureza minima de 98 %,
fabricado pela Sigma-Aldrich (Missouri, EUA), usado como agente reticulante

nas reacoes de polimerizacao.

e N,N-Dimetilformamida (DMF) com pureza minima de 99 %, fabricado pela
Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil), usado nos testes de solubilizacdo

das microparticulas dos copolimeros.

e Fosfato de sodio dibéasico P.A. anidro com pureza minima de 99 %, fabricado
pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil), usado para o preparo do

tampao de pH 6,8 para os testes de liberacao.

e Fosfato de sddio monobéasico monohidratado com pureza minima de 99 % e
contendo 2 % de agua, fabricado pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro,

Brasil), usado para o preparo do tampao de pH 6,8 para os testes de liberacao.

e Hidroxido de sodio (NaOH) lentilhas P.A. com pureza minima de 99 % e
contendo 3 % de 4gua, fabricado pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro,

Brasil), usado para ajustes de pH do tampao utilizado nos ensaios de liberacao.
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e Lauril sulfato de sodio (LSS) com pureza minima de 99 % e contendo 10 % de
agua, fabricado pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil), usado como

tensoativo do meio preparado para os ensaios de liberacao.

e Metacrilato de dietilaminoetila (DEAEMA) com pureza minima de 99 % e
contendo 1.500 ppm do inibidor hidroquinona monometil éter, fabricado pela
Sigma Aldrich (Missouri, EUA), utilizado como comonomero nas reagoes de

polimerizagao.

e Metacrilato de dimetilaminoetila (DMAEMA) com pureza minima de 98 %
e contendo entre 700 a 1.000 ppm do inibidor hidroquinona monometil éter,
fabricado pela Sigma Aldrich (Missouri, EUA), utilizado como comonomero

nas reacoes de polimerizacgao.

e Metacrilato de metila (MMA) com pureza minima de 99,5 %, fabricado pela
Sigma Aldrich (Missouri, EUA), utilizado como monomero nas reagoes de

polimerizagao.

e Padrdes de poli(estireno) com massas molares na faixa de 5x10% a 1x10°
Da com pureza minima de 99 %, fabricado pela Viscotek (Worcestershire,

Inglaterra).

e Perdxido de benzoila (BPO) com pureza minima de 99 % e contendo 25 % de
umidade, fabricado pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil), usado

como iniciador nas reagoes de polimerizacao.

e Poli(4alcool vinilico) (PVA) P.S. com pureza minima de 98 %, grau de hidrolise
de 88 % e massa molar ponderal média de 2,5x10* Da, fabricado pela Vetec
Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil), usado como agente estabilizante nas

reacoes de polimerizacao.

e Praziquantel (PZQ)) (mistura racémica equimolar) (Lote 062018), fabricado

por Yizing City Xing Yu Medicine Chem. e fornecido por Farmanguinhos
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(Rio de Janeiro, Brasil), usado como farmaco a ser encapsulado nas reagoes

de polimerizacao.

e Tetrahidrofurano (THF) com grau HPLC, fabricado pela Tedia (Ohio, USA),

utilizado nas anélises de GPC, como fase mdvel e na solubilizagao das amostras.

e 1,2,4-Triclorobenzeno (TCB) com pureza minima de 99 %, fabricado pela Vetec
Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil), usado nos testes de solubiliza¢ao das

microparticulas dos copolimeros.

3.1.2 Equipamentos e acessorios

A seguir sao listados os equipamentos e acessorios utilizados para conduzir as

reacoes de polimerizagao e os ensaios de caracterizacao das microparticulas obtidas.

e Agitador eletromagnético (Bertel - Industria Metalargica, Sao Paulo - Brasil)

de peneiras para analises granulométricas.

e Analisador de tamanhos de particulas (Malvern Instruments, modelo
Mastersizer 2000, Malvern - Reino Unido), usado para a determinacao da

distribuicao de tamanhos de particulas por espalhamento dinamico de luz;

e Analisador térmico (Perkin Elmer, modelo DSC 8500, Massachusetts - EUA),

utilizado para avaliar a interagao entre o principio ativo e o polimero.

e Balanca analitica com capacidade para pesar materiais de 100 mg até 210
g (BEL Equipamentos Analiticos Ltda., modelo U210A, Sao Paulo - Brasil),

utilizada na pesagem de reagentes e produtos reacionais.

e Centrifuga (Thermo Scientific, modelo Megafuge 16R, Massachusetts - EUA),

utilizada nas anélises de eficiéncia de encapsulamento.

e Cromatografo de permeagao em gel (Viscotek, modelo GPC Max VE 2001,

Worcestershire - Inglaterra), equipado com detector refratométrico (modelo
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VE 3580) e conjunto de colunas lineares (Shodex, modelos KF-48804L e
KF-805L, Toquio - Japao) com tamanhos méximos de poro de 1,5x10% e

5x10% A, utilizado para determinacio das massas molares dos polimeros.

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) (JASCO, modelo LC-2000,
Toquio - Japao) equipado com injetor automatico (JASCO AS-2059 Plus),
detector UV-VIS (JASCO UV-2075) e uma bomba (JASCO PU-2087),

utilizado para quantificacao do farmaco liberado nos ensaios de liberagao.

e Cromatografo liquido de alta eficiencia (CLAE) (Perkin Elmer, modelo
Flexar-LC, Massachusetts - EUA) equipado com detector UV-VIS (modelo
Flexar-LC) e uma bomba (modelo Flexar-LC), utilizado para quantifica¢ao do

farmaco liberado nos ensaios de liberacao.

e Difratometro de raios X (Rigaku, modelo Miniflex, Toquio - Japao), utilizado

para a andlise da estrutura cristalina dos materiais.

e Dispositivo de ultrafiltracdo com membrana de celulose regenerada de 3 KDa
(AMICON Ultra-15 3 K Millipore, Massachusetts - EUA), utilizado nas

analises de eficiéncia de encapsulamento.

e Dissolutor de 8 cubas (LabIndia, modelo DS 8000, Thane - India) equipado

com o aparato 2 (p4), para a realiza¢do dos ensaios de dissolugao.

e Espectrofotometro UV-VIS (Perkin-Elmer, modelo Lambda 35, Massachusetts

- EUA), utilizado nas andlises de eficiéncia de encapsulamento.

e Espectrometro de ressonancia magnética nuclear (Bruker, modelo AVIII-500,
Massachusetts - EUA), utilizado para determinar as estruturas quimicas dos

produtos formados.

e Estufa de recirculagdo (Quimis, modelo Q317M-72, Sdo Paulo - Brasil), usada

para a secagem das amostras.
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e Espectrofotometro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
(Thermo Scientific, modelo Nicolet 6700, Massachusetts - EUA), equipado
com acessorio Smart Orbit que permite anélise direta do material sélido por

reflectancia difusa alternada, utilizado para analises de FTIR das amostras.

e Microscopio eletronico de varredura (JEOL Milestones, modelo 6460LV,

Toquio - Japao), usado para as analises de morfologia das particulas.

e Minirreator de vidro com capacidade de 100 mL (EasyMax™102 - Mettler
Toledo, Ohio - EUA) encamisado, equipado com termopar, agitador e

condensador, utilizado para a realizacao das reacoes de polimerizacao.

e Papel de filtro qualitativo (Qualy, Brasil) com 12,5 cm de diametro, 205 pm
de espessura e diametro de poro de 14 pum, usado para a filtracao das amostras

produzidas.

e Peneiras granulométricas (Bertel - Induastria Metalargica, Sao Paulo - Brasil)

com diametros de poro de: 75, 106, 150, 212 e 300 pm.

e Medidor de pH de bancada (GEHAKA, modelo PG 1800, Sao Paulo - Brasil),

para avaliacao do pH da solucao tampao.

e Placa de agitagdo com aquecimento (IKA, modelo C-MAG HS7, Staufen -

Alemanha), utilizada para homogeneizagao das solugoes.

e Placa de agitagao (com 5 pontos) com aquecimento (IKA, modelo RT 5 Power,

Staufen - Alemanha), usada nos ensaios de dissolucao.

e Potenciometro (Antoon Parr, modelo SurPass, Graz - Austria), usado para as

andlises de potencial zeta das microparticulas.

e Reator de vidro borossilicato encamisado e com capacidade de 1 L (FGG
Equipamentos Cientificos, Sdo Paulo - Brasil), combinado com uma tampa de

aco inox com entrada para o agitador mecanico (IKA, modelo RW20 digital,
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Staufen - Alemanha) com impelidor com seis pas dispostas verticalmente e

para o condensador de refluxo do tipo serpentina.

e Reator de aco inoxidavel de 12 L (Implantagao, Rio de Janeiro - Brasil) provido

de 3 chicanas retas a 120° uma da outra ao longo da circunferéncia do reator.

e Tensiometro (Kruss Process, modelo K100, Hamburgo - Alemanha), para as

medidas de angulo de contato das microparticulas.

3.2 Meétodos

O procedimento adotado para a obtencao das microparticulas foi a polimerizagao
em suspensao, conforme metodologia descrita detalhadamente a seguir, sendo
avaliado também o encapsulamento do PZQ. Ao longo do trabalho, a técnica de
polimerizacao foi aplicada em reatores de volumes diferentes para o escalonamento

do processo de formacao das microparticulas.

3.2.1 Metodologia em escala de bancada - Reator 100 mL

Microparticulas de PMMA

O preparo das microparticulas poliméricas de PMMA, contendo (ou nao) o
farmaco, foi feito por intermédio da técnica de polimerizacao em suspensao, com
o uso da unidade experimental apresentada na Figura O procedimento
experimental foi desenvolvido com base na metodologia descrita por (OLIVEIRA
et al. (2011) e OLIVEIRA et al| (2012a)). A receita experimental empregada esté
apresentada na Tabela em que a quantidade de PZ(Q usada foi de 30 % (m/m)
em relacao a carga de monomero.

Além disso, outra abordagem avaliada para melhorar o perfil de liberacao do
farmaco considerou o uso do solvente cloroférmio e do agente reticulante, a fim
de formar poros nas microparticulas ou uma rede tridimensional, para melhorar

a difusao do PZQ através das microparticulas. As reacoes de polimerizacao em
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suspensao foram realizadas na presenca de 10 % (m/m) de cloroformio (CHCl3) ou
1 % (m/m) de dimetacrilato de etileno glicol (EGDMA).

Tabela 3.1: Receita experimental das reagoes de polimerizacao em suspensao de
MMA.

Reacao Massa (g)
PVA H,O0O BPO MMA PZQ CHCl; EGDMA
PMMA 0,24 60,0 0,54 20,0 - - -
PMMA/PZQ 0,24 60,0 0,54 20,0 6,0 - -
PMMA-CHCl3/PZQ 0,24 60,0 0,54 20,0 6,0 2,0 -
PMMA-EGDMA/PZQ 0,24 60,0 0,54 20,0 6,0 - 0,20

- Nao utilizado na reacao.

r

Figura 3.1: Unidade de polimeriza¢ao (minirreator).

Primeiramente, a fase aquosa constituida pela solugdo de poli(alcool vinilico)
em agua com concentragdo de 0,4 % (m/m), usado como agente de suspensao, foi
preparada previamente por conta da dificuldade de dissolugao. A solucao foi mantida
sob agitacao por, aproximadamente, 12 horas.

Apo6s a montagem do mini-reator, a solu¢cao de PVA foi adicionada ao sistema,
sendo aquecida até 80 °C e mantida sob agitacdo constante. Ao atingir a

temperatura desejada, a fase organica (constituida pela solugdo de MMA, PZQ,
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BPO e os aditivos) foi também vertida no mini-reator através do orificio na tampa.
Para reduzir a perda de mondémero do meio reacional, um condensador resfriado a
10 °C foi conectado ao reator. As reacoes de polimerizacao em suspensao foram
conduzidas a 80 °C, sob agitacao constante de 900 rpm e por um tempo de reacao
de 2 horas. Ao final, as microparticulas obtidas foram filtradas a vécuo, sendo
exaustivamente lavadas com agua destilada para, em seguida, serem secas na estufa

de circulacao a 30 °C.

Microparticulas inteligentes de P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-
DMAEMA)

De modo a melhorar o perfil de liberacao do farmaco, testou-se o desenvolvimento
de microparticulas sensiveis ao pH. Para que haja liberacao no meio estomacal,
o uso de polimeros cationicos sao aconselhados como ja discutido, sendo que
o poli(metacrilato de dietilaminoetila) (PDEAEMA) e o poli(metacrilato de
dimetilaminoetila) (PDMAEMA) sdo os polimeros sintéticos mais amplamente
utilizados para esse fim.

Este estudo consistiu em realizar a copolimerizacao do MMA com DEAEMA ou
DMAEMA, usando 5 a 40 % (m/m) dos comondmeros. A receita experimental
empregada estd apresentada na Tabela em que a quantidade de PZQ
encapsulada foi mantida em 30 % (m/m).

O procedimento experimental foi o mesmo utilizado no preparo das
microparticulas de PMMA, descrito na secao anterior, sendo a fase organica
constituida também pelos comonomeros. Essas reacoes de polimerizagao em
suspensao também foram conduzidas na unidade experimental apresentada na
Figura 3.1, a 80 °C, sob agitacao de 900 rpm e por um tempo de reacao de 2
horas.

Cabe ressaltar que o iniciador utilizado nessas reacoes foi o azobisisobutironitrila

(AIBN), usualmente reportado para as polimerizagoes de comonomeros cationicos.
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Tabela 3.2: Receita experimental das reagoes de copolimerizacao em suspensao de
MMA e comonoémeros catidnicos.

Reacao Massa(g)
DEAEMA ou
PVA H,O AIBN MMA DMAEMA PZQ

DE-05 ou DM-05 0,24 60,0 0,2 19,0 1,0 -

DE-10 ou DM-10 0,24 60,0 0,2 18,0 2,0 -

DE-20 ou DM-20 0,24 60,0 0,2 16,0 4,0 -

DE-30 ou DM-30 0,24 60,0 0,2 14,0 6,0 -

DE-40 ou DM-40 0,24 60,0 0,2 12,0 8,0 -
DE-05/PZQ ou DM-05/PZQ 0,24 60,0 0,2 19,0 1,0 6,0
DE-10/PZQ ou DM-10/PZQ 0,24 60,0 0,2 18,0 2,0 6,0
DE-20/PZQ ou DM-20/PZQ 0,24 60,0 0,2 16,0 4,0 6,0
DE-30/PZQ ou DM-30/PZQ 0,24 60,0 0,2 14,0 6,0 6,0
DE-40/PZQ ou DM-40/PZQ 0,24 60,0 0,2 12,0 8,0 6,0

Na literatura, encontram-se diversos trabalhos que reportam o uso do persulfato
de potéssio (SHARIFI-SANJANT et al., 2000), persulfato de amoénio (YU et al.l
1999)), acetileto de paladio (PANG et al) 2004) e AIBN (COTANDA et al.
2013; ROOINTAN et al., 2018; |ROY et al., |2012) como iniciadores; porém, nao
é mencionado o uso do BPO para essas reagoes de polimerizacao.

De fato, testes iniciais (que nao estao apresentados neste documento) realizados
usando BPO como iniciador (nas mesmas condi¢oes da sintese das microparticulas
de PMMA puro) ndo promoveram a formagao de microparticulas poliméricas, sendo
caracterizados por conversoes baixissimas. Diante disso, optou-se por prosseguir as
reacoes de copolimerizacao, na presenca dos comonomeros cationicos, usando AIBN

como iniciador.

3.2.2 Metodologia em escala de bancada - Reator 1L

Diante dos resultados promissores que estao apresentados no Capitulo b, optou-se

por escalonar a producao das melhores microparticulas para o reator de 1 L e assim
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melhorar a caracterizacao quanto ao ensaio de dissolucao, que requer o uso de
quantidades significantes de material, o que nao era possivel produzir quando se
trabalha no minirreator.

Neste caso, as reacoes de copolimerizacao MMA com DEAEMA ou DMAEMA
foram realizadas com 20 a 40 % (m/m) dos comonoémeros. A Tabela[3.3]apresenta a
receita experimental empregada para as reagoes realizadas no reator de 1 L (Figura
B.2), em que a quantidade de PZQ a ser encapsulada foi mantida em 30 % (m/m)
em relacao a carga monomérica.

O procedimento experimental utilizado foi o0 mesmo descrito anteriormente, que
consistiu inicialmente na alimentagao da solugao de PVA ao reator, seguida pela
adicao da fase organica. As reacoes de polimerizacao foram executadas a 80 °C, sob

agitacao de 1000 rpm e por um tempo de reacao de 2 horas.

Tabela 3.3: Receita experimental das reacoes de copolimerizacao em suspensao
realizadas no reator de 1 L com MMA e comondémeros cationicos.

Reacao Massa (g)
DEAEMA ou

PVA H,0 AIBN MMA oo 2 PzQ
DE-20/PZQ-1L
DM-20/PzQ-11, S 4900 L5 120,0 30,0 45,0
DE-30/PZQ-1L
DM-30/PzQ-11, S 4300 L5 1050 45,0 45,0
DE-0/PZQ-IL | o 00 o g0 500 5o

DM-40/PZQ-1L
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Figura 3.2: Unidade de polimerizacao referente ao sistema do reator de 1 L.

3.2.3 Metodologia em escala piloto - Reator 12 L

De maneira similar, com base nos melhores resultados obtidos pelas
microparticulas produzidas no reator de 1 L, foi feita a selecdo para o
escalonamento para a Planta Piloto do Laboratorio de Engenharia de Polimerizacao
(EngePol/PEQ/COPPE).

Para esta metodologia, as reacoes de copolimerizacao do MMA com DEAEMA
ou DMAEMA foram realizadas com 30 % (m/m) dos comonomeros, estando a receita
experimental descrita na Tabela[3.4. Para estas reacoes, a solucao de PVA utilizada
passou a ser de 0,9 % (m/m), para garantir a estabilidade do sistema.

As reagoes foram conduzidas no reator de 12 L, ilustrado na Figura B.3]
obtendo-se ao final em torno de 1,5 kg dos materiais poliméricos. Mais uma

vez, o procedimento experimental empregado foi semelhante ao descrito nas segoes
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Tabela 3.4: Receita experimental das reacoes de copolimerizagao em suspensao
realizadas no reator de 12 L com MMA e comondmeros cationicos.

Reacio Massa (g)
PVA H,0 AIBN MMA “pobMS o% pgq
DE-30/PZQ-Planta 4 5y 5000 150 1.050,0 450,0 450,0

DM-30/PZQ-Planta

anteriores; porém neste caso, a solucdo de PVA foi aquecida a 70 °C, e somente
depois da adicao da fase organica o sistema era conduzido para 80 °C, sob agitacao

constante de 1.200 rpm.

Figura 3.3: Unidade de polimerizacao referente ao sistema do reator de 12 L, presente
na Planta Piloto.

Cabe salientar que o objetivo perseguido foi o de aumentar a producao de
particulas com menores tamanhos, de modo a obter maior eficiéncia de liberagao
de PZQ no final do processo. Por isso, ao longo do escalonamento, optou-se por

sempre trabalhar nas maximas agitacoes permitidas por cada sistema.
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3.3 Técnicas de caracterizacao do produto final

3.3.1 Conversao por gravimetria

As reacoes de polimerizacao em suspensao sao conhecidas porque permitem a
sedimentacao rapida das particulas ao longo do tempo, de maneira que a coleta de
amostras pode ser muito dificil, pois a agitacao nao pode ser interrompida. Dessa
forma, a analise de conversao para essas reacoes apresenta oscilacoes, principalmente
no final do processo de reacao. Diante disso, de modo a caracterizar a influéncia
dos comonomeros na cinética de polimerizacao das microparticulas copolimerizadas,
o teste de conversao foi realizado em tubos de ensaio, por meio da técnica
de polimerizacao em massa. FEsse teste nao deve ser subestimado, ji que, na
polimeriza¢ao em suspensao, cada gota funciona como um pequeno reator em massa.

Para a andlise de conversao, as reagoes foram conduzidas a 80 °C com auxilio
de um banho de etileno glicol, sendo cada tubo de ensaio usado para um
pré-determinado tempo de reagdo. A mistura reacional consistia do iniciador (AIBN)
e dos monoémeros (MMA, DEAEMA, DMAEMA), nas mesmas concentragoes das
reacoes de polimerizagao em suspensao. Apods a solubilizagao do iniciador na carga
monomérica, a cada tubo de ensaio foram adicionados aproximadamente 2g da
mistura e colocados no banho de etileno glicol ja na temperatura de reacao.

Apos decorrido o tempo de reagao, a solugao do inibidor (hidroquinona 1 % m/m)
era adicionada a cada tubo de ensaio. As amostras foram transferidas para estufa
com recirculacao a 30 °C para secagem e posterior medida da massa de polimero
formado. De modo geral, o célculo da conversao consiste em relacionar o polimero

seco obtido e a massa de monémero inicial na amostra.

3.3.2 Distribuicao de tamanhos de particulas

A determinacao das distribuicoes de tamanhos de particulas foi feita por meio da

técnica de espalhamento de luz, utilizando um analisador de tamanhos de particulas
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da marca Malvern Instruments, modelo Mastersizer 2000 (Malvern - Reino Unido).
Esse equipamento mede as distribuicoes de tamanhos das particulas por medicao da
variagao angular na intensidade da luz espalhada, & medida que um feixe de laser
interage com as particulas dispersas da amostra. Sabe-se que particulas grandes
dispersam a luz em angulos relativamente pequenos em relacdo ao feixe de laser,
enquanto que particulas pequenas dispersam a luz em angulos maiores.

Para a analise, o equipamento utiliza uma fonte de laser neon de hélio, com faixa
de detecgao que vai de 0,1 a 1000 pum, sendo o comprimento de onda utilizado nas
leituras igual a 632,8 nm. As microparticulas poliméricas eram dispersas em agua
destilada para serem colocadas no compartimento do equipamento, até que o nivel
de obscurescéncia atingisse 15 %. A presenga de um sistema de agitagdo garantia
a dispersao e a homogeneizacao das particulas no meio. As anilises foram sempre
realizadas em triplicata e o equipamento fornecia automaticamente a média dos trés

resultados obtidos.

3.3.3 Eficiéncia de encapsulamento

A determinacao da quantidade de PZQ efetivamente encapsulada nas
microparticulas poliméricas produzidas foi feita por meio da técnica de separacao
conhecida como ultrafiltracao-centrifugacdo, que ¢é bastante utilizada para
caracterizacdo de nanoparticulas (SCHAFFAZICK et al, 2003). Nesta técnica,
utiliza-se uma membrana de ultrafiltracao para a separacao da fracao livre de
farmaco na fase aquosa da suspensao com o auxilio da centrifugacao. A concentragao
de farmaco livre é determinada no filtrado, sendo a concentracao de farmaco
encapsulada calculada pela diferenca entre a fracao livre e o total esperado. No
presente trabalho, os filtrados foram analisados com auxilio do espectrofotometro
UV-VIS da marca Perkin-Elmer (modelo Lambda 35, Massachusetts - EUA).

Como a quantificagao é feita do PZQ que migra para a fase aquosa, inicialmente,
foi feita a curva de calibracao do farmaco em agua, a partir de uma solu¢ao mae do

ativo, que foi preparada e diluida a diversas concentragoes. A solucao mae preparada
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apresentava concentragao de 0,02 g/L de PZQ em &gua, sendo feitas dilui¢oes para a
obtenc¢ao de solugdes nas concentragoes de 0,015, 0,010, 0,005, 0,002 e 0,0005 g/L de
PZQ em &4gua. Todas as solucoes da curva foram analisadas no espectrofotémetro
na posicao do pico maximo de absorcao do ativo, determinado a partir da varredura
no intervalo de 190 a 400 nm (Apzo = 193 nm, vide Apéndice .

Tendo em maos a curva de calibracao do PZQ, as andlises de
ultrafiltracao-centrifugacao foram realizadas com uma aliquota do sobrenadante
recolhida diretamente apoés o final da reagao de polimerizagao em suspensao, filtrada
na membrana de celulose regenerada de 3 kDa (AMICON Ultra-15 3 K Millipore,
Massachusetts - EUA) com o uso da por 15 minutos. Como discutido anteriormente,
a partir da anélise no espectrofotometro UV-VIS do filtrado é possivel obter a
fracao de PZQ que se encontra livre e, por consequéncia, determina-se a fracao de

PZQ de fato encapsulada.

3.3.4 [Espectroscopia na regiao do infravermelho (FTIR)

A técnica de espectroscopia no infravermelho se baseia no principio de que
as ligacoes quimicas de uma molécula vibram em frequéncias especificas, sendo
portanto possivel identificar os grupos funcionais presentes em uma determinada
amostra (SILVERSTEIN et al., 2006).

As anélises de infravermelho foram realizadas na regido do infravermelho médio

! no espectrometro FTIR (Thermo

(4.000 - 400 ¢cm™!') com resolugao de 4 cm™
Scientific, modelo Nicolet 6700, Massachusetts - EUA) equipado com detector DTGS
KBr. Cada espectro foi registrado como resultado da média de 128 varreduras. As

medidas foram feitas diretamente na fase solida usando um dispositivo de ATR

(reflectancia difusa atenuada).

3.3.5 Analise termogravimétrica (TGA)

As anélises termogravimétricas sao importantes para determinar a temperatura

em que se inicia o processo de degradacao das amostras produzidas e do farmaco em
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estudo. Dessa forma, deve-se evitar trabalhar nas proximidades dessas condicoes,
de maneira a garantir a integridade destes materiais.

As anélises de TGA das microparticulas poliméricas e do PZQ foram realizadas
com amostras de 10 mg em um analisador térmico da marca Perkin Elmer (modelo
STA-6000, Massachusetts - EUA), na faixa de 25 a 600 °C a uma taxa de aquecimento
de 10 °C/min. As anélises foram conduzidas em atmosfera inerte, com vazao de

nitrogénio de 20 mL/min.

3.3.6 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A anélise de DSC foi utilizada para verificar se ocorria interacdo entre o ativo
e o polimero (MAINARDES et al, [2006; SCHAFFAZICK et al., |2003). O método
termoanalitico mede o fluxo de calor gerado ao aquecer ou resfriar uma amostra,
comparando-o com uma amostra de referéncia (material termicamente estavel). A
inexisténcia das transicoes térmicas caracteristicas dos ativos indica a solubilizacao
dos materiais na matriz polimérica.

As analises das microparticulas poliméricas e do PZ(Q foram realizadas no
equipamento da marca Perkin-Elmer (modelo 8500, Massachusetts - EUA), sendo
feita a pesagem de aproximadamente 5 mg da amostra em cadinhos de aluminio
fechados. As amostras foram submetidas a uma faixa de aquecimento de 0 a 200
°C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, sob atmosfera de nitrogénio a uma
vazao de 30 mL/min. Vale ressaltar que foi utilizada a primeira varredura térmica,
por conta da possivel degradacao dos ativos e da destruigao de dominios cristalinos.

Além disso, as andlises de DSC também permitiram a visualizacdo da
temperatura de transigao vitrea (Tg) dos copolimeros produzidos, permitindo assim
avaliar a copolimerizacao. Para esta andlise, foi utilizada a segunda varredura de
aquecimento, a fim de apagar o historico térmico das amostras, e melhorando assim

a determinacao da Tg.
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3.3.7 Difratometria de Raios X (DRX)

A estrutura cristalina dos polimeros produzidos foi avaliada através de analises de
difragao de raios X (DRX) (Rigaku, modelo Miniflex, Toquio - Japao) com radiacdo
CuKa. Esta técnica permite identificar a estrutura cristalina dos materiais por meio
do espalhamento dos raios X pelas estruturas organizadas.

Os difratogramas foram adquiridos com variagao do angulo de Bragg (26) de 2°

a 90°, com passos de 0,05° e tempo de contagem de 2 s por passo.

3.3.8 Cromatografia de permeagao em gel (GPC)

A técnica de GPC, também conhecida como cromatografia por exclusao de
tamanho (SEC), foi utilizada para determinar as massas molares médias dos
polimeros obtidos. Nesta andlise, o polimero é solubilizado em um solvente
adequado, para entao ser injetado em uma coluna de gel poroso. A porosidade
do recheio permite a separacao das moléculas de diferentes tamanhos de cadeia. As
moléculas maiores, como nao penetram nos poros da coluna, sao eluidas primeiro.
Em contrapartida, as moléculas menores precisam que um volume maior de solvente
percorra a coluna para que sejam eluidos, ja que penetram nos poros.

As anéalises das microparticulas poliméricas foram realizadas em um cromatografo
de permeacao em gel da marca Viscotek (modelo GPC Max VE 2001, Worcestershire
- Inglaterra), equipados com um detector refratométrico da marca Viscotek (modelo
VE 3580) e um conjunto de colunas lineares da marca Shodex (modelos KF-48 804L
e KF-805L), com tamanhos méximos de poro de 1,5x10% e 5x103 A. O equipamento
foi calibrado com padrdes de poli(estireno) com massas molares na faixa de 5x10?
a 1x10° Da.

Para a realizacao da anélise, foram solubilizados 3 mg da amostra em 3 mL do
solvente tetrahidrofurano (THF). As andlises foram realizadas a 40 °C, usando como

fase movel o solvente THF, mantido a uma vazao constante de 1,0 mL/min.
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3.3.9 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A andlise de MEV foi utilizada para visualizacgdo das superficies das
microparticulas poliméricas obtidas. Para a realizacao das anélises, as amostras
foram metalizadas com ouro. As analises foram realizadas no microscopio eletronico
de varredura da marca JEOL Milestones (modelo 64601V, Toquio - Japao), equipado
com filamento de tungsténio e resolugao de 10 nm, operando com tensao maxima
de 30 kV. O metalizador utilizado foi da marca Emitech (Kent - Inglaterra) modelo
K550, usando uma taxa de deposi¢ao de 50 nm/min e tamanho de particula de 5

nim.

3.3.10 Analise de viscosidade

Com o intuito de avaliar a influéncia do firmaco na cinética das reacoes
de polimerizacdo, analises de viscosidade do MMA puro e da solucao de MMA
contendo 30 % (m/m) de PZQ (condi¢do reacional) foram realizadas no redmetro
TA Instruments (modelo AR-G2, New Castle, EUA). As analises foram conduzidas
usando a geometria cilindro coaxial com taxa de cisalhamento de 300 s~! por 5
minutos a 80 °C.

De modo a caracterizar a influéncia do EGDMA na evolucdo da viscosidade
do sistema, as anélises de viscosidades do MMA puro e da solucao de MMA com
1 % (m/m) de EGDMA na presenga de BPO (mesmas condi¢oes das reagoes de
polimerizagao em suspensao) foram realizadas no viscosimetro (Ofite, modelo 900,

Texas, EUA) com geometria cilindro coaxial a 80 °C e 100 rpm.

3.3.11 Ressonancia magnética nuclear (H-RMN)

A anélise de espectrometria de ressonancia magnética nuclear é uma das técnicas
mais importantes para caracterizacao de polimeros, permitindo a determinacao da
estrutura quimica do material. FEsta técnica se baseia na andlise da frequéncia

de ressonancia quando os nucleos atoémicos (*H e/ou '3C) absorvem a radiagio
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eletromagnética como resposta a uma variacao do campo magnético externo
(BOVEY e MIRAU, |1996; PAVIA et al., [2001).

A andlise de RMN foi utilizada para avaliar a insercao dos comondmeros
DEAEMA e DMAEMA durante as reacoes de copolimerizacdo. A anélise de
RMN de hidrogénio foi realizada no equipamento da Bruker (modelo AVIII-500,
Massachusetts - EUA), com frequéncia de 500.1 MHz e sonda de 5 mm. As amostras

dos copolimeros e do PMMA puro foram solubilizadas em cloroférmio deuterado

(CDC,).

3.3.12 Potencial zeta

A anélise do potencial zeta permite inferir informacoes sobre a carga efetiva na
superficie das microparticulas poliméricas. No caso das particulas inteligentes, esta
analise possibilita avaliar a influéncia do pH sobre as microparticulas, analisando a
diferenca de potencial zeta e confirmando assim a protonacao do grupo amina.

O potencial zeta das microparticulas em diferentes pHs foi avaliada por um
potenciometro (Anton Paar, modelo SurPASS, Graz - Austria). As medidas de
potencial zeta foram realizadas de pH 3 a 10, utilizando solucoes de HC1 0,1 M e

NaOH 0,1 M para ajuste de pH.

3.3.13 Angulo de contato

A fim de avaliar se os copolimeros produzidos apresentavam maior hidrofilicidade
em meio acido, por consequéncia da protonacao dos grupos amina, medidas de
angulo de contato foram realizadas em solugao HCI 0,1 M.

Dessa forma, para determinar o grau de hidrofilicidade, as medidas de angulo de
contato foram realizadas com o auxilio de um tensiémetro (Kruss Process, modelo
K100, Hamburgo - Alemanha) usando o método da placa de Wilhelmy, que permite
a analise dos materiais prensados na forma de pastilhas. Para a realizacao da anélise,
as medidas das pastilhas devem ser fornecidas previamente ao software. Durante a

andlise, as pastilhas sao colocadas na balanca do equipamento com o auxilio de uma
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pequena garra (acessorio do equipamento), e entao sao imersas no meio de andlise.

3.3.14 Tensao interfacial

De modo a avaliar a interacdo dos comondmeros com a fase aquosa (PVA em
agua) das reagoes de polimerizacdo em suspensao, as analises de tensao interfacial
foram realizadas entre as fases organicas e a fase aquosa. As andlises foram
conduzidas usando as mesmas propor¢oes entre MMA e os comonomeros (DEAEMA
e DMAEMA) das reagdes em suspensao, ou seja, com 5, 10, 20, 30 e 40 % dos
comondmeros. As andlises de tensao interfacial foram realizadas com o tensiémetro
da Kruss Process (modelo K100, Hamburgo - Alemanha) pelo método da placa de

Wilhelmy, a temperatura ambiente.

3.3.15 Ensaios de dissolucao

Os ensaios de dissolucao desempenham um papel essencial para o
desenvolvimento e caracterizacao das novas formulacoes de liberacao controlada,
e por isso merecem grande destaque. Esses ensaios se caracterizam por serem uma
técnica rapida e barata para avaliar a eficiéncia de liberacao das formulacoes antes
dos testes clinicos (DA SILVA et al., [2016)).

Duas metodologias foram aqui adotadas: ensaios preliminares em menor escala
e os ensaios no dissolutor (equipamento indicado para ensaios de dissolucdo)
(DA SILVA et al., 2016). Em ambos os casos, os ensaios foram realizados com
o objetivo de simular o comportamento das microparticulas poliméricas produzidas
no meio intestinal e no meio gastrico e, assim, obter o perfil de liberacao do farmaco
para cada amostra. O ensaio de dissolugao foi baseado na metodologia descrita por
FONSECA et al.| (2013b) e na Farmacopeia Brasileira (ANVISA| [2010)).

De modo a avaliar a influéncia dos tamanhos das particulas sobre os perfis de
liberagao do praziquantel, as amostras poliméricas foram separadas por faixas de
tamanho, com o auxilio de um conjunto de peneiras (didmetros de poro de 75, 106,

150, 212 e 300 pum) em um agitador eletromagnético. Para os ensaios de liberacao,
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optou-se por trabalhar nas 2 faixas de diametros (d) mais distantes:
(i) d < 75 pm;
(ii) 212 pm < d < 300 pm.

Em menor escala, os ensaios foram conduzidos em béqueres de 50 mL, sendo
usado um volume de 25 mL da solu¢ao receptora (tampao fosfato de sodio 0,1
M pH 6,8 e em solugdo de HC1 0,1 M pH 1.2, ambas com 2 % (m/m) de lauril
sulfato de sodio (LSS)) na temperatura de 37 °C e sob agitacdo constante de 100
rpm por um periodo de 3 horas. Nos ensaios, foi utilizada uma quantidade de
microparticulas correspondente a 0,67 g/I. de PZQ (condigao similar ao ensaio de
dissolu¢ao do comprimido de PZQ, de acordo com a Farmacopeia Brasileira). Os
ensaios em menor escala foram realizados para as microparticulas obtidas em escala
de bancada (reator 100 mL).

Para aumentar a solubilidade de fArmacos insoliveis ou pouco soliveis em agua,
¢ amplamente recomendado o uso de tensoativos (PARK e CHOI, [2006; |SHAH et al.,
1995)), sendo esta alternativa aprovada pela FDA (Food and Drug Administration
- Administracdo de Comidas e Remédios), 6rgao que determina critérios para a
utilizagao de farmacos comercialmente nos EUA (NOORY et al., 2002). O uso de
tensoativos sintéticos, como o LSS, é frequentemente citado nos ensaios de dissolugao
descritos na Farmacopeia Brasileira (ANVISA| 2010).

Ao longo do ensaio, aliquotas de 3 mL foram coletadas (com reposicdo da solucdo
tampao) nos tempos de 5, 10, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos. Essas aliquotas
foram filtradas com filtros de seringa de PTFE (poli(tetrafluoretileno)) de 0,45 pm,
sendo analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC),
no cromatografo da JASCO (Toquio - Japao) equipado com injetor automatico
(JASCO AS-2059 Plus), detector UV-VIS (JASCO UV-2075) e uma bomba (JASCO

PU-2087). As condigoes da anéalise foram:

e coluna empacotada com silica quimicamente ligada a grupo octadecilsilano

(C18), com dimensdes de 4 mm x 25 ecm x 10 pym da marca Fortis®
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Technologies;

fase movel: acetonitrila/H,O 60/40, em base volumétrica;

detector UV em 210 nm;

vazdo de 1,0 mL/min;

volume de injecao de 7 ul;

temperatura de analise de 30 °C.

Previamente, a curva de calibracao do PZQ) também foi construida para a
determinacao de farmaco presente nas aliquotas. A quantidade de PZQ acumulada
no meio em cada tempo foi calculada, considerando o volume total de solucao, a
concentragao de PZQ no tempo t e a quantidade de faArmaco retirada nas coletas das
amostras anteriores, sendo determinada na forma:

Ct ‘/total + Va Ca,tf 1
V;‘,otal

Crea = (3.1)

em que C,.q € concentragao de PZQ acumulada no tempo t, C; é a concentracao de
PZQ medida no tempo t, Vo1 € 0 volume total da solucao receptora, V, é o volume
da aliquota retirada no tempo ¢t — 1 e C,,_1 € a concentragao de PZ(Q da aliquota
do tempo ¢t — 1 (refere-se a concentra¢ao de PZQ acumulada no tempo t — 1).
Para as microparticulas produzidas em maior escala (reator 1 L e reator 12 L), os
ensaios de dissolucao passaram a ser conduzidos no dissolutor de 8 cubas de 1 litro
(LabIndia, modelo DS8000, Thane - India) com o aparato 2 (pa), que demanda maior
quantidade de amostra para os ensaios. Nesses casos, os ensaios de dissolucao foram
executados com 900 mL da solugao receptora a 37 °C, sob agitacao constante de 50
rpm por um periodo de 3 horas. Para estes ensaios, as solu¢oes receptoras (tampao
fosfato de sodio 0,1 M pH 6,8 e em solugao de HC1 0,1 M pH 1,2) foram preparadas
com 0,25 % (m/m) de LSS e a quantidade de microparticulas correspondia a 0,18

g/L de PZQ.
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Nos mesmos tempos anteriormente citados, aliquotas de 5 mL foram coletadas
(sem reposicao da solugao tampao), filtradas com filtros de seringa de 0,45
pm e posteriormente analisadas por HPLC, no cromatografo da Perkin-Elmer
(modelo Flexar-LC, Massachusetts - EUA) equipado com detector UV-VIS (modelo
Flexar-LC) e uma bomba (modelo Flexar-LC), usando a coluna C18 com dimensdes
de 8 mm x 25 cm x 10 da marca Kromasil. As condigoes das analises, assim como o

calculo da quantidade de PZ(Q) liberado, foram similares ao reportado anteriormente.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao - Producao

de Particulas de PMMA

Neste capitulo, sao apresentados os resultados referentes a producao de
microparticulas de PMMA para a incorporacao de PZQ), assim como os resultados
das andlises de caracterizacdo dos materiais obtidos. Avaliou-se, também, a
influéncia da presenga do solvente cloroférmio e do agente reticulante EGDMA sobre
os perfis de dissolucao do praziquantel. As reacoes de polimerizacdo para a sintese
de particulas de PMMA foram conduzidas segundo o procedimento experimental
descrito no Capitulo [3

No que diz respeito ao uso do cloroférmio, a inclusao de solvente pode alterar a
morfologia das particulas, permitindo a obtengao de estruturas porosas (MACHADO
et al.l 2007). Portanto, os poros eventualmente formados podem facilitar a difusao
de PZQ) encapsulado na matriz polimérica, promovendo uma liberagao mais eficiente
do farmaco. O diluente escolhido, cloroférmio, nao é indicado em aplicacoes
farmacéuticas, sendo utilizado neste trabalho apenas como modelo.

Em relagao a utilizacdo do EGDMA nas reacoes de polimerizagao, acredita-se
que este material promova a reticulacao do polimero, resultando na reducao da
mobilidade das cadeias poliméricas (MIN et al.,2014)). Contudo, apesar de promover
a formacao de uma estrutura mais rigida, ¢ comumente relatado na literatura

a vantagem na utilizacao de cadeias reticuladas para o controle mais efetivo da
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liberagao do farmaco (SUN e LEE, [2014)). Isso se deve, principalmente, ao fato das
cadeias poliméricas reticuladas inibirem o actimulo inicial de farmaco no meio de
dissolucao, promovendo, por sua vez, a inibicao da recristalizacao rapida do farmaco
dissolvido (SUN et al.,[2012). Nesse quesito, vale ressaltar que a forma amorfa de um
farmaco se dissolve mais rapidamente que sua forma cristalina, permitindo alcancar
maiores concentracoes no meio.

A Tabela resume as microparticulas sintetizadas e analisadas nesta parte do
trabalho.

Tabela 4.1: Relacao das microparticulas & base de PMMA preparadas e analisadas
na Fase I do trabalho.

Reacao Consideracgoes
PMMA PMMA puro
PMMA /PZQ PMMA com 30 % de PZQ

PMMA-CHCl3/PZQ  PMMA com 30 % de PZQ e 10 % de cloroféormio

PMMA-EGDMA /PZQ  PMMA com 30 % de PZQ e 1 % de EGDMA

4.1 Avaliacao dos tamanhos de particulas

As anéalises de distribuicao de tamanhos das microparticulas foram obtidas com
o auxilio da técnica de espalhamento de luz. A Figura[d.I|e a Tabela apresentam
as distribuicoes de tamanho e os diametros médios das microparticulas produzidas,
respectivamente.

Como observado, todas as amostras apresentaram tamanho micrométrico, como
esperado para polimeros produzidos por meio de polimerizacoes em suspensao
(KIPARISSIDES, [1996)).  Observa-se que a inser¢cao de 30 % de PZQ na
microparticula de PMMA promoveu o aumento de tamanho da particula final, que
pode ser explicado pelo aumento da viscosidade da fase organica (1,2x1073 Pa.s

para MMA puro e 1,9x107® Pa.s para solugdo de MMA contendo 30 % (m/m)
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de PZQ), o que afeta as taxas de quebra e coalescéncia das gotas de monoémero e
das particulas do polimero formado. Esse comportamento também foi reportado por
OLIVEIRA et al.| (2012b) ao encapsular o farmaco doxorrubicina em microparticulas
do copolimero poli(acetato de vinila-co-metacrilato de metila) na polimeriza¢ao em
suspensao. Portanto, o ajuste dos tamanhos das particulas carregadas com PZQ
pode requerer mudancas nas condicoes de agitagao do meio. Resultados similares
também foram reportados por MAINARDES e EVANGELISTA| (2005)).

Como observado na Figura [4.1] a adicao de cloroférmio nao provoca qualquer
alteracao significativa nas distribuicoes de tamanhos, indicando que a viscosidade
inicial do meio controla as distribuicoes de tamanho final das microparticulas.
Por sua vez, a reagdo na presenca de 1 % do agente reticulante mostrou o
comportamento oposto, levando a reducao do tamanho médio das microparticulas,
nao tendo a formacao do ‘ombro’ deslocado para tamanhos maiores, quando o
PZQ ¢ encapsulado. Este efeito estd possivelmente relacionado ao rapido aumento
da viscosidade das gotas na presenca do EGDMA (como mostrado na Figura
, que reduz o tempo de coalescéncia e, consequentemente, o crescimento das

microparticulas.

Tabela 4.2: Tamanhos médios das microparticulas produzidas.

Tamanho Médio d10 d50 dgo

Hensao (qm)  (m) () () P
PMMA 126,13 7463 112,46 169,40 0,843
PMMA /PZQ 230,09 71,18 145,26 477,73 2,799
PMMA-CHCl,/PZQ 953,13 83,06 172,80 490,42 2357
PMMA-EGDMA /PZQ 145,74 64,30 109,04 199,48 1,240

*Span — (d90 - dlo)/d5o
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Figura 4.1: Distribuicao de tamanhos de particulas para as amostras produzidas via
polimerizacao em suspensao.
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Figura 4.2: Evolugao temporal das viscosidades de solugoes de MMA e de MMA com
1 % (m/m) de EGDMA, na presenca de BPO (nas mesmas condigoes das reagoes
de polimerizagao em suspensao).
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4.2 Eficiéncia de encapsulamento

O célculo do teor de praziquantel efetivamente incorporado nas microparticulas
foi realizado a partir da técnica de ultrafiltragao-centrifugacao, com o auxilio
do espectrofotometro UV-VIS. Como relatado anteriormente, uma curva de
calibracao deve ser previamente construida para permitir o calculo das eficiéncias
de encapsulamento. Como mostrado na Figura a curva de calibracao é
essencialmente linear, tendo coeficiente de correlagao elevado, garantindo assim a

credibilidade do calculo.

1,0
k)

0,81 g
3
= o
v L]
m 0,6 .
.a 3 =
cg @ -
2 .
20,41 o
é ™

_ T v = 89.908x + 0.0182
0,2 @ R2= (.9989
.9
0,0 , . . . .
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010

Concentracao (g/L)

Figura 4.3: Curva de calibracdo do farmaco praziquantel, usando &gua como
solvente.

Os resultados obtidos de eficiéncia de encapsulamento sao mostrados na Tabela
4.3 Os resultados indicam uma elevada eficiéncia de encapsulamento em todos
0s casos, o que ja era esperado, por conta da baixissima solubilidade do PZQ em
agua (0,4 g/L), que evita assim a migragdo do farmaco para a fase aquosa. Para
ratificar que a medicao da absorbancia estava relacionada apenas ao farmaco, nao

sendo influenciada por interposicao de outro componente, a analise também foi
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realizada para o polimero puro. No entanto, nao foi detectada qualquer absorbancia
significativa no comprimento de onda utilizado para a anélise.

Tabela 4.3: Eficiéncia de encapsulamento do PZQ) nas microparticulas poliméricas.

Reacao Eficiéncia de Encapsulamento (%)
PMMA /PZQ 98,61
PMMA-CHC;/PZQ 08,66
PMMA-EGDMA /PZQ 98,49

4.3 Distribuicao de massas molares

As andlises de Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC) foram realizadas
de modo a obter informacoes sobre as propriedades do polimero final, assim
como informacoes importantes sobre o mecanismo de reacao. Na Figura [4.4] sao
apresentadas as distribuicoes de massas molares das microparticulas de PMMA,
contendo ou nao o farmaco praziquantel.

Os resultados obtidos mostram que as microparticulas PMMA-PZQ exibiram
uma distribuicao de massas molares menos larga e deslocada para massas molares
menores, em comparacao as microparticulas de PMMA puro. Dessa forma, os
resultados parecem indicar que o farmaco pode estar afetando o comportamento
cinético da reac¢ao, como também foi reportado por FONSECA et al.| (2013b)), ao
encapsular o praziquantel em nanoparticulas via polimerizagao em miniemulsao.
OLIVEIRA et al|(2012a) observaram que a incorporagao de farmacos nas reagoes
de polimerizacao pode provocar mudancas nas distribuicoes de massas molares dos
produtos finais, o que pode estar relacionado com a presenca dos grupos funcionais
presentes nesses ativos. Os autores indicam que, dependendo da estrutura molecular,
o farmaco pode atuar como um agente de transferéncia de cadeia, um inibidor ou
um agente retardante da reagao de polimerizacao.

A transferéncia de cadeia para PZQ pode ser resultado da abstracao de atomos

de hidrogénio acidos ligados a d4tomos de carbono que estao ligados a atomos de
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oxigénio (como em polimerizagoes do acetato de vinila) ou a atomos de nitrogénio.
Ou ainda, pode ser devido a reacoes mais complexas de abertura de anel. Entende-se
que esses mecanismos de reacao sao bastante complexos, e por isso, deve ser melhor
estudado em trabalhos futuros.

Além disso, a adicao de altas quantidades de compostos inertes no meio reacional
reduz a concentracao de monoémeros e a importancia do efeito gel, levando a materiais
poliméricos de menor massa molar média. E importante enfatizar, contudo, que,
ainda assim, a massa molar obtida para o polimero final é suficientemente alta (>

10%) para permitir o uso seguro e adequado do material produzido.
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Figura 4.4: Distribuicoes de massas molares das microparticulas de PMMA
produzidas com e sem praziquantel e com cloroférmio.

Em relagao aos aditivos, é possivel observar que a insercao de cloroférmio no
meio reacional nao afetou significativamente a distribuicao de massas molares em
relacao as microparticulas PMMA-PZQ), o que provavelmente indica que os efeitos
cinéticos (como a transferéncia de cadeia para PZQ) induzidos pela presenca de PZQ
controlam a evolucao das distribuicoes de massa molar dos polimeros. Por outro

lado, a influéncia do EGDMA nao po6de ser avaliada, pois a presenca do mesmo no
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meio reacional promoveu a reticulacao do produto final, tornando-o insolivel em
THF e, consequentemente, impossibilitando a realizacao da analise de GPC.

A Tabela relaciona as massas molares médias numérica e ponderal (Mn e
Mw, respectivamente) das microparticulas produzidas de PMMA, contendo ou nao
praziquantel, assim como seus respectivos indices de polidispersao (IP). Pode-se
notar que as amostras contendo o farmaco exibiram reducao expressiva de Mw em
relacao as microparticulas de PMMA puro. No que diz respeito a massa molar
numérica média (Mn), observa-se também uma redugdo, mas nio tao significativa
quanto observado com a massa molar ponderal média (Mw). Esses dados corroboram
as observagoes feitas em relacao as distribuicoes de massas molares.

Como descrito por OLIVEIRA et al.| (2013), o tamanho médio das cadeias dos
polimeros provenientes das reacoes de polimerizacao via radicais livres diminui
com o tempo de reacao, principalmente devido ao decaimento da concentracao
de monomero no meio reacional. Por conseguinte, essas reacoes caracterizam-se
pela formacao de cadeias bastante heterogéneas, acarretando em elevados indices
de polidispersao. Como observado na Tabela as microparticulas de PMMA
confirmam essa caracteristica, tendo resultado em altos indices de polidispersao
(IP > 3,0). Por outro lado, os indices de polidispersdo das microparticulas
contendo praziquantel apresentaram valores menores, o que estd relacionado com
as distribuicoes de massa molares mais estreitas e ao provavel efeito de transferéncia

de cadeia exercido pelo farmaco.

Tabela 4.4: Massas molares médias e indices de polidispersao das microparticulas
de PMMA produzidas com e sem praziquantel e com cloroférmio.

Reacao Mn (Da) Mw (Da) IP (Mw/Mmn)
PMMA 1,16x10°  3,62x10° 3,105
PMMA /PZQ 4,21x10*  7,72x10% 1,836
PMMA-CHCl,/PZQ  3,96x10*  7,16x10* 1,811
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4.4 Analises térmicas

As propriedades térmicas das microparticulas obtidas foram caracterizadas
por TGA e por DSC. As anilises termogravimétricas foram realizadas de
modo a caracterizar os materiais produzidos quanto & estabilidade térmica. O
termograma obtido para o praziquantel (Figura aponta a maxima degradacao
térmica do farmaco em temperaturas proximas a 370 °C. Desta forma, a anélise
termogravimétrica confirma que a incorporacao in situ deste farmaco nas reagoes de
polimerizacao, a 90 °C, nao compromete a estabilidade do PZQ.

Os termogramas apresentados na Figura indicam a temperatura de méxima
degradacao térmica do PMMA puro em torno de 350 °C, sendo seu perfil de
degradacao definido em 3 etapas, estando de acordo com a literatura (FERRIOL
et al., 2003). Como relatado por KASHIWAGI et al.| (1986)), a primeira etapa de
perda de massa (em torno de 160 °C) pode ser atribuida a cisao das ligagoes H-H,
resultantes das reagoes de terminagao por combinagio; a segunda etapa (proximo
a 270 °C) refere-se a degradagao das ligagoes insaturadas nas extremidades das
cadeias, formadas pelas reacoes de terminacao por desproporcionamento; e, por fim,
a terceira etapa de perda de massa (por volta de 350 °C) seria iniciada pelas cisoes
aleatorias dentro da cadeia polimérica.

Ademais, os termogramas apontam que as microparticulas de PMMA contendo
praziquantel apresentaram temperaturas de maxima degradacao proximas de 400
°C, indicando que a insercao do farmaco no meio reacional promoveu o aumento da

estabilidade térmica dos polimeros finais.
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Figura 4.5: Anélise termogravimétrica do praziquantel.
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Figura 4.6: Analise termogravimétrica das microparticulas de PMMA produzidas
com e sem praziquantel, com cloroférmio e com EGDMA.

As anélises de DSC permitem caracterizar os materiais produzidos quanto &
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temperatura de transicao vitrea, assim como obter informacoes quanto a interacao
entre o farmaco encapsulado e o polimero, permitindo avaliar a qualidade do
encapsulamento. Como indicado na Figura 4.7} o farmaco praziquantel apresenta
um pico endotérmico em torno de 140 °C, que condiz com seu ponto de fusao, estando
proximo ao reportado pela literatura (ANVISA| 2010). A mistura fisica (MF) de
PMMA com PZQ foi estudada para fins de comparacao, sendo possivel observar o
pico caracteristico de fusao do PZQ) na mistura, confirmando a existéncia dos cristais
de PZQ na forma de uma fase segregada. A menor intensidade do pico de fusao se
da pela presenca de PMMA na mistura, que se comporta como um diluente para o
farmaco.

Ao comparar os termogramas das microparticulas de PMMA e do farmaco,
observa-se que as microparticulas nao apresentaram a transicao endotérmica
caracteristica da fusao do praziquantel, sugerindo que o farmaco nao formou uma
fase cristalina distinta e que estava dissolvido na matriz polimérica. Interpretacoes
similares foram descritas por LORCA (2012), FONSECA et al| (2013b)) e
MAINARDES et al.| (2006)).

Ressalta-se que essas analises de DSC foram conduzidas apenas com a primeira
historia térmica e, por isso, nao obteve informacgoes sobre a temperatura de
transicao vitrea do PMMA. De fato, tal dado nesse momento nao agregaria nenhuma

informacao relevante e por isso nao foi reportado neste capitulo.
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Figura 4.7: Termogramas de DSC do praziquantel puro, da mistura fisica (PMMA
e PZQ) e das microparticulas de PMMA produzidas com e sem praziquantel, com
cloroféormio e com EGDMA.

4.5 Difratometria de raios X (DRX)

Com o intuito de analisar a estrutura cristalina dos materiais poliméricos
produzidos, foi feita a analise de difracao de raios X. Conforme observado na
Figura [4.8] o praziquantel apresenta um perfil cristalino, apresentando picos agudos
caracteristicos do farmaco entre 20 = 10° a 20 = 30°, estando de acordo com os
dados reportados na literatura (LIU et al., 2004; PASSERINI et al.l 2006). Tal
perfil é observado também para a mistura fisica de PMMA com PZQ), confirmando
a presenca do PZQ na sua forma cristalina na superficie do material polimérico.
A menor intensidade dos picos pode ser justificada pelo efeito diluente do PMMA
nesse sistema.

Por outro lado, a Figura aponta que os polimeros produzidos (contendo
ou nao PZQ) apresentam picos largos em 20 = 15,5°, 20 = 30,7° e 20 = 42,9°, ndo

sendo observado os picos caracteristicos do PZQ. Dessa forma, os resultados sugerem
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que o PZQ estava disperso na forma amorfa nos materiais poliméricos produzidos,
confirmando os resultados obtidos por DSC. De maneira analoga, MOHAMED et al.
(2017) utilizaram a mesma abordagem para avaliar a interagdo entre o farmaco
clindamicina e filmes de alginato e filmes de quitosana.

Os resultados obtidos sao bastante promissores, visto que a solubilidade de
um farmaco em seu estado amorfo é de 100 a 1.000 vezes maior do que quando
presente na forma cristalina, aumentando sua absorcao e, consequentemente, sua
resposta farmacologica (KHADKA et ol 2014; LEUNER e DRESSMAN| 2000).
Esse comportamento ocorre pela maior mobilidade molecular, como resultado da
auséncia de uma estrutura cristalina tridimensional.

Ressalta-se que o perfil amorfo do PMMA, caracterizado pelos picos largos
proximos a 13,5°, 30,5° e 42°, jA é bem relatado na literatura, como descrito por

MATHEW et al (2015) e FATTOUM et al] (2008).
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Figura 4.8: Difratogramas de DRX do praziquantel puro, da mistura fisica (PMMA

e PZQ) e das microparticulas de PMMA produzidas com e sem praziquantel, com
cloroférmio e com EGDMA.
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4.6 Espectroscopia na regiao do infravermelho

(FTIR)

De modo a avaliar os grupos funcionais presentes na superficie das particulas,
foram realizadas as analises de FTIR das amostras produzidas. Os espectros de
FTIR sao apresentados na Figura 4.9, sendo também apresentado o espectro do
farmaco praziquantel para fins de comparacao.

O espectro de FTIR da amostra do praziquantel mostra as principais bandas
caracteristicas dos grupos funcionais presentes em sua molécula, tais como: (i) em
1.640 em™!, caracteristica do grupo carbonilo (C=0) na amida terciaria; (ii) entre
2.900 e 3.000 cm™!, referente as ligagoes -CH; e (iii) entre 1.000 e 1.350 cm™,
caracteristica da ligacdo C-N (PAVIA et al., 2001). O espectro da microparticula
de PMMA puro exibe uma banda mais acentuada em 1.720 cm™!, que pode ser
atribuido ao grupo carbonilo (C=0) do éster e uma banda proxima a 1.140 cm™!,
referente as ligacdes C-O presentes no éster. Além disso, as bandas observadas na
regido entre 2.900 e 3.000 cm ™! referem-se & deformacao angular das ligacoes -CH.
De modo geral, todas as microparticulas apresentaram as bandas caracteristicas do
PMMA em seus espectros (PAVIA et all 2001).

Ressalta-se, ainda, que, nas microparticulas contendo praziquantel foi possivel
observar uma banda proxima a 1640 cm ™!, regido caracteristica do grupo carbonilo
do PZQ, como relatado anteriormente. Dessa forma, esses espectros sugerem
a presenca de praziquantel, nao s6 dissolvido na matriz polimérica, como foi
concluido pelas anélises de DSC, mas também presente nas camadas superficiais
das microparticulas. Além disso, os espectros nao apontam a auséncia de bandas

novas, sugerindo que o fArmaco nao interagiu com a matriz polimérica.
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Figura 4.9: Espectro de FTIR do praziquantel puro e das microparticulas de PMMA
produzidas com e sem praziquantel, com cloroférmio e com EGDMA.

4.7 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As microparticulas obtidas foram analisadas por microscopia eletronica de
varredura para caracterizacao morfologica e confirmacao dos tamanhos das
particulas na escala micrométrica. As imagens obtidas pela técnica de MEV (Figura
confirmam a formacao de particulas esféricas com superficies lisas. Ressalta-se
que mesmo as microparticulas que foram produzidas em presenca do solvente
cloroférmio apresentaram superficies lisas, sem presenca de poros, contrariando o
objetivo inicial do uso do solvente, indicando que o uso de 10% de cloroférmio nao
foi suficiente para alterar de forma significativa a morfologia das particulas.

De maneira similar, o uso do agente reticulante também nao promoveu
mudanca significativa na morfologia das microparticulas. De fato, analises de
BET confirmaram que a porosidade das microparticulas estava abaixo dos limites

de detecgao da técnica (em torno de 5 m?/g), indicando que as quantidades de
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cloroférmio e EGDMA nao foram suficientes para induzir a formacao de matrizes
poliméricas porosas. Contudo, analise mais detalhada (por exemplo a criofratura) é
necessaria para caracterizar a mudanca de estrutura nanoporosa da particula.
Uma possivel explicagdo para a presenca dos furos esparsos na Figura [{.10}d
pode ser a liberacao de mondémero residual presente nas microparticulas ao final da
reacao. No entanto, é de conhecimento as altas conversoes finais obtidas por este
sistema polimérico, sendo mais razoavel supor que os defeitos da estrutura estejam

relacionados com a rede polimérica formada na presenca do agente reticulante.

101



Capitulo IV Resultados e Discussao - Particulas de PMMA

COFPE

COFPE HKZBB188amm COPPE

COFPE

COPPE

Figura 4.10: Micrografias das microparticulas: (a) PMMA puro; (b) PMMA /PZQ);
(¢) PMMA-CHCI/PZQ e (d) PMMA-EGDMA /PZQ.
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4.8 Ensaios de dissolucao

Os ensaios de dissolucao foram realizados em solucao tampao pH 6,8, simulando
o pH do meio intestinal. Com o intuito de avaliar a influéncia da distribuicao de
tamanhos de particulas na eficiéncia de liberacao do farmaco, os ensaios foram feitos
para cada faixa de tamanhos previamente selecionada, como descrito na Secao|3.3.15

Conforme apresentado na Figura [4.11 a quantidade de PZQ liberado pela
microparticula de PMMA foi muito baixa, alcancando apenas valores proximos a 5
% mno inicio do ensaio e permanecendo quase constante até o final. Esses resultados
sugerem que houve a liberagdo somente do farmaco que poderia estar adsorvido
na superficie. Observa-se, ainda, que os diferentes tamanhos de microparticulas nao
afetaram de forma muito significativa a eficiéncia de liberagao, na faixa de tamanhos
estudada.

Comportamentos similares foram obtidos para as microparticulas de PMMA com
os aditivos utilizados (Figuras e , mostrando que a presenca dos aditivos
nao foi suficiente para resultar em um efeito relevante no perfil de liberacao do
praziquantel. Tais resultados confirmam a natureza nao-porosa das microparticulas
poliméricas, indicando que o processo de liberacao seja controlado pela difusao do
PZQ) através da matriz polimérica.

Em contrapartida, os resultados obtidos por |FONSECA et al.| (2013b)), no
estudo de liberacao do PZQ através de nanoparticulas poliméricas, mostraram uma
liberacao proxima a 85 % nesse mesmo tempo. Dessa forma, os resultados indicam
que as particulas no tamanho micrométrico apresentam uma resisténcia difusional
muito significativa, impedindo quase completamente a liberacao do farmaco, em
comparagao com as particulas nanométricas. Portanto, esses resultados mostram
que as distribuicoes de tamanho podem ser importantes, como esperado em sistemas

controlados pela difusao.

103



Capitulo IV Resultados e Discussao - Particulas de PMMA

10
O PMMA/PZQd < 75 um
A PMMA/PZQd > 212 um
8-
)
S 6-
=)
S | @R R R 2 R
= 2
g
& 44
-
-
2ﬁ
0 25 50 75 100 125 150 175

Tempo (min)

Figura 4.11: Perfis de liberacao do PZQ das microparticulas PMMA-PZQ, para as
diferentes faixas de tamanhos de particula.
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Figura 4.12: Perfis de liberacdo do PZQ das microparticulas PMMA-PZQ com
cloroférmio, para as diferentes faixas de tamanhos de particula.
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Figura 4.13: Perfis de liberacdo do PZQ das microparticulas PMMA-PZQ com
EGDMA, para as diferentes faixas de tamanhos de particula.

4.9 Consideracoes preliminares

Os resultados apresentados até este momento mostram que é possivel obter
particulas na faixa micrométrica a partir de uma técnica relativamente simples,
em relacao as outras técnicas de polimerizacao existentes. No que diz respeito ao
encapsulamento do praziquantel, os resultados indicaram uma elevada incorporacao
do farmaco, porém existindo indicios da presenca do farmaco na superficie das
amostras.

De modo geral, os resultados mostram que, apesar das microparticulas de PMMA
terem sido eficientes para encapsular o praziquantel, essas amostras apresentaram
baixissimas taxas de liberacao do farmaco, mesmo nas particulas com menores
diametros. Além disso, a presenca dos aditivos nao promoveu mudanca significativa

alguma nos perfis de liberagao, indicando que o processo difusivo na matriz
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polimérica controla as taxas de liberacdo. Em resumo, em carater preliminar,
pode-se dizer que o uso de particulas na faixa micrométrica pode resultar em grande
resisténcia para a liberagao do farmaco.

Diante dessa situagao, optou-se por avaliar a eficiéncia dos chamados polimeros
inteligentes para a liberacao do PZQ. O cenario da aplicacao mostra-se promissor
para este grupo de polimeros, visto que o trato gastrointestinal (meio de liberacdo

do PZQ) apresenta diferentes faixas de pH.
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Resultados e Discussao - Producao

de Particulas Inteligentes

O presente capitulo aborda o estudo realizado para a producao de microparticulas
inteligentes a base de copolimeros de MMA com DEAEMA e MMA com DMAEMA.
Ambos os comondneros avaliados sao catidnicos e sensiveis ao pH, sendo usualmente
reportados na literatura para a sintese de hidrogéis (CHEN et al., 2017; LI et al.,
2019; PIKABEA et al., 2018). Neste estudo, foi avaliada a influéncia do teor dos
comonomeros sobre as diferentes propriedades do material polimérico produzido,
em especial sobre a eficiéncia de liberacao do PZQ. Acredita-se que a insercao
de um segundo mondémero pode fornecer caracteristicas adicionais e/ou melhorar
as propriedades do polimero final, tais como temperatura de transicao vitrea,
polaridade e solubilidade, por exemplo (MACHADO et al., [2007)).

As reagoes de copolimerizacao em suspensao foram conduzidas de acordo com
o procedimento experimental descrito no Capitulo . E importante ressaltar que
poucos trabalhos relatam a producao de tais copolimeros por meio de reagoes de
polimerizagdo convencionais via radicais livre (CAMAIL et al. 1995; [HU et al.,
2014; RUSEN et al.l 2008; SOLJIC et al., 2009; ZHENG et al.l 2015). No entanto,
nao foram encontrados trabalhos que reportassem a sintese de microparticulas
inteligentes por meio da técnica de polimerizacao em suspensao, confirmando a

originalidade do presente trabalho. De modo geral, a literatura faz uso das técnicas
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de polimerizacao radicalar controlada (RADZEVICIUS et al., 2017; YANG et all
2017; [YUAN et al., 2015; ZHOU et al., [2018), que se caracterizam pela formacao de
materiais poliméricos com arquiteturas moleculares bem definidas e massas molares
bem controladas em solugdo (POURJAVADI et al., 2019).

A Tabela resume as microparticulas sintetizadas nesta segunda parte do

trabalho.

Tabela 5.1: Relagdo das microparticulas de P(MMA-co-DEAEMA) e
P(MMA-co-DMAEMA) sintetizadas na Fase IT do trabalho.

Reacao Consideragoes

DE-05 ou DM-05 5 % de comondomero (DEAEMA ou DMAEMA)

DE-10 ou DM-10 10 % de comonomero (DEAEMA ou DMAEMA)

DE-20 ou DM-20 20 % de comonémero (DEAEMA ou DMAEMA)

DE-30 ou DM-30 30 % de comondémero (DEAEMA ou DMAEMA)

DE-40 ou DM-40 40 % de comonémero (DEAEMA ou DMAEMA)
DE-05/PZQ ou DM-05/PZQ 5 % de comonomero com 30 % de PZQ
DE-10/PZQ ou DM-10/PZQ 10 % de comonoémero com 30 % de PZQ
DE-20/PZQ ou DM-20/PZQ 20 % de comonoémero com 30 % de PZQ
DE-30/PZQ ou DM-30/PZQ 30 % de comonomero com 30 % de PZQ
DE-40/PZQ ou DM-40/PZQ 40 % de comondmero com 30 % de PZQ

DE: Copolimeros P(MMA-co-DEAEMA)
DM: Copolimeros P(MMA-co-DMAEMA)

5.1 Conversao das polimerizacoes em massa

De modo a acompanhar a evolucao cinética das reagoes de copolimerizacao, foi
feita a analise de conversao ao longo do tempo. Como explicado anteriormente, as
analises de conversao para as reacoes de polimerizacao em suspensao apresentam
algumas dificuldades intrinsecas, ja que as particulas podem decantar, tornando
dificil o processo de coleta de amostragem. Dessa forma, para avaliar a influéncia dos
comonomeros sobre a cinética da reacao, foram realizadas reagoes de copolimerizacao

em massa, como ja discutido.

108



Conversao (%)

100

80+

60 -

40

20{ A

0

Capitulo V Resultados e Discussao - Microparticulas Inteligentes

A Figuralb.1|apresenta as curvas de conversao obtidas para o PMMA puro e para
os copolimeros P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA). Como observado,
as curvas de conversao sao bastante similares, com ambos os sistemas atingindo
conversoes méaximas apos 1 hora de reacao. Tal resultado mostra que tanto o
DEAEMA quanto o DMAEMA nao apresentam efeito inibitério sobre a reagao de
polimerizacao e podem ser incorporados no polimero de forma eficiente. De fato,
os perfis de conversao mostram que os copolimeros apresentam cinéticas de reacao
mais rapidas do que aquela da formacio do PMMA. E importante ressaltar que esses

dados nao estao disponiveis na literatura consultada.
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Figura 5.1: Conversoes das reacoes de polimerizacao em massa do PMMA e dos
copolimeros P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA) produzidos na Fase
IT do trabalho.

5.2 Avaliacao dos tamanhos de particula

Com auxilio da técnica de espalhamento de luz foram obtidas as distribuicoes
de tamanhos de particulas dos copolimeros produzidos. A Figura [5.2| e a Tabela
exibem as distribuicoes de tamanhos de particula e os didametros médios obtidos
para os copolimeros sintetizados.

Assim como as particulas obtidas de PMMA, os copolimeros apresentam
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tamanhos micrométricos, como resultado da técnica de polimerizacao em suspensao
(KIPARISSIDES, [1996). Ademais, observa-se que os copolimeros apresentam
distribuicoes de tamanhos bastante similares 4s do PMMA puro, sendo apenas um
pouco mais largas ou apresentando pequenos ombros em tamanhos menores. A
excecao diz respeito ao copolimero produzido com 40 % de DMAEMA, que exibiu
um pequeno deslocamento na distribuicao para didmetros maiores. Dessa forma,
os tamanhos médios obtidos indicam um pequeno aumento de tamanho médio em
relacao ao do PMMA, em resposta a essas distribuicoes menos estreitas. De forma
geral, a partir desses resultados, pode-se dizer que a presenca do comondémero pouco
afetou o andamento da reagao; logo, a polimerizacao em suspensao também pode

ser conduzida de forma eficiente na presenca dos dois mondémeros cationicos.

o
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(a) Copolimeros com DEAEMA (b) Copolimeros com DMAEMA

Figura 5.2: Distribuicao de tamanhos de particulas para os copolimeros
P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA) produzidos na Fase II do trabalho.

Novamente, o encapsulamento de 30 % de PZQ afetou as taxas de quebra e
coalescéncia das gotas, tendo resultado em distribui¢oes levemente mais largas ou
com a formagdo de um segundo pico em diametros maiores (Figura [5.3). Como
j& explicado, esse efeito estd possivelmente relacionado as maiores viscosidades do

sistema no inicio da reagao, devido a presenca do farmaco.

110




1,0

o o o
IS o e

Volume Normalizado (%)

o
X

0,0 7=

1,01

o
-]

=
=2

Volume Normalizado (%)

o
¥

Capitulo V

Resultados e Discussao - Microparticulas Inteligentes

100

(a) 5%

2
i

0,0

Tamanho (um)

Figura 5.3:

100

(c) 20 %

1,0+

Volume Normalizado (%)

&
¥

0,0

Distribuicao de tamanhos

—=— DE-05 1,01 —& DE-10
~#- DM-05 —#— DM-10
—~ DE-05/PZQ -~ DE-10/PZQ
~{ DM-05/PZQ Losl ~0~ DM-10/PZQ

s 0,

)

=

®

N

E 0,6

z

o 041

g

3

°

20,2

0,0 /= cass ; ;
1000 10000 1 10 100 1000 10000
Tamanho (um)
(b) 10 %

—=— DE-20 1,01 —=— DE-30
—#- DM-20 & DM-30
—~ DE-20/PZQ — DE-30/PZQ
~{+ DM-20/PZQ Los ~ DM-30/PZQ

=]

-]

I

N

=08

E

© 0,41

E

E]

°

” 0,2

0,0 "
10000 1 10 100 1000

10000
Tamanho (um)

(d) 30 %

=]
=4}
L

=
o

5=
'S

—& DE-40
—&— DM-40
—— DE-40/PZQ
~{~ DM-40/PZQ

100 1000 10000

Tamanho (um)
(e) 40 %
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P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA), produzidos na presenca de PZQ

na Fase II do trabalho.
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Tabela 5.2: Relacao dos tamanhos médios das particulas dos copolimeros
P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA) obtidos na Fase II do trabalho.

Tamanho Médio le d50 dgo

Heasae (m) () (um) (um) P
DE-05 143,15 98,21 107,10 206,39 1,664
DM-05 223 41 72,05 143,92 331,22 1,801
DE-05/PZQ 139,45 19,37 84,31 175,47 1,852
DM-05/PZQ 205,04 55,30 112,87 264,47 1,853
DE-10 973,97 85,22 163,54 416,51 2,026
DM-10 258,47 77,47 153,39 411,75 2,179
DE-10/PZQ 350,18 87,58 211,64 593,58 2,391
DM-10/PZQ 333,93 103,40 223,59 489,95 1,729
DE-20 360,23 9,94 22911 572,03 2,453
DM-20 296,16 93,19 189,10 440,08 1,834
DE-20/PZQ 209,38 84,51 138,49 234,31 1,082
DM-20/PZQ 211,23 65,08 124,83 313,94 1,994
DE-30 237,61 84,74 170,72 336,46 1,474
DM-30 239,63 54,43 145,87 382,18 2,247
DE-30/PZQ 245,72 80,29 158,96 333,84 1,595
DM-30/PZQ 985,34 61,14 154,53 507,32 2,887
DE-40 286,32 88,47 185,63 407,28 1,717
DM-40 427,26 73,06 294,71 684,77 2,076
DE-40/PZQ 264,13 76,63 158,96 406,36 2,074
DM-40/PZQ 194,40 60,30 121,08 429,11 3,046

*Span — (dgo - le)/dBO

5.3 Eficiéncia de encapsulamento

O teor de praziquantel efetivamente encapsulado nas microparticulas foi avaliado,
usando o mesmo método desenvolvido para as microparticulas de PMMA e a
curva de calibracdo em agua apresentada na Figura [4.3] A Tabela [5.3] apresenta
os resultados obtidos de eficiéncia de encapsulamento para as microparticulas dos

copolimeros. Observa-se que a baixa solubilidade do PZQ na fase aquosa garante a
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alta eficiéncia de encapsulamento (> 80 %), mesmo na presenga dos comonomeros
catidnicos hidrofilicos.

Nota-se que o aumento do teor dos comondmeros promove uma ligeira redugao da
eficiéncia de encapsulacao, provavelmente devido ao aumento da hidrofilicidade da
fase organica com a maior presenca dos comonomeros catidnicos. De fato, a presenca
dos grupos etilano DEAEMA garante um maior comportamento hidrofobico (mesmo
que em menor grau) em comparagdo a0 DMAEMA (THAVANESAN et al., 2014)),
justificando portanto a maior eficiéncia de encapsulamento por parte dos copolimeros
P(MMA-co-DEAEMA).

Tabela 5.3: Eficiéncias de encapsulamento de PZQ nos copolimeros
P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA) obtidos na Fase II do trabalho.

Reacio Eficiéncia de Encapsulamento (%)
DE-05/PZQ 98,86
DM-05/PZQ 97,59
DE-10/PZQ 97,82
DM-10/PZQ 96,94
DE-20/PZQ 95,14
DM-20/PZQ 90,53
DE-30/PZQ 92,01
DM-30/PZQ) 90,12
DE-40/PZQ 91,23
DM-40/PZQ) 84,44

5.4 Distribuicao de massas molares

As anélises de GPC dos copolimeros foram realizadas para avaliar eventuais
mudancas das propriedades do polimero em relacao ao PMMA puro. A Figura [5.4

apresenta as distribuicoes de massas molares das microparticulas de PMMA e dos

copolimeros P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA).
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Os resultados apontam que a insercao dos comondémeros promoveu o
deslocamento das distribuicoes para massas molares menores, sendo esse
comportamento mais evidente com o aumento do teor méassico dos comon6meros,
tanto para o DEAEMA quanto para o DMAEMA. Dessa forma, comprova-se a forte
influéncia do comonoémero sobre as propriedades do polimero final.

Este deslocamento das distribuicoes de massas molares pode estar relacionado
com o aumento da reacao de transferéncia de cadeia para os comonomeros
catidnicos, ji que a etapa de terminacao das reacoes de polimerizacdo do MMA
ocorrem principalmente por desproporcionamento (NAKAMURA e YAMAGO,
2015, NAKAMURA et al.l [2017) e as conversoes foram altas em todos os casos, nao
sendo afetadas significativamente pela adigdo dos comonoémeros catidnicos. Sabe-se
que a transferéncia do centro ativo para outra cadeia é favorecida quando o grupo
lateral presente na cadeia principal é volumoso (CANEVAROLO, 2006; ODIAN|
2004), dificultando a aproximagao das moléculas maiores dos comonoémeros aos

centros reativos devido ao impedimento estérico.
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Figura 5.4: Distribui¢oes de massas molares dos copolimeros P(MMA-co-DEAEMA)
e P(MMA-co-DMAEMA) produzidos na Fase II do trabalho.

A Figura mostra que, para os copolimeros, a presenca do praziquantel
resultou em um comportamento complexo, tendo em alguns casos massas molares

muito similares & dos copolimeros puros (copolimeros com DEAEMA com 10 e 20
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Figura 5.5: Distribui¢oes de massas molares dos copolimeros P(MMA-co-DEAEMA)
e P(MMA-co-DMAEMA), produzidos na presenca de PZQ na Fase IT do trabalho.

%), mas também promoveu um leve deslocamento para massas molares menores
(copolimeros com 5 %) e para massas molares maiores (copolimeros com DMAEMA
com 20 %). De modo geral, os resultados parecem indicar que a influéncia dos grupos
volumosos dos comondémeros é mais predominante do que a influéncia dos grupos
funcionais do farmaco, justificando portanto sua a¢ao na cinética menos significativa.

As massas molares médias dos copolimeros produzidos, bem como os respectivos
indices de polidispersao, estao apresentados na Tabela E possivel observar

que os copolimeros apresentaram reducao significativa das massas molares médias,
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mantendo os baixos indices de polidispersao, confirmando os dados obtidos pelas

distribuicoes de massas molares.

Tabela 5.4: Massas molares médias e indices de polidispersao das microparticulas
de PMMA e dos copolimeros P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA)
produzidos na Fase II do trabalho.

Amostra Mn (Da) Mw (Da) IP (Mw/Mn)

PMMA 1,16x10°  3,62x10° 3,105
DE-05 5,44x101  1,30x10° 2,390
DM-05 4,29x10"  1,43x10° 3,331
DE-05/PZQ  2,95x10*  6,22x10* 1,797
DM-05/PZQ  2,56x10*  4,60x10* 2,108
DE-10 9,65x10%  1,62x10% 1,678
DM-10 281x10*  4,52x10% 1,613
DE-10/PZQ  1,48x10*  2,56x10* 1,530
DM-10/PZQ  1,10x10*  1,68x10* 1,723
DE-20 490x10*  2,19x10° 4,462
DM-20 3,56x10*  6,21x10* 1,747
DE-20/PZQ  2,28x10*  4,21x10* 1,850
DM-20/PZQ  2,20x10*  3,46x10* 1,572

Como observado, os dados de massa molar dos copolimeros produzidos com
30 e 40 % dos comondmeros cationicos nao foram apresentados nesta se¢ao. Isso
se deve a grande dificuldade para filtrar as solucoes destes materiais em THF
(solvente utilizado nas analises de GPC), impossibilitando a injegdo das mesmas no
cromatografo. Nesse cenario, duas vertentes podem explicar esse comportamento: os

copolimeros formados podem estar reticulados ou os copolimeros nao se solubilizam
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na temperatura ambiente no solvente utilizado.

Desse modo, alguns testes de solubilidade em tetrahidrofurano (THF) a 60 °C, em
N,N-dimetilformamida (DMF) a 90 °C e em 1,2,4-triclorobenzeno (TCB) a 150 °C
foram realizados, mantendo os copolimeros sob agitacao por 2 horas. Vale ressaltar
que os solventes selecionados sao usualmente utilizados em anélises de GPC e as

temperaturas utilizadas sao temperaturas proximas aos pontos de ebulicao de cada
solvente (Tebrgypr = 65 °C, Tebpyr = 153 °C e Tebrep = 213 °C) (PUBCHEM!
2019).

De fato, os testes indicaram que os copolimeros se comportam de maneiras
diferentes na presenca de cada solvente em cada temperatura avaliada. Como
ilustrado na Figura [5.6, os copolimeros nao solubilizaram em THF a 60 °C,
mantendo-se na forma precipitada apos as 2 horas de agitacdo. Por outro lado,
nos testes realizados com DMF a 90 °C, observou-se que os copolimeros foram
completamente solubilizados. No entanto, quando o sistema foi resfriado, foi possivel
observar a precipitacao do material polimérico na forma de um gel inchado. Tal
comportamento também foi visualizado quando foi utilizado o solvente TCB a

150 °C, ja que o material ficou completamente solubilizado a quente, mas voltou

a precipitar apos o resfriamento.

(a) THF a 40 °C (b) DMF a 90 °C (c) TCB a 150 °C (d) TCB - Apos resfriar

Figura 5.6: Testes de solubilidade realizados com os copolimeros em diferentes
solventes.

Desse modo, os testes de solubilidade indicaram que os copolimeros nao parecem

estar reticulados e que, na verdade, a temperatura é uma variavel de extrema
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importancia para a solubilizacdo dos copolimeros produzidos. Frente a esses
resultados, é possivel que os dados de massas molares obtidos para os copolimeros
produzidos com 5, 10 e 20 % dos comonomeros possam também estar afetados pelos
efeitos de solubilizacao em alguma medida.

Como consequéncia, as anélises de GPC dos copolimeros, que permitiriam
obter informagoes sobre as massas molares dos copolimeros produzidos, devem ser
idealmente realizadas a altas temperaturas. O desenvolvimento dessa técnica, ainda
nao descrita na literatura, extrapola os interesses especificos da presente tese e devera

ser melhor investigado em trabalhos futuros.

5.5 Analises térmicas

Os copolimeros produzidos foram caracterizados termicamente por meio das
analises de TGA. A Figura exibe as curvas termogravimétricas dos copolimeros,
em comparacao com seus respectivos homopolimeros.

Como pode ser observado, os copolimeros sintetizados apresentaram maior
estabilidade térmica em comparacdo & do PMMA puro, sendo a temperatura
de méaxima degradacao térmica atingida em torno de 400 °C tanto para os
copolimeros P(MMA-co-DEAEMA) quanto para P(MMA-co-DMAEMA). De modo
geral, é possivel observar também que os copolimeros sao ligeiramente mais estaveis
termicamente que os homopolimeros PDEAEMA e PDMAEMA, respectivamente.

Como apontado na Figuralb.7] os copolimeros exibem duas etapas de degradacao,
que provavelmente se referem a perda dos grupos dimetilaminoetila e dietilaminoetila
ligados a carbonila do éster (em torno de 350 °C) e as cisoes aleatorias dentro da
cadeia polimérica (préoximo a 400 °C). Ao que tudo indica, como os termogramas
sao muito diferentes em relacao aos respectivos homopolimeros, pode-se concluir
que ocorreram, de fato, mudancas nas composicoes dos materiais poliméricos
sintetizados, nao tendo sido produzidos blocos de cada homopolimero do copolimero.

Por sua wvez, a presenca do farmaco nas microparticulas nao afetou

significativamente a estabilidade térmica dos materiais poliméricos (Figura [5.8]).
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Figura 5.7 Anélise termogravimétrica das microparticulas de PMMA,

microparticulas dos copolimeros P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA) e
dos homopolimeros PDEAEMA e PDMAEMA obtidos via polimerizacao em massa
na Fase II do trabalho.

As anélises de DSC, usando a primeira etapa de aquecimento, foram realizadas
de modo a obter mais informagoes quanto a interacao entre o PZ(Q e os copolimeros
produzidos. Como mencionado no capitulo anterior, o PZQ apresenta um pico
endotérmico em torno de 140 °C, caracteristico do seu ponto de fusdo (ANVISA|
2010). Como observado na Figura as misturas fisicas dos copolimeros puros
com o farmaco também exibem esse pico endotérmico, ratificando a existéncia de
uma fase segregada contendo os cristais do farmaco. Mais uma vez, a presenca dos
copolimeros puros na mistura resulta na reducao da intensidade do pico, por se
comportarem como diluentes, como ja discutido. Por outro lado, as microparticulas
dos copolimeros nao exibem em seus termogramas esse evento térmico, o que pode
ser atribuido a dispersao do PZ(Q nas particulas, nao apresentando a formacao de

uma fase cristalina distinta.

Ademais, as andlises de DSC também permitem caracterizar a ocorréncia da
copolimerizagao, por meio dos dados de temperatura de transicao vitrea (Tg),
obtida por meio da segunda etapa de aquecimento. Teoricamente, espera-se que

a Tg do copolimero esteja situada entre os valores da Tg de cada homopolimero
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Temperatura (°C)

(a) Copolimeros com DEAEMA

Temperatura (°C)

(b) Copolimeros com DMAEMA

Figura 5.9: Termogramas de DSC do praziquantel puro, das misturas fisicas e das
microparticulas dos copolimeros produzidos na Fase II do trabalho e contendo PZQ).

(CANEVAROLO, 2006). A literatura reporta que a Tg do PMMA encontra-se

proxima a 115 °C, enquanto a Tg do PDEAEMA esté situada entre 16-24 °C e a Tg

do PDMAEMA esta proxima a 20 °C (BRANDUP et al., 1999).

Primeiramente, como observado na Figura [5.10

os materiais poliméricos

P

produzidos apresentaram temperaturas de transicao vitrea dnicas, sugerindo que

os copolimeros formados sao homogéneos, tendo tido a formacao de copolimeros
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aleatorios ou alternados (CANEVAROLO, [2006). Desse modo, sugere-se que nao
houve a formacao de fases separadas referentes a cada homopolimero. De fato, a
eficiéncia da reacao de copolimerizacao é determinada pela razao de reatividade dos
monomeros (r; e ry). Quanto mais proximas as razoes de reatividade estao de 1,
menor é a seletividade para um dos mondémeros, de modo que a incorporagao do
comonomero ocorre de forma mais aleatoria. Nesse contexto, a literatura reporta
que as razoes de reatividade para o sistema DEAEMA e MMA sao r; = 0,88 e
ry = 1,12, enquanto que para o sistema DMAEMA e MMA sao r, = 0,94 e 1y =
0,99 (JIN| 2014; MIRAGLIA/ 1989), confirmando que as copolimeriza¢oes ocorrem
sem que haja preferéncia dos centros ativos por um dos monomeros e favorecendo,

portanto, a formacao de copolimeros aleatorios.
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(a) Copolimeros com DEAEMA (b) Copolimeros com DMAEMA

Figura 5.10: Curvas de DSC do PMMA puro e das microparticulas dos copolimeros
puros produzidas na Fase II do trabalho.

Como indicado na Tabela menores teores de comonoémero (5 e 10
%) aparentemente pouco influenciaram as propriedades térmicas dos materiais
produzidos. A influéncia na temperatura de transicao vitrea foi mais significativa ao
se trabalhar com 20 % a 40 % dos comonomeros, sendo as mudancas mais expressivas
para os copolimeros com DEAEMA. De tal modo, os resultados sugerem que houve

de fato a mudanca nas propriedades do PMMA, indicando a formagao de um novo
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material polimérico. Por isso, pode-se admitir que a copolimerizacao de fato ocorreu.

Tabela  5.5: Temperaturas de transicao  vitrea dos  copolimeros
P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA) obtidos na Fase II do trabalho.

Reacio Temperatura de transigao vitrea

(Tg) (°C)
PMMA 103,48
DE-05 111,44
DM-05 112,07
DE-10 106,78
DM-10 108,14
DE-20 109,35
DM-20 99,22
DE-30 87,05
DM-30 98,99
DE-40 73,11
DM-40 90,52

5.6 Difratometria de raios X (DRX)

Ainda com o intuito de avaliar a qualidade do encapsulamento do PZQ nos
materiais poliméricos produzidos, as analises de DRX foram realizadas, de modo
a analisar a estrutura cristalina dos copolimeros produzidos. Como indicado
anteriormente (no Capitulo {4, o praziquantel apresenta um perfil cristalino com
picos agudos entre 260 = 10° a 260 = 30°, estando de acordo com os dados reportados na
literatura (YANG et all 2018). Como era esperado, as misturas fisicas apresentam
também esse comportamento, como resultado da presenca dos cristais do farmaco
na mistura.

Em contrapartida, as microparticulas dos copolimeros nao exibem, em seus
difratogramas, os picos caracteristicos do PZQ), mas picos largos similares aos

observados para o PMMA puro. Desse modo, os resultados permitem presumir
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que o farmaco esta presente em sua forma amorfa, nao tendo a presenca de uma fase
cristalina segregada, confirmando os resultados de DSC apresentados anteriormente.

E importante enfatizar que esse resultado é de suma importancia, pois sugere a
auséncia de cristais de PZQ na superficie das microparticulas. Além disso, como bem
relatado na literatura, o fato do PZQ estar em seu estado amorfo pode promover
maior solubilidade e, por consequéncia, maior biodisponibilidade (GRAESER et al.,

2010; KALEPU e NEKKANTI, 2015).

(a) Copolimeros com DEAEMA (b) Copolimeros com DMAEMA

Figura 5.11: Difratogramas de DRX do praziquantel puro, das misturas fisicas e das
microparticulas dos copolimeros produzidas na Fase II do trabalho e contendo PZQ).

5.7 Potencial zeta

As andlises de potencial zeta permitem inferir informagoes sobre a carga efetiva
na superficie das microparticulas poliméricas produzidas. Entende-se que esta
analise permite confirmar a formacao de copolimeros sensiveis ao pH, por conta
da protonacao dos grupos amina apenas em meio 4cido, o que resulta em cargas
positivas nessa faixa de pH.

Como ilustrado na Figura [5.12, as microparticulas de PMMA puro apresentam,
em toda faixa de pH estudada, potencial zeta proximo a zero ou levemente

negativo. Por outro lado, é nitida a influéncia do pH sobre o potencial zeta das

123

DE-40/PZQ DM-40/PZQ
—\/\.-\__\~ DE-30/PZQ ’\/\~_\_____\ DM-30/PZQ
-~
DE-20/PZQ ©
- e, 8 DM-20/PZQ
DE-10/PZQ | &
~ g DM-10/PZQ
/ DE-05/PZQ | 2
a
gL DM-05/PZ0 |
MF DE40+PZQ | =
MF DM40+PZQ
PZQ PZQ
10 20 30 10 50 60 70 80 10 20 30 10 50 60 70 80
20(°) 20



Potencial Zeta (mV)

Capitulo V Resultados e Discussao - Microparticulas Inteligentes

microparticulas dos copolimeros de forma que, em pHs bésicos, as amostras estao
predominantemente com cargas negativas e que, em pHs 4cidos, as cargas passam a

ser positivas.

401

301

201

10 4

_10_

—-201

[

(a) Copolimeros com DEAEMA (b) Copolimeros com DMAEMA

Figura 5.12: Potencial zeta dos copolimeros P(MMA-co-DEAEMA) e
P(MMA-co-DMAEMA) produzidos na Fase II do trabalho.

Ressalta-se que o potencial zeta das microparticulas se intensifica com o aumento
do teor dos comonomeros. Isso ocorre, uma vez que o potencial zeta estd
intimamente relacionado com a presenca das aminas terciarias; portanto, quanto
maior ¢ o teor do comonémero cationico (DEAEMA ou DMAEMA), maior ¢ a carga
superficial das microparticulas. Resultados similares foram reportados por HU et al.
(2014) ao sintetizarem nanoparticulas do copolimero poli(estireno-co-metacrilato
de dimetilaminoetila). Além disso, com base nos resultados obtidos, é possivel
estabelecer que os copolimeros a4 base de DEAEMA e DMAEMA apresentaram
pontos isoelétricos entre 4,5-5,5 e 5,5-6,5, respectivamente.

De modo geral, o resultado dessa analise é crucial para o trabalho, pois confirma
que a técnica de polimerizacao em suspensao foi eficiente para a formacao de
microparticulas inteligentes. Desse modo, espera-se que em pHs acidos, com a
protonacao do grupo amina e, por consequéncia, com a repulsao eletrostatica, os

materiais inchem e liberem o farmaco. Por outro lado, com a “desprotonacao” do
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grupo amina em pHs basicos, nao deve ocorrer o inchamento das particulas e, por
conseguinte, o fairmaco nao deve ser liberado. Em resumo, ocorrendo a formacao de
particulas inteligentes, torna-se possivel coordenar a liberagao do farmaco, tornando

0 processo mais eficiente.

5.8 Espectroscopia na regiao do infravermelho

(FTIR)

As analises de FTIR foram realizadas, de modo a averiguar os grupos funcionais
presentes nas microparticulas produzidas. Ressalta-se que o grupo funcional
principal dos comonomeros, as aminas terciarias, nao podem ser caracterizadas via
FTIR; contudo, a ligacao -C-N pode ser identificada com uma banda presente entre
1.000 e 1.350 cm™! (PAVIA et al), [2001). Porém, cabe salientar que, nessa regiao,
ha também a banda caracteristica da ligacao -C-O, impossibilitando, portanto a
confirmacao da presenca dos comonoémeros cationicos. Desse modo, apresentar os
espectros dos copolimeros puros pode nao trazer qualquer relevante para a analise
apresentada nesse trabalho.

Tendo em vista essa dificuldade, optou-se por apresentar os dados de
transmitancia dos copolimeros produzidos em comparacao com a transmitancia
do PMMA puro, de modo que se facilite a visualizacao da similaridade ou da
discrepancia entre esses dados. De modo geral, acredita-se que, quanto mais
similares forem os espectros em relacao ao do PMMA, mais lineares estarao os
dados e, portanto, maiores serao os coeficientes de correlacao.

Todavia, como ilustrado na Figura|>.13, com excegao dos copolimeros produzidos
com 5 % dos comondmeros, ¢ nitida a diferenca entre as transmitancias avaliadas,
resultando coeficientes de correlacao entre 0,2 e 0,3. Ao que tudo indica, como
as colinearidades foram relativamente baixas, os resultados parecem sugerir que as
composicoes dos copolimeros produzidos foram significativamente distintas das do

PMMA puro, indicando que houve mudanca na estrutura dos materiais poliméricos.
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Desse modo, esses resultados também parecem indicar que a copolimerizagao foi

bem sucedida.
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Figura 5.13: Comparacao entre as transmitancias do PMMA puro e dos diferentes
copolimeros produzidos, com 5 %, 10 %, 20 %, 30 % e 40 % de comonomero

(DEAEMA e DMAEMA), na Fase II do trabalho.
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Figura 5.13: (Continuagao) Comparagao entre as transmitancias do PMMA puro
e dos diferentes copolimeros produzidos, com 5 %, 10 %, 20 %, 30 % e 40 % de
comondmero (DEAEMA e DMAEMA), na Fase II do trabalho (cont.).

Os espectros dos copolimeros catidonicos na presenca do PZQ) estao apresentados
em conjunto com os do PZQ puro, para facilitar a comparacao, como observado na
Figura5.14] De modo geral, os espectros apontam as principais bandas referentes aos
grupos funcionais presentes nos polimeros metacrilatos, tais como o pico posicionado

em 1.720 cm™! atribuido ao grupo carbonilo (C=0) do éster; em 1.140 cm™!,

referente as ligacoes C-O presentes no éster; e em 2.900 cm™!,

concernente as
ligagoes -CH (PAVIA et all 2001). Como foi observado para as microparticulas
de PMMA puro, os espectros dos copolimeros também indicam a presencga da banda

L referente ao grupo carbonilo presente

caracteristica do farmaco, em 1.640 cm™
na estrutura do PZQ. Desse modo, esses resultados parecem indicar que o farmaco

praziquantel esta presente nas camadas superficiais da matriz polimérica.
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Figura 5.14: Espectros de FTIR do praziquantel puro e das microparticulas dos
copolimeros produzidos na Fase II do trabalho e contendo PZQ).

5.9 Ressonancia magnética nuclear (H-RMN) e
angulo de contato

As anélises de H-RMN também foram realizadas com o intuito de investigar se
houve a ocorréncia ou nao da copolimeriza¢ao. Na Figura [5.15] sdo apresentadas
as estruturas quimicas esperadas para os copolimeros, bem como os atomos de

hidrogénio a serem avaliados.
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Figura 5.15: Estruturas quimicas dos copolimeros P(MMA-co-DEAEMA) e
P(MMA-co-DMAEMA) e hidrogénios avaliados no RMN.

A Figura[5.16| exibe o espectro de H-RMN referente a microparticula do PMMA

puro. De acordo com [PAVIA et al|(2001)), os sinais entre 0,7 e 1,3 ppm podem ser
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referentes aos dtomos de hidrogénio presentes no grupo metila (R—CH,). Ademais,
os sinais presentes entre 1,2 e 1,4 ppm podem ser atribuidos ao &tomo de hidrogénio
do grupo R—CH,—R. Além disso, como relatado por [PAVIA et al. (2001), o sinal
proximo a 3,5 ppm refere-se ao atomo de hidrogénio presente no grupo metila do
éster (O—CH,).

Por sua vez, o atomo de hidrogénio existente no grupo O—CH,—R presente
nos comonomeros é caracterizado pelo sinal proximo a 4,1 ppm (ROY et al., [2012;
YILDIRIM et al., 2015). Os espectros de H-RMN das amostras dos copolimeros
DE-40 (Figura[5.17) e DM-40 (Figura[5.18) exibiram um sinal em torno de 4,3 ppm,
comprovando a efetiva incorporagao dos comonomeros. Os espectros dos demais
copolimeros sintetizados estao dispostos no Apéndice

O célculo aproximado da quantidade de comonomero efetivamente incorporado
foi feito correlacionando a integracdao do pico dos atomos de hidrogénio do grupo
O—CHj,, presente apenas no PMMA, com a integracao do pico dos atomos de
hidrogénio do grupo O—CH,—R, presente na estrutura dos comonémeros DEAEMA
e DMAEMA. Os resultados dos calculos estao apresentados na Tabela [5.6]
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Figura 5.17: Espectro de H-RMN das microparticulas DE-40.
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Figura 5.18: Espectro de H-RMN das microparticulas DM-40.

Tabela 5.6: Eficiéncias de incorporacao dos comonomeros DEAEMA e DMAEMA
nos copolimeros P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA), respectivamente,
produzidos na Fase II do trabalho.

Reacdo Eficiéncia de incorporacao (%)

DE-05 46,0
DM-05 67,9
DE-10 53,0
DM-10 67,7
DE-20 80,5
DM-20 73,9
DE-30 100,7
DM-30 80,7
DE-40 101,1
DM-40 85,8

De modo geral, pode-se concluir que houve a formacao dos copolimeros
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P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA) e que a modificacao da matriz foi
expressiva. Ressalta-se que a eficiéncia de incorporacao é favorecida, a medida que
o teor do comondémero aumenta no meio reacional, em especial para os copolimeros
com DEAEMA. Isso provavelmente ocorre porque o DMAEMA apresenta maior
hidrofilicidade, resultando na maior migracao para a fase aquosa. Tais resultados
confirmam a conclusao anterior para os resultados das eficiéncias de encapsulamento.
Outra abordagem utilizada com o intuito de confirmar a incorporacao dos
comondmeros foi conduzir analises de angulo de contato em meio 4cido. Acredita-se
que 0s grupos amino presentes apenas nos comondomeros catidonicos estejam
protonados em meio acido, aumentando assim a hidrofilicidade das particulas. Em
teoria, sabe-se, que quanto maior é a hidrofilicidade do material, menor é o angulo
de contato entre o material e o liquido avaliado (ROSEN e KUNJAPPU]| 2012)).
Como apontado na Tabela [5.7, os copolimeros produzidos apresentam menores
angulos de contato em relagdo ao do PMMA puro, confirmando a formagao de
copolimeros sensiveis ao pH, por conta da maior hidrofilicidade em meio acido.
Observa-se que, quanto maior foi o teor do comonomero, mais hidrofilico tornou-se
o material polimérico final, o que estid de acordo com os resultados encontrados

anteriormente.
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Tabela 5.7: Angulos de contato, em meio acido, do PMMA e dos copolimeros
P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA) produzidos na Fase II do trabalho.

Reacdo Angulo de Contato (°)

PMMA 72,37
DE-05 65,52
DM-05 65,67
DE-10 61,96
DM-10 63,56
DE-20 61,00
DM-20 60,21
DE-30 61,55
DM-30 57,89
DE-40 60,40
DM-40 60,49

5.10 Analises de tensao interfacial

As anélises de tensao interfacial foram realizadas com o intuito de avaliar a
influéncia da presenca dos comonomeros cationicas na interacao entre a superficie
das gotas das fases organicas com a fase aquosa nas reagoes de polimerizacao em
suspensao. A Figura ilustra as tensoes interfaciais medidas para diferentes
propor¢oes de MMA e de comonoémeros (DEAEMA e DMAEMA) (fase orgéanica) e
a solucao de PVA (fase aquosa).

Como pode ser visto, & medida que se aumentou o teor dos comondmeros, a
tensao interfacial se reduziu drasticamente, confirmando a maior interacao desses
compostos com a fase aquosa. KEsse comportamento é ainda mais notoério para os
copolimeros com DMAEMA, mesmo com apenas 5 % do comondémero, o que pode
ser justificado pela maior hidrofilicidade, como reportado por THAVANESAN et al.
(2014).

Por outro lado, os resultados obtidos mostram que a presenca do DEAEMA
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em até 20 % parece nao afetar tao significativamente a estabilidade dos sistemas.
Apenas com maiores quantidades desse comondmero foi possivel observar uma
influéncia mais expressiva sobre a tensao interfacial. Mesmo assim, a tensao
interfacial observada nesses sistemas nao se equipara aos resultados obtidos pelas
fases monoméricas compostas pelo DMAEMA. Como as menores tensoes interfaciais
favorecem a producao de particulas menores, as variacoes das distribuicoes de
tamanhos de particula (Figura nao sao controladas por essa varidvel, mas por
aspectos cinéticos e fisico-quimicos relacionados a cinética de reacao e a evolugao
das taxas de coalescéncia e quebramento relacionadas a evolucao das viscosidades

do sistema.
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Figura 5.19: Tensbes interfaciais entre as fases monoméricas (MMA e os
comonomeros - DEAEMA e DMAEMA) e fase aquosa (solu¢ao de PVA) das reagoes
de polimerizacao em suspensao conduzidas na Fase II do trabalho.

5.11 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As micrografias obtidas via MEV dos copolimeros produzidos estao exibidas nas
Figuras e sendo possivel caracterizar morfologicamente as microparticulas
formadas. As imagens confirmam a formacao de particulas esféricas com tamanhos

micrométricos, indicando que a incorporacao dos comonoémeros pouco afetou a
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formacao das microparticulas. No entanto, as particulas apresentam superficies
irregulares, sendo possivel verificar a presenca de aglomerados, o que provavelmente
estd relacionado com a hidrofilicidade dos monomeros cationicos, que tendem a
migrar para a fase aquosa. Esses aglomerados podem explicar os maiores tamanhos
de particula da Figura[5.2] Ademais, na superficie das microparticulas, ndo é possivel

observar cristais de PZQ), que apresentam um formato caracteristico de bastoes,

confirmando os resultados obtidos por DSC e DRX.

Figura 5.20: Micrografias das microparticulas dos copolimeros produzidos: (a)
DE-05, (b) DE-10, (c) DE-20, (d) DE-30, (e) DE-40, (f) DM-05, (g) DM-10, (h)
DM-20, (i) DM-30 e (j) DM-40.

Figura 5.21: Micrografias das microparticulas dos copolimeros produzidos na
presenca de PZQ: (a) DE-05/PZQ, (b) DE-10/PZQ, (¢) DE-20/PZQ, (d)
DE-30/PZQ, (e) DE-40/PZQ, (f) DM-05/PZQ, (g) DM-10/PZQ, (h) DM-20/PZQ,
(i) DM-30/PZQ e (j) DM-40/PZQ.
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5.12 Emnsaios de dissolucao

Como previamente descrito na Secao [3.3.15, os ensaios de liberacao in witro
foram realizados em duas faixas de pH, com o intuito de avaliar se os copolimeros
produzidos apresentaram propriedades sensiveis a esse parametro. A influéncia
da distribuicao de tamanhos de particula dos copolimeros também foi avaliada na
liberacao do farmaco.

As Figuras [5.22] 5.23] 5.24] [5.25] e [5.26] exibem os perfis de liberacao do PZQ

através dos copolimeros com 5, 10, 20, 30 e 40 % em massa de comonémero,
respectivamente, para diferentes faixas de tamanho e pH. Como observado, ja nos
copolimeros produzidos com 5 % de comonoémero (DE-05/PZQ e DM-05/PZQ),
a mudanca para pH &acido promoveu um pequeno aumento na liberacao, sendo
mais significante em diametros menores que 75 pum, em que ha menor resisténcia
difusional para o transporte do farmaco. De acordo com os resultados mostrados, é
possivel notar que o copolimero consegue promover o dobro da liberacao em relagao
as microparticulas de PMMA puro em meio acido, confirmando a sensibilidade ao
pH.

Os copolimeros produzidos com 10 % em massa de comonémero (DE-10/PZQ
e DM-10/PZQ) apresentaram resultados mais significativos, em que a presenga do
DEAEMA proporcionou uma liberagao proxima a 20 % em meio acido, em contraste
com 6 % de liberacao em meio neutro, para particulas com didmetros menores que 75
pm. Os copolimeros com DMAEMA, com didmetros menores que 75 um, também
mostraram bons resultados, atingindo liberacao proxima a 16 % em pH 1,2 em
comparacao com 6 % de liberacdo em meio neutro.

Nos copolimeros produzidos com 20 % em massa de comonomero (DE-20/PZQ e
DM-20/PZQ), é nitida a diferenca na cinética de liberagdo entre os pHs, ja que, em
meio acido, os copolimeros atingiram liberacdes em torno de 65 % com 15 minutos
de ensaio, enquanto em meio neutro apos 15 minutos as liberacoes foram de apenas

10 %, para particulas com didmetros menores que 75 um. Este resultado ¢ de
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suma importancia, pois indica que a liberacao do farmaco nao é favorecida em pHs
proximos daqueles observados na boca humana, melhorando o mascaramento do
sabor.

Por sua vez, os copolimeros produzidos com 30 e 40 % em massa de comonoémero
(DE-30/PZQ e DM-30/PZQ; DE-40/PZQ e DM-40/PZQ) alcancaram liberagoes
proximas a 70 e 85 %, respectivamente, em pHs &4cidos pelas particulas com
tamanhos menores de 75 pum. No entanto, como pode ser observado, com tais
teores de comondmeros cationicos, os resultados mostram que mesmo no meio neutro
as particulas apresentaram altas eficiéncias de liberacao, indicando que, nessas

microparticulas, o carater hidrofilico é alto, favorecendo a liberacao do farmaco.

Ademais, nas Figuras [5.24] [5.25] e [5.26] é possivel observar que as particulas

apresentaram decaimento da liberagao ao longo do tempo, principalmente a partir
dos 15 minutos. Esse comportamento pode ser justificado pela possivel formacao de
um gel inchado, que foi também coletado nas aliquotas. Ressalta-se que, na pratica,
foi observada maior dificuldade na filtracao das aliquotas com a saturacao dos
filtros de seringa, sugerindo realmente a remocao desse gel. Desse modo, as coletas
consecutivas resultavam na reducao de particulas no meio que ainda poderiam liberar
mais farmaco, promovendo, assim, a diminuicao da eficiéncia de liberacao com o
decorrer do ensaio.

De modo geral, os resultados obtidos para os copolimeros mostram a nitida
influéncia do pH na liberacao do PZQ, confirmando a formacao de copolimeros
inteligentes e sensiveis ao pH. Acredita-se que, em pH 4cido, ocorra a protonacao dos
grupos dietilaminoetila e dimetilaminoetila presentes na estrutura do PDEAEMA
e PDMAEMA, respectivamente, resultando em estruturas hidrofilicas e, portanto,
promovendo a melhor liberagao do farmaco, por conta do inchamento das particulas.

Além disso, nos ensaios de liberacao dos copolimeros, foi possivel observar a
influéncia mais significativa do tamanhos de particulas sobre a liberagao, ja que
os resultados com diametros menores foram melhores do que aqueles com maiores

diametros, devido a menor resisténcia difusional presente (ARIFIN et al., [2006).
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Figura 5.22: Perfis de liberacao do PZQ através das microparticulas de PMMA e
dos copolimeros DE-05/PZQ e DM-05/PZQ, em pH 1,2 e 6,8, para duas faixas de
diametro: d < 75 pum (esquerda) e d > 212 pym (direita).
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Figura 5.23: Perfis de liberacao do PZQ através das microparticulas de PMMA e
dos copolimeros DE-10/PZQ e DM-10/PZQ, em pH 1,2 e 6,8, para duas faixas de
diametro: d < 75 pum (esquerda) e d > 212 ym (direita).
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Figura 5.24: Perfis de liberacao do PZQ através das microparticulas de PMMA e
dos copolimeros DE-20/PZQ e DM-20/PZQ, em pH 1,2 e 6,8, para duas faixas de
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Figura 5.25: Perfis de liberacao do PZQ através das microparticulas de PMMA e
dos copolimeros DE-30/PZQ e DM-30/PZQ, em pH 1,2 e 6,8, para duas faixas de
diametro: d < 75 pum (esquerda) e d > 212 ym (direita).
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Figura 5.26: Perfis de liberacao do PZQ) através das microparticulas de PMMA e
dos copolimeros DE-40/PZQ e DM-40/PZQ, em pH 1,2 e 6,8, para duas faixas de
didametro: d < 75 pm (esquerda) e d > 212 pum (direita).

5.13 Consideracoes preliminares

Os resultados dispostos neste capitulo apontam que é possivel sintetizar

particulas inteligentes no tamanho micrométrico por meio da técnica de
polimerizacao em suspensao. Ressalta-se que nao foram encontrados trabalhos que
reportem tal procedimento, confirmando a originalidade do presente trabalho. Além
disso, os resultados apresentados mostram que foi possivel obter altas eficiéncias
de encapsulamento, mesmo na presenca dos comondmeros cationicos (DEAEMA e
DMAEMA).

Os resultados obtidos confirmaram a formacao de particulas inteligentes, que
apresentam sensibilidade ao pH, como indicado principalmente pelas analises de
potencial zeta e pelos ensaios de dissolucao. Contudo, entende-se que o aparato
utilizado nos ensaios de dissolu¢ao nao ¢ o recomendado pela Farmacopeia Brasileira,
e que novos ensaios de dissolucao devem ser realizados no dissolutor, aparato
sugerido pela |ANVISA| (2010). Porém, por conter 8 cubas de 1 L, o dissolutor

demanda maiores quantidades de material polimérico.

Desse modo, diante dos resultados promissores obtidos e da necessidade
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de maiores quantidades de microparticulas, foram selecionados os copolimeros
produzidos com 20, 30 e 40 % em massa de comonomero (DEAEMA e DMAEMA)
para dar inicio ao escalonamento do processo. Primeiramente, o escalonamento foi
feito para o reator de 1 litro e, posteriormente, para o reator de 12 litros, presente

na planta piloto localizada no EngePol.
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Este capitulo apresenta os resultados obtidos no estudo do escalonamento da
producao das microparticulas inteligentes para os reatores de 1 litro e de 12 litros.
Ressalta-se que todas as particulas produzidas continham 30 % de PZQ. Cabe
ressaltar também que, apesar de entendermos a importancia das reagoes de sintese
dos copolimeros puros para o estudo, optamos por realizar diretamente as reacoes
na presenca do farmaco, de modo a minimizar o gasto de reagente.

Outro ponto a ser salientado que, infelizmente, nao esta contido neste capitulo,
sao os resultados de massa molar, que usualmente sao obtidos via cromatografia
de permeacao em gel (GPC). Como descrito no capitulo anterior, houve grande
dificuldade para solubilizacao dos materiais poliméricos no solvente da anélise
(tetrahidrofurano). Em suma, os resultados de diversos testes de solubilizagao
permitiram chegar a conclusao de que os materiais produzidos requerem que a anéalise
de GPC seja realizada em altas temperaturas; contudo, diante da inexisténcia de
técnica desenvolvida para esse fim, nao foi possivel obter os resultados de massa

molar.
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Parte T
Fscalonamento - Reator 1 L

A Tabela [6.1] resume as microparticulas selecionadas para esta terceira parte do

trabalho.

Tabela 6.1: Relagdo das microparticulas de P(MMA-co-DEAEMA) e
P(MMA-co-DMAEMA) sintetizadas no reator de 1 litro na Fase III do trabalho.

Reacao Consideragoes

DE-20/PZQ-1L ou DM-20/PZQ-1L 20 % de comonoémero com 30 % de PZQ
DE-30/PZQ-1L ou DM-30/PZQ-1L 30 % de comonoémero com 30 % de PZQ
DE-40/PZQ-1L ou DM-40/PZQ-11. 40 % de comonomero com 30 % de PZQ

6.1 Avaliacao dos tamanhos de particula (R. 1L)

A Figura[6.1]e a Tabela[6.2] mostram as distribui¢oes de tamanhos e os didmetros
médios dos copolimeros sintetizados no reator de 1 litro via técnica de espalhamento
de luz. Conforme pode ser visto, as particulas produzidas exibiram distribuicoes
de tamanhos na faixa micrométrica, como consequéncia do uso da técnica de
polimerizacao em suspensao, como discutido nos capitulos anteriores. Além disso,
como pode ser observado, os copolimeros apresentam distribui¢cdes com um pequeno
ombro em tamanhos maiores e um pequeno pico préoximo a 10 pm.

Para fins de comparacao, as microparticulas estao apresentadas com as
suas similares que foram produzidas em escala de bancada, no minirreator.
Quando comparadas, os copolimeros produzidos no reator de 1 litro apresentaram
distribuicoes deslocadas para tamanhos menores, o que provavelmente se deve
a maior agitacao aplicada ao sistema, indicando que é possivel obter particulas
menores dos copolimeros.

De modo geral, no que diz respeito a aplicagdo final desejada (liberagao de
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farmacos), acredita-se que menores tamanhos de particulas exibem resisténcias
difusionais menos acentuadas e, portanto, resultam em maior eficiéncia de liberacao
de farmaco. Desse modo, os resultados obtidos podem levar a melhores perfis de
liberacao do PZQ).

Em resumo, pode-se concluir que o ajuste dos tamanhos das microparticulas
dos copolimeros pode ser realizado por meio das condigoes de agitacao do sistema

utilizado; o que, por sua vez, pode permitir a coordenacao da liberacao de farmacos.

Tabela 6.2: Relacao dos tamanhos médios das particulas dos copolimeros
P(MMA-co-DEAEMA) ¢ P(MMA-co-DMAEMA) produzidos no reator de 1 litro
na Fase III do trabalho.

Tamanho Médio le d50 dgo

Heasao (m) () () Gam) P
DE-20/PZQ-1L 132,87 57,07 116,92 250,94 1,650
DM-20/PZQ-1L 159,13 50,04 109,54 394,01 3,140
DE-30/PZQ-1L 126,86 46,76 98,38 269,80 2,267
DM-30,/PZQ-1L 185,42 53,07 132,16 44558 2,970
DE-40/PZQ-1L 148,89 64,69 127,85 250,46 1,453
DM-40/PZQ-1L 92,56 97,64 6535 226,88 3,049

*Span — (dgo - d1o)/d50
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Figura 6.1:

Distribuicao de tamanhos

Tamanho (um)

(f) 40 % de DMAEMA

de particulas para os copolimeros

P(MMA-co-DEAEMA) ¢ P(MMA-co-DMAEMA) produzidos no reator de 1 litro
e no minirreator, nas Fases II e 111 do trabalho.
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6.2 Eficiéncia de encapsulamento (R. 1L)

Como indicado no Capitulo |3 as eficiéncias de encapsulamento foram obtidas
via técnica de ultrafiltracao-centrifugagao e estao apresentadas na Tabela
Como observado, os copolimeros cationicos produzidos no reator de 1 litro também
promoveram altas eficiéncias de encapsulamento, sendo superiores a 80 %. De
modo geral, os resultados obtidos foram muito proximos as eficiéncias exibidas pelos
copolimeros sintetizados no minirreator.

Novamente, o teor de farmaco efetivamente encapsulado foi levemente inferior nos
copolimeros com DMAEMA do que com DEAEMA. Essa diferenca, relativamente
pequena, pode ser atribuida a maior hidrofilicidade do grupo DMAEMA
(THAVANESAN et al., 2014), resultando na maior perda do PZQ para a fase aquosa.

Contudo, de maneira geral, a técnica de polimerizagdo em suspensao dos
materiais poliméricos, na presenca dos comondémeros catidnicos, nao parece afetar o

desempenho de encapsulamento do farmaco.

Tabela 6.3: Eficiéncias de encapsulamento de PZQ mnos copolimeros

P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA) produzidos no reator de 1
litro na Fase III do trabalho.

Reacio Eficiéncia de Encapsulamento (%)
DE-20/PZQ-1L 90,47
DM-20/PZQ-1L 90,69
DE-30/PZQ-1L 90,71
DM-30/PZQ-1L 88,75
DE-40/PZQ-1L 90,15
DM-40/PZQ-1L 88,83
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6.3 Analises térmicas (R. 1L)

Os copolimeros sintetizados no reator de 1 litro foram caracterizados por meio
das analises de TGA e DSC, de modo a obter informacdes das suas propriedades
térmicas. As anéalises termogravimétricas (Figura permitem inferir que, de
modo geral, todos os copolimeros produzidos (tanto com DEAEMA quanto com
DMAEMA) apresentaram perfis de degradacdo muito similares, tendo temperaturas
de méaxima degradacao proximas a 400 °C. Além disso, os materiais produzidos
mostraram curvas de degradacao térmica muito semelhantes as apresentadas pelos
copolimeros sintetizados em escala de bancada (Figura , sugerindo que o
escalonamento para o reator de 1 litro nao afetou a estabilidade térmica dos

copolimeros.
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(a) Copolimeros com DEAEMA (b) Copolimeros com DMAEMA

Figura 6.2: Curvas termogravimétricas dos copolimeros P(MMA-co-DEAEMA) e
P(MMA-co-DMAEMA) produzidos no reator de 1 litro na Fase III do trabalho.

Com o intuito de caracterizar a interacao entre os copolimeros sintetizados e o
farmaco encapsulado e, por consequéncia, avaliar a qualidade do encapsulamento,
as anélises de DSC foram realizadas, usando apenas o primeiro aquecimento. Como
bem reportado, o praziquantel exibe uma transicao endotérmica proximo a 140 °C,

referente ao seu ponto de fusdo (ANVISA| 2010)), estando presente no termograma
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do farmaco puro e das misturas fisicas (Figura [6.3). Sua detec¢do no termograma

das misturas fisicas se da pela formagao de uma fase cristalina segregada, que por

efeito diluente da presenca dos copolimeros, fica com uma menor intensidade.

Como ilustrado na Figura (6.3 os termogramas dos copolimeros produzidos no

reator de 1 litro apresentaram o pico caracteristico do farmaco, indicando que o

praziquantel estava presente na forma de cristais na superficie das microparticulas.

Ressalta-se que a presenca de uma fase cristalina segregada pode prejudicar o

mascaramento do sabor, deixando presente na superficie o amargor caracteristico

do PZQ. Acredita-se que tal resultado pode ser contornado com novos processos

de lavagem e filtracao das microparticulas, como realizado por |FONSECA et al.

(2013D).
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P(MMA-co-DMAEMA) produzidos no reator de 1 litro na Fase IIT do trabalho.

6.4 Difratometria de raios X (DRX) (R. 1L)

Como anteriormente apresentado, as andlises de difratometria de Raios X

(DRX) do farmaco puro exibem picos agudos intensos entre 20 = 10° a 20 = 30°,

caracterizando sua estrutura cristalina, como bem reportado por PASSERINI et al.

(2006) e LIU et al. (2004). De maneira analoga, os difratogramas das misturas fisicas
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também evidenciam a presenca dos cristais do PZQ, porém em menor intensidade
por estarem na presenca dos copolimeros puros.

Por outro lado, a Figura [6.4] aponta que as microparticulas obtidas no reator de
1 litro mostram uma reducao significativa da rede cristalina do PZQ, evidenciando a
estrutura amorfa do farmaco nesses materiais poliméricos. Esses resultados sugerem
que os copolimeros tenham desordenado a estrutura espacial do farmaco, estando o
mesmo disperso na matriz polimérica. Desse modo, os resultados obtidos via DRX
parecem nao ratificar as conclusoes definidas pelas anéalises de DSC e a sugerir a
auséncia de cristais de PZ(Q) na mistura.

Esses resultados mais uma vez sao de grande importancia para o trabalho,
pois confirmam a capacidade desses sistemas poliméricos em amorfizar uma grande
quantidade de farmaco. Vale ressaltar que, apesar da forma cristalina de um ativo
proporcionar alta pureza e estabilidade fisica, a mesma é caracterizada pela limitacao
na dissolucao, resultando na menor eficiéncia da formulacao final. Desse modo, os
resultados obtidos sao promissores pela presenca do PZ(Q no seu estado amorfo, que
por sua vez oferece uma menor barreira de energia, resultando na maior facilidade

de solubilizagdo (BAGHEL et al., 2016; SUN et al., 2016).
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Figura 6.4: Difratogramas de DRX dos copolimeros P(MMA-co-DEAEMA) e
P(MMA-co-DMAEMA) produzidos no reator de 1 litro na Fase III do trabalho.
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6.5 Potencial zeta (R. 1L)

As anéalises de potencial zeta foram conduzidas de modo a confirmar a presenca
dos monédmeros cationicos nos copolimeros produzidos. Visto que essa anélise
permite caracterizar a carga superficial das microparticulas como funcao do pH,
acredita-se que é possivel verificar a ionizacao dos grupos amino presentes apenas
nos comonomeros catidonicos. Os potenciais zeta das microparticulas sintetizadas
no reator de 1 litro estao apresentados na Figura [6.5| Para fins de comparacao,
o potencial zeta das microparticulas de PMMA puro (produzido no minirreator)
também estd presente na Figura 6.5

Como observado, a influéncia do pH ¢é fortemente significativa para os
copolimeros catidnicos produzidos, em que fica evidente a protonacao dos grupos
amino em meios 4cidos. Ademais, é possivel observar que o aumento do teor
dos comondmeros resultou no incremento das cargas superficiais, o que se deve
& maior concentracao das aminas terciarias nos materiais poliméricos produzidos.
Por sua vez, em pHs basicos os copolimeros apresentaram cargas negativas, como
consequéncia da “desprotonacao” dos grupos amino. Resultados similares foram
reportados por HU et al.| (2007).

Ao comparar o curva do potencial zeta dos copolimeros com aquela do PMMA
puro, fica nitida a importancia do pH sobre as propriedades dos copolimeros
catidonicos. Desse modo, os resultados parecem confirmar a mudanca na composicao
dos materiais produzidos, sugerindo que houve de fato a formacao de materiais
poliméricos inteligentes e sensiveis ao pH, mostrando-se promissor para a aplicagao

pretendida.
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Figura 6.5: Potencial zeta dos copolimeros P(MMA-co-DEAEMA) e
P(MMA-co-DMAEMA) produzidos no reator de 1 litro na Fase III do trabalho.

6.6 Espectroscopia na regiao do infravermelho

(FTIR) (R. 1L)

Os espectros de FTIR dos copolimeros sintetizados no reator de 1 litro estao
apresentados na Figura[6.6] De modo geral, as analises de FTIR permitem identificar
ligacoes e grupamentos quimicos presentes na estrutura das cadeias poliméricas.
Infelizmente, as aminas terciarias nao sao possiveis de serem caracterizadas via FTIR
(PAVIA et al.l [2001); no entanto, a incorporagao dos comondmeros cationicos pode
ser confirmada pela presenca da ligacao -C-N.

De maneira geral, é possivel delimitar as bandas caracteristicas do éster, presente
tanto no PMMA quanto nos comonomeros cationicos (DEAEMA ¢ DMAEMA),
em 1.720 em™! (banda caracteristico do grupo carbonila) e em 1.140 ecm™! (banda
caracteristico da ligagdo -C-O). Por outro lado, a ligagdo -C-N, no geral, é

caracterizada por uma banda entre 1.000 e 1.350 cm™*

, regiao em que o PMMA
puro também apresenta a banda caracteristica da ligacdo C-O (PAVIA et al., 2001]).
Desse modo, nao é possivel concluir de forma inequivoca sobre a formacao dos

copolimeros.
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Ademais, os copolimeros produzidos também apresentam a banda caracteristica
do PZQ (em 1.640 cm™!') em seus espectros, sugerindo que o fairmaco esta presente
nas camadas superficiais da matriz polimérica. Vale salientar que a banda proxima

a 3.500 cm™! refere-se ao estiramento da ligacao -OH da agua, indicando que as

amostras poliméricas contém um certo teor de umidade.

Em suma, os espectros apresentados na Figura nao apresentam mudancas

significativas em relacao aos espectros dos copolimeros sintetizados em escala de

bancada.
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Figura 6.6: Espectros de FTIR dos copolimeros P(MMA-co-DEAEMA) e
P(MMA-co-DMAEMA) produzidos no reator de 1 litro na Fase III do trabalho.

6.7 Angulo de contato (R. 1L)

As analises de angulo de contato foram realizadas de modo a inferir informacoes a
respeito da hidrofilicidade dos materiais poliméricos produzidos e, por consequéncia,
confirmar a presenca dos comonomeros catidonicos hidrofilicos. As anélises foram
conduzidas em meio acido, visto que as aminas terciarias presentes nas estruturas dos
mondémeros DEAEMA e DMAEMA ficam protonadas nesta faixa de pH, resultando

no acréscimo da hidrofilicidade do material final.
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Os resultados obtidos estao presentes na Tabela |6.4] e mostram a nitida reducao
do angulo de contato dos copolimeros em relacdo ao do PMMA puro, confirmando
a formacao de microparticulas hidrofilicas, em meio acido (ROSEN e KUNJAPPU,
2012). Esse comportamento mostra-se como um forte indicio da presenca dos
comondmeros cationicos, principalmente porque os angulos de contato decaem com
o aumento do teor desses compostos.

De modo geral, assim como os resultados de potencial zeta, as medidas de angulo
de contato sugerem que a copolimerizacao ocorreu de maneira eficiente, tendo a
formacao de microparticulas poliméricas sensiveis ao pH.

Tabela 6.4: Angulos de contato, em meio acido, do PMMA e dos copolimeros

P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA) produzidos no reator de 1 litro
na Fase III do trabalho.

Reacgao Angulo de Contato (°)

PMMA* 72,37
DE-20/PZQ-1L 46,76
DM-20/PZQ-1L 60,13
DE-30/PZQ-1L 44,92
DM-30/PZQ-1L 56,68
DE-40/PZQ-1L 42,84
DM-40/PZQ-1L 54,71

*PMMA produzido em escala de bancada (minirreator).

6.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV) (R.

1L)

A Figura [6.7] ilustra as micrografias dos copolimeros sintetizados no reator de 1
litro. Como pode ser observado, as micrografias corroboram a formacao de particulas
esféricas que apresentam tamanhos micrométricos. De modo geral, a presenca

dos comonomeros catidnicos parece nao interferir na formacgao das microparticulas;
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contudo, é possivel observar que as particulas apresentam superficies irregulares.
Esse comportamento provavelmente é resultado da maior interacao dos comonomeros
com a fase aquosa, que, por consequéncia, tendem a migrar para a superficie das
microparticulas.

As micrografias ainda permitem avaliar a presenca do praziquantel na superficie

das particulas. Sabe-se que o PZ(Q) apresenta uma forma caracteristica de bastao,

como reportado por FONSECA| (2012). Dentre os copolimeros produzidos, a

micrografia das microparticulas DE-40/PZQ-1L (Figura c) parece indicar a
presenca de pequenos bastoes, como anteriormente previsto pelas andlises de DSC.
No entanto, vale salientar que as andlises de DRX nao identificaram a presenca de

cristais nas microparticulas.
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Figura 6.7: Micrografias das microparticulas dos copolimeros produzidos na presenca
de PZQ mno reator de 1 litro: (a) DE-20/PZQ-1L, (b) DE-30/PZQ-1L, (c)
DE-40/PZQ-1L, (d) DM-20/PZQ-11, (e) DM-30/PZQ-1L, (f) DM-40/PZQ-1L.
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6.9 Ensaios de dissolugao (R. 1L)

Os ensaios de dissolugao dos copolimeros produzidos no reator de 1 litro foram
conduzidos no dissolutor, por ser o aparato recomendado pela ANVISA| (2010).
Seguindo a mesma abordagem do capitulo anterior, as influéncias do pH e do
diametro de particula foram avaliadas para os ensaios de dissolucao. Em resumo,
os ensaios foram conduzidos em duas faixas de pH (1,2 e 6,8) e em duas faixas de
didametro (d < 75 pm e d > 212 um). A influéncia do pH é de suma importéancia
para o trabalho, visto que torna possivel confirmar a formagao de microparticulas
inteligentes. Por sua vez, estudar a influéncia do diametro permite obter informagcoes
sobre o mecanismo que governa o processo de liberacao do farmaco.

As Figuras a mostram os perfis de liberacao do PZQ através
das microparticulas dos copolimeros produzidos com 20 %, 30 % e 40 % dos
comonomeros, respectivamente. Ao contrario do que foi observado nos ensaios
de dissolugdo realizados em escala de bancada (em béqueres para um volume de
25 mL), os resultados apontam que nao houve o decaimento da quantidade de
PZQ liberado ao longo do tempo, indicando que o volume de ensaio e o meio de
agitacao sao parametros importantes para a realizacao dos ensaios de dissolucao.
De acordo com a ANVISA (2010)), é importante que a amostra analisada nao flutue
no meio de dissolucao, o que de fato ocorria nos ensaios em escala de bancada e, por
consequéncia, poderia estar favorecendo a formacao do gel inchado, como reportado
anteriormente (Segdo [5.12)).

De modo geral, os resultados apontam que, nos copolimeros produzidos com
20 % de comonomero, as quantidades de PZQ liberadas foram mais pronunciadas
na presenca do DMAEMA do que para os copolimeros com DEAEMA, o que
provavelmente pode ser justificado pela maior hidrofilicidade do DMAEMA.
Contudo, com 30 e 40 % de comonodmero, os copolimeros apresentaram respostas
bastante similares, alcancando 100 % de liberagao com 30 minutos de ensaio. No que

diz respeito a formulacoes de liberacao modificada, a ANVISA recomenda que os
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materiais atinjam pelo menos 85 % de liberacao, confirmando o potencial promissor

dos copolimeros produzidos.

Assim como reportado para os ensaios de dissolucao em escala de bancada,

os resultados mostram que, mesmo no pH 6,8, os copolimeros com 30 e 40 % de

comondmero conseguem, ao final do ensaio, alcancar altas eficiéncias de liberagao de

PZQ. Desse modo, os resultados parecem indicar que as particulas estao altamente

hidrofilicas, favorecendo portanto a liberagao do farmaco.
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Figura 6.8: Perfis de liberagao do PZQ através das microparticulas produzidas no
reator de 1 litro dos copolimeros DE-20/PZQ-1L e DM-20/PZQ-1L, em pH 1,2 e
6,8, para duas faixas de didmetro: d < 75 pym (esquerda) e d > 212 pm (direita).
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Figura 6.10: Perfis de liberacao do PZQ através das microparticulas produzidas no
reator de 1 litro dos copolimeros DE-40/PZQ-1L e DM-40/PZQ-1L, em pH 1,2 e
6,8, para duas faixas de diametro: d < 75 pum (esquerda) e d > 212 pm (direita).

Em suma, os resultados apresentados confirmam a formacao de microparticulas

inteligentes, visto que o pH influencia significativamente as taxas de dissolucao

do farmaco, sendo nitida a diferenga na cinética de dissolucdo entre os pHs

estudados.

Mais uma vez, esse comportamento estd intimamente relacionado a

presenca das aminas tercidrias na estrutura dos comonomeros, que ficam protonadas
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em meio acido, resultando no maior inchamento das particulas por conta da repulsao
eletrostatica. Essa resposta sensivel ao pH foi confirmada por meio dos resultados
de potencial zeta, como apresentado na Secao [6.5

E importante ressaltar que a diferenca nos diametros de particulas também
promoveu a modificacdo na cinética de liberacao, ja que as particulas com d >
212 pm apresentam uma cinética mais lenta de dissolugao do que as particulas com
d < 75 pm, muito provavelmente devido a maior resisténcia difusional (ARIFIN
et all 2006). Desse modo, pode-se afirmar que o processo de liberagao do PZQ esta
sendo governado pela sensibilidade ao pH e pelo processo de difusao.

De modo a melhor compreender a diferenca na cinética de dissolucao entre os
copolimeros avaliados, as eficiéncias de dissolu¢do (ED) foram calculadas e estdo
apresentadas na Tabela [6.5] Como bem reportado na literatura, a eficiéncia de
dissolucao é considerada como um parametro de confianca para a avaliacao da
qualidade das dissolucoes das formulagoes farmacéuticas, sendo representativo da
quantidade real de farmaco que estd dissolvido no meio de dissolucao (SERRA
e STORPIRTIS, 2007). Além disso, por ser determinado pela area sob a curva
de dissolucao ao longo de todo o periodo do ensaio, a eficiéncia de dissolucao é
considerada uma boa opcao para fazer uma comparacao mais justa entre diferentes
formulacoes (MANADAS et al., 2002).

Como apresentado na Tabela[6.5], fica nitida a influéncia do pH sobre as eficiéncias
de dissolugao dos copolimeros nos meios avaliados, sendo mais significativo nos
copolimeros produzidos com 20 % de comonomero, confirmando o que ja foi
discutido anteriormente. Por fim, os resultados também confirmam que o aumento
do teor dos comondémeros promove eficiéncias de dissolucdo muito similares nos
dois meios de dissolucao avaliados. Contudo, de maneira geral, os resultados
das eficiéncias de dissolucao permitem afirmar que os copolimeros produzidos
com 30 % de comondémero (DE-30/PZQ-1L e DM-30/PZQ-1L) apresentaram
liberacoes tao eficientes quanto os copolimeros produzidos com 40 % de comondmero

(DE-40/PZQ-1L e DM-40/PZQ-1L).
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Tabela 6.5:

Eficiéncias de
P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA) produzidos no reator de 1 litro,
nos meios com pH 1,2 e 6,8, na Fase III do trabalho.

dissolucao

(ED)

de PZQ dos

copolimeros

Reagao Diametro pH Eficiéncia de Dissolucao (%)
DE-20/PZQ-1L d < 75 um 1,2 52,72 £ 1,39
DE-20/PZQ-1L 6,8 97,81 + 1,84
DE-20/PZQ-1L d - 212 um 1,2 53,42 £ 0,77
DE-20/PZQ-1L 6,8 31,22 + 0,23
DM-20/PZQ-1L d < 75 um 1,2 78,32 £ 0,45
DM-20/PZQ-1L 6.8 37.25 + 2,16
DM-20/PZQ-1L d = 212 ym 1,2 60,92 £ 1,56
DM-20/PZQ-1L 6,8 45,03 £ 0,44
DE-30/PZQ-1L d < 75 um 1,2 96,21 £+ 1,58
DE-30/PZQ-1L 6,8 79.75 4 0,56
DE-30/PZQ-1L d - 212 um 1,2 91,04 £ 0,98
DE-30/PZQ-1L 6,8 29,27 £ 7,20
DM-30/PZQ-1L d < 75 um 1,2 95,26 £ 0,59
DM-30/PZQ-1L 6,8 86,51 + 0,19
DM-30/PZQ-1L d - 212 ym 1,2 88,66 + 3,84
DM-30/PZQ-1L 6.8 69,60 + 3,09
DE-40/PZQ-1L d < 75 um 1,2 95,67 £+ 0,90
DE-40/PZQ-1L 6.8 92,95 4 3,59
DE-40/PZQ-1L d = 212 ym 1,2 68,64 + 2,52
DE-40/PZQ-1L 6,8 65,02 £ 2,06
DMAO/PZQAL g oo 12 96,85 4 0,52
DM-40/PZQ-1L 6,8 94,56 £ 1,57
DM-40/PZQ-1L d - 212 ym 1,2 90,34 £ 3,77
DM-40/PZQ-1L 6,8 70,43 + 2,06

159



Capitulo VI Resultados e Discussao - Escalonamento do Processo

6.10 Consideracoes preliminares (R. 1L)

De modo geral, os resultados apresentados nesta terceira parte do trabalho
mostram que o escalonamento para o reator de 1 litro pouco interferiu na formacao
das microparticulas esféricas, tendo permitido obter também altas eficiéncias de
encapsulamento. Mais uma vez, os resultados de potencial zeta confirmaram a
protonacao das aminas terciarias apenas em meios acidos, corroborando a formagao
de particulas inteligentes.

Além disso, a sensibilidade ao pH foi também verificada por meios dos ensaios
de dissolucao, que mostraram que nos pHs avaliados os copolimeros apresentavam
cinéticas de dissolucao diferentes. Nesse quesito, é importante ressaltar os resultados
promissores obtidos nos ensaios de dissolucao, em que foram alcancadas liberagoes
proximas a 100 % apos 60 minutos de ensaio.

Como previamente reportado, os copolimeros que obtiveram os melhores
resultados nas andlises de dissolucao foram selecionados para a etapa de
escalonamento para a escala piloto (reator de 12 litros situado na Planta Piloto do
EngePol), estando os resultados desse escalonamento apresentados a seguir. Cabe
salientar que esse estudo do escalonamento é de grande valia para o projeto, visto
que no futuro deseja-se a producao em grande escala do material polimérico final.

Frente aos resultados apresentados na Tabela 6.5, optou-se por selecionar
os copolimeros produzidos com 30 % de comondmero para dar prosseguimento
ao escalonamento, por apresentar resultados eficientes de liberacao, tal como os

copolimeros produzidos com 40 % de comondmero.

Parte II

FEscalonamento - Reator 12 L

A Tabela resume as microparticulas sintetizadas nesta quarta parte do

trabalho.
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Tabela 6.6: Relagdo das microparticulas de P(MMA-co-DEAEMA) e
P(MMA-co-DMAEMA) sintetizadas na reator de 12 litros (Planta Piloto) na
Fase IV do trabalho.

Reacao Consideracgoes

DE-30/PZQ-Planta

DM-30/PZQ-Planta 30 % de comonomero com 30 % de PZQ

6.1 Avaliacao dos tamanhos de Particula (R. 12L)

Por meio da técnica de espalhamento de luz, foi possivel avaliar as distribuicoes
de tamanho (Figura e os diametros médios (Tabela das microparticulas
produzidas dos copolimeros sintetizados em escala piloto, no reator de 12 litros.

Novamente, a técnica de polimerizacao em suspensao foi eficiente para produzir
particulas no tamanho micrométrico, mesmo na presenca dos comondémeros
cationicos hidrofilicos (DEAEMA e DMAEMA), indicando mais uma vez que o
processo de escalonamento pouco afeta a formacao das microparticulas. Ademais,
alétm do pequeno ombro em didmetros maiores, as distribuicoes apresentaram
pequenos picos entre 1 e 10 pum, provavelmente devido a maior agitacao aplicada na
unidade reacional.

Como também ilustrado na Figura|6.11} o processo de escalonamento promoveu
o deslocamento das distribui¢coes para tamanhos menores, visto que as agitacoes
aplicadas nos sistemas foram sempre os valores maximos permitidos em cada unidade
(Agitacaoigomz, = 900 rpm, Agitagao;;, = 1.000 rpm e Agitagaoio;, = 1.200 rpm). Isso
ocorreu porque a agitacao influencia diretamente as taxas de quebra e coalescéncia
das gotas monomeéricas, favorecendo principalmente a etapa de quebra.

Ressalta-se que esses resultados sao de extrema importancia para o projeto, pois
particulas de didmetros menores promovem liberagoes mais eficientes (AL-KASSAS
et al.,[1993). De modo geral, os resultados apontam que a agitacao do sistema é uma
variavel importante a ser avaliada no ajuste das melhores condigoes de liberacao de

principios ativos. Os tamanhos mais adequados podem ser posteriormente ajustados
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Figura 6.11: Distribuicaio de tamanhos de particulas para os copolimeros
P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA) produzidos em escala piloto na
Fase IV do trabalho, em comparagao com os copolimeros produzidos na escala de
bancada (minirreator) e no reator de 1 litro.

na unidade de producao por meio do controle da velocidade de agitacao e do teor

de agente de suspensao.

Tabela 6.7: Relacao dos tamanhos médios das particulas dos copolimeros
P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA) produzidos em escala piloto na
Fase IV do trabalho.

Tamanho Médio d10 d50 dgo

Reacao Span*

¢ (1) (um) (um) (um) P
DE-30/PZQ-Planta 83,98 24,79 60,92 184,86 2,628
DM-30/PZQ-Planta 101,54 25,10 77,51 237,55 2,741

*Span — (dgo - le)/d50

6.2 Eficiéncia de encapsulamento (R. 12L)

A fracao de praziquantel efetivamente encapsulado nas microparticulas
produzidas em escala piloto foi obtida via técnica de ultrafiltracao-centrifugacao,

assim como ocorreu para as demais microparticulas, como usualmente reportado na

literatura (CHASSOT et all 2016; MORAES et al.l 2009).
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Os resultados, dispostos na Tabela [6.8, mostram que os copolimeros mantiveram
as altas eficiéncias de encapsulamento do PZQ, como também foi alcancado para
os copolimeros produzidos em menor escala. Mais uma vez, esses resultados se
devem a alta hidrofobicidade do farmaco, tornando sua migracao para a fase aquosa
menos propensa. Por sua vez, a presenca dos comondmeros cationicos no material
polimérico resulta na reducao da eficiéncia de encapsulacao em comparagao com o0s
resultados obtidos para as microparticulas de PMMA (Capitulo , por conta da
hidrofilicidade desses compostos. Essa atenuacao é mais evidente para o copolimero
DM-30/PZQ-Planta, por conta da maior hidrofilicidade do comonémero DMAEMA
em relacdo ao DEAEMA (THAVANESAN et al., 2014)).

Tabela 6.8: Eficiéncias de encapsulamento de PZQ mnos copolimeros

P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA) produzidos em escala piloto
na Fase IV do trabalho.

Reacgao Eficiéncia de Encapsulamento (%)
DE-30/PZQ-Planta 91,93
DM-30/PZQ-Planta 84,83

6.3 Analises térmicas (R. 12L)

Os copolimeros produzidos foram caracterizados quanto & degradagao térmica
(via analises de TGA) e quanto a interacdo com o praziquantel (via andlises de
DSC).

No que diz respeito & estabilidade térmica, os termogramas mostrados na Figura
[6.12] apontam que os copolimeros apresentaram maxima taxa de degradagao térmica
em torno de 410 °C. Além disso, as curvas termogravimétricas indicam que a
degradacao de ambos os copolimeros ocorrem em duas etapas, sendo a primeira
proxima a 300 °C e a segunda em torno de 400 °C. Acredita-se que o primeiro
estagio da degradacao se deve a perda das cadeias laterais ligadas a carbonila do

éster, enquanto o segundo estagio refere-se as cisoes dentro das cadeias poliméricas.

163



Massa (%)

1004

80

60

40+

20

Capitulo VI

Resultados e Discussao - Escalonamento do Processo

H

R T
= —~ DE-30/PZQ-Planta
Y
\X
A
"B
S
!
4 I : O L
100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)

(a) Copolimeros com DEAEMA

Massa (%)

100

80

60

404

20

NOCHOHOH MO O
- e

X

[

-~ DM-30/PZQ)-Planta

[

\V—LL'—_H HHHHHH]

300 400
Temperatura (°C)

100 200 500 600

(b) Copolimeros com DMAEMA

Figura 6.12: Curvas termogravimétricas dos copolimeros P(MMA-co-DEAEMA) e
P(MMA-co-DMAEMA) produzidos em escala piloto na Fase IV do trabalho.

Por sua vez, as andalises de DSC permitem avaliar a interacao entre os

copolimeros produzidos e o farmaco, assim como avaliar se o farmaco foi realmente

incorporado nas microparticulas.

Como observado na Figura [6.13] os materiais

poliméricos exibiram em seus termogramas um pequeno pico proximo a 140 °C,

sendo caracteristico do praziquantel, conforme apresentado nos capitulos anteriores.

A presenca dessa transicdo endotérmica nos leva a crer que ha cristais de PZQ

na superficie das microparticulas, o que pode resultar na menor qualidade do

mascaramento do sabor. Contudo, esse resultado pode ser contornado com ciclos

mais intensos de lavagem durante a etapa de filtracao das particulas, como executado

por FONSECA et al| (2013D).
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Figura 6.13:  Curvas de DSC dos copolimeros P(MMA-co-DEAEMA) e
P(MMA-co-DMAEMA) produzidos em escala piloto na Fase IV do trabalho.

6.4 Difratometria de raios X (DRX) (R. 12L)

As analises de DRX foram conduzidas com o intuito de confirmar a presenga dos
cristais de PZQ na superficie das microparticulas produzidas em escala piloto, como
relatado na secao anterior.

Conforme indicado na Figura[6.14] é nitida a auséncia de picos cristalinos agudos
nos difratogramas das amostras poliméricas, estando clara a diferenca em relacao as
misturas fisicas. Desse modo, ao que tudo indica, as analises de difracao de raios
X nao detectaram a presenca dos cristais do praziquantel, indicando que o farmaco
estd presente em sua forma amorfa nas microparticulas.

Mais uma vez, ressalta-se que é bem relatado na literatura que fArmacos no estado
amorfo apresentam maior solubilidade em meios aquosos, resultando em melhores
perfis de liberacao in vivo (GRAESER et al [2010; KALEPU e NEKKANTI, 2015).
Dessa maneira, os resultados obtidos parecem promissores para a continuidade e

andamento da pesquisa.
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Figura 6.14: Difratogramas de DRX dos copolimeros P(MMA-co-DEAEMA) e
P(MMA-co-DMAEMA) produzidos em escala piloto na Fase IV do trabalho.

6.5 Espectroscopia na regiao do infravermelho

(FTIR) (R. 12L)

As analises de FTIR foram realizadas com o intuito de investigar os grupos
funcionais presentes nas estruturas dos copolimeros, estando os espectros ilustrados
na Figura [6.15| Para fins de comparagao, o espectro do PZQ também esté
apresentado em conjunto com os dados dos copolimeros.

Em teoria, os copolimeros sintetizados devem apresentar em sua estrutura trés
grupos funcionais que podem caracterizar sua formacao bem sucedida: ligacoes
caracteristicas do éster, -C=0 e -C-0O, e a ligacao presente apenas na estrutura dos
comonomeros (-C-N). De acordo com PAVIA et al.[(2001), essas ligagdes apresentam
bandas caracteristicas proximas a 1.720 cm ™, entre 1.320 e 1.210 cm ™! e entre 1.350
e 1.000 ecm~!, respectivamente.

Conforme indicado na Figura [6.15, os espectros apresentam tais bandas bem
definidas. Contudo, como as bandas das ligacoes C-O e -C-N estao presentes na
mesma regiao, pode resultar na sobreposicao das mesmas, dificultando a confirmagao

da formacao efetiva dos copolimeros.
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Figura 6.15: Espectros de FTIR dos copolimeros P(MMA-co-DEAEMA) e
P(MMA-co-DMAEMA) produzidos em escala piloto na Fase IV do trabalho.

Além disso, os espectros ainda indicam a presenca da banda caracteristica do
PZQ, em 1.640 cm™!, revelando a presenca do farmaco nas camadas superficiais
das particulas. Novamente, os espectros também apontam uma banda larga em
3.500 cm ™!, referente a ligacdo -OH, sugerindo a presenca de umidade nas amostras
produzidas. Todavia, de modo geral, pode-se afirmar que houve a formacao eficiente

dos copolimeros via polimerizacao em suspensao.

6.6 Angulo de contato (R. 12L)

De modo a analisar a hidrofilicidade dos materiais poliméricos produzidos, as
analises de angulo de contato foram conduzidas em meio acido (HCI1 0,1 M), estando
os resultados dispostos na Tabela juntamente com o angulo de contato do
PMMA puro (produzido no minirreator). De modo geral, admite-se que em meios
acidos, os grupos amino terciarios presentes nas estruturas dos comonomeros sejam
protonados, resultando na maior hidrofilicidade do polimero ao final. Dessa maneira,
acredita-se que essa analise pode ser uma boa alternativa para confirmar a presenca
do DEAEMA ou DMAEMA na estrutura dos copolimeros sintetizados.

Os resultados obtidos mostram a redugao significativa do angulo de contato dos
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copolimeros produzidos, confirmando o expressivo aumento da hidrofilicidade dos
materiais poliméricos (ROSEN e KUNJAPPU, 2012)). Desse modo, assim como
as analises previamente presentes neste capitulo, os resultados sugerem também a
efetiva formacao dos copolimeros hidrofilicos.

Tabela 6.9: Angulos de contato, em meio acido, do PMMA e dos copolimeros

P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA) produzidos em escala piloto na
Fase IV do trabalho.

Reacao Angulo de Contato (°)

PMMA* 72,37
DE-30/PZQ-Planta 44,92
DM-30/PZQ-Planta 56,68

*PMMA produzido em escala de bancada (minirreator).

6.7 Microscopia eletronica de varredura (MEV) (R.

12L)

As micrografias obtidas via analises de MEV das microparticulas produzidas em
escala piloto estao expostas na Figura[6.16] permitindo a caracterizacao morfoldgica
dos materiais sintetizados. Como observado, as imagens confirmam a formagao
de particulas esféricas com distribuicoes de tamanhos relativamente homogéneas,
indicando que a presenca dos comondémeros e o processo de escalonamento nao
afetaram negativamente a formacao das microparticulas.

Contudo, a superficie levemente irregular das particulas se deve, muito
provavelmente, a maior interacdo dos comondmeros com a fase aquosa, que, por isso,
tendem a se posicionar na superficie das microparticulas. Além disso, as micrografias
nao indicam a presenca dos cristais de praziquantel na superficie das particulas,

confirmando os resultados obtidos por DRX.
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Figura 6.16: Micrografias das microparticulas dos copolimeros produzidos
na presenca de PZQ em escala piloto: (a) DE-30/PZQ-Planta e (b)
DM-30/PZQ-Planta.

6.8 Ensaios de dissolucao (R. 12L)

Por fim, as microparticulas produzidas foram caracterizadas também quanto
aos perfis de liberagdo em dois meios de dissolugao (pH 1,2 e pH 6,8) e com duas
faixas de didmetros (d < 75 pym e d > 212 pm), de modo a confirmar a formagao
de particulas sensiveis ao pH e avaliar a influéncia do diametro de particula no
mecanismo de liberacao do farmaco.

A Figura [6.17] exibe os perfis de liberacio dos copolimeros produzidos com 30 %
de comonomero produzidos em escala piloto, e mostra que mais uma vez nao ocorreu
a reducao da eficiéncia de liberacao ao longo do tempo, confirmando a importancia

do uso do dissolutor nos ensaios de dissolugao in vitro.
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De maneira geral, os resultados evidenciam a influéncia significativa do pH
nas cinéticas de dissolucao do praziquantel, confirmando a efetiva formacgao de
copolimeros inteligentes. Essa influéncia é ainda mais explicita nos ensaios realizados
com as particulas de tamanhos maiores. Contudo, os resultados apontam que ambos
os copolimeros (tanto com d < 75 pum quanto com d > 212 pm) atingiram 100 %
de liberacao do farmaco, representando resultados promissores para os materiais
poliméricos produzidos. Novamente, esses copolimeros produzidos com 30 % dos
comonomeros apresentam alta hidrofilicidade, o que é representado pelas altas
eficiéncias de liberacao do PZ() mesmo nos meios com pH 6,8.

A influéncia do pH na cinética de dissolucao ocorre pela protonacao dos
grupamentos amino terciarios em meios acidos, que pela repulsao eletrostatica
resulta no inchamento das particulas e, por consequéncia, promove a maior liberacao
do farmaco. Tal comportamento nao é observado em meios basicos, indicando como
a liberacao de ativos pode ser controlada por estimulos externos.

Além disso, a Figura [6.17 ainda ressalta que a liberacao do PZQ também
estd sendo governada pelo processo de difusdao através das microparticulas, visto
que o diametro das particulas influencia fortemente os perfis de liberacao. Esse
comportamento ocorre pela diferenca na resisténcia difusional, como consequéncia
dos diferentes tamanhos de particulas, por sua vez, controlando a liberacao do
farmaco (ARIFIN et al., 2006).

Por fim, os resultados de eficiéncia de dissolugao (Tabela confirmam a
influéncia do pH e dos tamanhos de particula sobre a liberacao do PZQ, apresentando
resultados similares aos respectivos copolimeros produzidos no reator de 1 litro,

indicando a reprodutibilidade dos resultados.
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Figura 6.17: Perfis de liberacao do PZQ através das microparticulas produzidas em
escala piloto dos copolimeros DE-30/PZQ-Planta e DM-30/PZQ-Planta, em pH 1,2
e 6,8, para duas faixas de didmetro: d < 75 pum (esquerda) e d > 212 um (direita).

Tabela 6.10:  Eficiéencias de dissolucdo (ED) de PZQ dos copolimeros
P(MMA-co-DEAEMA) e P(MMA-co-DMAEMA) produzidos em escala piloto, nos
meios com pH 1,2 e 6,8.

Reacio Diametro pH Eficiéncia de Dissolugao (%)
DE-30/PZQ-Planta oo 12 95,45 + 1,11
DE-30/PZQ-Planta 6,8 84,64 + 0,45
DE-30/PZQ-Planta ¢ oy 1.2 84.32 + 4,27
DE-30/PZQ-Planta 6,8 68,50 £ 3,05
DM-30/PZQ-Planta oo 12 03,54 + 2,14
DM-30/PZQ-Planta 6,8 85,52 + 1,05
DM-30/PZQ-Planta oy 12 08,33 + 1,86
DM-30/PZQ-Planta 6,8 69,33 £ 3,93

6.9 Consideragoes preliminares (R. 12L)

Em suma, os resultados apresentados nesta quarta parte do trabalho corroboram
os dados obtidos anteriormente, em que o processo de escalonamento (seja para o

reator de 1 litro seja para o reator de 12 litros) nao afetou significativamente a
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formacao das microparticulas. De fato, as anélises de MEV exibiram particulas
com tamanhos micrométricos com formas bem definidas e superficies levemente
irregulares.

De todo modo, os resultados de potencial zeta sao de extrema importancia
para o trabalho, pois confirmaram a formacao de microparticulas inteligentes, o
que também foi ratificado pelos ensaios de dissolucao. Conforme visto, os ensaios
mostraram que os copolimeros sintetizados apresentaram o6timos resultados de
liberacao do farmaco, tendo obtido mais uma vez liberagoes proximas a 100 %.

Cabe ressaltar que os resultados obtidos mostraram que o tamanho das particulas
exerce um papel importante na eficiéncia de liberagao do PZQ, indicando que o
processo de liberacao do farmaco estd sendo governado pelo processo de difusao,
assim como pela sensibilidade ao pH.

Por fim, os resultados obtidos nesse estudo do escalonamento sao essenciais
para o projeto, pois evidenciaram a estabilidade do processo de producao das
microparticulas dos copolimeros inteligentes, sendo fundamental para posterior

producao em larga escala.
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Capitulo 7

Resultados e Discussao - Avaliacao

Farmacocinética

O presente capitulo aborda o estudo preliminar dos testes de liberacao in vivo
das microparticulas inteligentes, de modo a confirmar se os resultados obtidos
via dissolucao in wvitro eram representativos do desempenho final das particulas,
apresentando novamente a melhor eficiéncia de liberacao de PZQ. Os resultados dos
ensaios in vivo das microparticulas inteligentes estao apresentados em comparacao
com as microparticulas e nanoparticulas de PMMA e do PZQ puro, proporcionando
uma melhor comparacao dos desemepnhos entre os sistemas poliméricos com
diferentes tamanhos.

Esse estudo foi realizado com colaboragao do Laboratério de Farmacologia
(Farmacia/UFF), que conduziu os ensaios in wvivo, e¢ do Laboratorio de
Farmacocinética (FIOCRUZ-RJ), que executou a etapa analitica, utilizando a
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de

massas (HPLC-MS).

7.1 Introducao

Nos capitulos anteriores, o desempenho dos materiais poliméricos produzidos tem

sido avaliado por meio dos ensaios de dissolucao in vitro. Esses estudos de dissolucao
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sao importantes para o desenvolvimento de novas formulacoes, sendo uma alternativa
mais barata para uma andlise preliminar do comportamento das formulacoes em
diferentes meios. De fato, acredita-se que esses estudos podem fornecer informagoes
fundamentais que podem ser correlacionadas com o desempenho in wvivo das
formulacoes (DRESSMAN et al., [1998; RODRIGUES et al., [2008)).

Além disso, é importante que os ensaios in vitro sejam realizados de modo a
minimizar testes desnecessarios conduzidos em animais e pessoas. Em suma, os
ensaios de dissolucao in wvitro podem auxiliar no embasamento para a escolha dos
melhores materiais que irao dar prosseguimento ao desenvolvimento das formulacoes
farmacéuticas (KLEIN| 2010).

Para a continuidade do desenvolvimento de novas formulacgoes, a avaliacao
da farmacocinética em animais é uma etapa essencial no estagio pré-clinico,
sendo possivel obter informagdes sobre a farmacodinamica. De maneira geral,
a farmacocinética estd relacionada com os processos de absorcao, distribuicao,
metabolismo e excrecao do farmaco. Por sua vez, a farmacodinamica diz respeito
ao sitio de acdo e mecanismo de ac¢do do farmaco (BARROS| 2013).

Em suma, a farmacocinética pode ser definida como a avaliacao da concentracao
do farmaco, assim como de seus metabélitos, em diferentes regives do organismo
apos a administragao de uma dose. De modo geral, a farmacocinética é dependente
de diversas propriedades fisico-quimicas e bioquimicas do farmaco, tais como:
solubilidade, dissolu¢do no meio, pH (para farmacos ionizaveis), coeficiente de
parti¢do, concentracdo, via de administragao, dentre outras (BARDAL et all
2011; [KENAKIN, 2009). Entender a influéncia dessas propriedades sobre a
farmacocinética é fundamental para entender como melhorar o desempenho final
das formulagoes farmacéuticas (DI e KERNS, [2016).

A partir do perfil farmacocinético dos farmacos, é possivel obter alguns
parametros quantitativos que tornam-se uteis para a avaliacao do desempenho
do ensaio (FEDERICO et all 2017). Os parametros farmacocinéticos de maior

relevancia sao:
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e C,,q..: concentracao maxima observada do farmaco;
e t1/23: tempo de meia vida para a eliminagao de 50 % do farmaco;

e AUC (Area Under the Curve): area sob a curva de concentragao plasmatica
do farmaco durante todo o tempo de ensaio, que representa a quantidade real

de farmaco no sangue;
o T,,..: instante em que o sistema atinge a C,,q.;
e K.: taxa de eliminacao;
e Cl (clearance): representa a capacidade do organismo em eliminar o farmaco;

e Vd (volume de distribuigao ou volume aparente de distribui¢do): representa o
volume necessario (em litros) para que a concentracao de farmaco no organismo

seja igual a concentragao plasmaética.

Ressalta-se que as informacgoes sobre as propriedades do praziquantel estdao
apresentadas no Capitulo 2] e serao resumidamente relatadas a seguir. No que diz
respeito a farmacocinética do praziquantel, a literatura reporta que esse farmaco é
rapidamente absorvido no trato gastrointestinal, sendo possivel mensura-lo apds 15
minutos da administracao e atingindo a concentragao méaxima entre 1 e 2 horas
ap6s a administragdo (CIOLI e PICA-MATTOCCIA| 2003). No entanto, essa
concentragao maxima plasmatica apresenta uma larga faixa de variacao entre os
paciente, podendo ser entre 200 a 2.000 ng/mL (CIOLI e PICA-MATTOCCIA|
2003).

Quanto ao seu metabolismo, o praziquantel apresenta um pronunciado
metabolismo de primeira passagem pelo figado, resultando no rapido
desaparecimento na circulacao sanguinea. Sua elimina¢do ocorre majoritariamente
pela urina e fezes, alcancando 80 % em 4 dias (BYGOTT e CHIODINI, [2009;
OLLIARO et al., 2014)).

Pelo sistema de classificagdo biofarmacéutica (SCB), o PZQ é definido como

um farmaco de classe II, caracterizado pela baixa solubilidade em agua e alta
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absorcao no trato gastrointestinal. A alta hidrofobicidade acaba por resultar
na baixa disponibilidade do farmaco e na maior dificuldade da sintese de novas
formulacoes farmacéuticas. Nesse contexto, os sistemas de encapsulamento sao
alternativas promissoras para contornar tais problemas, resultando na melhora
da biodisponibilidade do PZQ. De fato, MAINCENT et al| (1986) mostraram
que, ao encapsular a vincamina em nanoparticulas de poli(hexilcianoacrilato), a
biodisponibilidae do farmaco aumentou de 25 % para 40 %.

Diante do exposto até o momento, o PZ(Q) mostra-se como um excelente farmaco
modelo para a aplicacao em sistemas de encapsulamento e posterior liberacao
modificada. No presente trabalho, o praziquantel foi encapsulado em microparticulas
poliméricas de PMMA e copolimeros, que apresentaram resultados promissores nos
ensaios n witro, como mostrado nos capitulos anteriores. E, por isso, optou-se
por selecionar as microparticulas com as melhores eficiéncias de liberacao para dar
prosseguimento ao trabalho, avaliando agora o desempenho das mesmas nos ensaios

m Vvo.

7.2 Metodologia experimental

7.2.1 Materiais

Os reagentes utilizados nos ensaios in vivo conduzidos no presente trabalho estao
listados a seguir. Todos os reagentes e solventes foram usados como recebidos, sem

realizar qualquer purificacao adicional.

e Acetonitrila com grau HPLC, fornecido pela J.T.Baker (New Jersey, EUA);

e Acido féormico com pureza minima de 96 %, fornecido pela Spectrum (New

Jersey, EUA);

e Cremophor EL com pureza minima de 98 %, fornecido pela Sigma-Aldrich

(Missouri, EUA);
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Diazepam com pureza minima de 99 %, fornecido pelo Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Satde - INCQS (Rio de Janeiro, Brasil) (Lote:

1055), usado como padrao interno nas anélises de HPLC-MS;
Metanol com grau HPLC, fornecido pela J.T.Baker (New Jersey, EUA);

Eter metil-terc-butilico (TBME) com grau HPLC, fornecido pela J.T.Baker
(New Jersey, EUA);

Praziquantel (PZQ) (mistura racémica equimolar), fornecido por
Farmanguinhos (Rio de Janeiro, Brasil) (Lote 062018), usado nas reagoes de

polimerizagao;

Praziquantel (PZQ) com pureza minima de 99 %, fornecido pela United States
Pharmacopeia (Rockville, EUA) (Lote: HOJ029), usado como padrdo nas
analises de HPLC-MS.

7.2.2 Ensaios in vivo

(i)

(i)

Animais:

Os ensaios de liberagao in vivo foram conduzidos em ratos fémeas adultas da
linhagem Witsar, com idades entre 12 e 17 semanas, pesando entre 200 e 300
g. Esses animais foram oriundos do Nicleo de Animais de Laboratério (NAL)
da Universidade Federal Fluminense (UFF), sendo mantidos no biotério da
Faculdade de Farméacia, sob ambiente controlado. Antes e apds os ensaios, 0s

animais ficaram em jejum de racao por 2 horas e de dgua por 1 hora.

Vale ressaltar que esses ensaios foram aprovados pelo Comité de Etica de Uso
de Animais (CEUA-UFF) (Apéndice @[), e estao de acordo com os protocolos

de experimentacao animal da UFF.

Dose, Administracao e Coleta:

Para os ensaios, os animais foram divididos em cinco grupos:
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(i)

(a) grupo controle, contendo 5 animais, que receberam apenas o veiculo sem

PZQ (solugao aquosa 2 % de Cremophor EL);

(b) grupo praziquantel livre (PZQ-L), contendo 9 animais, que receberam o

PZQ disperso no veiculo aquoso, na dose de 60 mgPZQ /kg;

(c) grupo praziquantel encapsulado em nanoparticulas de PMMA
(NanoPMMA-PZQ), contendo 6 animais, que receberam a dose

correspondente a 60 mgPZQ /kg;

(d) grupo praziquantel encapsulado em microparticulas de PMMA
(MicroPMMA-PZQ), contendo 6 animais, que receberam a dose

correspondente a 60 mgPZQ /kg;

(e) grupo praziquantel encapsulado em microparticulas inteligentes
(Microlnteligente-PZQ) dos copolimeros com DMAEMA com 30 %
do comonomero com d < 75 um, contendo 6 animais, que receberam a

dose correspondente a 60 mgPZQ/kg;

Para os trés grupos de ensaio, a administracdo do farmaco foi realizada
por via oral, com o auxilio da gavagem. Durante o ensaio, em tempos
pré-determinados, eram coletados aproximadamente 150 ul. de sangue através
da veia caudal, com o auxilio da seringa descartavel contendo 5 ul. de heparina
sodica 5.000 U.I./mL, que atua como anticoagulante. Apo6s a coleta, as
amostras eram centrifugadas a 4.000 rpm por 10 minutos, obtendo-se ao final o

plasma, que era armazenado a -20 °C até a realizagao da anélise no HPLC-MS.

Método analitico:

O método analitico aplicado nos ensaios in vivo foi desenvolvido pelos grupos
da Farmacia-UFF e da FIOCRUZ-RJ, tendo sido reportado por MALHADO
et al.| (2016).

Como descrito anteriormente, o terceiro grupo para os ensaios in vivo é

caracterizado pelo grupos de sistemas poliméricos que contém o PZ(Q) encapsulado.
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Nesse quesito, como mencionado nos capitulos anteriores, o tamanho das particulas
pareceu influenciar significativamente o processo de liberacao do PZQ. Por isso,
nesta etapa do trabalho optou-se por avaliar também a influéncia deste parametro.

Desse modo, os sistemas avaliados nos ensaios in wvivo foram: microparticulas
de PMMA (referentes ao Capitulo [4]), microparticulas inteligentes (referentes ao
Capitulo@, nanoparticulas de PMMA na forma de latex e nanoparticulas de PMMA
secas. Essas nanoparticulas foram anteriormente sintetizadas por [ FONSECA (2012)),
sendo que o grupo das nanoparticulas secas ja foram avaliadas por MALHADO et al.
(2016). No entanto, como relatado por FONSECA (2012), o processo de secagem
promove a aglomeragao das nanoparticulas, e por isso, optou-se por analisar também
as nanoparticulas mantidas no latex.

Em relacao as microparticulas inteligentes, como mostrado nos capitulos
anteriores, os copolimeros com DMAEMA, por sua maior hidrofilicidade,
apresentaram melhores eficiéncias de dissolucao e por isso foram selecionados para
esta etapa de trabalho. De forma mais especifica, os ensaios foram conduzidos
com as microparticulas dos copolimeros produzidos com 30 % do comonodmero,
produzidas em escala piloto (reator 12 litros). Foram utilizadas como referéncia

as microparticulas com diametros menores que 75 pm.

7.3 Resultados preliminares

Por meio das andlises de cromatografia liquida acoplada com a técnica de
espectrometria de massas (HPLC-MS), foi possivel caracterizar os ensaios in vivo
realizados para as diferentes particulas de PMMA. Ressalta-se que, diante da alta
hidrofobicidade do PZQ, é consideravelmente facil de ocorrer a contaminacao dos
aparatos utilizados ao longo dos ensaios, sendo necessario um controle extremamente
apurado para evitar a contaminacao.

De modo geral, os resultados obtidos mostram que o PZQ encapsulado é liberado
dos diferentes sistemas poliméricos e é absorvido no trato gastrointestinal apos a

administracao oral. Os perfis de concentracao plasmatica do PZQ nos diferentes
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grupos avaliados estao apresentados na Figura e seus respectivos parametros
farmacocinéticos estao listados na Tabela [Z.T]

Os resultados apresentados na Figura mostram que, ap6s 5 minutos da
administracao oral, ja foi possivel detectar a presenca de PZ(QQ nas amostras, mesmo
quando estava encapsulado, e continuou sendo observado com 10 horas de ensaio.
Além disso, é possivel observar uma nitida diferenca entre os diferentes sistemas de
encapsulamento avaliados.

Como observado, o PZQ na sua forma livre atingiu sua concentragdo maxima
(~ 540 pg/L) apos 19 minutos da administracdo oral, atingindo concentragoes
plasmaticas superiores as nanoparticulas (secas ou latex) e as microparticulas
de PMMA. Desse modo, os resultados parecem indicar que o processo de
liberacao do farmaco através desses sistemas foi, de alguma forma, prejudicado,
estando provavelmente dependente do processo de difusao através da matriz
polimérica. Contudo, é importante observar que tanto as nanoparticulas quanto as
microparticulas de PMMA nao apresentaram efeito de liberacao retardado, atingindo
suas concentragoes maximas em tempos (tme:) estatisticamente similares aos do
PZQ livre (Tabela [7.1)).

Além disso, é importante observar que os resultados confirmaram que o processo
de secagem das nanoparticulas influenciou diretamente o desempenho das mesmas
nos ensaios in vivo conduzidos em ratos, em que as nanoparticulas na forma de latex
alcancaram concentragoes plasmaticas superiores as nanoparticulas secas em estufa
de recirculacao. Essa discrepancia entre as nanoparticulas ocorreu provavelmente
por causa da aglomeracao das particulas apos a secagem, resultando numa maior
resisténcia ao processo de difusao através da matriz polimérica.

O efeito do tamanho das particulas se torna mais evidente quando sao
avaliados os resultados das microparticulas de PMMA (MicroPMMA-PZQ), que
apresentaram desempenhos inferiores aos das nanoparticulas (seja na forma seca ou
na forma latex). Esse comportamento se deve principalmente ao maior diametro

em comparacao com as nanoparticulas, resultando portanto na maior resisténcia
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difusional para o farmaco. Nesse contexto, os resultados parecem indicar que o
tamanho das particulas é um parametro de extrema importancia que deve ser levado
em conta no que diz respeito ao processo de liberacao no trato gastrointestinal
(DELIE e BLANCO-PRIETO, 2005).

De fato, DURRER et al.| (1994) mostraram que o tamanho de nanoparticulas de
poliestireno parecia influenciar significativamente o processo de absor¢ao na mucosa
intestinal de ratos, em que as nanoparticulas de 230 nm atingiram o equilibrio com
10 minutos de ensaio, enquanto as nanoparticulas de 670 nm apenas atingiram esse
ponto apo6s 30 minutos. DESAL et al.[(1997)) confirmaram a importancia do tamanho
ao demonstrarem que as particulas com didmetros menores (0,1 pm) apresentaram
maior eficiéncia de absor¢ao do que as particulas maiores (10 pm).

Por outro lado, a Figura mostra que as microparticulas inteligentes
a base de copolimeros de P(MMA-co-DMAEMA) alcangaram concentragoes
plasmaticas significativamente superiores as do PZQ livre e as dos outros
sistemas de encapsulamento, atingindo concentracoes 33 vezes maiores que as
das microparticulas de PMMA, confirmando o potencial promissor do uso desses
materiais poliméricos. De modo geral, esses resultados mostram que o processo de
liberacao é governado majoritariamente por dois fatores: o tamanho dos particulas
e a composicao da matriz polimérica, como também reportado por DELIE e
BLANCO-PRIETO) (2005). Os resultados apontam que a presenca do comonomero
cationico influenciou positivamente o desempenho das microparticulas inteligentes.

Além disso, é importante entender que as microparticulas inteligentes
apresentaram resultados superiores aos do PZQ livre, muito provavelmente pelo
fato de que o farmaco estar na sua forma cristalina. E bem conhecido que farmacos
cristalinos, apesar de serem mais estaveis fisica e quimicamente, apresentam
dificuldades muito maiores para a solubilizacao, reduzindo sua disponibilidade no

organismo (TAMBOSI et al., 2018).

181



Capitulo VII Resultados e Discussao - Avaliagao farmacocinética

3 Q- PZQ-L o
S 16001 [0 NanoPMMA-PZQ 8 T
3 A NanoPMMA-PZQ-Litex . ¥ "
@ 14001 V¥ MicroPMMA-PZQ #
E -$3- Microlnteligente-PZQ 2
' 12001 a_-""
£ 1000 ‘__,A-*‘ ;
T 800 ®
&
g 600
c 0. __
E 4001 0. 9,
5 ﬂ ---- 7 CRY
(&) __,,._:;-'-‘"'";;' ) A Aﬂ.
g 2001 & s 8
8 % i & - 96
=t | S T o | = T .
oL Gl i et~ 1t = OO * Yo W - T
0.1 1 10
Tempo (h)

Figura 7.1: Curvas de concentracao plasméatica de PZ(Q) apo6s a administracao oral
dos seguintes grupos: PZQ livre, PZ(Q encapsulado em microparticulas de PMMA
(MP-PMMA), em microparticulas inteligentes (MPI-PZQ), em nanoparticulas de
PMMA secas (NP-PMMA) e em nanoparticulas de PMMA na forma de latex
(NP-PMMA-Latex).

Como apresentado na Tabela as concentragoes maximas atingida pelas
microparticulas inteligentes foram expressivamente superiores as dos outros sistemas
de encapsulamento, porém apresentando t,,,, levemente superiores, confirmando o
prolongamento do tempo de absorcao do PZ(Q. Comportamentos similares foram
obtidos para os parametros referentes ao AUC, indicando que a quantidade de PZQ
disponivel no sistema foi muito superior para as microparticulas inteligentes.

No que diz respeito a taxa de eliminagao (Ke), os resultados mostram que as
microparticulas inteligentes exibiram taxas de eliminagao maiores que as dos demais
sistemas, em que 42,59 % do PZQ foi eliminado do organismo por hora. Além disso,
os resultados obtidos apontaram que as nanoparticulas poliméricas (na forma seca
ou na forma latex) apresentam taxas de eliminagdo e tempos de meia vida muito

similares entre si.
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Tabela 7.1: Parametros farmacocinéticos do PZQ administrado na forma livre
(PZQ-L), encapsulado em microparticulas (MP-PZQ e MPI-PZQ) e encapsulado
em nanoparticulas (NP-PZQ e NP-PZQ-Latex).

Grupo Cma:c tinaz AUCD—t AUCO—OO Ke t1/2
(ng/L) (h) (ug:h/L) (ug:h/L) (1/h) (h)
PZQ-L, 52423 0,33 1004,17  1010,66 02481  2,7937
NanoPMMA-PZQ 145,00 0,33 299,45 303,63 0,3852 1,7993

NanoPMMA-PZQ-Latex 330,34 0,33 685,55 803,45 0,3714 1,8661

MicroPMMA-PZQ 48,40 0,50 75,86 83,42 0,2129 3,2564

Microlnteligente-PZQ  1629,47 1,00  4782,82 0277,04  0,4259 1,6273

Parametros farmacocinéticos: C,,..: concentracao plasmatica méxima,
tmaz: tempo referente a C,,.., AUCy_;: area sob a curva até o tultimo tempo do ensaio,
AUCy_4: area sob a curva até o infinito, K.: taxa de eliminacao, e
t1/2: tempo de meia vida de eliminacao.
Os resultados obtidos mostram que o encapsulamento do PZQ em particulas
sensiveis ao pH pode promover muitas vantagens competitivas para a formulacao
de medicamentos para o tratamento de esquistossomose, permitindo inclusive

minimizar o problema do tamanho e permitir o uso de microparticulas para a

conducao dos ensaios.

7.4 Consideragoes preliminares

O presente capitulo teve como objetivo principal avaliar o desempenho das
microparticulas inteligentes, foco da tese, nos ensaios in vivo conduzidos em ratos.
Além disso, optou-se também por avaliar a influéncia do tamanho das particulas no
desempenho final dos ensaios.

De modo geral, os resultados obtidos mostraram que a composicao das particulas
influenciou significativamente o processo de liberacao e posterior absorcao do PZQ),
em comparagao aos sistemas avaliados. Enquanto as microparticulas inteligentes
atingiram concentragoes plasméticas proximas a 1.600 pg/L, as microparticulas

compostas unicamente de PMMA alcancaram apenas 48,4 ug/L na sua concentracao
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plasmética maxima e o PZQ puro resultou em concentracao plasméatica méaxima de
480 pg/L. Além disso, os resultados confirmaram que o tamanho de particula é uma
variavel importante a ser considerada para a obtencao do sistema polimérico que
gere o melhor resultado de liberacao.

Cabe ressaltar que esse estudo apresentado aqui neste capitulo estd em estagio
preliminar, e que diversos fatores devem ser revistos e melhorados. No entanto,
acreditamos que o mesmo nao deve ser subestimado diante dos resultados obtidos,
que confirmam o enorme potencial das microparticulas inteligentes sintetizadas nesta

tese.
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Consideracoes Finais

8.1 Consideracoes finais

A esquistossomose é umas das doencgas que mais afetam as populagoes de areas
sem saneamento basico, sendo no entanto ainda considerada uma das doencas
negligenciadas. Os comprimidos de praziquantel, firmaco de escolha para o
tratamento, apresentam algumas desvantagens em relacao ao uso, tal como o forte
sabor amargo, que resulta na baixa eficiéncia para o tratamento em criancas. Diante
desse cenario, cresce o interesse pelo desenvolvimento de sistemas de liberacao que
venham a reduzir os efeitos adversos, aumentando a eficiéncia do tratamento.

A técnica de polimerizacao em suspensao foi a escolhida para produzir particulas
de faixa micrométrica, sendo considerada uma técnica simples para a sintese e
que nao faz uso de solventes organicos (ao contrario de diversas outras técnicas
utilizadas). Além disso, esta técnica permite o encapsulamento de altos teores de
principios ativos ao longo da reacao de polimerizacao.

Como mostrado, a polimerizagao em suspensao foi eficiente em produzir
microparticulas, tanto de PMMA puro quanto na presenca dos aditivos (solvente
e agente reticulante), esféricas e homogéneas, obtendo sistemas de altas massas
molares médias e com elevada eficiéncia de encapsulamento para o PZQ. Contudo,

os perfis de liberagao mostraram que as particulas obtidas apresentam expressiva
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resisténcia difusional, dificultando a liberacao do farmaco. Mesmo para diametros
abaixo de 75 pum, a resisténcia ainda foi significativa e, por isso, os perfis
mantiveram-se similares para diferentes tamanhos. Dessa forma, ficou clara a
necessidade de aprimorar o sistema proposto, de modo a melhorar a liberacao do
PZQ.

Assim sendo, propos-se o desenvolvimento de sistemas de liberacao inteligentes
baseados em polimeros cationicos, que sao sensiveis ao pH &cido, utilizando
novamente a técnica de polimerizacdo em suspensdo. E importante enfatizar
que, na revisao bibliografica realizada, nao foram encontrados trabalhos que
tenham utilizado esta técnica de polimerizagao para a producao de microparticulas
inteligentes de modo geral, e, em especifico, baseados em tais copolimeros. De fato,
a busca bibliografica nos mostra que, na literatura, ¢ possivel encontrar diversos
trabalhos focados na sintese de nanoparticulas inteligentes, tendo as microparticulas
menor atencao.

Os resultados obtidos mostraram que as microparticulas a base dos copolimeros
P(MMA-co-DEAEMA) ¢ P(MMA-co-DMAEMA) foram eficientemente formadas,
como confirmado pelas anélises de H-RMN e FTIR, que mostraram uma diferenca
expressiva da transmitancia dos copolimeros em comparacdo ao PMMA puro.
Além disso, as anédlises de potencial zeta ratificaram a formacao de particulas
com sensibilidade ao pH, indicando que a polimerizacao em suspensao pode ser
eficientemente utilizada para a sintese de microparticulas inteligentes.

Além do mais, os resultados mostraram que a incorporacao do PZQ se manteve
alta mesmo na presenca dos comondmeros cationicos. Por sua vez, os ensaios de
dissolucao foram significativamente influenciados pelo teor dos comonémeros e pelos
tamanhos das particulas, resultando em altas eficiéncias de dissolucao. Contudo,
esses resultados salientaram a necessidade de aprimorar o aparato utilizado nos
ensaios de dissolucao, favorecendo o estudo do escalonamento.

Os resultados do escalonamento do processo, para reatores de 1 litro e de 12

litros, corroboram a eficiéncia da técnica em produzir particulas com tamanhos
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micrométricos, com altas eficiéncias de encapsulamento e respostas sensiveis ao
pH. Mais uma vez, os copolimeros cationicos apresentaram excelentes resultados
de liberacao do praziquantel, tendo alcancado liberacoes proximas a 100 %.

Em suma, os resultados dos ensaios de liberacao in vitro (realizados no aparato
menor ou no dissolutor) corroboraram a sensibilidade ao pH, em que os materiais
apresentaram cinéticas de liberacao diferentes em cada pH. Ademais, o tamanho das
particulas mostrou-se uma variavel fundamental para a cinética de liberagao, o que
pode ser justificado pela menor resisténcia difusional apresentada pelas particulas
de menores didmetros.

Por fim, pode-se observar que os copolimeros P(MMA-co-DMAEMA) exibiram
melhores desempenhos nos ensaios de liberacao in witro, por conta da maior
hidrofilicidade do comondémero DMAEMA em relacdo ao DEAEMA, sendo por isso
selecionados para a etapa dos ensaios in vivo em camundongos.

Em particular, os ensaios in wvivo foram de grande valia para a melhor
compreensao da influéncia do tamanho sobre o desempenho dos sistemas de
liberagao. Como apresentado anteriormente, micro e nanoparticulas poliméricas
exibiram desempenhos muito diferentes na liberacao do praziquantel. Contudo,
os resultados confirmam, que no caso das nanoparticulas poliméricas de PMMA,
o processo de secagem resulta num efeito deletério no desempenho final das
nanoparticulas.  Por outro lado, os perfis de concentracao plasmatica das
microparticulas inteligentes & base de P(MMA-co-DMAEMA) obtiveram os
melhores resultados entre os sistemas avaliados, confirmando o potencial desses

materiais poliméricos.

8.2 Melhor solugao proposta

A partir do estudo realizado nesta tese, conclui-se que o sistema polimérico
formado pelas microparticulas de P(MMA-co-DMAEMA) produzidas com 30 %
do comonomero ¢ a opcao recomendada para a continuacao desta pesquisa.

Os resultados obtidos por estas microparticulas exibiram altas eficiéncias de
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encapsulamento assim como altas taxas de liberacao. De fato, os ensaios mostraram
que essas microparticulas promoveram cinéticas de liberagao sensiveis ao pH,
tornando possivel coordenar de modo eficiente a liberagao do PZQ no organismo.
De maneira mais especifica, os resultados apontaram que o tamanho das particulas
é uma variavel importante para a otimizacao da formulacao. Por fim, acredita-se
que, entre as microparticulas poliméricas estudadas e avaliadas, as microparticulas
de P(MMA-co-DMAEMA) produzidas com 30 % do comonomero e com didmetros
de particula menores que 75 um sejam as melhores opc¢des para a formulacao

farmacéutica a ser aplicada no tratamento da esquistossomose.

8.3 Sugestoes para trabalhos futuros

Apesar dos resultados promissores obtidos na tese, diferentes etapas do trabalho
podem ser aperfeicoadas, de modo a complementar o avanco cientifico alcancado.
Desse modo, algumas sugestoes para a continuagao da pesquisa sao apresentadas

abaixo:

e Avaliar outras técnicas para a obtencao das massas molares dos copolimeros
produzidos diante das dificuldades de solubilizacao das amostras dos

copolimeros durante a realizacao das analises de GPC;

e (Caracterizar as microparticulas sintetizas por microscopia acoplada a Raman,

de modo a identificar a distribuicao do PZQ na particula;

e Realizar os ensaios @n wvivo em camundongos para as microparticulas
poliméricas inteligentes com diametros maiores que 212 pym, com o intuito

de avaliar a influéncia do tamanho também no desempenho final dos sistemas;

e Realizar ensaios na lingua eletronica, de modo a avaliar se as microparticulas
poliméricas inteligentes foram eficientes em mascarar o sabor amargo

caracteristico do praziquantel;
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e Avaliar a presenca de monomeros residuais nas microparticulas poliméricas de
modo a complementar as caracterizacoes realizadas, avaliando a toxicidade dos

materiais finais;

e Realizar ensaios in vivo em camundongos infectados avaliando o desempenho
das particulas inteligentes diretamente nos vermes Schistosoma, com o intuito
de confirmar a atividade esquistomicida do PZ() mesmo apés o processo de

encapsulamento nas microparticulas inteligentes;

e Desenvolver um modelo matematico que seja capaz de representar as reagoes
de copolimerizacao dos copolimeros estudados sendo feita a estimacao dos
parametros cinéticos, uma vez que tais estudos nao foram encontrados na
literatura e sao de grande importancia para o entendimento das cinéticas de

reacao.
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Espectros de absorcao do PZ(Q na

regiao UV
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Figura A.1: Espectro de absor¢ao UV do fairmaco PZQ em agua.
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Figura A.2: Espectro de absorcao UV do farmaco PZ(Q em tampao fosfato com lauril
sulfato de sodio (2 % (m/m)).
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Figura A.3: Espectro de absorcao UV do farmaco PZQ em HCI 0,1M com lauril
sulfato de sodio (2 % (m/m)).
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Espectros de H-RMN

B.1 Espectros de H-RMN de PMMA
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Figura B.1: Espectro de H-RMN das microparticulas de PMMA.
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B.2 Espectros de H-RMN de copolimeros P(MMA -

co-DEAEMA)
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Figura B.2: Espectro de H-RMN das microparticulas DE-05.
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Figura B.3: Espectro de H-RMN das microparticulas DE-10.
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Figura B.4: Espectro de H-RMN das microparticulas DE-20.
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Figura B.6: Espectro de H-RMN das microparticulas DE-40.
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B.3 Espectros de H-RMN de copolimeros P(MMA -

co-DMAEMA)
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Figura B.7: Espectro de H-RMN das microparticulas DM-05.
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Figura B.9: Espectro de H-RMN das microparticulas DM-20.
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Figura B.10: Espectro de H-RMN das microparticulas DM-30.
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Validacao do método de
quantificacao do PZ(Q) por HPLC

Os ensaios de dissolucao in wvitro do PZQ realizados nesta tese foram
quantificados via andlises de HPLC, estando o método analitico reportada na
Farmacopeia Brasileira. A validagao do método foi feita de acordo com a resolucao
RDC n° 166 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISAL 2017)), conforme
apresentado abaixo.

No método proposto, o tempo de retencao do PZQ foi de 5,080 minutos, e nao
foi detectadA diferenca entre os tempos de retencao do farmaco livre e nas amostras
dos ensaios de dissolucao. Além disso, nao foram observadas quaisquer interferéncias
dos polimeros neste tempo de retencao, confirmando a especificidade e seletividade

do método.

C.1 Linearidade

Para a avaliacao da linearidade, foram construidas 3 curvas de calibracao a partir
de trés solugoes-mae de concentragao 0,5 g/L, que apos diversas diluigbes resultaram
em solugoes com as seguintes concentracoes: 0,205, 0,155, 0,105, 0,055 e 0,005 g/L.

Como apresentado na Figura[C.I], o método utilizado mostrou alta linearidade para a
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faixa de concentracoes avaliada, tendo apresentado coeficiente de correlacao superior
a 0,99 (R? = 0,9942). Além disso, a andlise indicou que os parametros da regressio

eram significativos.

1e7
® Curva de Calibracao *
1,75 - h
1,50 - ‘ R
~1,25- ® -
QS .®
s e
1,001 .
Q .
o [ N
< 0,751
0,50- K
i e y = 7,099E7.x + 1,299E6
0,25 +* R?= 0.9942
®
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

Concentracao (g/L)

Figura C.1: Curva de calibracao para a verificacio da linearidade do método
cromatogréafico.

C.2 Precisao

A andlise de precisao tem como objetivo avaliar a proximidade entre os resultados
obtidos e as concentragoes tedricas esperadas para uma série de amostras. De acordo
com a RDC n° 166, a precisao pode ser avaliada em 3 niveis de concentracao da curva
de calibra¢ao (mais diluida, ponto médio da curva, mais concentrada), fazendo trés
réplicas em cada nivel.

A norma dita que a precisao deve ser expressa em termos do desvio padrao
relativo (DPR) e nao sao admitidos valores acima de 5 %. Conforme apresentado na

Tabela [C.I] para as trés concentragoes avaliadas, a precisao do método se manteve
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abaixo de 5 %, garantindo que o método utilizado apresenta precisao adequada para

0 uso nesta tese.

Tabela C.1: Desvios padrao relativos para a avaliacao da precisao do método de
quantificagao do PZQ por HPLC.

Concentragcao Concentracao

Padrio (g/L) Medida (g/L) “edia + DP (g/L) DPR (%)

0,004967
0,004980

0,005 0.005008 0,004998 =+ 0,000032 0,6413
0,005033
0,005036
0,004964

0,1135
0,1068

0,105 0.1077 0,1095 & 0,0031 2,8560
0,1059
0,1122
0,1110

0,2031
0,1908

0,205 0,2029 0,1991 + 0,0048 2,3917
0,1982
0,1972
0,2022

DP: Desvio padrao.
DPR: Desvio padrao relativo (DPR = |DP/Concentracao média medida]*100)

C.3 Exatidao

A anélise de exatidao se refere ao grau de recuperacao da concentracao de
farmaco quando presente em conjunto com a matriz polimérica. Mais uma vez,
a norma reporta que a exatidao também deve ser verificada em 3 niveis de

concentragdo da curva de calibra¢do (mais diluida, ponto médio da curva, mais
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concentrada), com trés réplicas em cada nivel. Ao final, o resultado é obtido
correlacionando a concentracao média do farmaco com a correlacao teérica esperada,
de modo que a porcentagem de recuperagao deve estar entre 80 e 120 %. Como
apontado na Tabela [C.2] os resultados nos trés niveis da curva apresentam valores
aceitaveis de exatidao, comprovando a validado do método e favorecendo seu uso na

quantificagao das amostras dos ensaios de dissolucao.

Tabela C.2: Resultados de exatidao do método de quantificacao do PZQ por HPLC.

Concentracao Concentracao

Padrio (g/L) Medida (g/L) Recuperagao (g/L) Meédia + DP

0,004717 94,34
0,004730 94,61
0,005 0,004758 95,16 94,9589 + 0,6410
0,004783 95,65
0,004786 95,71
0,004714 94,28
0,1085 103,32
0,1028 97,89
0,105 0,1017 96,84 98,9045 + 3,3789
0,1009 96,12
0,1082 103,06
0,1010 96,20
0,2011 98,10
0,1858 90,63
0,205 0,1999 97,49 96,0428 + 2,8360
0,1972 96,21
0,1962 95,68
0,2012 98,15

DP: Desvio padrao.
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C.4 Limites de deteccao e quantificagcao

O limite de deteccao (LD) diz respeito & menor concentragao do farmaco que pode
ser detectada pelo método proposto, mas nao necessariamente quantificada, sendo
a menor concentracao com que o pico de eluicao do farmaco pode ser detectado.
Por outro lado, o limite de quantificagdo (LQ) é a menor concentragao do farmaco
que pode ser determinada com precisao e exatidao aceitaveis. De acordo com as

equacoes abaixo, foi possivel obter tais limites para o método utilizado.

3,3.DP

LD = =72 = 00087/ L (C.1)
10.DP
LQ - Oﬂ —0,0113¢/L (C.2)

em que, DP é o desvio padrao do coeficiente linear de, no minimo, trés curvas de

calibracao; e 8 é o coeficiente angular da curva de calibracao.
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Comité de Etica de Uso de Animais

Servigo Publico Federal
Universidade Federal Fluminense
Pro-Reitoria de Pesquisa, Pos-Graduagdo e Inovagio
Comissio de Etica no Uso de Animais

Certificamos que o projeto n° 378, intitulado “Perfil Farmacocinético de
nanoparticulas de praziquantel” sob a orienta¢do da Profa. Dra. Sabrina Calil Elias

da Faculdade de Farmécia esta de acordo com os Principios Eticos na

Experimentagio Animal da SBCAL e obteve a aprovagio da Comissdo de Etica no

Uso de Animais em 9 de maio de 2013. Este certificado ¢ valido por dois a partir da

data da sua aprovagao.

Niterdi, 9 de maio de 2013.

Presidente da C.E.U.A.

Figura D.1: Parecer técnico da Comissao de Etica no Uso de Animais aprovando os
ensaios in vivo.
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Producao Académica

e Artigos em revistas:

1. In-Situ Incorporation of Praziquantel in Polymer Microparticles through
Suspension Polymerization for Treatment of Schistosomiasis.
Publicado na Macromolecular Reaction Engineering.

DOI: 10.1002/mren.201800064

2. Development of Smart Polymer Microparticles through Suspension
Polymerization for Schistosomiasis Treatment.

Em estagio de correcao com os orientadores.

3. Preparation of Polymer Microparticles Through Non-aqueous Suspension
Polycondensations: Part IIT - Degradation of PBS Microparticles in
Different Aqueous Environments.

Publicado na Journal of Polymers and the Environment.

DOI: 10.1007/s10924-018-1329-x

4. Miniemulsion Operation Condition Effects on the Immobilization of
Bovine Serum Albumin (BSA) onto Poly(methyl methacrylate) (PMMA)
Nanoparticles.

Aceito na Polimeros Ciéncia e Tecnologia.
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e Capitulo de livro:
PMMA-based Biomedical Applications: Manufacture and Uses.
Livro: Advances in Medicine and Biology. Vol: 141
Editora Nova Medicine & Health. ISBN: 978-1-53615-637-9

e Patente:
Processo para producao de particulas poliméricas a base de polimeros naturais
por suspensao inversa, particulas poliméricas produzidas por esse processo e
usos das referidas particulas.

Em processo de depdsito.
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