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Resumo

RESUMO

Este estudo avalia as propriedades fisico-quimicas do praziquantel (PZQ) em
dispersbes sélidas (DS) preparadas através de tecnologia de fluido supercritico
(FSC). As DS de PZQ com polivinilpirrolidona K30 (PZQ: PVP KB30) foram
preparadas em condi¢des supercriticas de temperatura e pressdo que variaram de a
60 a 140 bars e 37 a 80°C utilizando a técnica do Gas Antissolvente (GAS).
Equilibrio de solubilidade, perfil de dissolugéo, propriedades térmicas (DSC, TGA e
TG), difragdo de raios X (DRX), infravermelho com transformada de Fourier (IV),
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e taxa de transporte, utilizando método
do saco intestinal invertido, foram utilizados para caracterizar as DS em comparacgéo
com as misturas fisicas (MF) e o PZQ. A solubilidade do PZQ nas DS aumentou
significativamente com a diminuigdo da taxa PZQ: PVP K30. O estudo de dissolugao
mostrou aumento significativo da taxa de dissolu¢do do PZQ nas DS. A DRX
mostrou reducdo da cristalinidade do PZQ em todas as DS. O DSC e a TG
mostraram que nao houve alteracdo no ponto de fusdo do PZQ e confirmaram o
resultado da DRX em relacdo a reducdo da cristalinidade do PZQ. O DTA
apresentou apenas uma temperatura de degradagdo revelando um composto
organicamente puro e uma interacdo PZQ: PVP. O IV ndo mostrou nenhuma
alteracéao significativa dos grupos funcionais do PZQ ou da PVP, o que sugere boa
estabilidade para o composto. A MEV mostrou diferencas entre a interagao fisica do
PZQ com PVP K30 nas MF e DS. Estas intera¢des foram evidenciadas no estudo de
DRX. Um aumento significativo de cinco vezes na taxa de transporte do PZQ,
através da membrana intestinal de ratos, foi observado para as DS. Os resultados
obtidos confirmaram o potencial das DS para alterar propriedades fisico-quimicas
importantes relacionadas a solubilidade do PZQ. A tecnologia de FSC utilizando o
método GAS mostrou ser adequada para preparacao de DS de PZQ: PVP K30. Os
resultados obtidos e a experiéncia acumulada neste estudo permitem inferir que esta
tecnologia pode ser empregada para obtencdo de outros tipos de material
farmacéutico e que as DS de PZQ podem ser utilizadas para aumentar a
biodisponibilidade do PZQ.
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Abstract

ABSTRACT

In this study, the physicochemical properties of praziquantel (PZQ) in solid
dispersions (SD), prepared by supercritical fluid (SCF) methodology, were
investigated. The SD of PZQ with polyvinylpyrrolidone K30 (PZQ: PVP K30) were
prepared under supercritical conditions of pressure and temperature, ranging from 60
to 140 bars and 37 to 80 °C, by the gas antisolvent process (GAS). Equilibrium
solubility, dissolution profile, thermal properties (DSC, TGA and TG), powder X-ray
diffraction (pXRD), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), scanning electron
microscopy (SEM) and gut transport rate, assessed in the everted gut-sac model,
were used to characterize PZQ in SDs, in comparison with physical mixtures (PM)
and PZQ alone. The solubility of PZQ in the SD increased significantly with
decreasing PZQ: PVP K30 ratio. The rate of dissolution of the PZQ was significantly
greater in the SD. The XRD patterns showed a reduction of the crystallinity of PZQ in
all SD. DSC and TG showed that there was no change in the melting point of PZQ
and confirmed the reduction in the crystallinity of PZQ detected by XRD. DTA
showed only one degradation temperature, revealing an organically pure compound
and a PZQ: PVP interaction. FTIR did not detect any significant changes in the
functional groups of PZQ or PVP, suggesting that the compound has a good stability.
SEM indicated differences between the PZQ-PVP physical interactions in the PM and
SD. These interactions were evident in the XRD data. A significant 5-fold rise in the
rate of transport of PZQ across the rat gut membrane was observed with the SDs.
The results obtained confirmed the potential capacity of SDs to alter important
physicochemical properties related to the solubility of PZQ. SCF technology, used in
the GAS process, proved effective in the preparation of SDs of PZQ: PVP K30.
These results and the insights gained in this study imply that this technique could be
employed to prepare other types of pharmaceutical product and that SDs of PZQ

may be used to increase the bioavailability of PZQ.
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Introducdo 1

1. Introdugao

A otimizacao terapéutica de farmacos ja conhecidos, seja para melhoria da
biodisponibilidade oral, direcionamento para alvos especificos ou alteragéo da via de
administragcado € uma alternativa viavel, de custo relativamente baixo, para suprir as
demandas terapéuticas de novas doencas, e de doengas ressurgentes,
principalmente as endémicas. Nesta abordagem, atengéo especial deve ser dada as
doencas negligenciadas, que apesar dos altos indices de morbidade e mortalidade
recebem pouco investimento em programas estratégicos realizados pelo Ministério
da Saude (MS) para prevenir sua proliferacdo. E notério que a crise da falta de
medicamentos para estas doencgas n&o chegou as proporgdes atuais apenas por
falta de interesse cientifico, mas também pela falta de investimentos em pesquisa e
desenvolvimento nesta area. Neste contexto, influencia o fato da prevaléncia das
doencas negligenciadas ocorrerem em populacdes de baixo poder aquisitivo e de
retorno financeiro ou politico insignificantes. No Brasil, assim como na maioria dos
paises em desenvolvimento, o interesse apenas marginal da industria farmacéutica
em investir neste setor advém da precificacdo adotada pelo MS e dos custos
relativamente altos de producéo. Qualquer esforco para simplificar o processo de
fabricagdo, reduzindo o numero de operagdes unitarias envolvidas na obtencdo do
medicamento e agregando valores biofarmacéuticos ao produto final sera bem
recebido pelo setor produtivo, publico ou privado.

Entre as doencgas negligenciadas, a esquistossomose, doenga cronica que
afeta mais de 200 milhdes de pessoas e compromete a saude publica dos paises em
desenvolvimento € um dos exemplos que explicitam o quadro atual e mostram a
relevancia da abordagem citada. No Brasil, e na maior parte do mundo, o
esquistossomicida de escolha é o praziquantel (PZQ), farmaco altamente efetivo
contra todas as espécies de esquistossoma patogénicos ao homem. No entanto, sua
baixa biodisponibilidade compromete a eficiéncia do tratamento. Desta forma, o
grupo de pesquisa Sistemas de Liberacdo de Farmacos para Tratamento de
Doencas Tropicais e Emergentes do Programa de Pés - Graduagéo da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (UNESP) em conjunto com o Grupo de
Pesquisa e Desenvolvimento e Avaliacao de Substancias Bioativas do Programa de
P6s-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sorocaba (UNISO)
vem trabalhando com o objetivo de desenvolver alternativas viaveis para melhorar a

atividade terapéutica do PZQ.
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Neste estudo foi utilizado como estratégia para otimizar a acao terapéutica
do PZQ a preparagéo de dispersdes solidas (DS), com a finalidade de melhorar a
solubilidade e a taxa de dissolucdo deste farmaco. Este processo vem sendo
largamente utilizado e tem se mostrado eficiente em melhorar a biodisponibilidade
de farmacos pouco soluveis em agua. Contudo, as técnicas utilizadas, apesar de
apresentarem bons resultados, envolvem solventes prejudiciais a saude e ao meio
ambiente e um grande numero de operagdes unitarias que dificultam o
escalonamento para niveis industriais.

Para preparar as DS e superar os problemas encontrados nas técnicas
usuais, propusemos a preparacao destes compostos através da tecnologia de fluido
supercritico (FSC). O fundamento para esta proposta foi baseado em uma das
propriedades mais marcantes dos fluidos em estado supercritico, a variagado da
densidade. Nestas condi¢des, a densidade do fluido pode variar de valores préximos
de zero até aqueles equivalentes aos de um liquido. Ou seja, podem se comportar
como gas ou como liquido dependendo das condi¢gdes de temperatura e presséo
empregadas no sistema. Consequentemente, variagbes extremamente amplas nas
propriedades do solvente podem ser alcangadas. Entretanto, ndo foi proposta deste
estudo elucidar as interagdes microscépicas (ndo homogeneidade do gas) que
ocorrem no estado supercritico dos fluidos.

Como FSC o didéxido de carbono (CO,) foi utilizado, pelo fato deste ser
atoxico, nao inflamavel, apresentar baixa reatividade quimica, ser de facil aquisicao,
baixo custo e, sobretudo, por seus parametros criticos baixos e comportamento
fisico-quimico facilmente manipulavel.

Como carreador para preparagdo das DS foi utilizado a polivinilipirrolidona
K30 (PVP K30), devido sua compatibilidade, baixa toxicidade, alta solubilidade
aquosa e tolerancia fisiolégica e a experiéncia adquirida com este composto na
dissertacdo de mestrado (Lima, 2006), quando a PVP K30 foi utilizada para
preparagao das DS usando a técnica de evaporac¢ao do solvente a baixa pressao.

O PZQ nao foi utilizado neste estudo apenas como farmaco modelo de
substancias do grupo Il do sistema de classificagcao biofarmacéutico. Nosso grupo de
pesquisa tem interesse particular neste farmaco por ser utilizado no tratamento da

esquistossomose e de outras doengas parasitarias.
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2. Fundamentacgao Teorica
2.1. Esquistossomose e Tratamento

As doencas parasitarias, entre as quais a esquistossomose, sao provocadas
por protozodrios ou helmintos patogénicos, afetam mais de trés bilhdes de pessoas
no mundo inteiro e impdéem um 6&nus econdmico substancial a saude publica,
sobretudo nos paises menos desenvolvidos onde as infec¢des parasitarias séo
endémicas. Dentre as condi¢cdes que promovem estas infecgbes as principais séo a
falta de condi¢cbes sanitarias adequadas, higiene pessoal, educagao para a saude,
debilitacdo e resisténcia organica comprometida do hospedeiro, alta densidade
populacional, controle inadequado dos vetores parasitarios e dos reservatoérios da
infeccdo e ainda a resisténcia aos farmacos empregados na quimioterapia e
substancias no controle dos vetores (MATSUMOTO, 2002; GOODMAN; GILMAN,
2007).

Dentre as parasitoses as helmintiases s&o bastante disseminadas em nosso
meio, constituem importante problema do ponto de vista clinico e geram danos
expressivos que irao se refletir na saude e no estado socioecondmico das
populagdes. Por isso é de todo necessario o seu combate através de medidas
preventivas adequadas, as quais dependem de educacdo, melhorias gerais das
condi¢cbes de vida e tratamento medicamentoso adequado. Apesar dos progressos
no desenvolvimento de vacinas, a quimioterapia antiparasitaria permanece,
isoladamente, como o método mais eficaz, eficiente e econébmico de controlar a
maioria das parasitoses (CIOLI et al., 1995; CIOLI, 1998; PICA — MATTOCCIA et al.,
2009).

A distribuicdo geografica das helmintiases &€ cosmopolita, com mais de dois
bilhdes de pessoas afetadas. Em regides tropicais, onde a prevaléncia € maior, a
infestacdo simultdnea por mais de um tipo de helminto é comum (GOODMAN;
GILMAN, 2007). Além da alta prevaléncia mundial, o potencial de evolugcao para
quadros graves justifica o interesse por estudos mais criteriosos sobre a terapéutica
anti-helmintica (SILVA, 2007).

Anti-helminticos sao quimioterapicos que agem localmente para eliminar os
vermes do trato gastrintestinal ou sistematicamente para erradicar helmintos adultos
ou formas em desenvolvimento que invadem orgdos e tecidos (GOODMAN;
GILMAN, 2007).
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A esquistossomose humana (também conhecida como bilharziose, ou,
popularmente, barriga d’agua) é uma helmintiase causada por esquistossoma, mais
frequentemente pelo Schistosoma mansoni e Schistosoma haematobium, mas
também Schistosoma mekongi, Schistosoma japonicum e Schistosoma intercalatum
(SILVA, 2007). Os parasitas do S. mansoni tém como hospedeiro intermediario os
moluscos do género Biomphalaria (caramujo), que causam esquistossomose
intestinal, exceto o S. haematobium que causa esquistossomose urinaria
(GOODMAN; GILMAN, 2007; FIOCRUZ, 2008). A infecgao é provocada pelas
cercarias liberadas pelo caramujo, que penetram através da pele do homem
(hospedeiro definitivo) quando este entra em contato com a agua contaminada com
o vetor (D’ARCY; HARRON, 1983).

O S. haematobium causa granulomas na uretra e os pacientes infectados
apresentam disuria, hematuria, proteinuria ou total obstrugao uretral. O S. mansoni,
S. japonicum e S. mekongi invadem o intestino e o sistema porta, causando
granulomas, gerando hipertensao portal e possivel dano ao figado (SILVA, 2007). As
infecgbes por S. mansoni geralmente estdo associadas com dores abdominais,
diarréia, melena, coélicas, hepatomegalia e esplenomegalia (LENGELER et al., 2002).
O figado e o bago aumentam devido as inflamagbes causadas pela presenca do
verme e de seus ovos. Se ndo for tratada, a doenca pode evoluir para sua forma
cronica, na qual a diarréia fica cada vez mais constante alternando com prisdo de
ventre. O doente sente tonturas, palpitacdes, impoténcia, emagrecimento, o figado
endurece e aumenta ainda mais. Neste estagio o enfermo aparenta fraqueza e
abddémen dilatado, barriga d’agua (FIOCRUZ, 2008).

A esquistossomose € uma doencga crénica transmitida por vias hidricas que
afeta a saude publica nos paises em desenvolvimento, sendo constante em mais de
74 paises, geralmente concentrada naqueles onde a politica sanitaria é inadequada
(SAVIOLI et al., 1997). Segundo a Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS), nas areas
tropicais e subtropicais a esquistossomose s6 é superada pela malaria em termos de
importancia em saude publica (FIOCRUZ, 2008).

As taxas de mortalidade desta doenca sdo relativamente baixas, embora
apresentem enorme capacidade debilitante. Apesar dos esforcos de inumeros
paises, estima-se que 200 milhdes de pessoas estejam infectadas, entre as quais
120 milhdes sao sintomaticas e 20 milhdes sofrem severamente com a doenca
(MATSUMOTO, 2002; BARSOUM, 2003; BORCH et al., 2009). O continente mais
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afetado pela infeccdo é a Africa (cerca de 80% dos casos estdo concentrados no
continente africano). A China é o pais mais afetado na Asia com uma estimativa de
900 mil pessoas infectadas. No Oriente Médio, o Iémen é a regido que apresenta
maior numero de infectados (GRYSEELS et al., 2006).

O Brasil, com 25 milhdes de pessoas vivendo em areas endémicas e
aproximadamente oito milhdes de infectados é o pais mais afetado das Américas e
apresenta uma das principais zonas de distribuigdo da doen¢ca no mundo, n&o
somente devido a vastiddo de sua zona endémica e a existéncia de grande numero
de pacientes portadores das formas graves da doenga, mas também pela expanséo
dessa endemia para outras areas do pais, até entdo indenes. A maior concentracao
de casos esta na regiao Nordeste, onde o clima predominantemente tropical fornece
as condigdes necessarias para o desenvolvimento da doenga, além de uma
variedade de habitats aquaticos que funcionam como criadouros de moluscos
(NEVES et al., 1995; SILVA, 2007). Contudo ha identificagdo de areas focais
também no Sudeste, regido socioecondmica mais desenvolvida. Por este motivo, no
estado de Sao Paulo, entre os dias 25 e 30 de maio de 2009, foi langada uma
campanha pela Secretaria da Saude do Estado, para promover a 12 Semana de
Esquistossomose, com o objetivo de orientar a populacdo e realizar exames para
detectar e tratar a doenca em todo estado. A esquistossomose encontra-se em plena
expansao no Brasil, e, excetuando o estado do Rio Grande do Sul e os estados da
regido Norte (Acre, Amapa, Amazonas, Rondbnia, Roraima e Tocantins), a
esquistossomose ocorre em todos os demais estados, ora como zona endémica, ora
como focos isolados (GOODMAN; GILMAN, 2007; FIOCRUZ, 2008).

A esquistossomose é classificada como uma doenga negligenciada’, com
investimento restrito para pesquisa e pouco interesse dos paises mais desenvolvidos
na sua erradicacao, cabendo, portanto, aos paises mais afetados os estudos e as

pesquisas para tratamento desta doenca.

1) Doenga negligenciada: Uma doenga mortal ou muito grave pode ser considerada negligenciada
quando as opg¢des de tratamento sdo inadequadas ou ndo existem; quando o seu mercado potencial
de medicamentos é insuficiente para provocar uma pronta resposta do setor privado, e por fim,
quando o interesse do governo em lutar contra esse tipo de doencga € insuficiente. Em suma, ha uma

lacuna de mercado e uma de politica publica (DND, 2001).
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No Brasil o investimento em programas e estratégias na area de farmacos e
medicamentos tem se mostrado incipiente, perpetuando os quadros de morbidade e
mortalidade causados pelas doencas negligenciadas. Em outubro de 2008, o CNPq/
MCT/ MS langou um edital (Edital MCT/CNPq/CT-Saude/MS/SCTIE/DECIT n°
034/2008) no valor de US$ 8 milhdes para financiamento de pesquisas nesta area.
Este edital contemplou apenas sete projetos distribuidos entre as seguintes
doencgas: esquistossomose, dengue, doenca de Chagas, leishmaniose, malaria,
tuberculose e hanseniase. A pouca atengdo dada pelos 6rgados de fomento as
doencas negligenciadas desestimulam a formacao de grupos de pesquisas voltados
para esta area.

Nos ultimos 20 anos, o avango na terapéutica esquistossomicida resumiu-se
na substituicdo dos antimoniais trivalentes, que ofereciam baixa eficacia, efeitos
colaterais intensos e esquemas de tratamento prolongados, por farmacos como a
oxamniquina e o praziquantel (PZQ). Estes apresentam, comparativamente aos
antimoniais, boa eficacia e tolerabilidade e esquemas de tratamentos simplificados.
Atualmente, no Brasil, apenas estes dois farmacos sao utilizados. A oxamniquina,
porém, apresenta efeitos colaterais sobre o sistema nervoso central, efeitos
mutagénicos e carcinogénicos. A decisdo da empresa farmacéutica detentora do
registro de produtos contendo oxamniquina de limitar a produ¢cdo de medicamentos
com este farmaco, tornou o PZQ a unica forma de tratar esta parasitose (FERRARI
et al., 2003; YANG et al., 2009). Assim, o PZQ tornou-se o farmaco de escolha para
o tratamento da esquistossomose, na maioria das areas endémicas, devido a sua
eficacia, facilidade de administrag&o, efeitos colaterais bem tolerados a curto prazo e
custo, relativamente, baixo (CIOLI; PICA — MATTOCCIA, 2003; TWEYONGYERE et
al., 2009). O PZQ, reconhecido, mundialmente, como farmaco de primeira escolha
no tratamento das formas mais comuns de esquistossomose ¢é classificado como um
farmaco essencial pela OMS, esta incluido na RENAME (Relagédo Nacional de
Medicamentos Essenciais) e se destaca por ser administrado em dose unica
(BECKET et al., 1999; MATSUMOTO, 2002; ALLEN et al., 2002; CLERCQ et al.,
2002). O PZQ foi descoberto em 1972 na Alemanha como resultado da pesquisa
realizada pelas industrias Merck e Bayer. Em 1978, o PZQ foi sintetizado na China
(SHUHUA, 2005), desde 1975 tem sido estudado experimentalmente em animais

mostrando alta eficacia contra todas as espécies do género Schistossoma, que
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parasitam os humanos, além de ser efetivo contra outras infecgdes por trematédeos
e cestdédeos (NOVAES et al., 1999; GREENBERG, 2005).

Quimicamente o PZQ é a 2- (ciclohexilcarbonil)-1, 2, 3, 6, 7,11 b — hexahidro
— 4 H - pirazino (2,1 — a) isoquinolin — 4 — ona (Figura 1). Apresenta-se fisicamente
como um po6 cristalino, sem cor e sem odor e com sabor amargo caracteristico. E
estavel em condicbes normais de temperatura e armazenamento e praticamente
insoluvel em agua (0,4 mg/mL). Essas caracteristicas, juntamente com dados de
micromeritica e principalmente a solubilidade devem ser levadas em consideragao
no desenvolvimento de formas farmacéuticas contendo este farmaco. No tratamento
da esquistossomose em adultos e criangcas com mais de quatro anos o PZQ é
administrado em um dia, como trés doses de 20 mg/kg em intervalos de 4 a 6 horas
ou como uma dose unica de 40 a 60 mg/kg (PARFITT, 2002).

A dose letal para 50% da populacéo em estudo (DLsg) para administracao oral
em ratos € em torno de 2400 mg/kg. Nao foi encontrada atividade genotdxica do
farmaco utilizando bactérias, leveduras e células de mamiferos; estudos de
carcinogenicidade também se mostraram negativos (GROL, 1984). Em relagédo a
avaliagdo da toxicidade do PZQ nos seres humanos, nao foi descrita nenhuma
alteragcédo significativa nos testes e nos 6Orgdos vitais, para doses Uunicas de
administragdo do farmaco. Pouco se sabe sobre o uso continuado, mesmo que
intermitente, deste farmaco. Alguns estudos de mutagenicidade tém sugerido que o
PZQ é desprovido desta atividade, porém isto ndo €& conclusivo, pois existem
estudos conflitantes em relacédo a sua atividade clastogénica e coclastogénica
(ANWAR et al., 1989; ANWAR, 1994; HERRERA et al., 1998).

‘I

O

Figura 1: Formula estrutural do praziquantel
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A biodisponibilidade do PZQ ¢ limitada pela taxa de dissolugédo. Doses altas
sd0 necessarias para vencer o metabolismo hepatico e atingir, desta forma,
concentragcbes sanguineas adequadas. O PZQ é administrado ao homem somente
por via oral na forma farmacéutica de comprimidos, se sua solubilidade puder ser
melhorada outras vias de administracdo, como a parenteral, ou até mesmo a oral,
nas formas farmacéuticas de solugdo ou suspensao podem ser de utilidade na

terapéutica esquistossomicida humana e animal (BECKET et al., 1999).

2.2. Biodisponibilidade de Farmacos

Uma das formas mais racionais para otimizar a terapéutica de farmacos de
biodisponibilidade baixa, seria melhorando propriedades fisico-quimicas importantes
como taxa de transporte e de dissolugdo. No caso do PZQ, estratégias que
aumentem sua taxa de dissolugdo poderdo contribuir para melhorar a sua
biodisponibilidade. Para contemplar os interesses da industria farmacéutica estas
estratégias devem estar agregadas a outros valores, como estabilidade fisica e
quimica, facilidade de escalonamento, simplicidade de produgédo e controle e retorno
financeiro. Entre estas estratégias o fato de concentrar esforcos em farmacos de
propriedades biofarmacéuticas bem conhecidas é relevante (LIMA, 2006).

A biodisponibilidade esta relacionada com a velocidade de absor¢édo do
farmaco. Solubilidade e biodisponibilidade s&o fatores inter-relacionados e
frequentemente constituem um desafio no desenvolvimento de formas farmacéuticas
sblidas. Nos regimes terapéuticos convencionais, muitas vezes, uma grande
quantidade de farmaco € administrada e uma grande fragcdo é excretada ou
metabolizada sem exercer nenhuma atividade. Alternativas eficientes que tornem os
farmacos mais disponiveis para determinado sitio alvo, com taxas de dissolugéo
mais adequadas para produzir o efeito pretendido tém sido descritas na literatura.
Estas alternativas tém a finalidade de aumentar o indice terapéutico, diminuir efeitos
colaterais, direcionar os farmacos a sitios especificos do organismo, reduzir
toxicidade, liberar o farmaco de maneira controlada e aumentar a sua solubilidade
em sistemas aquosos (SILER-MARINKOVIC et al., 1997; TOKUMURA et al., 2009).

A taxa de dissolucao é frequentemente a etapa que limita a absorcao
gastrintestinal dos farmacos em formas farmacéuticas soélidas. A relagdo entre
solubilidade e absor¢cdo € muito importante quando se leva em consideragéo

farmacos com baixa solubilidade aquosa. Na tentativa de alcangar uma absorgéo
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rapida e completa, inumeras estratégias vém sendo desenvolvidas e testadas com o
objetivo de modificar o perfil de dissolugao de farmacos hidrofébicos.

As possiveis causas da baixa absor¢cdo de farmacos administrados por via
oral estdo relacionados a solubilidade aquosa inferior a 100 pg/mL, ponto de fuséo
maior que 200°C, log P > 3, taxa de dissolucdo intrinseca menor que 0,1mg/cm?/min,
peso molecular maior que 500 e forgas elevadas de coesao entre as particulas do
farmaco. Se a taxa de dissolugéo do farmaco ¢ significativamente menor que a taxa
de absorcdo a dissolugdo do farmaco € o passo limitante no seu processo de
absorcdo, o que acaba prejudicando a biodisponibilidade dos mesmos (SETHIA,
SQUILLANTE, 2004). Um farmaco é considerado pouco soluvel quando a dose
terapéutica ndo é completamente dissolvida em 250 mL de fluido gastrico simulado
(solugédo de HCI pH 2) e altamente permeavel quando mais que 90% da dose é
absorvida pelo trato gastrintestinal (YASUJI et al., 2008).

Os primeiros passos, no desenvolvimento de qualquer forma farmacéutica,
incluem a avaliagcéo da taxa de dissolugéo do farmaco incorporado, estabilidade do
farmaco no sistema e a escolha de uma formulagédo farmacotecnicamente adequada
para a fabricagdo do medicamento. O desenvolvimento de novas técnicas para
melhorar a solubilidade, a taxa de dissolugédo e a biodisponibilidade de farmacos
pouco soluveis em agua € de grande importancia no desenvolvimento de produtos
farmacéuticos, em especial para aqueles administrados por via oral (EMARA et al.,
2002; SETHIA; SQUILLANTE, 2003). Contudo, este fator permanece como um dos
principais desafios tecnolégicos nessa éarea. As principais limitagcbes estédo
relacionadas a granulometria, a propriedade de coesao das particulas, molhabilidade
e estabilidade do farmaco. Técnicas mecéanicas para micronizagao de particulas tém
sido utilizadas, contudo o campo de aplicagdo € bastante limitado, seja pela perda
de matéria-prima, polidispersidade granulométrica, desnaturacdo, tempo de
processamento, gasto de energia ou pela manutengdo da maioria das caracteristicas
do estado solido do farmaco (BANDI et al., 2004).

O Sistema de Classificagao Biofarmacéutico classifica os farmacos em quatro
classes dependendo de sua solubilidade e permeabilidade no trato gastrintestinal.
Classe | é o farmaco que possui altas solubilidade e permeabilidade, classe Il é o
farmaco com baixa solubilidade e alta permeabilidade, classe Il alta solubilidade e
baixa permeabilidade, e classe IV €& aquele com baixas solubilidade e

permeabilidade. Sabe-se que mais de 40% dos farmacos estdo classificados na
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classe Il ou IV, ou seja, grande numero deles apresentam baixa solubilidade em
agua (YASUJI et al., 2008). Neste sistema o PZQ esta enquadrado na classe Il, ou
seja, entre os farmacos de baixa solubilidade e alta permeabilidade (SETHIA;
SQUILLANTE, 2003).

Aumentar e/ ou acelerar a dissolucdo do farmaco € particularmente
importante quando este pertence a classe Il, ja que a biodisponibilidade oral de
medicamentos com eles fabricados pode ser limitada devido a baixa taxa de
dissolugdo do farmaco no trato gastrintestinal. No caso do farmaco incluido na
classe Il, a correlagao in vitro/ in vivo pode ser um indicio da taxa de dissolu¢ao se a
dose do farmaco nao for muito alta; por esta razao os estudos de dissolugao, in vitro,
fornecem informagdes Uteis para avaliar a biodisponibilidade de um farmaco
(YASUJI et al., 2008).

Muitas técnicas para aumentar a taxa de dissolugéo de farmacos hidrofobicos
tém sido apresentadas na literatura. Estas incluem redugcéo do tamanho da particula
para aumentar area de superficie, modificagdo do estado sélido, solubilizagdo em
sistemas tensoativos, formacdo de complexos solluveis em agua e uso de proé-
farmacos (MUTALIK et al., 2008). Além disso, sistemas coloidais, como lipossomas,
nanoparticulas, microemulsdo e cristal liquido, tém sido empregados com relativo
sucesso na area farmacéutica.

O PZQ representa um exemplo em que a pesquisa de novas alternativas é
necessaria para melhorar sua biodisponibilidade com objetivos de reduzir as altas
doses terapéuticas, diversificar as formas farmacéuticas disponiveis utilizadas e
subsidiar programas de quimioterapia em massa nas areas endemicamente afetadas
pela esquistossomose. A literatura tem apresentado alternativas para tornar o PZQ
mais disponivel em seu sitio alvo. Estas incluem redugédo granulométrica, através de
operagbes mecanicas, mistura fisica (MF) com substancias mais hidrossoluveis,
adicao de tensoativos, modificagao na area de superficie por adsorgéo de polimeros
hidrofilicos e sistemas micro e nanoestruturados (ROUCHOTAS et al., 2000; VERMA
et al., 2003; EMARA et al., 2002; GOHEL; PATEL, 2003; CINTO, 2005; LIMA, 2006;
SOUZA, 2008).

O segundo passo no desenvolvimento, racional, de qualquer forma
farmacéutica inclui avaliagéao, in vitro, da taxa de permeacéo. Diferentes técnicas tém
sido utilizadas para esta finalidade, entre elas, cadmara de fluxo transepitelial, a

cultura de células e a técnica do saco intestinal invertido. Entre os modelos in vitro, a
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técnica do saco intestinal invertido tem sido utilizada para determinar o potencial
absortivo de farmacos e o mecanismo pelo qual a absorgéo ocorre.

O saco intestinal invertido foi primeiramente usado para estudar o transporte
de acgucares e aminoacidos. Durante um periodo de tempo varios autores, usando
como meio de incubagéo solucao salina apontaram como limitacao deste método o
tempo de sobrevida das células. Contudo, Barthe e colaboradores (1998)
confirmaram a viabilidade do teste do saco intestinal invertido utilizando, para
incubacéo, um meio de cultura para tecidos (TC 199). Para avaliar a integridade do
saco intestinal invertido e a vitalidade das células, monitoraram durante o
experimento a concentracdo de glicose dentro e fora do segmento intestinal. A
técnica é simples, rapida, reprodutivel e de custo financeiro baixo. Este sistema de
dois compartimentos permite avaliar a cinética de absorgéo pelo tecido epitelial e a
transferéncia através da camada epitelial, pela medida da quantidade de farmaco
dentro do saco intestinal no final do periodo de incubacéo. Este sistema tem sido
usado para estudar a absor¢ao de lipossomas e proteinas (ROWLAND; WOODLEY,
1981), lectinas bioadesivas (NAISBETT; WOODLEY, 1994) e polimeros néo
biodegradaveis (PATO et al., 1994). Usando a técnica do saco intestinal invertido é
possivel identificar por qual mecanismo o farmaco é capaz de atravessar a barreira
epitelial do intestino, e assim tomar uma decisao racional sobre a melhor forma de
favorecer a permeabilidade do farmaco através da membrana. Todos os sistemas de
estudos in vitro apresentam vantagens e desvantagens. Parametros fisiologicos tais
como tempo de transito, esvaziamento gastrico, irrigagdo sangiliinea e sistema
nervoso nao podem ser medidos neste método. Contudo o papel destes parametros
na absorgéo pode ser avaliado através de modelos de estudos in situ ou em in vivo
(RUAN et al., 2006).

2.3. Disperséao Sdlida

A permeacdo de moléculas através das membranas absortivas é
condicionada ao coeficiente de particdo (log P<3), a taxa de liberacédo e a
solubilidade do farmaco no meio. Entre as diferentes técnicas para melhorar a
solubilidade do farmaco as dispersdes soélidas (DS) tém tido grande destaque
(CHIOU; RIEGELMAN, 1970; SERAJUDDIN et al.,, 1990; MARIN et al., 2002;
SETHIA; SQUILLANTE, 2003; SETHIA; SQUILLANTE, 2004; TRAPANI et al., 2004;
SiX et al., 2005; LIMA, 2006; VASCONCELOS et al., 2007).
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O termo DS tem sido utilizado para descrever um tipo de processo
tecnolégico em que um ou mais farmacos esta disperso em um carreador
biologicamente in6cuo, ou seja, € a mistura de um ou mais componentes
farmacologicamente ativos em um ou mais carreadores fisiologicamente compativel.
Este processo farmacéutico tem sido proposto com o objetivo de aumentar a taxa de
dissolugdo e a absorgédo oral de farmacos pouco soluveis em agua. Com o
desenvolvimento tecnolégico deste processo varias aplicagbes farmacéuticas tém
sido sugeridas (LIMA, 2006).

As DS foram primeiramente descritas por Sekiguchi e Obi em 1961. Estes
autores notaram que a formagdo de misturas eutéticas aumentava a taxa de
dissolugdo e a biodisponibilidade de farmacos hidrofobicos. Assim, varias dessas
misturas foram sintetizadas com este mesmo objetivo, mostrando resultados
bastante satisfatorios. Varios carreadores farmacéuticos foram utilizados, dentre os
quais uréia e sacarose, excipientes cristalinos muito soluveis em agua. Estas DS
foram classificadas como sendo de primeira geracdo (LEUNER; DRESSMAN, 2000).

Com o passar do tempo foi sendo testado e constatado que DS nas quais o
farmaco era mantido no estado cristalino podiam n&o ser tao efetivas, uma vez que
sdo termodinamicamente mais estaveis. Surgiram, desta forma, as DS de segunda
geragao, constituidas por carreadores amorfos em substituicdo aos cristalinos, e
assim, as DS passaram a ser manipuladas utilizando carreadores nao cristalinos.
Neste caso o farmaco estaria molecularmente disperso neste carreador. Os
carreadores poliméricos mostraram-se muito vantajosos na manipulagcdo destas
dispersoes, pois sdo mais eficazes na obtencdo de DS com caracteristicas amorfas.
Estes carreadores sdo classificados em dois tipos: sintéticos e semi-sintéticos. Como
exemplo de sintéticos podemos citar a polivinilpirrolidona (PVP), os polietilenoglicois
(PEGs) e os polimetacrilatos. Ja os polimeros semi-sintéticos mais usualmente
utilizados séo a hidroxipropilmetilcelulose, etilcelulose e os derivados de amido, tais
como as ciclodextrinas e o glicolato sdédico de amido (CHIOU; RIEGELMAN, 1969;
CIRRI et al., 2004; LIMA, 2006; SUN et al., 2008).

Ja a terceira geracédo de DS tem mostrado que a taxa de dissolugéo pode ser
melhorada se o carreador utilizado apresentar propriedades autoemulsificantes.
Neste tipo de dispersdo, o carreador utilizado € um excipiente farmacéutico com
propriedades tensoativas ou a mistura de polimeros amorfos e tensoativo, com a

finalidade de melhorar a solubilidade de farmacos hidrofébicos e aumentar a
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estabilidade do produto farmacéutico utilizado (VASCONCELOS et al., 2007). Estudo
recente mostrou um aumento da estabilidade da fluvastatina em DS com diferentes
tipos de polimero, entre eles a PVP (PAPAGEORGIOU et al., 2009).

De forma geral as DS de primeira geracdo aumentam a taxa de dissolucao de
farmacos pela formacéo de finos cristais do farmaco via sistema monoeutético ou
eutético. Assim, as DS de primeira geragdo podem ser vistas como uma técnica de
reducao de particulas. Sob certas condi¢des nas DS de segunda e terceira geragéo
o farmaco pode ser incorporado na matriz hidrofilica sem sofrer qualquer tipo de
recristalizacdo. Particulas do farmaco em DS sao liberadas como pequenas
particulas amorfas, melhorando, desta forma, sua dissolugéo. Além de aumentar a
taxa de dissolugdo podem promover a liberagdo sustentada de farmacos, alterar
propriedades do estado sélido, melhorar a liberagdo de farmacos em pomadas e
bases de supositérios e aumentar e/ ou melhorar a solubilidade e estabilidade de
farmacos pouco soluveis em agua (HABIB, 2001). Isto pode ser explicado pelo
aumento da area de superficie devido as mudancas no estado fisico dos farmacos
incorporados, como por exemplo, estado microcristalino em misturas eutéticas e
formas moleculares ou amorfas em coprecipitados. Este fenbmeno pode ser melhor
compreendido pela equacdo de Noyes- Whitney, que mostra que a taxa de
dissolucéo € diretamente proporcional a area de superficie do farmaco, aumentando
desta forma a efetiva area de superficie para dissolugédo. A micronizagcao também
melhora a solubilidade de farmacos com tamanhos de particulas menores de 1 um,
como foi provado pela equacdo de Ostwald — Freundlich, que demonstra que a
solubilidade aumenta exponencialmente em fungcdo da redugdo do tamanho da
particula. As DS modificam a estrutura fisica do cristal, gerando compostos com
maiores entropia ou entalpia que o da forma cristalina, como formas polimorficas ou
amorfas (SUN et al.,, 2008; YASUJI et al., 2008). A DS produz uma significante
reducdao no tamanho da particula. Como o carreador se dissolve facilmente o
farmaco estara no meio de dissolugdo na forma de particulas muito pequenas
(micronizadas) propiciando uma taxa de dissolugdo e absor¢cdo mais rapida
(TRAPANI et al., 1999). Contudo, a dissolugdo do farmaco contido em uma DS é
influenciada por varios fatores como o método empregado para prepara-la,
proporcao farmaco/ carreador, caracteristicas do carreador usado e caracteristicas
da superficie das particulas resultantes da DS (OZKAN et al., 2000).
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Além do aumento da area de superficie pela redugdo do tamanho da particula
e da reducédo da cristalinidade, as DS podem promover outras alteragbes que
aumentam a taxa de dissolugdo de farmacos pouco soluveis em agua. Entre estas
alteracdes destaca-se o aumento da molhabilidade e a redugdo das forgcas de
coesao interparticulas (CHIOU; RIEGELMAN, 1971; VERMA et al., 2003; SETHIA,
SQUILLANTE, 2003; JOSHI et al., 2004).

Chiou e Riegelman (1971) relataram a funcdo de polimeros hidrofilicos em
melhorar a solubilidade e o grau de dissolugcéo de farmacos com solubilidade baixa.
Uma possibilidade atrativa pode ser representada pelo uso de polimeros soluveis em
agua, tais como PVP, PEG, derivados da celulose, ciclodextrinas, empregando a
tecnologia de DS com a finalidade do aumento da dissolugao do farmaco pouco
soluvel em agua (CIRRI et al., 2004). Estes excipientes tém sido utilizados,
principalmente por suas propriedades de compatibilidade, baixa toxicidade, alta
solubilidade aquosa e tolerancia fisioldgica (KHAN; JIABI, 1998; MARIN et al., 2002;
HIRASAWA et al., 2004).

PVP tem sido extensivamente utilizada, e tem trazido resultados satisfatérios
quando se pretende aumentar a solubilidade e a taxa de dissolugdo de farmacos
com baixa solubilidade (EL-ARINI; LEUENBERGER, 1998; BROMAN et al., 2001;
MARIN et al., 2002; GOHEL; PATEL, 2003; MALLICK et al., 2003; HIRASAWA et al.,
2004; TRAPANI et al., 2004; LIMA, 2006; CWIERTNIA, 2008; WU et al., 2009).

Emara e colaboradores (2002) avaliaram que nifedipina em DS com PEGs é
mais absorvida devido ao aumento da sua solubilidade em agua na presenca destes
carreadores. Esta alteracédo esta relacionada a modificagdo do estado cristalino da
nifedipina para o estado amorfo. Este estudo concluiu que o método de obtencéo da
DS bem como o tipo e a concentragdo do carreador utilizado influenciam no
resultado terapéutico da nifedipina.

A taxa de dissolugéo de DS de halofantrina em PVP foram significativamente
maiores quando comparadas a comprimidos contendo somente este principio ativo.
A baixa solubilidade aquosa e a deficiente biodisponibilidade da forma farmacéutica
disponivel despertaram o interesse no desenvolvimento de uma formulacdo de DS
do farmaco para a redugédo do tamanho da particula, aumentando assim seu grau de
molhabilidade e solubilidade aquosa (ABDUL-FATTAH; BHARGAVA, 2002).

DS de ibuprofeno em PEG 1000, talco e PEG e talco foram preparadas pelo

processo de evaporagdo do solvente. Os resultados mostraram aumentos
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significativos na taxa de dissolugédo do farmaco quando este foi incorporado neste
tipo de processo tecnolégico farmacéutico (KHAN; JIABI, 1998).

Chutimaworapan e colaboradores (2000) usaram na preparagdo de DS de
nifedipina, varios processos (fusao, evaporacéao e fusdo/ evaporagao). A solubilidade
e taxa de dissolugcdo foi aumentada significativamente por todos os processos,
especialmente no processo da fusdo.

Usando fosfolipidios ou PEGs como carreadores obtiveram aumento na taxa
de dissolucdo de etopropazina. Os resultados mostraram que os fosfolipidios
aumentaram cerca de oito vezes a taxa de dissolugédo e que esta modificagdo esta
relacionada a perda da cristalinidade do farmaco (PRABHU et al., 2001).

DS de artemisinina foram obtidas pelo processo do fluido supercritico (FSC),
com o propoésito de aumentar a taxa de dissolugcdo da artemisinina, com o objetivo
de aumentar sua absor¢ao intestinal. Os resultados foram satisfatorios, indicando
que a reducdo no tamanho das particulas nas DS possibilitou a melhora das
caracteristicas de absorcao intestinal da artemisinina (VAN NIJLEN et al., 2003).

Lima (2006) utilizando PVP ou glicolato sédico de amido como carreador em
DS de PZQ obteve bons resultados quanto a melhora da solubilidade do farmaco, de
acordo com os dados obtidos em analises fisico-quimicas comparativas entre
farmaco, MF e DS do PZQ nos carreadores farmacéuticos. Tanto PVP como
glicolato s6dico de amido aumentaram a solubilidade do farmaco, mudang¢a no
estado cristalino para amorfo, além de indicar estabilidade dos sistemas.

Apesar de muitos trabalhos relatarem o grande interesse da area
farmacéutica no uso de DS, ja que o uso deste tipo de processo farmacéutico tem
mostrado ser de grande utilidade na melhora da taxa de dissolugdo e na
biodisponibilidade de farmacos pouco soluveis em agua, muito pouco das
formulacbes tem sido desenvolvidas em larga escala devido principalmente a
problemas associados com o processo de manufatura e estabilidade fisica e quimica
das DS, ja que a aplicacado comercial efetiva das DS depende de varios fatores, tais
como o método de preparagdo, a reprodutibilidade das propriedades
farmacotécnicas, da formulagdo, além da estabilidade fisica e quimica do farmaco
incorporado nas DS (SHEEN et al., 1990; SETHIA; SQUILLANTE, 2003).

Pesquisas empregando DS nos ultimos 30-40 anos indicam que esta € uma
estratégia muito util para melhorar a taxa de liberagdo e a biodisponibilidade de

farmacos pouco soluveis em agua. A mais frequente preocupagédo com as DS esta
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relacionada com a possibilidade de escalonamento, a estabilidade fisica e a
quantidade de carreador necessaria para alcangar a taxa de liberagdo desejada.
Quando uma alta concentragdo de carreador é necessaria, a quantidade de
dispersao requerida para administrar a dose usual do farmaco pode ser tao alta que
inviabiliza a producdo de comprimidos ou capsulas que possam ser facilmente
deglutidas.

Dadas as inumeras vantagens oferecidas pelas DS as perspectivas futuras
desta técnica sdo promissoras. A busca de novas técnicas e processos de obtencao
possibilitardo expandir seu uso, para além do aumento da solubilidade de farmacos
hidrofobicos.

A PVP, utilizada neste trabalho, € um pé fino, branco, sem odor, com ponto de
fusdo aproximadamente 150 °C, muito higroscépico, livremente soluvel em acidos,
cloroférmio, etanol, metanol e agua. PVP é utilizada em uma variedade de
formulagcbes farmacéuticas, principalmente nas formas farmacéuticas solidas
(KIBBE, 2002). A solubilidade de varios farmacos pouco soluveis em agua pode ser

aumentada pela mistura de PVP. A Figura 2 mostra a formula estrutural da PVP.

NN
—{|3H—CH2—

= =n

Figura 2: Formula estrutural da polivinilpirrolidona

2.4. Métodos de Preparacao de Dispersdes Solidas

Entre os processos tecnologicos disponiveis para obtengcédo de DS, o método
de evaporagao do solvente tem sido visto como um dos mais empregados. Contudo
0 uso de solventes organicos tem limitado o uso desta técnica e dificultado sua

aplicacao industrial. No método de preparacao por evaporagdo do solvente, o
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carreador e o farmaco sao dissolvidos em um solvente, geralmente, organico, € o
solvente é evaporado a uma temperatura fixa e a presséo reduzida. Com a remogao
do solvente ocorre uma supersaturagao do meio seguido de precipitacdo simultanea
dos constituintes. O solvente, aderido a superficie da particula coprecipitada, é
removido por secagem com auxilio de vacuo. Contudo, nestes casos, ha a
possibilidade de formacdo de solvatos (TACHIBANA; NAKAMURA, 1965;
SEKIKAWA et al., 1979; TAKAYAMA et al., 1982; SEKIKAWA et al., 1983; BLOCH et
al., 1983). O método de evaporagcdo do solvente é indicado para farmacos
termolabeis, que poderiam se degradar na temperatura de fusdo do carreador. A
dificuldade deste método estda em encontrar um solvente que dissolva tanto o
farmaco como o carreador. Além disso, o uso de diferentes solventes pode induzir o
aparecimento de diferentes polimorfos (SETHIA; SQUILLANTE, 2003).

Outro método para obtencéo das DS é a fusado, processo em que o carreador
€ aquecido a uma temperatura ligeiramente superior a do seu ponto de fusdo e o
farmaco fundido ou n&o é incorporado ao carreador. A mistura fundida é resfriada
sob agitacdo constante o que permite uma mistura homogénea do farmaco no
carreador. A DS é em seguida pulverizada para obter um p6 com granulometria
entre 125-250 um (JAFARI et al., 1988; ALDEN et al., 1992; ALDEN et al., 1993;
SAERS et al., 1993). Se o farmaco tem alto grau de solubilidade no carreador, ele
pode permanecer “dissolvido” no estado so6lido, originando o que é conhecido como
solucdo sdlida. Sob estas condi¢des a redugdo no tamanho das particulas prové um
nivel maximo de dispersdo molecular do farmaco no carreador. Se, por outro lado, a
solubilidade do farmaco no estado sélido n&o € alta, cristais do farmaco dispersam-
se no carreador. Neste caso € observado, apenas, um aumento moderado na taxa
de dissolugéo. Além de se apresentar disperso na forma molecular ou de pequenos
cristais uma mudanga no estado solido de cristalino para amorfo pode ocorrer,
favorecendo a taxa de dissolu¢do (KREUSCHENER et al., 1980). A estabilidade do
farmaco pode ser afetada pelo tempo de fusdo e pela velocidade de resfriamento
(CHIOU, 1977). Este método é util, principalmente, para farmacos e carreadores que
se misturam no estado liquido apds a fusdo de ambos. A utilizagdo deste processo &
relativamente simples e rapida. As desvantagens incluem sublimacao, transformacgéao
polimérfica e degradacédo térmica, as quais podem afetar negativamente nas

propriedades fisico-quimicas do farmaco, na taxa de cristalizagcdo e tamanho do
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cristal (GOLDBERG et al., 1965; EL-BANNA et al., 1975; FORD et al., 1979; FORD
et al.,, 1981).

Um método usado para farmacos que tenham elevado ponto de fuséo ou que
sejam termolabeis é o método de preparagdo fusdo-evaporagcdo do solvente. A
solugdo do farmaco é incorporada ao carreador previamente fundido; se o carreador
€ capaz de reter uma certa propor¢cdo do solvente mantendo suas propriedades
sélidas ou se este € indcuo, a remogao do solvente é desnecessaria. Contudo, como
citado anteriormente ha a possibilidade da formag¢ao de solvatos (SINGLA; VIJAN,
1990; FERNANDEZ et al., 1992).

2.5. Fluido Supercritico

Dentre todos os procedimentos técnicos empregados para obtencéo de DS a
tecnologia do FSC oferece vantagens consideraveis para a formacado de micro e
nanoparticulas de farmacos e excipientes farmacéuticos. Estudos pioneiros tém sido
reportados na literatura apontando as vantagens desta técnica (SETHIA;
SQUILLANTE, 2003; YEO; KIRAN, 2005; KAWASHIMA; YORK, 2008; YASUJI et al.,
2008). Entre elas destacam: uniformidade granulométrica, microencapsulacao,
revestimento de superficie, alto grau de pureza dos produtos, controle do
aparecimento de polimorfos, possibilidade de processar moléculas termolabeis e
processo unitario de produgdo das particulas. Esta tecnologia é tida como
ecologicamente aceitavel e de facil transposicao de escala (SETHIA; SQUILLANTE,
2003; YILDIZ et al., 2007).

FSC é qualquer fluido que esteja a uma temperatura e pressao acima de seus
valores criticos (MAJERIK et al., 2007). Por este motivo vale ressaltar que nenhuma
substancia € um FSC, mas sim que pode ser levada ao seu estado supercritico, sob
condi¢cdes pré-estabelecidas de calor e pressao, até que estes consigam superar o
seu ponto critico, ou seja, fluidos tornam-se supercriticos quando sdo comprimidos
além de sua pressao critica (Pc) e simultaneamente aquecidos além de sua
temperatura critica (Tc) (GUPTA; SHIM, 2007).

A extracdo com FSC conquistou posi¢cbes expressivas em diversos setores
das industrias quimica, petroquimica, alimenticia, de polimeros, de producédo de
pigmentos, identificacdo e controle de matérias-primas, assim como no
desenvolvimento de produtos farmacéuticos, a tal ponto que o FSC passou a ser

chamado de "o solvente do novo milénio". Além da extracdo, esta tecnologia tem
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sido utilizada na separacéo e processos de cristalizacdo e obtencéo de particulas,
com rapidez, eficiéncia e alto grau de pureza (LANG; WAI, 2001). A escolha do FSC
€ muito importante no desenvolvimento do produto e no processo de eliminagcao
supercritica do solvente utilizado. Parametros como pressao, temperatura, estrutura
quimica e concentragdo do cossolvente, vazdo, método de operagdo (estatico ou
dindmico), didametro de particulas e tempo de extragdo devem ser considerados na
otimizagéo de processos com FSC.

Para todas as substancias existe uma fase especifica em que uma Pc e Tc
existem ao mesmo tempo. Nesta fase, a pressao € suficiente para impedir que a
substancia evapore e ao mesmo tempo determina um limite no grau de mobilidade
molecular; a temperatura € também alta o suficiente para prevenir que o composto
torne-se liquido (YASUJI et al., 2008). O FSC mostra propriedades semelhantes aos
dos liquidos (densidade) e aos dos gases (compressibilidade). Estas propriedades
especiais dos FSC conferem-lhes grandes vantagens num processo de extragdo e
precipitacdo de particulas (AYMONIER et al., 2006; MAJERIK et al., 2007; YASUJI
et al., 2008). Para geracao de particulas a caracteristica mais atraente dos FSC é
sua propriedade de apresentar caracteristicas similares a de um liquido, o que Ihe
confere grande poder de solvatacdo e a compressibilidade proxima a de um gas
(SKOOG; LEARY, 1992).

A linha liquido- gas que explica este fendbmeno estende-se de um ponto triplo
(PT) até um ponto critico (PC), onde as propriedades liquido e vapor chegam a ser
idénticas, e é acima deste ponto que a regido € chamada de supercritica. O estado
fisico de uma substancia inespecifica pode ser descrito por um diagrama de fases,

representado na Figura 3.
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Figura 3: Diagrama de fase representativo do estado fisico e supercritico de uma

substancia inespecifica

Outra caracteristica importante dos FSC é ter um coeficiente de difusdo de
massa maior e viscosidade e tensdo superficial menores que um solvente liquido, o
que lhe permite penetrar em pequenos espagos e poros de materiais solidos dos
quais se deseja extrair o soluto (extragdo) ou o solvente (formacdo de particulas),
neste caso favorecendo a extracdo controlada pela difusdo molecular (MCHUGH,;
KRUKONIS, 1994; WANG; WELLER, 2006).

Os FSC séo frequentemente utilizados como solventes. O estado supercritico
do solvente é atingido quando a temperatura (T) e a pressado (P) estdo acima dos
seus parametros criticos, ou seja, T>Tc e P>PC. A tecnologia do FSC trabalha com
T e P moderadas, e a separagédo do solvente é relativamente facil e mais eficiente
qgue outros processos com 0 mesmo proposito. Além disto, o tempo de eliminagao do
solvente &, depois de estabelecida as condi¢gbes ideais de Pc e Tc, relativamente
rapido. Os produtos obtidos apresentam alto valor agregado e o tamanho das
particulas pode ser controlado usando diferentes modelos de bico atomizador (bocal)
(MOHAMED et al., 1989).
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A Tabela 1 apresenta as Tcs e as Pcs de alguns gases comuns. Os dados da
tabela indicam, por exemplo, que o diéxido de carbono (CO;) liquido ndo pode ser

formado pelo aumento da P, a menos que a T esteja acima de 37 °C.

Tabela 1: Temperaturas criticas de alguns gases comuns

Temperatura critica (° C) Pressao Critica (bars)
Gases nobres
Hélio - 268
Nebnio - 229
Argbnio - 123
Criptdnio - 64
Xendnio 17
Halogénios
Cloro 144
Bromo 311
Moléculas inorganicas
pequenas
Hidrogénio - 240
Oxigénio -118
Agua 374 221,2
Nitrogénio - 147
Ambnia 132 113,5
Dioxido de carbono 37 60- 70
Compostos organicos
Metano - 83
Tetracloreto de carbono 283
Benzeno 289

2.5.1. Dioxido de Carbono Supercritico
Dentre os FSC utilizados o CO, € o de primeira escolha devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas mais adequadas (WANG; WELLER, 2006). Contudo,

sua aplicacao deve-se principalmente ao fato de ser atdoxico, ndo inflamavel,
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apresentar baixa reatividade quimica, facil acesso, obtido com alto grau de pureza,
baixo custo e, sobretudo, por seus parametros criticos baixos (TAYLOR, 1996).

Na area farmacéutica o CO; supercritico tem sido apontado como o FSC mais
vantajoso, seja para a micronizagao, controle de polimorfismo ou obtencdo de DS
(MORIBE et al., 2008). Outra vantagem do uso de CO; supercritico € a facilidade de
sua remocéao de materiais poliméricos quando o processo é finalizado e, mesmo que
uma pequena quantidade de gas fique preso a matriz polimérica ndo proporciona
riscos a saude devido suas propriedades atoxicas (AYMONIER et al., 2006; YILDIZ
et al., 2007; YASUJI et al., 2008). O CO, supercritico tem sido usado industrialmente
em uma variedade de processos, incluindo a descafeinizagcdo de cha e café (em
que, ao contrario dos solventes orgéanicos, ndo ocorre a formacado de um residuo
desagradavel e possivelmente téxico), extracdo de acidos graxos, especiarias,
flavorizantes, fragrancias, 6leo de milho e corantes de pimentas vermelhas. Outras
aplicagdes incluem polimerizagdo, fracionamento de polimeros, formacdo de
particulas de uso farmacéutico, tinturas téxteis, limpeza de maquinas e pecas
eletrébnicas (GUPTA; SHIM, 2007). Além disso, dispersbes s6 de agua/CO; ou de
COy/agua na forma de emulsées ou microemulsdes oferecem novas possibilidades
de minimizar a poluicdo ambiental causada pelos solventes organicos e pode ser
aplicada em qualquer campo de producdo, incluindo processos quimicos,
farmacéuticos, alimenticios, microeletronicos para solubilizagdo e separacéo (ex.
proteinas, ions e metais pesados), formacdo de particulas, entre outros
(JOHNSTON; ROCHA, 2009).

Desta forma, grande parte da ateng¢ao dispensada a técnica dos FSC tem sido
dada ao processo obtido pelo uso do CO,. O CO, (O=C=0) & considerado uma
molécula apolar. Contudo, devido a presenca de seu momento quadrupolo (sistema
neutro composto de quatro cargas elétricas pontuais, duas positivas e duas
negativas, dispostas alternadamente) uma pequena polaridade é detectada. O CO;
supercritico pode ser descrito como um solvente hidrofébico com polaridade
comparavel ao hexano. Desta forma, moléculas apolares ou de baixo peso molecular
dissolvem-se facilmente em CO, supercritico, enquanto moléculas polares ou de alto
peso molecular (exemplo polimeros, acidos graxos alifaticos e seus ésteres, acidos
aromaticos, proteinas, metais complexos) tém baixa solubilidade. Alguns compostos
polares ou apolares (exemplo acetona, metanol, etanol, tolueno, hexano e mentol)

sdo wusados como cossolventes (também chamados de ‘entrainers’ ou
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‘modificadores’) para aumentar a solvatacado do p6 e a polaridade do CO, (GUPTA;
SHIM, 2007).

Assim, o CO, apesar de ser caracterizado como uma molécula apolar
apresenta um carater intermediario entre um solvente totalmente nao—polar e
fracamente polar (CLIFFORD, 1998). Muitos solutos nado volateis sdo também
insoluveis em COg, seja devido a perda do momento dipolo seja devido as forgas,
mais fracas, de Van der Waals. Estas caracteristicas que poderiam ser
desvantagens podem sem contornadas pela adicao de intermediarios (cossolvente),
que apresentem caracteristicas polares e ampliar as aplica¢cdes dos FSC. A adi¢éo
de um intermediario faz aumentar a solubilidade, de um determinado soluto por um
determinado componente, devido as associagbes quimicas e interagdes entre eles
e/ou o aumento de densidade (BRUNNER, 1983). A presenca de intermediarios
rompe a interacao entre a molécula de interesse e a matriz, aumentando a eficiéncia
do processo (LANG; WAI, 2001). Em processos de extracdo, as vantagens do uso
de intermediarios sao favorecimento da dessor¢cdo do soluto e a diminuicdo da
quantidade de solvente utilizado. O fator predominante, no entanto, é a natureza
quimica dos componentes e as condi¢cbes experimentais de T, P e concentragbes
(ZHONG; MASUOKA, 1997). Brennecke et al. (1990) sugerem a formagéo de um
cluster ao redor da molécula. O termo cluster se refere ao aumento de densidade
local em decorréncia da maior quantidade de solvente no entorno da molécula. Este
aumento de densidade se deve a atragdo entre soluto e solvente e a
compressibilidade do sistema préximo ao ponto critico, formando assim aglomerados
de moléculas de solvente. Ting et al. (1993) afirmam que, dependendo do soluto e
do intermediario, havera a possibilidade de formacgao de ligagbes de hidrogénio entre
as moléculas de soluto e as moléculas do intermediario. A escolha do intermediario
deve ser feita racionalmente. O isopropanol tem efeito de cossolvente menor que o
propanol, devido ao impedimento estérico que dificulta a formagéo de cluster de
solvatagcdo, pois o posicionamento da hidroxila no meio da cadeia dificulta a
aproximacéao para a formacao da ligacdo de hidrogénio com o oxigénio presente na
molécula do soluto. A adicdo de cossolvente modifica a polaridade do CO, e as
propriedades do solvente supercritico. No caso da adi¢cado de alcoois, a Pc e a Tc
aumentam de acordo com o aumento da concentragdo destes na mistura
(MCHUGH; KRUKONIS, 1994).
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A solubilidade é o critério mais importante que afeta a eficacia de muitos dos
processos envolvendo os FSC, que pode ter um direto efeito na taxa, rendimento ou
na economia do processo. Dependendo do processo, alta solubilidade ou
solubilidade extremamente baixa podem ser desejadas. Por exemplo, alta
solubilidade é exigida em processos de extragcado supercritica. Por outro lado, baixa
solubilidade é requerida para misturas de solventes organicos/ CO,, usados em
processos de precipitacdo supercritica como antissolventes para obtencdo de
particulas (SUN et al., 2008).

A solubilidade do soluto no FSC depende de um complexo equilibrio entre a
densidade do FSC e a P de vapor do soluto, os quais sdo controlados pela T e pela
P do sistema. O CO; supercritico é capaz de solubilizar componentes n&o polares ou
de baixa polaridade e incapaz de solubilizar proteinas, polissacarideos e sais
minerais, tem um alto poder de solvatacdo de compostos organicos oxigenados de
média massa molecular, tem baixa solubilidade em agua a T abaixo de 100 °C e é
capaz de separar componentes que tem baixa volatilidade e alta massa molecular
e/ou que sao mais polares com o incremento da P (BRUNNER, 2005).

A baixa T critica (37 °C) do CO; permite sua utilizagdo no estado supercritico
sem prejudicar as propriedades funcionais de compostos termolabeis (MCHUGH,;
KRUKONIS, 1994). A P critica relativamente baixa (60-70 bars) é facilmente
alcangada e possibilita uma série de combinag¢des entre Tc e Pc que facilitam os
processos de eliminagéo de solventes com diferentes caracteristicas.

Quando se aplicam pequenas alteragbes na T ou na P é possivel observar
variagbes, consideraveis, de densidade do CO; na regido supercritica. Através das
isotermas é possivel notar que ap6s o PC a densidade € influenciada pela T. Para a
Pc de 100 bars um aumento na T 60 K (-213,15 °C) reduz significativamente a
densidade do FSC. Como conseqiiéncia, o aumento de T aumenta a energia livre do
sistema e com isso seu potencial de solubilizagdo. Por outro lado baixas T
favorecem o poder de solvatagcao do FSC. Nesta regido, a medida que se afasta da
Pc este efeito fica menos evidente. Em determinados valores criticos de P e T a
solubilidade independe da T do gas. Neste caso o comportamento do gas é
delimitado pela chamada P de cruzamento (CHIMOWITZ; PENNISI, 1986). Em
situagdes nas quais a P esta acima da P de cruzamento aumentos de T aumentam a
solubilidade do soluto no FSC. Abaixo da P de cruzamento um aumento de T diminui

a solubilidade do soluto no FSC. Esse fenbmeno é denominado de comportamento
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retrogrado do FSC. O comportamento retrogrado € uma caracteristica tipica dos
processos de extrac&do supercritica e € atribuido principalmente a uma relacéo entre
os efeitos de P de vapor que aumenta com a T e o efeito da densidade do solvente
que diminui com a T, o que resulta na reducéo da solubilidade. Este comportamento
retrogrado é uma manifestacdo da predominéncia do efeito da densidade que é
muito sensivel a T nestas condigbes. Um exemplo de comportamento retrogrado
esta na Figura 4, que apresenta a solubilidade da cafeina em CO, supercritico
(SALDANA et al., 1999). Observa-se na Figura 4 que abaixo da P de cruzamento
(19 MPa), aumentos de T diminuem a solubilidade da cafeina (devido a diminuigéo
da densidade), enquanto que acima dessa P, T mais altas solubilizam maior

quantidade de cafeina.
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Figura 4: Solubilidade da cafeina pura no CO, supercritico (SALDANA et al., 1999)

2.6. Aplicagées Farmacéuticas dos Fluidos Supercriticos

O interesse pelos sistemas envolvendo FSC na area farmacéutica cresceu
muito nos ultimos anos impulsionado pelas suas aplicagcbes na geracéo de produtos
para uso alimenticio, cosmético, terapéutico e analitico. Sem duvida nenhuma, a

area de maior crescimento em aplicagbes dos FSC foi a industria farmacéutica.
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Como exemplo podemos citar a andlise de antibidticos, antifungicos,
benzodiazepinicos, sulfonamidas, tocoferdis e esterdides (CARRILHO et al., 2006).

O uso do FSC na area farmacéutica para melhorar a solubilidade de farmacos
lipofilicos pode favorecer a comercializagdo de varios produtos farmacéuticos,
alguns deles ja no mercado, como por exemplo, Rapamune® (solugao oral para
profilaxia de rejeicdo em pacientes transplantados renais), Emend® (prevencéao de
nauseas e vomitos), Elyzol® (antibiético) e Carbatrol® (anticonvulsivante). De fato, as
aplicacdes farmacéuticas da tecnologia dos FSC tém sido extensamente publicadas
em excelentes artigos e revisdes da literatura (PERRUT, 2000; CARRILHO et al.,
2006; YASUJI et al., 2008). Uma vez que a tecnologia dos FSC pode ser usada na
producéo de particulas com adequados tamanhos e didmetro, é facil compreender
que sua aplicagdo em processos farmacéuticos é vantajosa. Por esta razdo a
aplicacdo comercial vem gradualmente crescendo, sendo usada também na
fabricacdo de pds para liberacdo pulmonar. Além disso, vacinas, proteinas,
peptideos e DNA também s&o fabricados com o emprego desta tecnologia
(BOUNACEUER et al. 2007; YASUJI et al., 2008). Duas das maiores vantagens dos
FSC sao que eles requerem pouco ou nenhum solvente organico e pouco ou
nenhum aquecimento na produc¢édo das particulas.

Muitas técnicas tradicionais sao usadas na literatura para a preparagao de DS
de farmacos, mas sempre apresentam limitacbes de seu uso. O processo do FSC
tem sido considerado excelente. A técnica de formacéo de particulas empregando
FSC envolveu diferentes técnicas nos ultimos 20 anos. Uma ampla variedade de
materiais organicos e inorganicos tém sido obtidos na formacao de particulas na
qual se utiliza a técnica do FSC como solvente ou antissolvente. As versateis
condicbes de operagcdo que sao possiveis neste processo permitem flexibilidade no
controle do tamanho das particulas a serem obtidas, que de fato tem aberto novos
horizontes para a tecnologia do FSC na area de particulas por estender a operagéo
a nanotecnologia. Dentre as vantagens da técnica cita-se a estabilidade que as
particulas resultantes apresentam frente as variaveis do processo (YASUJI et al.,
2008).
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2.7. Técnicas utilizadas no Processamento de Materiais Farmacéuticos e
Biologicos com Fluidos Supercriticos

Na ultima década o processo utilizando FSC mostrou grande evolugédo em
muitos dos desafios enfrentados pela industria na formagdo de particulas. As

técnicas que tém sido utilizadas nas aplica¢des farmacéuticas sao:

1) Rapid Expansion of Supercritical Solutions (RESS): Expansao Rapida de
Solugédo Supercritica ou Precipitacdo de Solugdes Supercriticas: o processo € uma
técnica simples e eficiente, em que um FSC, como o CO,, com ou sem um
cossolvente, passa pela matéria-prima formando uma solugdo supercritica. Esta
solugdo agora contendo o soluto é entdo submetida a despressurizagdo por
expansao através de um fino bocal coaxial. A capacidade solvente do FSC é entao
reduzida, causando supersaturagdo e resultando na formacdo de particulas muito
finas ou nucleagcéo do produto. Para processos farmacéuticos o RESS tem ampla
aplicacdo para compostos de baixa polaridade (solubilidade razoavel em CO,
supercritico) (JUNG; PERRUT, 2001).

A utilizagdo do processo RESS permite a micronizagdo de solutos com a
formacao de particulas pequenas e uniformes (nanoparticulas), desde que o soluto
seja soluvel no FSC. A distribuicdo do tamanho das particulas formadas durante a
expansao depende das condi¢cdes de operagdo, assim como da geometria do bocal
de expanséo (ejetor). Esse processo, uma nova tecnologia frente as convencionais,
ndo utiliza solventes organicos, é de facil medicdo e, devido as caracteristicas do
FSC, produz particulas com diametros uniformes. Conforme esquema apresentado
na Figura 5 o RESS consiste na saturagdo do FSC com o(s) substrato(s), com a
despressurizagao desta solucao diretamente no bocal aquecido em uma camara sob
baixa P, com o objetivo de promover a rapida nucleag¢do do substrato na forma de

pequenas particulas.
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UNIDADE DE PRECIPITACAO

bomba UNIDADE DE EXTRACAO

1

i camara de

farmaco . expansdo

A

CO;

Figura 5: Esquema de funcionamento RESS (adaptado de JUNG; PERRUT, 2001)

2) Supercritical Anti-Solvent and Related Process (GAS/ SAS, ASES,
SEDS): Antissolvente Supercritico e Processos Relacionados: nestes
processos o FSC é usado como um antissolvente que causa a precipitacao do(s)
substrato(s) inicialmente dissolvido em um solvente liquido (JUNG; PERRUT, 2001).

O soluto é recristalizado da solugéo por um dos trés métodos:

a) no primeiro método (GAS (gas anti-solvent)/ SAS (supercritical anti-solvent)) uma
parte da solugédo é expandida e misturada com um gas denso em um recipiente
(Figura 6). Devido a dissolugao do gas comprimido, o solvente expandido tem menor
forca solvente que o solvente puro. A mistura entdo comega a supersaturar e o
soluto precipita em microparticulas. Este tem sido chamado de Gas Antissolvente
(GAS) ou Recristalizagéo Antissolvente Supercritico (SAS). Como aparece na Figura
6, o precipitador & parcialmente preenchido com a solugéo da substancia ativa. O
CO, é entdo bombeado sob alta P e introduzido no recipiente, preferencialmente no
fundo para alcangcar uma melhor mistura do solvente e do antissolvente. Depois de
algum tempo, a solugdo expandida & escoada sob condigbes isobaricas para

dessolvatar as particulas precipitadas.
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precipitador
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Figura 6: Esquema de funcionamento GAS/ SAS (adaptado de JUNG; PERRUT, 2001)

b) No segundo método (ASES= aerosol solvent extraction system) o(s) substrato(s)
em solucao sao pulverizados no FSC (geralmente o COy), por periodo de tempo pré-
determinado. Este é entdo seguido pela passagem de CO; supercritico para extrair e
remover o solvente e secar o produto precipitado (Figura 7). O foco da aplicagao
desta técnica esta na redugéo do tamanho de particulas (JUNG; PERRUT, 2001).

A dissolucéo do fluido nas gotas é acompanhada por uma grande expanséo
de volume, e consequentemente, reducdo do poder solvente do liquido, causando
alta elevacdo na supersaturagdo dentro da mistura de liquido, e a consequente
formagao de particulas pequenas e uniformes. O FSC é bombeado para a superficie
do recipiente por aumento da P na bomba. Assim o sistema alcanga o estado de
equilibrio (T e P), e a solugdo da substancia ativa € introduzida sob alta P por um
bocal. Para produzir pequenas goticulas no bocal, a solugéo liquida € bombeada
com aproximadamente 20 bars. Particulas sdo coletadas em um filtro na parte
inferior do recipiente. A mistura (FSC - solvente) retira o solvente e flui para um
tanque de despressurizagdo em que as condi¢gbes (T e P) permitem a separacéo

gas-liquido. Ap6s a coleta de uma quantidade suficiente de particulas, o
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bombeamento liquido da solucéo é suspenso e o FSC puro continua a correr através
do sistema para remover o solvente residual das particulas. Este processo
pulverizador tem sido chamado processo de sistema de extragdo de solvente por
aerosol (ASES).

QE

bomba f bomba
. i
fArmaco bocal b
+ i .

e camara de alta

solvente ity N
o pressdo
il

CO,

camara de baixa
pressdo

Figura 7: Esquema de funcionamento ASES (adaptado de JUNG; PERRUT, 2001)

c) O terceiro método, conhecido como Disperséo da Solu¢cao Expandida pelo Fluido
Supercritico (SEDS= solution enhanced dispersion by supercritical fluids) foi
baseado no conceito de simultaneidade, ou seja, uso de um FSC como agente
dispersante, por meio de bocal coaxial, e seu uso simultdneo como antissolvente e
veiculo para extrair o solvente da solugédo do farmaco. A técnica tem sido usada para
processar compostos soluveis em agua, inclusive biologicos, por introdugdo de um
antissolvente organico junto com o FSC e a solu¢ao do farmaco. Certamente o FSC
€ usado por suas propriedades quimicas e por seu efeito mecanico de “melhor

pulverizagdo”. um bocal com duas passagens coaxiais permite introduzir o FSC e a
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solucdo de substancias ativas no recipiente para formacdo da particula, sob
condi¢des de P e T controladas (Figura 8). Além disso, as condigbes sao elevadas

de modo que o FSC possa extrair o solvente da solugdo ao mesmo tempo em que a
disperse.

solu¢do do farmaco

bocal
resfriamento /'
_.;
CO, — )
\\\jj aquecimento ‘.J
i
bomba L camara de formagao
o das particulas
D
solvente

Figura 8: Esquema de funcionamento SEDS (adaptado de JUNG; PERRUT, 2001).

Estes trés ultimos processos podem conduzir a formagdo de micro e
nanoparticulas e sdo adequados para processar solidos dificeis de dissolver em

FSC, ou sao sensiveis a altas T, tais como peptideos ou proteinas. Além disso, a

Andréa Cristina de Lima



Fundamentacdo Teorica 32

adicdo de um carreador (frequentemente um polimero) a solugcao ativa pode
conduzir a formagao de micro e nanoesferas ativas carreadas por esse polimero, tais

como as DS.

3) Particles from Gas-Satured Solutions/ Suspensions (PGSS): Precipitacao de
Particulas de Solucao de Gas Saturado ou Precipitacao de Solugdo de Gas
Saturado: esta técnica envolve o conceito de fusdao do material a ser processado, e
que entdo se dissolve num FSC sob P. A solugdo saturada é entdo expandida
através de um bocal onde o FSC, que é mais volatil, escapa formando particulas
finas e secas. Neste caso, o processo para uso farmacéutico € limitado devido as
altas T necessarias para manter o material fundido.

Como a solubilidade dos gases comprimidos em liquidos e sélidos tais como
polimeros € frequentemente alta, e muito mais alta que a solubilidade de tais
liquidos e sélidos na fase comprimida, o processo consiste em solubilizagcado do CO,
supercritico em substancias fundidas ou suspensas, que é expandida por um bocal

com a formacgao de particulas sélidas (Figura 9).

produto

!

:"-'."'-'.'r-.}:'.-_a.--L

it

DD saturagdo expansao

Figura 9: Esquema de funcionamento PGSS (adaptado de JUNG; PERRUT, 2001).

Os FSC exibem propriedades originais e particulares, que permitem o controle
de parametros do ambiente da reacdo tais como a densidade e a viscosidade,

difusividade ou tensdo de superficie através do controle da P e da T. Estas
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propriedades especificas sdo exploradas, entdo, para a aplicagdo do processo em
materiais utilizados na preparagédo de DS. A possibilidade de controlar propriedades
de transferéncia de massa de um FSC é particularmente util para o crescimento
(nucleacao) dos cristais ou das particulas. O controle do tamanho de particulas em
FSC foi em meados do século XXI, onde a nanotecnologia e nanociéncia
representou uma area com grande potencial para o futuro (YASUJI et al., 2008).

O desenvolvimento e fabricagdo de sistemas particulados farmacéuticos estao
ainda, na sua maior parte, como um grande desafio na ciéncia. Entretanto, um
cuidadoso estudo e manipulagédo de sistemas particulados incluindo nanoparticulas
esta sendo possibilitado pela aplicacdo da tecnologia dos FSC.

LIMA (2006) obteve melhora significativa da solubilidade do PZQ usado como
modelo nos experimentos, quando DS deste farmaco foram preparadas pela técnica
de evaporagao do solvente. Ainda, recente em nosso grupo de pesquisa foi
verificado que a solubilidade do PZQ em sistemas aquosos aumentou
significativamente na presenca de lipossomas de fosfatidilcolina de soja sem alterar
sua efetividade quando testado em cultura de S. mansoni. O PZQ encapsulado em
lipossomas multilamelares de lecitina de soja foi mais efetivo que o PZQ, sugerindo
que o farmaco encapsulado estaria mais disponivel para ser absorvido (MOURAO,
2001; CINTO, 2005; SOUZA, 2008). Assim, procedimentos farmacotécnicos que
melhorem a taxa de dissolugdo de farmacos pouco solluveis em agua tém papel
importante na dissolucdo e conseqlente absorcdo e eficacia terapéutica de
farmacos, sendo, portanto de grande importancia na area farmacéutica.

Neste trabalho, mais que melhorar a biodisponibilidade do PZQ e aumentar
sua eficacia no combate da esquistossomose, nosso intuito € contribuir para o
avango do uso da tecnologia dos FSC em processos farmacéuticos e demonstrar a
importancia das DS no melhoramento de medicamentos a partir de farmacos ja

conhecidos.
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3. Objetivos

Geral

Otimizar a solubilidade do PZQ

Aplicacéo da tecnologia de FSC na preparagao de DS de PZQ;

Avaliacao e desenvolvimento de DS de PZQ utilizando a tecnologia do FSC.

Avaliar os parametros relacionados aos processos de obtencao das DS pela

técnica do FSC.

Especificos
Preparar DS de PZQ pela tecnologia do FSC, utilizando CO, como fluido;

Caracterizacao fisico - quimica das particulas geradas no processo de obtencéo
das DS.
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4. Material e Métodos

4.1. Material

4.1.1. Matéria-Prima

v' Acetonitrila Grau HPLC (J. T. Baker®)

v Acido Cloridrico 0,1 N (Chemco®)

v Etanol Absoluto (Synth®)

v Gas Carbodnico (White Martins®) 98,9% grau de pureza
v Polivinilpirrolidona K 30 (Henrifarma®)

v’ Praziquantel Padrao (Sigma®)

v’ Praziquantel (Gerbras®) lote 11001/ 2005
v TC 199: NaCl, KCI, CaCl,, NayPQy, glicose

4.1.2. Equipamentos

v’ Agitador Magnético (Nova Etica® modelo 114)

v' Agitador Orbital (Kline® modelo 255)

v’ Balanga Analitica (Marte® modelo AL 500)

v Bomba de Vacuo (Tecnal® TE-058)

v’ Calorimetro Exploratério Diferencial Shimadzu® DSC-50 (Instituto de Quimica)

v’ Difratdmetro de Raios X (Siemens®) (Instituto de Quimica)

v’ Dissolutor (Nova Etica® modelo 299) (Facis Unimep)

v Equipamento Fluido Supercritico (Autic®) (Facis Unimep)

v Equipamento para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) Varian -
modelo ProStar (FCFAr Unesp)

v Espectrofotdémetro (Shimadzu® UV 1601 PC) (Facis Unimep)

v Evaporador Rotativo (Tecnal® TE-210)

v’ Infravermelho com transformada de Fourier (Shimadzu® modelo 8300) (Instituto
de Quimica)

v Microscépio Jeol JSSM — T 330 A Scanning Microscope (Instituto de Quimica)

4.2. METODOS

4.21. Preparagao das Dispersoes Soédlidas de Praziquantel com
Polivinilpirrolidona pela Técnica do Fluido Supercritico

Para obtencdo das DS de PZQ em PVP varias combinagbes
pressao/temperatura foram testadas até que um ponto 6timo para a precipitacao das
particulas fosse obtido. O aparelho (Figura 10) era primeiramente ligado até que a

camara de refrigeracéo (f) chegasse a -5 °C. Apds este tempo, as valvulas de
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controle de vazdo do FSC (d) eram reguladas até que as condigbes criticas do

CO, fossem alcangadas (60-140 bars e 37-80 °C). O PZQ e a PVP K30 eram
dissolvidos separadamente em etanol, e imediatamente misturados. Uma camara de
precipitacdo com capacidade nominal para 500 mL era carregada com a solugéo
PZQ - PVP (1:1, 1:2 e 1:3). Esta solu¢ao, PZQ - PVP, era bombeada para o interior
da cémara de precipitagdo, mantendo-se as condigbes supercriticas,
concomitantemente, com o CO,, com fluxo de 1 mL/min. O estado supercritico era
mantido pelo aquecimento do sistema e bombeamento continuo de CO, pelas
bombas de pistdo (e). Quando a fase liquida do gas expandia (despressurizagéo), as

particulas sélidas formadas eram coletadas na camara de precipitacéo (a).

Figura 10: Equipamento utilizado para obtencéo das particulas

) cémara de precipitacao
) mandémetros
c) medidor de fluxo de CO,
) valvulas para controle da vazao do FSC
) bombas de pistao

f) cémara de refrigeracéo
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4.2.2. Preparagao da Mistura Fisica do Praziquantel com Polivinilpirrolidona
As MF foram preparadas pela homogeneizagdo de PZQ com PVP em
diferentes proporcdes (1:1, 1:2 e 1:3). Quantidades apropriadas de PZQ ou PVP

foram pesadas e misturadas em gral com auxilio de pistilo por 10 minutos.

4.2.3. Avaliacao da Solubilidade do Praziquantel, nas Misturas Fisicas e nas
Dispersoes Solidas

O PZQ, as MF e as DS de PZQ com PVP K30 foram pesados em balanca
analitica e misturadas com 10,0 mL de agua de forma que a concentragéo final de
PZQ fosse 2,0 mg/mL. Todas as amostras ficaram sob agitacdo constante por 24
horas a temperatura ambiente. Apds este periodo as amostras foram filtradas por
papel de filtro (0,45 mm) e a concentracdo de PZQ dissolvido determinada por
espectrometria UV em 263 nm (Espectrofotometro (Shimadzu® UV 1601 PC).

4.2.4. Analise Microscopica Eletronica de Varredura do Praziquantel, nas
Misturas Fisicas e nas Dispersoes Sdlidas

A analise microscopica das amostras de PZQ nas MF e nas DS se deu por
meio de microscopio eletrénico Jeol JSM — T 330 A. As amostras foram cobertas
com ouro, sob vacuo, em equipamento BAL-TEC SCD 050, por aproximadamente
200 s. As fotomicrografias foram obtidas a 26 °C, durante 100 s. As imagens foram

capturadas com aumento de 1000 vezes.

4.2.5. Determinagao Espectroscopica por Infravermelho com Transformada de
Fourier

O espectro de absorg¢éo no infravermelho foi obtido por meio de transformador
de Fourier (Shimadzu Hyper IR 151) usando o método dos discos de brometo de
potassio. As amostras de PZQ, MF e DS (30 mg) foram misturados com 375 mg de
brometo de potassio. A mistura foi comprimida por prensa hidraulica (8 kgF) por 2
minutos para que discos com 10 mm de didmetro fossem obtidos. Os espectros

foram obtidos na faixa de 500 a 4000 cm™.
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4.2.6. Estudos de Difragao por Raios X
Os estudos de DRX do PZQ, nas MF e nas DS foram realizados utilizando-se
difrator de raios X, Siemens, com niquel purificado e radiacdo de cobre. Todas as

analises foram realizadas com a difragcdo em angulo de 26, variando de 5 a 70°.

4.2.7. Estudos Térmicos

A analise térmica do PZQ, nas MF e nas DS se deu por meio de Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC), Termogravimetria (TG) e Analise Térmica Diferencial
(DTA). As DSC foram obtidas na faixa de 0 a 300 °C, sob atmosfera de nitrogénio,
com razédo de aquecimento de 10 °C/ min e fluxo de 50 mL/min. Todas as analises
foram feitas utilizando cadinhos de aluminio contendo aproximadamente 1 mg de
amostra. O DSC do PZQ nas DS e nas MF foram comparadas com a DSC do PZQ.
O TG e o DTA foram obtidas na faixa de 25-600 °C, sob atmosfera de nitrogénio
(fluxo de 50 mL/min) e raz&do de aquecimento de 10 °C/min. Os ensaios foram

conduzidos utilizando cadinho de 6xido de aluminio.

4.2.8. Avaliagao da Taxa de Dissolug¢ao do Praziquantel, nas Misturas Fisicas e
nas Dispersoées Solidas

O teste de dissolugao foi conduzido segundo metodologia descrita na USP 26.
A avaliagdo da taxa de dissolugcao do PZQ, na MF e na DS foi avaliada usando
aparelho 2 de dissolugéo. O meio de dissolugéo (HCI 0,1 N com 2,0 mg lauril sulfato
de sbdio/ mL; 900 mL) mantido sob agitacao constante de 50 rpm e temperatura de
37° C. As aliquotas de 5,0 mL foram coletadas nos tempos 5, 10, 15, 20, 40 e 60
minutos. O volume do meio foi mantido constante pela reposi¢céo simultanea de 5,0
mL de HCI 0,1 N a 37 °C. As amostras foram filtradas por meio de papel de filtro e a
concentracado de farmaco dissolvido analisado em comprimento de onda de 263 nm.

Os resultados apresentados s&o a média de 6 determinacdes.

4.2.9. Avaliagao da Absorc¢ao Intestinal de Praziquantel pelo Método do Saco
Intestinal Invertido

Ratos machos adultos (210-250 g), mantidos em jejum por 8h, foram
anestesiados com éter e o intestino delgado imediatamente dissecado, lavado com
solugdo TC 199 a 10°C e colocado em meio de cultura para tecido (TC 199) na
mesma temperatura e oxigenado (0,:CO; — 95:5). O intestino foi entdo gentiimente

invertido com auxilio de uma haste flexivel com sua extremidade protegida com um
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fino tecido de seda (mini brush), uma das extremidades foi fechada utilizando fio

de sutura e o segmento intestinal preenchido com TC 199. A outra extremidade do
segmento intestinal foi entdo fechada com auxilio de fios de sutura, de forma que o
comprimento do segmento intestinal fosse de 6 cm. Ao meio de incubacgéo foi
adicionado PZQ, MF ou DS (1:1; 1:2; 1:3) de PZQ. A incubacéo foi realizada a 37°C,
sob agitacdo suave do sistema previamente oxigenado. Apos o periodo de 60 min
de incubagéo, as amostras presentes no interior do saco intestinal foram filtradas e
analisadas por CLAE. Este experimento teve aprovacdo do Comité de Etica na

FCFar/ Unesp, sob o parecer numero 26/ 2009.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Preparagcao das Dispersées Sodlidas de Praziquantel com
Polivinilpirrolidona pela Técnica do Fluido Supercritico

A Tabela 2 apresenta algumas das combinac¢des pressao/temperatura
testadas até que conseguissemos um ponto 6timo para a precipitagdo das
particulas. Os valores em negrito sdo as condi¢des mais favoraveis para a obtengao
das DS.

Tabela 2: Temperaturas e pressoes criticas utilizadas para uma massa total de CO, de 3500

g e fluxo de 1 mL/min

Temperatura (°C) Pressao (bars) Dispersao Solida
37,0 70,0 -
37,0 75,0 _
37,0 85,0 -
39,0 80,0 -
39,0 70,0 -
40,0 94,0 -
40,0 100,0 -
40,0 110,0 -
60,0 70,0 +
60,0 80,0 +++
60,0 100,0 ++

O sinal + representa a obtencéo de particulas.

A Figura 11 mostra a camara de precipitacdo do equipamento de FSC, antes
(a) e depois (b) da precipitagdo das particulas. Detalhe do bico atomizador pode ser

observado na figura b.
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b

Figura 11: Camara de precipitagao do equipamento de fluido supercritico antes (a) e ap6s

(b) o processamento da amostra.

Andréa Cristina de Lima



Resultados e Discussdo 42

Ensaios preliminares em condigbes variadas de temperatura, presséo,
velocidades de fluxo de solugdo e massa acumulada de CO; foram realizadas com a
finalidade de otimizar os recursos do equipamento. As Figuras 12-14 apresentam os
resultados dos ensaios exploratérios realizados para obtencdo das DS usando as
solugdes etandlicas de PZQ: PVP K30 (1:1; 1:2 e 1:3), a melhor condi¢ao
operacional ensaiada para cada DS esta apresentada na Tabela 3. A temperatura de
60°C foi previamente estipulada como maxima em func¢ao do ponto de fusdo da PVP
K30. Temperaturas superiores a esta poderiam levar a fusdo da PVP K30 e
modificar a técnica, de preparagdo por evaporacao do solvente para “hot melt”.
Temperaturas superiores a 100 °C foram descartadas durante o periodo de

padronizagcao em fungao do baixo rendimento apresentado.

Tabela 3: Condigbes operacionais mais adequadas para obtengédo das dispersdes sélidas

por fluido supercritico

Dispersbes solidas
1:1 1:2 1:3
Massa acumulada de CO, (mg) 1500,0 2500,0 3500,0
Temperatura (°C) 60,0£5,0 60,0+5,0 60,015,0
Presséo (bars) 80,0 80,0 80,0
Fluxo de solugdo (mL/min) 1,0 1,0 1,0
Massa acumulada de DS (g) 15,0 15,0 17,0
Densidade CO, (g/cm3) 7,06 7,06 7,06
16
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Figura 12: Curvas de obtencao de disperséo sélida 1:1 a 60,0+5,0
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Figura 14: Curvas de obtencao de dispersao solida 1:3 a 60,0+5,0°C

A analise comparativa das curvas de obtencdo das DS indica um
comportamento diferenciado entre as pressées de 70, 80 e 100 bars. Nestas
pressdes as densidades do CO,, na temperatura de 60°C, sdao respectivamente
6,184, 7,066 e 8,83 g/cm®. A pressdo de 70 bars foi utilizada por ser a minima
necessaria para obtencdo das condigdes criticas. E, 100 bars foi utilizado como
pressdo maxima neste estudo, porque as curvas de extragdo do solvente indicaram
maior capacidade de extracdo a 80 bars quando a temperatura é de 60°C. Nestas

condicdes o aumento da viscosidade do FSC (100 bars; 60 °C e 8,83 g/cm?) néo
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aumentou o rendimento do processo. Possivelmente, uma parte significativa da

DS ou dos seus componentes isolados eram extraidos juntamente com o solvente.
Embora mais estudos precisem ser realizados, estes resultados indicam que a
presséo de cruzamento esta numa faixa ligeiramente maior ou menor que 80 bars.
Esta hipétese poderia ou ndo ser aceita se uma nova estacao de precipitacado fosse
acoplada ao equipamento existente. A maior quantidade de CO, necessaria para
obtencéo das DS 1:3 (Figura 14) pode ser devido a maior viscosidade, decorrente da
concentracédo da PVP K30 no meio, o que diminuiu a forga de arraste. Outros
parametros devem ser avaliados, contudo haverad necessidade de substituir as
bombas de alimentacdo atuais do sistema e adaptar o equipamento existente de
novos acessorios entre eles: visor na camara de precipitacdo, dupla estagcdo de
precipitacdo, bombas injetoras de gas e solugbes mais potentes e um dispositivo
gerador de ciclone para retirar o pd da cadmara de precipitacdo sem a necessidade

de despressurizar 0 equipamento a cada ciclo.

5.2. Preparacgao da Mistura Fisica do Praziquantel com Polivinilpirrolidona

As MF de PZQ com a PVP K30 foram realizadas para avaliar o efeito da
presenca do carreador nas caracteristicas fisicas e quimicas do PZQ. Essas
preparagdes foram submetidas aos testes de solubilidade e caracterizagéo fisico-

quimica e comparadas com PZQ e com as DS nas mesmas concentracoes.

5.3. Avaliagcao da Solubilidade do Praziquantel, nas Misturas Fisicas e nas
Dispersoes Sodlidas

Os resultados do teste de solubilidade (Figura 15) mostraram que houve
aumento na solubilidade do PZQ quando o mesmo foi disperso em PVP, tanto nas
MF 1:1 e 1:2 como nas DS 1:1; 1:2; e 1:3. Nas MF 1:1 e 1:2 a solubilidade do PZQ
aumenta, muito provavelmente, devido ao aumento da molhabilidade decorrente da
solubilidade da PVP em agua e do aumento da dispersibilidade do PZQ por reducéo
das forcas de coesédo (PATE; PATEL, 2007). Lima (2006) obteve resultados

semelhantes preparando DS de PZQ: PVP K30 por evaporagao do solvente.
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Figura 15: Efeito da concentracdo da PVP K30 na solubilidade do PZQ em agua, a

temperatura ambiente ap6s agitacado constante durante 24 horas.

5.4. Anadlise Microscopica Eletronica de Varredura do Praziquantel, nas
Misturas Fisicas e nas Dispersoes Sdlidas

A microscopia eletrbnica de varredura é a técnica mais utilizada para
obtencado de imagens ampliadas para observacéo das caracteristicas de superficie e
tamanho das particulas. Esta técnica fornece imagens aumentadas para observacéo
das caracteristicas morfolégicas de materiais. Os resultados, quando
correlacionados a outras informagbes, relacionadas as propriedades fisico -
quimicas e caracterizacdo de farmacos podem confirmar hipoteses sobre o
comportamento dos materiais obtidos (QUAGLIA et al., 2003).

As Figuras 16-23 apresentam fotomicrografias obtidas por microscopia
eletrénica de varredura do PZQ, nas MF e nas DS. Sao evidentes as diferengas
entre os compostos puros, as MF e as DS. O PZQ é caracterizado pela forma
cristalina e se apresenta agrupado na forma de bastonete (Figura 16). A PVP K30 é
caracterizada por particulas esféricas de natureza amorfa (Figura 17). Nas MF 1:1 e
1:2 (Figuras 18 e 20) a presenca da PVP nao pode ser facilmente observada. Este
fato pode estar relacionado a uma segregacao dos componentes em fungdo do
volume e do formato das particulas, da diferenca de densidade aparente dos pés ou
da proporgéo de PZQ e PVP K30.

Nas Figuras 19, 21 e 23 sado evidentes as modificagcbes na propriedade
material que ocorre nas estruturas fisicas do PZQ e da PVP, resultado do processo

tecnoldgico empregado para obtencdo das DS. A formacgédo de clusters sélidos
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aumenta com a reducgédo da taxa PZQ/PVP K30. Na DS 1:3 (Figura 23) a estrutura
aparentemente menos rigida das particulas formadas sugerem uma redugéo da

cristalinidade do PZQ. HOU et al. (2009) relaciona esta estrutura a um aumento da
porosidade do farmaco.

Figura 16: Fotomicrografia do praziquantel obtida por microscopia eletrénica de varredura
em aumento de 1000 vezes

Figura 17: Fotomicrografia da polivinilpirrolidona K30 obtida por microscopia eletrénica de
varredura em aumento de 1000 vezes
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Figura 18: Fotomicrografia da mistura fisica (1: 1) obtida por microscopia eletrénica de

varredura em aumento de 1000 vezes

Figura 19: Fotomicrografia da disperséo sélida (1:1) obtida por microscopia eletronica de

varredura em aumento de 1000 vezes
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Figura 20: Fotomicrografia da mistura fisica (1:2) obtida por microscopia eletrbnica de

varredura em aumento de 1000 vezes

Figura 21: Fotomicrografia da dispersdo solida (1:2) obtida por microscopia eletronica de

varredura em aumento de 1000 vezes
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Figura 22: Fotomicrografia da mistura fisica (1:3) obtida por microscopia eletrbnica de

varredura em aumento de 1000 vezes

Figura 23: Fotomicrografia da dispersao sélida (1:3) obtida por microscopia eletrénica de

varredura em aumento de 1000 vezes
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Na Figura 22 pode ser observado uma aderéncia dos cristais de PZQ na
superficie das particulas da PVP K 30, este fato pode ter reduzido a area de contato
do PZQ com o solvente, retardando a difusdo das moléculas no meio de dissolugéo,
principio basico para que a solubilidade ocorra. A solubilidade das DS aumentou
com a diminui¢cao da taxa de PZQ/ PVP K30. As Figuras 19, 21 e 23 mostram maior
interacéo fisica entre o PZQ e a PVP K30 fato que ndo é observado com a mesma
intensidade nas MF 1:1 e 1:2 (Figuras 18 e 20). Este resultado evidencia a influéncia

do processo tecnoldgico empregado na obteng¢ao das DS.

5.5. Determinacao Espectroscopica por Infravermelho com Transformada de
Fourier

A espectroscopia de vibragao no IV é utilizada para identificagcdo de grupos
funcionais de moléculas orgéanicas. Quando a radiagéo infravermelha, em frequéncia
adequada, € absorvida por uma molécula converte-se em energia de vibracao
molecular, gerada por grupos funcionais. Esta energia pode ser registrada na forma
de bandas de vibragado/rotacdo originando um espectro de absorcdo no IV.
Analisando o resultado da espectroscopia de absorgdo no IV é possivel avaliar a
existéncia de interagdes quimicas entre dois ou mais compostos. Algumas vezes as
interagdes sdo de natureza fraca e mostram-se in6cuas, ndo ocasionando nenhum
tipo de instabilidade ou de interferéncia na biodisponibilidade do farmaco. Em outros
casos, as interagdes entre os compostos podem ocasionar alteragbes significativas
restringindo o uso concomitante destas substancias. Contudo, a escolha cuidadosa
dos componentes de uma formulagdo pode gerar interacdes vantajosas e agregar
valores ao novo produto, como por exemplo, 0 aumento da estabilidade, aumento da
solubilidade e da velocidade de liberacdo, e melhores resultados quanto a
biodisponibilidade (SETHIA; SQUILANTE, 2004).

Os espectros de IV do PZQ, da PVP K30 e das MF foram obtidos com
amostras sem qualquer tipo de tratamento prévio. Os espectros destas amostras
foram comparados com os resultados obtidos com as DS. Os espectros foram
analisados na regido de 500 a 4000 cm™". As Figuras 24 - 31 mostram os espectros
de absorcéao no IV do PZQ, da PVP K30, MF e DS. A Figura 24 mostra o espectro de
vibragdo do PZQ, no qual podem ser observadas as bandas caracteristicas relativas
aos grupos funcionais CH da estrutura ciclica (2929 e 2852 cm™), as quais s&o
bandas referentes as vibracbes de deformacdo axial assimétrica e simétrica,

respectivamente de forte e média intensidades. As bandas referentes as duas
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amidas aparecem acopladas em 1650 cm™ (amida hexociclica) e 1629 cm™. Em
1496 cm™ e 1445 cm™ ocorrem deformagdes axiais C-C do anel aromatico. Estas
deformagbes estdo acopladas a deformacgdo angular simétrica do plano C-H de
estrutura ciclica (1420 cm™). Em 1350 e 1000 cm™ ocorrem bandas referentes a
deformacéo axial da ligagcao C-N, angular simétrica e assimétrica fora do plano de C-
H e angular no plano aromatico. Entre 3100 e 3000 cm™ ocorre deformagéao axial de
C-H do anel aromatico e na regido de menor freqiiéncia ocorre uma banda em 764
cm™ referente & deformacgdo angular fora do plano de C-H. Este aspecto é
importante para caracterizar o anel aromatico. A auséncia de uma banda especifica
na regido entre 3700 e 3300 cm™ e a presenca de diferencas, significativas, na
regido abaixo de 1500 cm™ confirma a forma racémica do PZQ (LIU et al., 2004;
PASSERINI et al., 2006).

Para entender melhor as possiveis interagdes entre o PZQ e a PVP K30 foi
preciso avaliar o espectro de IV do PVP K30. A Figura 25 mostra o espectro de
absorgao no IV da PVP K30. A banda em 3500 cm™ é relativa ao estiramento da
ligacdo N-H da amina secundaria presente na molécula do carreador. Aparecem
varias outras bandas de média intensidade entre 1700 e 1500 cm™ em varios graus
de sobreposi¢cdo. Em 1600 cm™ ha uma banda caracteristica tipica do estiramento
da ligacédo C=0 do grupo carboxila. Ha sobreposi¢cdo da banda deste grupamento
com bandas de estiramento da ligacdo N-H (entre 1600-1500) cm™ de forte
intensidade e a presenca de alcanos alifaticos apresenta bandas na regido
compreendida entre 3000 e 2800 cm” e entre 1400 e 1300 cm'1, devido ao
estiramento da ligacdo C-H dos carbonos sp? e sp°.

As Figuras 26-31 mostram os |V das MF e das DS. Em todos eles observam-
se bandas em 3500 cm, caracteristicos da ligacdo N-H do grupamento amina
proveniente da PVP K30, mas com intensidade reduzida, muito provavelmente,
devido sua mistura com o PZQ. As demais bandas de absorgéo caracteristicas ao
farmaco ou carreador permaneceram praticamente inalteradas. A menor intensidade
dos picos esta relacionada a taxa de carregamento do farmaco nas MF e DS. Estes
resultados evidenciam que nao houve alteragdo nos grupamentos funcionais do PZQ
ou da PVP K30, decorrente do processo tecnolégico ou de interagcdes entre estes

compostos.
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Figura 24: Espectro de absorcgao na regiao do infravermelho do praziquantel
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Figura 25: Espectro de absorgéo na regiao do infravermelho da polivinilpirrolidona K30
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As Figuras 26-31 mostram os espectros IV das MF e das DS. Através da
comparagao entre os espectros fica caracterizada a manutencdo das absorbéancias
dos principais grupos funcionais, indicagdo da preservagdo quimica do PZQ e da
PVP K30.

As alteragdes na intensidade das bandas sao devido as proporc¢des relativas
de PZQ e PVP K30 nas MF e DS. As MF apresentam pouco deslocamento,
diferentemente das DS que além de apresentarem deslocamentos apresentaram

maior intensidade quando comparadas as MF.
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Figura 26: Espectro de absorgao na regiao do infravermelho da mistura fisica 1:1
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Figura 27: Espectro de absorgdo na regiao do infravermelho da dispersé&o solida 1:1
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Figura 28: Espectro de absorgao na regido do infravermelho da mistura fisica 1:2
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Figura 29: Espectro de absorcao na regidao do infravermelho da dispersao sélida 1:2
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Figura 30: Espectro de absorgao na regiao do infravermelho da mistura fisica 1:3
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Figura 31: Espectro de absorc¢ao na regido do infravermelho da dispersao sélida 1:3

5.6. Estudos de Difragao por Raios X

Difracao de raios X € o espalhamento da radiacdo de raios X incidente sobre
um atomo. Quando este raio incide sobre uma estrutura cristalina o angulo de
espalhamento é perfeitamente definido pelo plano cristalografico. A analise do feixe
difratado fornece informacgdes sobre o arranjo, simetria, distancia interatbmica e
orientagdo dos atomos no cristal. A medida consiste na incidéncia de radiagc&o e na
varredura angular da amostra sobre o eixo do circulo difratométrico. O detector de
raios X é disposto de forma que 20 é a posigcédo angular do detector e © é o angulo
entre o feixe incidente de raios X e a superficie da amostra (SKOOG; LERY, 1992).
Neste estudo a técnica de difragdo de raios X foi aplicada para avaliar a influéncia da
PVP K30 e do FSC sobre o estado cristalino do PZQ, com objetivos de entender o
aumento da solubilidade do PZQ nas DS, e identificar a possivel presenca de
polimorfos. A principal diferenca entre os difratogramas do enantidmero de PZQ e a
forma racémica reflete-se na intensidade e na forma dos picos. A forma racémica do
PZQ apresenta picos de maior intensidade e mais agudos que o correspondente
enantibmero (-) PZQ (LIU et al., 2004; PASSERINI et al., 2006).

As Figuras 32 e 33 evidenciam, respectivamente, a natureza cristalina do
PZQ e a natureza amorfa da PVP K30. As Figuras 34-39 mostram os difratogramas

das amostras de MF e DS. Os difratogramas das MF mostram picos de reflexdo dos
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raios-X semelhantes aos apresentados pelo PZQ. Nestes difratogramas a altura

dos picos varia em fungdo da taxa de carregamento do PZQ. Os difratogramas das
DS mostram reducgéo significativa da rede cristalina do PZQ evidenciando a natureza
amorfa do PZQ nestes compostos. Resultados semelhantes foram observados por
Van Nijlen et al. (2003), Mana et al. (2006), Wu et al. (2008), que avaliaram por
difracéo de raios X, respectivamente, DS de artemisina com PVP K30, cetoprofeno
com PVP K30 e diéxido de titdnio. Os resultados obtidos com esta analise
concorrem para explicar o aumento da solubilidade do PZQ nas DS (Figura 15), uma
vez que a forma amorfa é, invariavelmente, mais soluvel que a forma cristalina do

mesmo composto.
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Figura 32: Difratograma de raios X do praziquantel
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Figura 33: Difratograma de raios X da polivinilpirrolidona K30
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Figura 34: Difratograma de raios X da mistura fisica 1:1
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Figura 35: Difratograma de raios X da dispersao soélida 1:1
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Figura 36: Difratograma de raios X da mistura fisica 1:2
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Figura 39: Difratograma de raios X da dispersé&o sélida 1:3

5.7. Estudos Térmicos
5.7.1. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As analises térmicas englobam um grupo de técnicas nas quais uma
propriedade especifica da substancia analisada é monitorada em funcdo da
temperatura ou do tempo de aquecimento. As substancias quimicas podem sofrer
mudangas em seu estado, o que pode alterar drasticamente suas propriedades
fisicas. As principais variagbes podem ser consequéncia da temperatura ou fatores
externos tais como mudanga nos parametros basicos utilizados na analise em
consideragao. As temperaturas de transicao de fase mais importantes no estudo do
comportamento de materiais poliméricos sdo a temperatura de transigdo vitrea e a
temperatura de decomposicgéo.

A DSC é uma técnica térmica na qual as diferengcas no fluxo de calor da
substancia e da referéncia sdo medidas como uma fungéo da temperatura, enquanto
ambas estdo submetidas a um programa de temperatura controlada. A DSC tem
sido empregada principalmente para avaliar a ocorréncia de polimorfismo,
comportamento de fusdo, grau de pureza, presenga de hidratos, degradacgao,
incompatibilidades, interacbes e sistemas vitreos (WENDLANT, 1985). Na curva de

DSC (Figura 40) o PZQ apresentou pico endotérmico agudo a 139°C, temperatura

Andréa Cristina de Lima



Resultados e Discussdo 62

que corresponde ao ponto de fusdo da mistura racémica que esta entre 136-

140°C, enquanto o ponto de fusdo do enantibmero (-)-PZQ é 110,6 °C (LIU et al.,
2004). O pico endotérmico do (£) PZQ apresentou entalpia de fusdo de "~ 96,4 J/g,
valor semelhante ao obtido por Liu et al. (2004) e Torre et al. (1999). A PVP K30
(Figura 41) apresentou dois picos endotérmicos, um em 60 °C, temperatura inicial de
carbonizagdo deste composto (KIBBE, 2002), e outro em aproximadamente 100°C
referente a perda de agua. A entalpia de fusao encontrada foi de 110,8 °C, resultado
semelhante ao obtidos por Thybo et al. (2008). Os pontos de fusdo do PZQ nas
amostras de MF e DS (Figuras 42-47) ndo apresentaram deslocamento significativo
em relacao ao ponto de fusédo do PZQ puro. Este resultado confirma que apenas a
forma racémica do PZQ estava presente, reforcando a andlise feita a partir dos

estudos de difragéo de raios X.
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Figura 40: Termograma (DSC) do praziquantel
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Figura 41: Termograma (DSC) da polivinilpirrolidona
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Figura 42: Termograma (DSC) da mistura fisica 1:1
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Figura 43: Termograma (DSC) da disperséao soélida 1:1
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Figura 44: Termograma (DSC) da mistura fisica 1:2
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Figura 45: Termograma (DSC) da dispersao soélida 1:2
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Figura 46: Termograma (DSC) da mistura fisica 1:3
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Figura 47: Termograma (DSC) da dispersé&o sélida 1:3

5.7.2. Termogravimetria e Analise Térmica Diferencial

A termogravimetria (TG) € importante para avaliar a perda de massa de uma
amostra em funcdo do aumento continuo da temperatura. As informagdes obtidas
por métodos TG sdo mais limitadas que aquelas obtidas por outros métodos
térmicos. Estas ficam limitadas a avaliar reagbes de decomposicao e de oxidagéo e
processos fisicos como vaporizagao, sublimagao e desorgéo.

A Analise Térmica Diferencial (DTA) € uma técnica na qual a diferenca de
temperatura entre uma substancia e um material de referéncia é medida em funcéo
da temperatura. Geralmente, o gradiente de temperatura envolve aquecimento da
amostra e do material de referéncia de tal modo que a temperatura da amostra
cresce linearmente com o tempo. A diferenca na temperatura da amostra e da
referéncia é monitorada e colocada em um grafico contra a temperatura da amostra
para proporcionar um termograma diferencial. A DTA encontra ampla aplicacéo na
determinacdo do comportamento e na composicdo de material farmacéutico. E
também uma forma simples de determinar os pontos de fus&o, ebulicdo e
decomposi¢cédo de compostos organicos (WENDLANT, 1985).

A Figura 48 mostra as curva TG e DTA do PZQ. Na curva TG o PZQ

apresenta um unico estagio de decomposicao térmica entre 200 e 300 °C, com uma
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massa residual final de aproximadamente 0,5%. Na curva de DTA o pico
endotérmico em 139 °C refere-se ao ponto de fusdo do PZQ. Estes resultados
sugerem um composto organico puro.

A Figura 49 mostra as curvas TG e DTA da PVP K30. Na curva TG a PVP
K30 apresenta estagio de decomposicao entre 35 e 60°C, com massa residual de
aproximadamente 3,5%. Na curva DTA o pico endotérmico em 60°C é referente ao
ponto de fusdo da PVP K30.

As curvas TG das MF (Figuras 50, 52 e 54) apresentaram dois momentos de
decomposicéao, o primeiro 35 e 60°C, referente a PVP K30 e o segundo (200-300 °C)
referente ao PZQ. As curvas TG das DS (Figuras 51, 53 e 55) mostram um unico
momento de decomposi¢ao (200-300 °C) correspondentes a decomposicao do PZQ.
Estes resultados indicam aumento da estabilidade da PVP K30 nas DS obtidas por
FSC. A massa residual final foi semelhante nas trés amostras de DS (1:1; 1:2 e 1:3)
e corresponde a massa residual final do PZQ. As curvas DTA das MF (Figuras 50,
52 e 54), apresentaram os picos endotérmicos do PZQ (149° C) e da PVP K30
(60°C), a area acima do pico varia de acordo com a proporgao relativa dos dois
compostos. As curvas DTA das DS 1:1 e 1:2 ndo mostram os pontos de fusao
caracteristicos da PVP K30 (Figuras 51 e 53), que, no entanto, aparecem na Figura
55, referente a DS 1:3. Os termogramas diferenciais (DTA) confirmam a pureza do
PZQ verificada no DSC (Figura 40).
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Figura 48: Curva termoanalitica TG/ DTA do praziquantel
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Figura 49: Curva termoanalitica TG/ DTA da polivinilpirrolidona K30
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Figura 50: Curva termoanalitica TG/ DTA mistura fisica 1:1
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Figura 51: Curva termoanalitica TG/ DTA disperséao solida 1:1
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Figura 52: Curva termoanalitica TG/ DTA mistura fisica 1:2
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Figura 53: Curva termoanalitica TG/ DTA dispersao sélida 1:2
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Figura 54: Curva termoanalitica TG/ DTA mistura fisica 1:3
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Figura 55: Curva termoanalitica TG/ DTA disperséo solida 1:3
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5.8. Avaliagdo do Perfil de Dissolugcao do Praziquantel, nas Misturas Fisicas e
nas Dispersoées Solidas

O perfil de dissolugdo do PZQ nas DS e MF com PVP K30 (1:1, 1:2 e 1:3)
esta apresentado nas Figuras 56-58. Os resultados mostram que a presenca da PVP
K30 aumenta significativamente a quantidade de PZQ dissolvido. Contudo, nas DS a
dissolugcao do PZQ é mais favoravel a liberagdo quando comparado com a MF. O
perfil de dissolugéo da DS foi significativamente maior que a taxa de dissolugao das
MF a partir de 10 min. A maior taxa de dissolugdo do PZQ nas DS confirma os
resultados obtidos nos estudos de caracterizagcéo, além da significativa reducéo da
cristalinidade do PZQ observada nos resultados de DRX e analises térmicas.
Baseado em estudos semelhantes Mehramizi et al. (2007) € possivel inferir que
ocorre aumento da molhabilidade do PZQ em fungéo da hidrofilicidade da PVP K30.
O fato da MF 1:3 ter apresentado perfil de dissolugédo semelhante ao das MF 1:1 e
1:2 ao contrario do estudo de solubilidade € devido ao uso de lauril sulfato de sédio

(LSS) no meio de dissolugéo, o que aumenta a velocidade de difusédo molecular.
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Figura 56: Perfil de dissolugdo do praziquantel, na disperséo sélida e na mistura fisica com
polivinilpirrolidona K30 (1:1).
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Figura 57: Perfil de dissolugao do praziquantel, na disperséo solida e na mistura fisica com

polivinilpirrolidona K30 (1:2)
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Figura 58: Perfil de dissolugdo do praziquantel na dispersdo sélida e na mistura fisica com

polivinilpirrolidona K30 (1:3)
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Na avaliagdo da taxa de dissolugdo houve significativo aumento na
concentracédo de PZQ quando este estava em DS obtidas pelo método do FSC.
Provavelmente houve aumento na interacdo do farmaco com o carreador, e
consequentemente maior area de superficie e molhabilidade do farmaco em fungao
da mudanca do estado do farmaco, de cristalino para amorfo, especialmente quando

a proporgéao entre os componentes foi de 1:3.

5.9. Avaliagcao da Absorgcao Intestinal de Praziquantel pelo Método do Saco
Intestinal Invertido

A quantidade de farmaco absorvido do trato gastrintestinal para a circulagdo
sistémica é resultado de um processo complexo que inclui intera¢des fisico-quimicas
e interacdes bioldgicas, as quais podem interferir negativamente ou positivamente no
processo de transporte. Tradicionalmente, a complexidade do processo de absorgéo
€ avaliada em estudos de biodisponibilidade in vivo, usando diferentes espécies
animais. No entanto, tem sido evidente a necessidade de modelos simplificados que
anteceda os estudos de biodisponibilidade e que permitam melhor compreenséo do
processo e das possibilidades de interferéncia na absor¢gdo de farmacos ou de
nutrientes. O método do saco intestinal envolve uma técnica simples, rapida e com
boa reprodutibilidade. O método € de muita utilidade na sele¢cado de farmacos obtidos
por high troughtput screening (HTS) ou quimica combinatorial, formulacdes
farmacéuticas e diferentes tipos de combinag¢do farmaco carreador (SILVA et al.,
2009). Neste estudo, o método do saco intestinal invertido foi utilizado para avaliar,
comparativamente, a permeabilidade do PZQ, nas MF e DS. O resultado é

apresentado na Tabela 4.
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Tabela 4: Concentragdes de praziquantel transportada através da membrana intestinal

ap6s 60 minutos de incubagéo

PZQ (ug/ml) PZQ (ug/mL) Taxa de transporte
no meio de incubacéo transportado
PZQ 1000,0 79,8 1,0
MF 1:1 1000,0 126,8 1,58
DS 1:1 1000,0 189,7 2,37
MF 1:2 1000,0 198,4 2,48
DS 1:2 1000,0 2145 2,68
MF 1:3 1000,0 96,6 1,21
DS 1:3 1000,0 404,2 5,06
O PZQ ¢é classificado no Grupo Il do Sistema de Classificacdo

Biofarmacéutico, grupo que inclui farmacos pouco soluveis, mas facilmente
permeaveis. A hipotese levantada neste estudo era se a possivel vantagem obtida
com o0 aumento da solubilidade do PZQ na DS com PVP K30 poderia causar
qualquer prejuizo no transporte do PZQ. Pelos resultados apresentados (Tabela 4) é
possivel afirmar que a presenca da PVP K30 aumenta o transporte do PZQ através
da membrana intestinal. Contudo este aumento é mais expressivo nas DS, em
especial nas DS 1:3, onde o0 aumento foi cinco vezes maior que o PZQ.

O processamento de materiais, frequentemente o ultimo estagio em uma série
de operagdes unitarias na industria farmacéutica, € a etapa mais critica na sintese
de novos produtos. Formulagdes estaveis, farmacos mais biodisponiveis e uma
forma apropriada de liberagdo complementariam o processo da cadeia de produgéao
de medicamentos. Neste campo, um dos principais desafios da industria
farmacéutica tem sido melhorar a biodisponibilidade de farmacos, pouco soluveis em
agua, veiculados em sistemas estaveis e facilmente escalonaveis.

Uma grande quantidade de farmacos pouco solluveis em agua e sobre os
quais pouco se sabe a respeito do perfil biofarmacéutico, estdo espalhadas em
quimiotecas existentes no mundo todo. Estes farmacos s&o virtualmente obtidos
através de quimica combinatorial e HTS. Paralelamente a busca de solug¢des para
estes farmacos eternamente candidatos ao aproveitamento como medicamento, a
industria farmacéutica, acertadamente, tem buscado solu¢des para aperfeicoar a
biodisponibilidade de substadncias ja conhecidas, em especial aquelas cuja

biodisponibilidade é limitada pela taxa de dissolu¢gdo. Um grande numero de

Andréa Cristina de Lima



Resultados e Discussdo 76

estratégias tem sido utilizado com esta finalidade. Entre elas, as DS se destacam
pela facilidade de obtencédo e por possibilitar o uso de carreadores com
caracteristicas fisicas ou quimicas bastante diferentes e variadas. A PVP K30 é um
polimero que tem aplicacdo limitada na preparacédo de DS pelo método hot melt
devido a sua temperatura de transigao vitrea (Tg 155°C) (KIBBE, 2002). Contudo,
devido a boa solubilidade em uma ampla variedade de solventes, a PVP K30 é,
particularmente, apropriada para preparagdo de DS pelo método do solvente
(LEUNER; DRESSMAN, 2000). A boa solubilidade deste polimero em agua pode, no
minimo, melhorar a molhabilidade de farmacos pouco soluveis em agua, fato que
observamos neste estudo através do aumento da solubilidade das MF. O tamanho
da cadeia da PVP K30 tem influéncia significativa na taxa de dissolugdo do farmaco
na DS, uma série de estudos tem apontado para uma reducdo da solubilidade em
funcdo do aumento da massa molar deste polimero (JACHOWICZ, 1987; WALKING,
1994; YAGI et al., 1996; XU et al., 2007; CHEN et al., 2008; CWIERTNIA, 2008;
PAPAGEORGIOU et al., 2009). Neste estudo, as propriedades fisico-quimicas da
PVP K30 mostraram-se adequadas para a preparacdao de DS com PZQ por
coprecipitacdo, usando a tecnologia de FSC.

Estudo recente mostrou um aumento da estabilidade da fluvastatina em DS
com diferentes tipos de polimero, entre eles a PVP K30 (PAPAGEORGIOU et al.,
2009). Sethia e Squilante (2004) mostraram que as DS de carbamazepina com PVP
K30 obtida por evaporacdo do solvente e por métodos supercriticos continuavam
estaveis ap6s um ano da data de preparagao. Esta propriedade agrega um grande
valor a tecnologia de preparacéo de DS e abre novas perspectivas para aplicagéo
das técnicas decorrentes deste processo tecnologico. Nestes casos, a obtencao de
DS em condi¢des supercriticas apresenta mais vantagens que os demais métodos
que usam temperaturas mais elevadas. Contudo esta faculdade de aumentar a
estabilidade dos farmacos deve ser avaliada caso a caso através de estudos
acelerados de estabilidade.

O FSC apresenta muitas aplicagbes no campo farmacéutico, e varios estudos
tém sido publicados usando esta tecnologia para processos de extragdo, separagao
de polimorfos e isbmeros, alteragcbes morfoldgicas, alteracdo do estado cristalino e
pesquisa e desenvolvimento de agentes terapéuticos derivados de biotecnologia. A
aplicacdo desta tecnologia na obtencdo de DS com objetivos de aumentar a
biodisponibilidade de farmacos tem sido pouco aproveitada. A partir dos resultados

obtidos neste estudo é possivel antever novas aplicacbes da associacdo destas
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tecnologias para preparacdo de formulagcbes alternativas, com objetivos
terapéuticos especificos. Uma perspectiva concreta seria a preparacdao de DS
farmaco-farmaco bem como farmaco-farmaco-polimero.

As condi¢des supercriticas possibilitam trabalhar em condi¢cbes brandas de
temperatura, reduzindo o gasto de energia e com impacto ambiental muito baixo,
uma vez que o fluido pode ser dissolvido em agua e o solvente pode ser totalmente
recuperado. O processo de transposicdo de escala tem sido facilmente alcangado
possibilitando o escalonamento a partir de vasos com capacidade para 50 mL e uma
bomba de CO, com capacidade para 1,8 Kg/h para vasos de 2L com bomba de CO,
de vazao equivalente a 18 Kg/h (SUN, 2008).

O equipamento utilizado neste estudo foi o primeiro produzido no pais para
geracédo de particulas. A planta do equipamento, apesar de ser considerado um
protétipo, apresenta todas as caracteristicas de seguranca requeridas para o
processamento de material solido na forma de p6. Embora n&o tenha sido utilizado
neste estudo, a planta do equipamento permite aplicar, com seguranca,
temperaturas acima de 100 °C e mais de 1000 bars de presséo. Os pontos criticos
do processo tais como velocidade de inje¢cao da solugédo e do gas, descompresséo
do sistema com medida da vazdo de gas puderam ser controladas manualmente
através das valvulas micrométricas. Alguns aspectos poderiam ser modificados e/ ou
alterados para otimizar o processo. Para maior seguran¢ca do operador contra a
inalacdo do material particulado um sistema de ciclone para separacéo do pé a
medida que o mesmo vai sendo formado poderia ser acoplado ao sistema. A falta de
um visor na camara de precipitacdo, embora nd&o tenha comprometido o
desempenho do equipamento poderia facilitar a obtencdo das melhores condigbes
de temperatura e pressao. As bombas de injecdo de solugcdo e de CO, precisam
apresentar melhor desempenho para reduzir o tempo total de operagdo. As bombas
utilizadas neste equipamento eram de pistdo e poderiam ser substituidas por
bombas pneumaticas ou centrifugas que melhorassem, principalmente, a vazédo do
gas. Uma grande evolugéo para este equipamento seria acoplar uma interface que
possibilitasse a informatizacdo do processo, principalmente sobre a regulagem
automatica das valvulas micrométricas.

As condigbes brandas de temperatura e pressao usadas no processo de
obtencédo das DS, certamente, contribuiram para manutengdo das caracteristicas
fisicas e quimicas do PZQ. Estas condicbes que por ora foram apresentadas na

Tabela 3 possibilitaram que a densidade do CO; se ajustasse a densidade do meio
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solvente e apresentasse assim a fungéo antissolvente para o soluto (GAS). Nestas
condigcbes ocorre uma expansao do volume, e uma subseqiente reducédo de
aproximadamente duas vezes na densidade do solvente. Tal redug¢ao na capacidade
solvente provocou uma mudanga de fase onde as moléculas nucleadas do soluto e
as particulas foram separadas da solugdo, originando as DS. As variaveis do
processo incluiram a taxa solvente/ antissolvente e massa de CO, adicionada.
Wubbolts et al. (1998) relataram um aumento aparente na temperatura do sistema
ao adicionar o gas comprimido na solucéo. Neste caso as particulas formariam em
solugdo exigindo operagdes subsequentes de filtracdo e secagem, contrariando um
dos principais beneficios da tecnologia de FSC, que seria a obtencédo de particula
em apenas uma operacao. Neste estudo ndo encontramos as mesmas dificuldades
apresentadas por Wubbolts et al. (1998) provavelmente pelo fato de termos
modificado o processo, utilizando um bico coaxial de forma que a solugdo era
pulverizada (spray) pela pressao do CO..

A PVP K30 foi utilizada primeiramente, na area farmacéutica, como expansor
plasmatico. Atualmente a PVP K30 é amplamente utilizada no setor farmacéutico,
como excipiente nas mais diferentes formas farmacéuticas, exceto nas injecdes
intramusculares. A baixa toxicidade da PVP K30 faz dela um carreador em potencial
também para preparacédo de DS. Diferentes proporgbes de farmaco: PVP K30 tem
sido utilizada com este objetivo. Na maior parte dos estudos, assim como neste, a
solubilidade do farmaco aumenta com a reducédo da taxa farmaco: PVP K30
(DOHERTY; YORK, 1989; KEARNEY et al., 1994; TORRADO et al., 1996;
TANTISHAIYAKUL et al., 1996). Doherty e York (1989) justificaram alteragdes no
perfil de solubilidade das diferentes DS, em funcéo de regides cristalinas que eram
obtidas nas proporgdes 1:1 e ndo estavam presentes na proporcéo 1:3. Kearney et
al. (1994) relacionaram o perfil bifasico de liberacdo com a existéncia de areas
amorfas e cristalinas na mesma DS. Tantishaiyakul e colaboradores (1996)
mostraram que a taxa de liberagao de piroxicam das DS com PVP foi melhor apenas
nas DS 1:4, este resultado foi justificado através dos espectros de difracdo de raios
X que detectaram nas demais taxas de carregamento areas cristalinas e semi-
cristalinas. Resultado semelhante foi obtido por Lima (2006) com DS de PZQ: PVP
K30. Estes trabalhos tinham em comum o fato de terem sido obtidos por evaporagéo
do solvente em evaporadores rotativos. Neste estudo, obtendo as DS por tecnologia
de FSC a condicdo de baixa cristalinidade ou praticamente amorfa das DS foi

observada, igualmente, em todas as taxas de carregamento, 1:1, 1:2 e 1:3. Os picos
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endotérmicos das curvas de termogravimetria (TGA e DSC) mostram, no entanto,
que ocorreu uma redugao da cristalinidade e deixou evidente que a taxa de
carregamento influencia no estado cristalino da DS. Esta constatag&o contribuiu para
justificar a diferenca na solubilidade do PZQ nas DS 1:1, 1:2 e 1:3. No entanto, ndo
foi suficiente para influenciar no perfil de dissolugdo do PZQ, nas condigbes em que
o estudo foi realizado.

Os resultados deste estudo mostram, por um lado, que o aumento da
solubilidade e do perfil de liberagdo n&do podem ser atribuidos apenas a reducéo da
cristalinidade, outros aspectos devem ser observados, entre eles aumento da
molhabilidade em funcdo da solubilidade do polimero em agua, reducgéo
granulométrica, forma de interagcdo farmaco-polimero. Por outro lado, o perfil mais
uniforme das DS obtidas por tecnologias de FSC encontrada neste estudo, contrasta
com aqueles obtidos por outras tecnologias usando farmacos diferentes, mas o
mesmo carreador. Embora estas afirmagdes necessitem de maior fundamentacéo,
observacado semelhante foi relatada por Sethia e Squilante (2004) em estudos com
carbamazepina e PVP K30.

Os resultados obtidos neste estudo indicam que o PZQ nas DS com PVP K30
poderiam ser mais efetivos que o PZQ no tratamento da esquistossomose. Embora o
processo utilizado pudesse, inicialmente, encarecer o produto final, quando
comparado com o medicamento disponivel no mercado, novas formas farmacéuticas
poderiam ser fabricadas. Medicamentos na forma de solu¢do oral facilitariam o
tratamento de criangas e de pessoas com dificuldades de degluticao; na forma de
solugdo parenteral, permitiria o tratamento em massa, em campanhas publicas para
erradicacdo da esquistossomose ou no minimo, para diminuir o indice Daly =
Disability Adjusted Life Years (indice de mortalidade e morbidade simultaneamente)
relacionado a esta doenca.

Estudos de biodisponibilidade e toxicidade precisam ser formalmente
realizados, antes da concretizagcédo desta proposta.

Como a esquistossomose é um caso sério de saude publica, é preciso que o
governo através dos seus programas de fomento a ciéncia e tecnologia incentivem a
continuidade deste estudo, se apropriem desta tecnologia e transfiram para as
industrias farmacéuticas publicas no Brasil e demais paises afetados por esta

doenca.
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6. Conclusao

A tecnologia de FSC utilizando o método do gas antissolvente (GAS) mostrou
ser adequada para preparacéao de DS de PZQ: PVP K30. Os resultados obtidos e a
experiéncia acumulada neste estudo permitem inferir que esta tecnologia pode ser
empregada para obtencdo de outros tipos de material farmacéutico, incluindo DS
farmaco-farmaco.

Os resultados obtidos confirmaram o potencial das DS para alterar
propriedades fisico-quimicas importantes relacionadas a solubilidade de farmacos
pouco soluveis em agua, tais como o PZQ.

O potencial da PVP K30 como material farmacéutico para solucionar
problemas de biodisponibilidade de farmacos quando esta € limitada pela taxa de
dissolucao foi confirmado neste estudo.

A proporgdo de PVP K30 utilizada na preparagao das DS (1:1, 1:2 ou 1:3)
influenciou diretamente o equilibrio de solubilidade do PZQ. A solubilidade aumentou
com o aumento da concentracdo da PVP K30. Este fato ndo mudou
significativamente o perfil de dissolucdo do PZQ nas DS, muito provavelmente
devido a presencga de LSS no meio de dissolugéo.

A MEV mostrou as diferencas entre a interagao fisica do PZQ com PVP K30
nas MF e DS. Estas intera¢des foram evidenciadas no estudo de difragdo de raios X
onde as mudancas no estado cristalino do farmaco e o possivel aumento da
molhabilidade concorrem para explicar o aumento da solubilidade do PZQ nas DS
em comparagao com as MF e o PZQ puro.

Os estudos na regido IV mostraram que os grupos funcionais do PZQ foram
preservados e este é um fator importante para a validacado do processo de obtengao
das DS, pois reflete a estabilidade do produto obtido.

As curvas TG das DS mostraram o mesmo perfil do PZQ puro confirmando os
resultados obtidos no estudo de IV, que sugeriam um composto organico puro.

As curvas DSC mostram que n&o houve alteragdo nas temperaturas de fusao
do PZQ, sinal de auséncia de polimorfismo, degradagéo ou incompatibilidade com o
carreador. A reducéo na entalpia de fusdo nas DS contribui para explicar a redugao
na cristalinidade do PZQ e sugerem uma interagéo positiva do PZQ com a PVP K30.

O estudo de permeacédo intestinal, ex vivo, utilizando o modelo do saco
intestinal invertido mostrou aumento da taxa de transporte do PZQ nas DS, fator

importante na previsédo da biodisponibilidade do PZQ.

Andréa Cristina de Lima



Conclusdo 81

Destas observagdes podemos concluir que o uso da tecnologia de FSC para
obtencédo de DS é uma alternativa, em potencial, para otimizar a biodisponibilidade
de farmacos. O dominio das diferentes técnicas e a evolugdo do equipamento
empregado neste processo podem ser importantes na transposi¢cao de escala, além
de permitir saber, com maior precisdo, se uma determinada combinagao
farmaco:carreador ou farmaco:farmaco conduzira a uma solugéo solida “verdadeira”
ou a uma dispersao parcialmente cristalina, bem como as chances reais de saber se
uma dada DS permanecera fisicamente estavel ap6s a estocagem e/ou novos
processamentos.

Outra perspectiva para aplicacdo desta tecnologia € a do seu emprego para
modificar o perfil de liberacao de farmacos, uma vez que polimeros que sejam pouco
soluveis em agua ou que intumescem em meio aquoso sugerem que DS obtidas por
FSC tém um grande potencial, para numa unica etapa de producao, produzir formas

particuladas de liberagao controlada.
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8. Anexos
A validacao foi realizada para complementagéo dos ensaios realizados. Estes

resultados foram utilizados na leitura dos testes aplicados neste trabalho.

8.1. Validagao da Metodologia Analitica do Praziquantel

A validagao foi realizada para garantir por meios de estudos experimentais
que os métodos empregados atendessem as exigéncias analiticas, assegurando,
desta forma, resultados confiaveis. Os parametros de validagdo analisados foram
especificidade, linearidade, precisao, recuperacao (ANVISA, 2003). Os limites de
detecgdo (LD) e limite de quantificacéo (LQ) do PZQ foram realizados anteriormente
por Cinto, 2004 (CINTO, 2004).

8.1.1. Linearidade

A linearidade dos métodos de analise foram avaliadas por espectrometria UV
e CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).

A obtencdo da curva analitica por espectrometria UV (263 nm) foi construida
a partir de uma solugéo estoque com 5,0 mg/mL de PZQ em etanol. A partir dessa
solugao diluicdes em agua foram feitas para se obter concentragbes de 0,05; 0,1;
0,2; 0,4; 0,5; 0,8; 1,0 e 2,0 mg/mL de PZQ para avaliacao da solubilidade e do perfil
de dissolugao.

A Figura 59 mostra a curva analitica do PZQ em agua. Os valores

apresentados sdo a média de 6 determinagdes.
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Figura 59: Curva analitica do praziquantel em agua

A obtencédo da curva analitica por CLAE foi construida a partir de solucao
estoque de 1 mg/mL de PZQ em etanol. A partir desta solu¢cao foram preparadas
diluicdes correspondentes as concentragdes de 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90
e 100 pyg/mL em TC 199 para quantificagdo do PZQ na avaliagdo da permeacao
intestinal. Cada concentragcao foi preparada em ftriplicata e as solugbes resultantes
foram filtradas em membrana de teflon (0,22 mm) e analisadas por CLAE. As
condi¢cbes cromatograficas empregadas foram:

» Coluna de Fase Estacionaria: octadecilsilica — C18 (250 x 4,6mm), tamanho de
particula — 5 um
Detector: DAD (arranjo de diodos) UV — 215 nm
Fase Movel: Acetonitrila:Agua (45:55, v/v)
Vazao: 1mL/min

Volume de Injegéo: 100uL

YV V V V VY

Tempo de Corrida: 20 min

A Figura 60 mostra a curva analitica do PZQ em TC 199. Os valores

apresentados s&o a média de 6 determinagdes.
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Figura 60: Curva analitica do praziquantel em TC 199

Os coeficientes de correlacdo linear e as equacgdes da reta foram obtidos a
partir da regressao linear das curvas de PZQ em &agua e TC 199 e estédo

apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5: Equacédo da reta e coeficiente de correlacéo linear das curvas de calibragéo de
PZQ em etanol e TC 199.

PZQ em etanol PZQem TC 199
Interseccédo com o eixo Y 0,0329 14867263,64
Coeficiente angular 1,4177 1913437,702
equacéo da reta y=1,4177x+ 0,0329 y=1913437,702x+ 14867263,64
coeficiente de correlacao 0,9979 0,9992
linear (r?)
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8.1.2. Precisao

A partir da solugéo estoque de PZQ em etanol na concentragdo de 5,0 mg/mL
foram preparadas solu¢cdes de PZQ em agua nas concentracées de 10, 50 e 100
mg/mL, correspondentes as concentragbes baixa, média e alta do intervalo linear da
curva padrao. As solugdes foram filtradas e analisadas por espectrometria UV em
263 nm.

Os ensaios de precisdao permitem avaliar a proximidade dos resultados
obtidos em uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma
amostra. Neste estudo avaliamos a preciséo intracorridas (repetibilidade), e o valor
maximo aceitavel, estipulado para este estudo, foi de 5%. A repetibilidade do método
foi verificada pela analise das concentragbes de 10, 50 e 100 mg/mL de PZQ em
etanol. Os resultados obtidos nos trés niveis de concentragdo e o coeficiente de
variagdo (CV) sédo apresentados na Tabela 6 e indicam que os resultados s&o

repetiveis (CV < 5%), intracorridas.

Tabela 6: Resultados das medidas de absorbancia por espectrometria UV e respectivos

coeficientes de variagado

Concentragéo de 1 2 3 Média CV (%)
PZQ (mg/mL)
10 8, 5699 8,1235 8,78962 8,49434 1,04
50 46,5699 45,2455 48,6555 46,8236 2,56
100 96,4566 96,7883 98,4751 97,2400 2,45

8.1.3. Recuperagao

O teste foi realizado adicionando quantidades conhecidas de farmaco em
agua destilada. A quantidade de farmaco adicionada a agua corresponde as regiées
inferior, mediana e superior da curva padrdo, respectivamente, 0,05, 0,4 e 2,0
mg/mL.

A recuperacédo foi calculada como porcentagem de recuperardo da
quantidade conhecida de farmaco adicionada a amostra, acrescida dos intervalos de

confianga, utilizando a seguinte férmula:
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CM x 100
CT

R%=

onde: CM= concentracao média experimental

CT= concentragao tedrica

O intervalo é a faixa entre os limites de quantificagao inferior e superior de um
método analitico. Neste estudo o intervalo foi avaliado através da determinacgéo
quantitativa do PZQ. Para esta avaliagao foi utilizado concentracdes de 0,05, 0,4 e
2,0 mg/mL. Os resultados sao apresentados na Tabela 7 e estdo em conformidade
com a RE 899/2005 da ANVISA, uma vez que apresentam indices de recuperagao

no intervalo de 80 a 120% da concentragao teorica do teste.

Tabela 7: Percentual de recuperagéo do praziquantel

PZQ (mg/mL) PZQ (mg/mL) determinado PZQ (%)
0,05 0,043 86
0,4 0,44 110
2,0 2,19 109,5
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