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Resumo

RESUMO

A esquistossomose é uma das principais doencas parasitarias nos tropicos e
subtropicos, causada pelo Schistosoma mansoni. Uma alternativa para o tratamento
desta doenca € a quimioterapia, especialmente com praziquantel (PZQ), o qual &
altamente permedavel, porém apresenta baixa solubilidade em agua, o que interfere
na sua biodisponibilidade. Muitas estratégias utilizam polimeros no desenvolvimento
de sistemas de liberacdo de farmacos com intuito de modificar as propriedades
farmacotécnicas e biofarmacéuticas. Dentre elas, destacam-se os hidrogéis de
dextrano, que apresenta varias propriedades vantajosas, algumas delas séo: baixa
toxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade. Em trabalho anterior, foram
desenvolvidos hidrogéis de dextrano 70 (DEX-70) e 148kDa (DEX-148) contendo
praziquantel por um método simples, econémico, de facil execu¢céo, sem a utilizacao
de reticulantes quimicos, o que gerou perfis de liberacdo diferentes do farmaco
incorporado, gragas a capacidade de intumescimento dos hidrogéis formados com
cada um dos polimeros. Com base no observado neste trabalho avaliamos a
utilizacdo de blendas, que pode apresentar uma vantagem tecnolOgica importante,
desenvolvendo novos materiais com propriedades diferentes, sem perder suas
caracteristicas e agregando suas propriedades vantajosas que podem ser usadas no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo, para a modulacdo das propriedades
farmacotécnicas e biofarmacéuticas, de forma a desenvolver uma nova plataforma
tecnolégica em termos de Sistemas de liberacdo de farmacos. Os hidrogéis foram
caracterizados, empregando o RMN-H', o qual constatou um interacdo entre
dextrano e praziquantel no hidrogel 1:1:1 (PZQ:DEX-70:DEX-148). A difracdo de
Raios-X, juntamente com o DSC, mostrou que parte do farmaco esta disperso na
matriz polimérica na forma de cristalitos, ajudando a melhorar sua solubilidade, como
comprovado pelo estudo de solubilidade. Nos estudos in vivo, as amostra 1:2:1 e
1:2:2, foram as que se mostraram mais efetivas. Por fim, constatou-se que o preparo
de blendas de dextrano, contendo praziquantel, para obtencdo de hidrogéis
melhorou as propriedades biofarmacéuticas do praziquantel e sua atividade sobre os
vermes de S. mansoni.

Palavra-Chaves: Praziquantel. Dextrano. Blenda. Hidrogel. Modulacao dos perfis de

intumescimento e liberacéo. Estudo de Atividade Esquistossomicida In Vivo.
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Abstract

ABSTRACT

Schistosomiasis is a major parasitic diseases in the tropics and subtropics,
caused by Schistosoma mansoni. An alternative treatment for this condition is
chemotherapy, especially with praziquantel (PZQ), which is highly permeable, but
has a very low solubility in water, which interferes with its bioavailability. Many
strategies have been use polymers in the development of systems for controlled drug
release in order to modify pharmacotechnical and biopharmaceutical properties.
Amongst them, highlight the dextran hydrogels, which present various advantageous
properties, some of them are: low toxicity, biocompatibility and biodegradability. In
previous studies, dextran 70 (DEX-70) and 148kDa (DEX-148) hydrogels containing
praziquantel had been developed by a simple, economical, of easy execution,
without the use of chemical crosslinking, which generated different release profiles of
drug incorporated, due swelling capacity of the hydrogels formed from each one of
polymers. Based on observed in this study, the utilization of blends, which can
present a major technological advantage by developing new materials with different
properties, without losing its characteristics and adding their advantageous properties
that can be used in the development of delivery systems, was evaluated, to provide
a modulation of its pharmacotechnical and biopharmaceutical propertiesin order to
develop a new technological platform in terms of systems for drug delivery. Hidrogels
were characterized, employing *H-NMR, which found an interaction between dextran
and praziquantel into 1:1:1 (PZQ:DEX-70:DEX-148) hydrogel. The X-ray diffraction
along with DSC showed that part of drug is dispersed in the polymer matrix in the
form of crystallites, helping to improve its solubility, as evidenced by solubility studies.
In in vivo studies, the sample 1:2:1 and 1:2:2, were the ones that were more
effective. Finally, it was found that preparation of dextran blends containing
praziquantel, to obtain hydrogels improved the biopharmaceutical properties of
praziquantel and its activity on worms of S. mansoni.

Keywords: Praziquantel. Dextran. Blend. Hydrogel. Modulation of swelling and

release profiles. In vivo schistosomicidal activity study.
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Introducéo 17

1. INTRODUCAO

O praziquantel (PZQ) é o dunico farmaco para o tratamento das
esquistossomoses. Este farmaco apresenta eficicia terapéutica sobre todas as
espécies de Schistosoma e atua, principalmente, sobre as formas adultas do
parasita (CIOLI e PICA-MATTOCCIA, 2003; ENK, 2008). A esquistossomose &
uma doenca debilitante, negligenciada e relacionada a pobreza, considerada,
atualmente, epidémica em 76 paises e territorios, ocorrendo principalmente na
Asia, Africa, América do Sul e Oriente Médio, onde cerca de 200 milhdes de
pessoas, segundo dado da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), e mais de 800
milhdes correm o risco de infeccdo (NOVAES, SOUZA e DE ARAUJO, 1998;
BALEN et al, 2006; DUAN et al, 2012). O PZQ apresenta um amplo espectro de
atividade, contudo, é altamente permeavel no trato gastrintestinal (TGI) e possui
baixa solubilidade em &gua , fator limitante para apresentar uma boa
biodisponibilidade (MERCK INDEX, 2006; PASSERINI, 2006).

No sentido de contornar limitagdes como a acima descrita, muitas
estratégias vém sendo estudadas com intuito de modificar as propriedades
farmacotécnicas de substancias ou para melhorar o direcionamento e as
biofarmacéuticas do farmaco, prolongar sua acdo, controlar a liberacdo ou
diminuir a toxicidade dos farmacos. O uso de polimeros no desenvolvimento de
sistemas de liberacdo de farmacos tem sido intensamente pesquisado e alguns
autores preveem grande desenvolvimento na interface entre a quimica de
polimeros e as ciéncias biomédicas (DUNCAN, 2003; TAKAKURA e HASHIDA,
1995; ETTMAYER et al, 2004). Os polimeros vém sendo aplicados em diversos
campos biomédicos como a engenharia de tecidos, a implantacdo de dispositivos
médicos, os oOrgaos artificiais, as préteses, na oftalmologia, na odontologia, na
reparacdo de 0Ssos e em muitos outros campos. Na area farmacéutica, 0s
sistemas de liberacdo baseados em polimeros permitem uma liberacéo controlada
de farmacos e tornam possivel o direcionamento dos farmacos para o interior de
regides de inflamagdes ou tumores (JAGUR-GRODZINSKI, 1999). Dentre os
varios sistemas de liberacdo que utilizam os polimeros no campo farmacéutico

temos microsferas, nanoparticulas, nanoparticulas lipidicas solidas, sistemas
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Introducéo 18

transdérmicos, lipossomas, dispersdes sélidas e os hidrogéis (CASSANO, 2009;
CASADEI, 2009; CHEUNG, 2005; HAMIDI, 2008; HOARE e KOHANE, 2008;
JIANG, 2006; VAN THIENEN, 2007).

A sempre crescente tecnologia dos hidrogéis tem levado a grandes
avancos na area farmacéutica e biomédica. Os hidrogéis podem ser definidos
como redes poliméricas com configuragdo tridimensional capazes de incorporar
grandes quantidades de agua ou fluidos biol6gicos (HAMIDI, 2008; PEPPAS,
2000). As redes sdo compostas de homopolimeros ou copolimeros e pouco
soluveis em agua devido a reticulagcdes quimicas ou fisicas (PEPPAS, 2000). Os
hidrogéis podem ser chamados de “reversiveis” ou “fisicos”, quando as redes se
mantém unidas por entrelacamentos e/ ou forgas secundarias, incluindo forgas
idnicas, ligagbes de hidrogénio ou hidrofébicas. Os hidrogéis denominados
"permanentes” ou “quimicos” sao aqueles reticulados covalentemente (MAIA,
2009). Os hidrogéis exibem uma compatibilidade termodindmica com a agua que
permite a eles intumescer em meio aquoso (PEPPAS, 2000). Sua afinidade a
agua é atribuida a presenca de grupos hidrofilicos como hidroxilas (-OH), amidas
(-CONH-, -CONH,-) ou acidos sulfénicos (-SOsH) nas estruturas dos polimeros que
formam hidrogéis. Devido a contribuicdo desses grupos e dominios na rede, o
polimero é assim hidratado em diferentes graus (algumas vezes mais que 90% do
peso), dependendo da natureza do ambiente aquoso e composi¢cdo do polimero
(HAMIDI, 2008).

O conteudo de agua absorvida por um hidrogel é dependente de suas
caracteristicas fisico-quimicas. Estas estruturas tém em comum propriedades
fisicas que se assemelham mais aos dos tecidos vivos que qualquer outra classe
de biomateriais, as quais sao atribuidas ao seu conteudo de agua, sua
consisténcia e tensao interfacial baixa com agua e fluidos bioldgicos (HAMIDI,
2008).

Os hidrogéis preparados a partir de polimeros de origem natural oferecem
varias vantagens, algumas delas sé&o: baixa toxicidade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade (HAMIDI, 2008). Exemplos de polimeros naturais utilizados na
preparacao de hidrogéis para liberacdo de farmacos sdo polissacarideos, como o
acido poli (alginico), o amido modificado, o dextrano, a celulose ou polipeptidios e
proteinas, como a gelatina ou a albumina (ADRIANOV e PAYNE, 1998). Dentre
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0s polimeros ja citados, um dos mais utilizados e pesquisados é o dextrano,
devido a uma série propriedades inerentes a todos o0s polissacarideos, as quais
possui e que o tornam apropriado para o uso biomédico e farmacéutico.

O dextrano é um polissacarideo que encontra ampla utilizagdo no meio
farmacéutico. Ele é sollvel em agua, inerte em sistemas bioldgicos e ndo afeta a
viabilidade celular (PITARRESI et al, 2003), além de possuir grupos funcionais
como hidroxilas livres tornando acessivel sua modificacdo quimica (LIU e CHAN-
PARK, 2009). A ligagcédo caracteristica a-1,6- glicosidica é hidrolizada pelas
dextranases, enzimas produzidas em varios 6rgaos do corpo humano, incluindo
figado, baco, rim e coldn e por bactérias intestinais anaerdbicas Gram-negativas.
(MAIA et al, 2009; PITARRESI, 2003).

O dextrano apresenta uma série de aplicacdes dentro das areas
farmacéutica e biomédica. Uma dessas, dentro da area biomédica, € o uso clinico
na prevencdo da oclusdo vascular, como expansor de volume do plasma, e na
terapia anticoagulante. Uma solugcéo 32% de dextrano 70kDa foi utilizada para
prevenir adesdo peritoneal na década de 1980, provando sua biocompatibilidade
(ITO et al, 2007). Um outro exemplo que pode ser citado é o trabalho
desenvolvido por Liu e Chan-Park (2009), no qual o polimero foi empregado na
engenharia de tecidos. Dentro do setor farmacéutico, temos como exemplo o
trabalho realizado por Pitarresi e colaboradores (2003), no qual é proposta a
sintese e caracterizacdo de um novo hidrogel por reticulacdo fotoinduzida de
dextrano e poliaminoacidos.

Em trabalho realizado por Campos (2009) foram desenvolvidos hidrogéis
de dextrano 70 e 148kDa contendo praziquantel por um método simples,
econdbmico, de facil execucdo, sem a utilizacdo de reticulantes quimicos, que
gerou perfis de liberacdo diferentes do farmaco incorporado, influenciados pela
capacidade de intumescimento dos hidrogéis formados com cada um dos
polimeros(CAMPQOS, 2009).

A utilizacdo de blendas poliméricas pode apresentar uma vantagem
tecnolégica importante, pois, a partir dela, podem ser desenvolvidos novos
materiais com propriedades materiais diferentes, sem perder as caracteristicas
deles e agregando suas propriedades vantajosas que podem ser usados no

desenvolvimento de sistemas de liberacdo no campo farmacéutico
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(LITMANOVICH et al, 2002; YU ET AL, 2006; BAJPAI et al., 2008; SIEPMAN et
al, 2008; SIONKOWSKA, 2011). Segundo Yu e colaboradores (2006), blendas
preparadas com polimeros sintéticos e naturais sdo desvantajosas, visto que
perdem a qualidade mais importante que € a biodegradabilidade.

Portanto com base no observado neste trabalho e beneficiando-se de
grande vantagem de estar se utilizando dois polimeros naturais, ndo perdendo
assim as propriedades da biodegrabilidade e biocompatibilidade, avaliamos a
utilizacdo de blendas para a modulacdo das propriedades farmacotécnicas e
biofarmacéuticas, em outras palavras pode propiciar o controle dos perfis de
intumescimento e liberacdo de farmacos de forma a desenvolver uma nova

plataforma tecnoldgica em termos de Sistemas de liberagdo de farmacos.

1.1. Praziquantel

Tendo sua atividade anti-helmitica descrita no comeco dos anos 1970,
pelos laboratérios da Bayer na Alemanha. Este farmaco , também conhecido por
2-(ciclohexilcarbonil)- 1,2,3,6,7,11 b — hexahidro — 4H - pirazino (2,1 — a)
isoquinolina — 4 — ona (Figura 1), um po cristalino, incolor, inodoro e com sabor
amargo caracteristico, estavel em condicdbes normais de temperatura e
armazenamento. Apresenta fotossensibilidade, faixa de fusdo € entre 136 e
142°C, solubilidade em agua de 0,4mg/mL, solubilidade em etanol de 97mg/mL e
567mg/ml em cloroférmio (USP 31, MERCK INDEX, CIOLI e PICA-MATTOCCIA,
2003; LIMA, 2006). Apesar de possuir baixa solubilidade, o PZQ é altamente
permeavel. No entanto, altas doses devem ser administradas para se garantir
uma concentracao suficiente para que o farmaco possa atingir seu alvo de acao
(CHAUD et al., 2010).

Em éareas onde a esquistossomose € endémica, o tratamento baseia-se no
uso do praziquantel (40 — 60 mg/kg). Embora este farmaco seja eficaz para todas
as espécies de Schistosoma, sua eficacia terapéutica se restringe aos vermes
adultos ndo sendo eficiente contra os esquistossbmulos e formas juvenis,

proporcionando baixas taxas de cura em areas de alta endemicidade onde a
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reinfeccdo € constante (CIOLI & PICA-MATTOCCIA, 2003; DOENHOFF et al.,
2008).

O PZQ se apresenta na forma racémica, porém, segundo Lima (2006),
apenas o isdbmero (-) possui atividade esquistossomicida. Estudos realizados por
Cioli e Pica-Mattoccia (2003), mostraram que 20mg/kg do isémero (-) apresentou
a mesma taxa de cura, com menos efeitos adversos, do que a dose usual de 40
mg/kg do racemato. O mecanismo de acdo deste farmaco ainda ndo esta
completamente esclarecido. Contudo, sabe-se que os efeitos do PZQ sobre o S.
mansoni consistem em contracdo muscular, alteracbes no tegumento,
aumentando a exposicdo de antigenos e alteracbes metabdlicas do parasita.
Acredita-se que esses efeitos sejam desencadeados por alteragdo da
homeostase do calcio intracelular em um ou mais locais de armazenamento,
mediados por interacdo entre farmaco e membrana, mais especificamente com
proteinas reguladoras do influxo de calcio. H& evidéncias da existéncia de sitios
reguladores de calcio sensiveis ao PZQ presentes no tegumento e células
musculares (CUNHA, 1970).

E, o praziquantel é classificado como um farmaco pertencente ao grupo Il
no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutico (SCB), ou seja, um farmaco de
baixa solubilidade e alta permeabilidade no trato gastrointestinal. A SCB é uma
ferramenta béasica de dados cientificos para classificacdo de farmacos baseada
na solubilidade em agua destes, relacionada com a dose em trés pHs relevantes
e permeabilidade intestinal. De acordo com a SCB, os farmacos séo classificados
em: Classe 1 (alta solubilidade — alta permeabilidade), Classe 2 (baixa
solubilidade - alta permeabilidade, Classe3 (alta solubilidade - baixa
permeabilidade), e Classe 4 (baixa solubilidade — baixa permeabilidade) (BREDA
et al, 2009).

Segundo Gonzélez-Esquivel e colaboradores (2005) o coeficiente de
permeabilidade aparente do PZQ é 4,4 x 10°cm/s, o que é um indicativo de sua
alta permeabilidade. Isso sugere ainda que o transporte transcelular pode ser seu
principal processo de absorcao. A ligacdo do praziquantel a proteinas do plasma
varia de 79 a 80,4% na faixa de 0,187 — 3,0ug/mL, sendo que em albumina a
porcentagem de ligacdo é de 78 a 81%. Em concentragdes plasmaticas mais

altas (10-100upg/mL) observou-se reducdo de 80,4 para 49,7% dessa ligacao
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(GONZALEZ-ESQUIVEL, 2005). De acordo com Gonzélez-Esquivel (2005),
quando o PZQ é administrado com uma dieta lipidica ou apés uma dieta de
carboidratos, 0s niveis plasméaticos aumentam duas e cinco vezes,
respectivamente.

A figura 1 apresenta as férmulas, estrutural e molecular, e a massa

molecular do praziquantel.

Figura 1 - Formula molecular e estrutural do praziquantel

(o}

o]
C19H24N>05, M.M.: 312,4g/mo|
Fonte: United States Pharmacopeia 31 (USP31)

Devido a baixa solubilidade em agua, o praziquantel (PZQ) apresenta
problemas de biodisponibilidade. Logo, a dose utilizada é relativamente alta. Por
esse motivo, varias estratégias vém sendo testados para melhorar sua
biodisponibilidade, como a preparacdo de co-precipitados e complexos formados
por a-, B- e y- ciclodextrina e PZQ (LIMA, 2006; PASSERINI, 2006). Ademais,
desde 2001, nosso laboratério vem desenvolvendo variados projetos focados no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo, utilizando o praziquantel como
farmaco de estudo, e tentando elucidar os mecanismos de absorcdo do farmaco
liberado por esses sistemas (MOURAO, 2001; CINTO 2005; LIMA, 2006; SOUZA,
2008; CAMPOS, 2009; LIMA, 2009; SOUZA, 2011).

Um estudo desenvolvido por Mourdo (2001) com lipossomas contendo
PZQ, a fim de avaliar sua efetividade in vitro, sobre vermes adultos de S.
mansoni, observou-se que lipossomas sem PZQ apresentaram efeito sobre os
vermes, provavelmente, devido a uma fusédo entre as membranas, que pode ter
gerado alteracdes no tegumento e na fluidez. Além disso, observou-se que o
efeito do PZQ in vitro, é dependente da concentracdo, enquanto o efeito do

farmaco incorporado nas lipossomas foi semelhante ao do PZQ em solucdo. Por
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fim, foi observada uma melhora na solubilidade do farmaco em sistemas
baseados em agua sem afetar sua eficacia in vitro (MOURAO, 2001)

Em outro estudo realizado por Cinto (2005), foi avaliada a absorcao
intestinal do PZQ em lipossomas de fosfatidilcolina de soja pelo método do saco
intestinal invertido. Observou-se que, apesar de um aumento na solubilidade em
agua, houve uma reducdo na absorcdo do farmaco, que pode gerar um efeito
mais localizado na membrana intestinal, acarretando num aumento do efeito do
farmaco.

Em outro trabalho realizado por Souza (2008), utilizando fosfatidilcolina de
soja, foram desenvolvidas dispersdes lipidicas contendo praziquantel, e por meio
do método do saco intestinal invertido, foi avaliada sua eficacia contra S. mansoni
e o efeito da concentracao do carreador lipidico no transporte de farmaco através
da membrana intestinal. Observou-se nesse estudo que a solubilidade aumentou
como ja observado em Cinto (2005) e que as dispersodes lipidicas contendo 300
mg/kg de PZQ, administradas entre dois periodos de infec¢do, 30 e 45 dias,
obtiveram maior eficicia no tratamento da esquistossomose experimental, por ter
reduzido a quantidade de ovos por grama de fezes (OPG) dos animais tratados,
e quanto maior a quantidade de fosfatidilcolina, menor é a absorcéo intestinal do
PZQ, levando a um efeito mais localizado na membrana intestinal (SOUZA, 2008).

Souza (2011) desenvolveu nanoparticulas sdlidas (SLN) contendo
praziquantel e avaliou sua estabilidade durante 60 dias a 4°C em temperatura
ambiente, frente ao processo de liofilizacdo, a permeacédo intestinal do PZQ
contidas nas SLN pelo método de saco intestinal invertido, quanto sua acao in
vitro sobre vermes adultos de S. mansoni bem como a citotoxidade das SLN. Os
resultados mostraram que a formulacdo foi estavel por 60 dias a 4°C
corroborando com estudos anteriores realizados por Cinto (2005) e Souza (2008),
a absorcdo do PZQ incorporado a sistemas de liberacdo de farmaco lipidicos foi
reduzida levando a um efeito reservatério e a uma liberacdo prolongada e
localizada. Além disso, notou-se que nos estudos in vitro, as SLN foram mais
efetivas que o PZQ livre ocasionando alteracbes tegumentares e,
consequentemente, a mortalidade dos parasitas. Por fim, observou-se que a
hepatotoxicidade do farmaco foi diminuida em relacéo a solugcédo convencional de
PZQ.
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Além de pesquisas envolvendo sistemas de liberacdo de farmacos com
base em lipideos envolvendo o PZQ, nosso grupo também desenvolve trabalhos
com sistemas de liberacao poliméricos, Lima (2006) que desenvolveu dispersdes
sélidas de praziquantel utilizando glicolato sodico de amido (GSA) ou
Polivinilpirrolidona (PVP) e avaliou seu perfil de dissolu¢éo, constatou que ambos
os carreadores poliméricos melhoraram a solubilidade do PZQ e sua taxa de
dissolucéo, porém a solubilidade do PZQ s6 foi aumentada em dispersdes soélidas
de PVP em pH fisiolégico. Outro estudo realizado por Lima (2009) elaborou
dispersodes solidas de PZQ utilizando PVP pelo método do Fluido Supercritico e
teve sua absorcao intestinal avaliada pelo método do saco intestinal invertido.
Verificou-se que as dispersdes preparadas por meio da tecnologia do Fluido
Supercritico levaram a um aumento na solubilidade e dissolucdo do PZQ e a sua
absorcdo intestinal, também, foi aumentada, melhorando assim a
biodisponibilidade do farmaco.

Considerando os estudos anteriores, descritos acima, alternativas para o
melhoramento das caracteristicas do PZQ, como taxa de dissolucdo e,
consequente, absorcéo e eficacia terapéutica, sdo de suma importancia na area

farmacéutica.

1.2. Sistemade Liberacdo Controlada de Farmacos

Durante o periodo de 1945 a 1975 observou-se grande interesse na
descoberta de novas moléculas com atividade farmacoldgica. Neste periodo,
foram introduzidos no mercado norte americano 971 novos farmacos. Entretanto,
0 alto custo exigido no desenvolvimento desses compostos e dos testes que
regulamentam o registro de novos farmacos, tem limitado o avanco do arsenal
terapéutico nas ultimas décadas . Além disso, as formulacdes convencionais
exigem um regime de doses mdltiplas para ter altas concentracdes plasmaticas
de farmaco com efeito terapéutico, o que gera muitos problemas como, acumulo
sisttmico de farmaco que pode causar efeitos adversos ou intoxicacao,
dificuldade de manter uma dose terapéutica regular por periodos extensos de

tempo e, consequentemente, uma baixa adesdo do paciente ao tratamento. Por
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outro lado, a descoberta de alvos especificos, bem como os estudos de
biodisponibilidade, tem reorientado o interesse da pesquisa na area de
planejamento racional de medicamentos. As alternativas empregadas para
contornar os altos custos da introducao de novos farmacos, bem como atender os
preceitos dos estudos de biodisponibilidade, contornar as deficiéncias
encontradas nas formas farmacéuticas convencionais e a interferéncia destes na
terapia medicamentosa, foram recorrer a estratégia de desenvolvimento de
sistemas que controlem a liberagdo de farmacos com grande potencial para
solucionar tais problemas. Muitas destas estratégias, focadas no desenvolvimento
de sistemas de liberacdo controlada, tém permitido o aumento da eficiéncia de
farmacos utilizados na terapéutica atual, a re-introducdo de outros anteriormente
descartados por suas propriedades indesejaveis e o aprimoramento de novos
farmacos antes que sejam utilizados (GIRI et al, 2012; KIM et al, 2009;
MAINARDES et. al., 2006; MOURAO et. al., 2001).

O principal interesse em relacdo aos sistemas de liberacdo € a
programabilidade. O exemplo mais simples é o da liberacdo sustentada de
farmacos, que resulta na sua liberacdo prolongada no plasma em concentracdes
adequadas. Por exemplo, a liberacdo de insulina de uma matriz polimérica deve
ocorrer somente em resposta ao aumento da concentragdo de glicose em
pacientes diabéticos (KIM et al, 2009).

Tais sistemas podem ser obtidos a partir de polimeros inteligentes, que
possuem sensibilidade ativa a sinais do ambiente (enzimas e biomoléculas) e
mudancas de propriedades fisico-quimicas (temperatura, ultrassom, luz,
eletricidade, tensdo mecéanica, pH e forcas ibnicas). Além disso, no que se refere
a modulacdo também é possivel desenvolver sistemas de liberacdo de farmacos
direcionados ao seu alvo de acao, o que minimiza os efeitos colaterais e mantém
uma alta concentracédo local por um maior periodo de tempo (KIM et al, 2009).

Dentre todos os polimeros, os polissacarideos sdo os mais populares
materiais poliméricos empregados no desenvolvimento de sistemas de liberacao,
devido a uma série de caracteristicas que o0s tornam ideais para 0 uso
farmacéutico. Eles sédo polimeros de monossacarideos, amplamente disponiveis,
baratos, possuem um grande numero de grupos reativos, uma ampla faixa de

massas moleculares, podem variar de composi¢cdo quimica e sdo encontrados
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numa variedade de estruturas, com uma grande variedade de propriedades. Na
natureza, podemos encontrar varias fontes desses polimeros como as algas
(alginato), plantas (pectina), micro-organismos (dextrano), e animal (quitosana).
Devido ao fato de terem uma grande variedade de grupos quimicos em suas
cadeias, eles podem ser facilmente modificados quimicamente ou
bioguimicamente e sdo altamente estaveis, seguros, ndo toxicos, hidrofilicos e
formadores de géis. Além disso, os polissacarideos sdo biodegradaveis, o que
sugere seu uso em sistemas de liberacdo direcionada de farmacos (KIM, 2009;
LIU, 2008; SINHA e KUMRIA, 2001).

1.3. Dextrano

O dextrano € uma das classes de polissacarideos que tem sido
amplamente estudado. O termo “dextrano” foi cunhado por Scheibler em 1874,
quando caracterizou 0 dextrano como um carboidrato, com rotacdo Optica positiva
e formula empirica (CsH1006)n, produzido por bactérias da espécie Leuconostoc
mesenteroides B512F. (COVIELLO, 2007; LLOYD, 1998). Os dextranos podem
ser definidos como homopolisacarideos da glicose que caracteriza um ndamero
substancial de ligacbes consecutivas a-(1—6) em suas cadeias maiores,
geralmente mais que 50% do total de ligacdes. Estes a-D-glucanos possuem
também cadeias laterais que se originam das ligacdes ramificadas a-(1—2), a-
(1—3) e a-(1—4) (COVIELLO,2007). A Figura 2 apresenta a estrutura basica do

dextrano.
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Figura 2 - Formula estrutural do dextrano
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Fonte: COVIELLO (2007)

O dextrano e seus derivados sdo altamente hidrofilicos, biocompativeis e
apresentam baixa adsorcao protéica. Sao polimeros predominantemente lineares
com diversas massas moleculares que atribuem propriedades fisico-quimicas,
como solubilidade e viscosidade, diferentes. Os dextranos hidrossoliveis com
massa molecular menor que 30000 podem ser excretados através dos rins. Estes
polimeros sdo muito empregados na terapéutica para impedir a oclusdo vascular,
como expansor do volume do plasma e para a terapia de anti-coagulacao
(HIEMSTRA et al, 2007). Eles podem ser degradados através da acdo das
dextranases em varios 6rgaos no corpo humano, como figado, bago, rins e colon
(FERREIRA et al,2005). Segundo alguns autores, os dextranos apresentam uma
degradacdo enzimatica mais lenta que outros polissacarideos. Outra propriedade
do dextrano que faz dele um polimero bastante interessante como componente de
sistema de liberacdo controlada de farmacos sdo seus grupos hidroxilas que
permitem uma faixa ampla de substituices, em contraste ao limitado niumero de
grupos funcionais do PEG (HIEMSTRA et al, 2007). Esta caracteristica tem
possibilitado desenvolver varios derivados com funcdes distintas.

O dextrano e seus derivados estédo entre os candidatos promissores para a
preparacao de redes de hidrogéis capazes de propiciar uma liberacdo controlada
de farmacos e proteinas. Os hidrogéis de dextrano vém recebendo grande
atencdo, devido a sua grande variedade de aplicacdes, tanto biomédicas como

biotecnolégicas. Como o dextrano é pouco téxico aos tecidos e possui uma alta
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degradabilidade enzimatica, os hidrogéis deste polimero vem frequentemente
sendo considerado como um potencial sistema matricial para liberagdo de
substancias bioativas, como os farmacos. Devido a sua boa biocompatibilidade,

eles aparecem como sendo alternativas viaveis como carreadores de farmacos.

1.4. Hidrogéis

Desde que o primeiro hidrogel sintético foi relatado por Wichterle e Lim, em
1954, os hidrogéis tém sido amplamente utilizados em aplicacbes biomédicas, em
especial, como carreador de farmacos. Os hidrogéis sdo constituidos de redes
poliméricas que absorvem grandes quantidades de agua sem se dispersar; essa
propriedade é denominada intumescimento. Em sistemas de liberacdo baseados
em hidrogéis, a taxa de intumescimento é um parametro muito importante, pois
tem grande influéncia sobre a propriedade de transporte de farmacos e é
determinada pelo quanto sdo entrelacadas as cadeias poliméricas e pelo tamanho
dos poros. A taxa de intumescimento é conhecida por ser controlada pela
estrutura da rede, hidrofilia e grau de reticulacdo. Sua afinidade a agua é atribuida
a presenca de grupos hidrofilicos, tais como —OH, -CONH, -CONH,- e —SO3H na
estrutura que forma o polimero. Gracas a contribuicdo desses grupos, o polimero
€, deste modo, hidratado em graus diferentes, dependendo da natureza do
ambiente aquoso e composicao do polimero (HAMIDI et al, 2008; KIM et al,2009).

Segundo relatos de Hamidi e colaboradores (2008), para se conseguir um
hidrogel com parametros fisico-quimicos predeterminados e perfil de liberacao
bem definidos, € importante ter um conhecimento da quimica e sintese das redes
poliméricas, caracteristicas quantitativas e de moldagem dos materiais,
parametros de interacdo, cinética de liberacdo e/ou desintegracdo e fenbmenos
de transporte. Ainda, de acordo com estes pesquisadores, sob uma visao geral,
os hidrogéis podem ser classificados segundo uma variedade de caracteristicas,
que incluem a natureza dos grupos laterais (neutros ou idnicos), caracteristicas
mecanicas e estruturais, método de preparacdo (homo- ou co- polimero),

estrutura fisica (amorfo, semicristalino), ligacdes de hidrogénio e sensibilidade a
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estimulos ambientais (pH, forcas i6nicas, temperatura, radiacdo eletromagnética,
entre outros).

Casadei e colaboradores (2006) demonstraram que a funcionalizacdo de
dextrano com glicidilmetacrilato produziu um derivado, Dextrano-Metacrilato (Dex-
MA), que foi reticulado por irradiacdo UV. A vantagem de tal processo € a
producdo de hidrogéis sem a necessidade de purificar, ja que o Dex-MA é reativo
o suficiente para ser reticulado através da reagdo fotoquimica sem qualquer
agente reticulante. Estes hidrogéis tém sido amplamente estudados como
sistemas de liberacdo modificada para farmacos hidrofilicos, dissolvendo-o na
solucéo do polimero a ser irradiado. A incorporacédo de farmacos muito lipofilicos
ao hidrogel é complexa, tendo que ser utilizado um co-solvente. Neste caso, &
necessario ter, ao mesmo tempo, um bom grau de turgescéncia e uma solucao
concentrada do farmaco, sendo os solventes limitados ao metanol e etanol
(CASADEI et al., 2006).

O dextrano pode ser utilizado na preparacéo de hidrogéis para liberacéo de
farmacos e substancias bioativas. Zhang e colaboradores (2002) e Coviello e
colaboradores (2007) desenvolveram hidrogéis de dextrano modificado, capazes
de liberar as substancias contidas em seu interior devido a mudanca do pH e
forcas ibnicas. Outro exemplo de utilizagdo dos hidrogéis de dextrano, como
sistemas de liberacdo de farmacos, sdo os citados por Coviello e colaboradores
(2007) e Sinha e Kumria (2001). Segundo esses autores, € possivel obter
hidrogéis de dextrano com o objetivo de alcancar uma liberacédo direcionada para
0 colon, permitindo o tratamento localizado de doencas colénicas ou a
administracdo oral de peptideos e vacinas, que devido a instabilidade no trato
gastrointestinal superior, apresentam dificuldades para serem administrados por
esta via.

Conforme o relatado por Zhang (2002), é possivel obter polimeros pH
sensiveis pela adicdo de um grupo funcional acido ou bésico a sua estrutura
principal; este pode tanto aceitar como receber prétons em resposta ao pH
apropriado e mudancas de forca ibnica no meio aquoso. Assim, a porosidade da
rede do hidrogel mudara com a repulsédo eletrostatica. Por exemplo, hidrogéis
ibnicos contendo grupos acido sulfénico ou carboxilico podem apresentar uma

mudanca, tanto repentina quanto gradual, em sua dinamica e equilibrio no

Flavio dos Santos Campos



Introducédo 30

comportamento de intumescimento como resultado da mudanca do pH externo
(ZHANG, 2002).

COVIELLO e colaboradores (2007) avaliaram a obtencdo de hidrogéis
sensiveis ao pH para liberacdo de farmacos e aplicacbes na manipulacdo de
tecidos. O sistema foi desenvolvido pela ligacdo carboximetil-dextrano com o
derivado da carbodiimida e com hidroxisuccinimida, levando a formacgédo de
ligacbes do tipo éster. O hidrogel, contendo certo nimero de grupos COOH,
aumentou a porosidade da matriz em resposta a mudanca de pH e aumento de
forca iGnica. Segundo os autores, o intumescimento do gel foi pH-dependente,
resultando em um aumento na difusdo da proteina testada, quando pH e forca
ibnica foram aumentados. Em particular, membranas de hidrogel apresentam uma
resposta reversivel a mudanca de pH sob condi¢cdes de forga ibnica constante.
Estes sistemas apresentaram varias vantagens: a variacdo da quantidade dos
grupos carboxilicos e a concentragcdo dos reagentes ligados permitiram a
monitoracdo da densidade da carga e do grau de ligacdo de maneira que o
equilibrio entre as taxas de degradacdo e propriedades mecéanicas puderam ser
facilmente controlados (COVIELLO, 2007).

Um grande numero de polissacarideos ja foi testado como sistema
transportador de farmacos coélon-especificos, entre eles o dextrano. Um fator
importante que torna o dextrano tdo interessante para O uso em sistemas
colénicos de liberacdo de farmacos € sua capacidade de agir como substrato de
bactérias que habitam o coélon. A estabilidade destes sistemas tem sido
investigada em modelos in vitro, simulando pequenos ambientes intestinais e
colonicos para avaliar a adequacao de matrizes de dextrano como carreadores
para sistemas de liberacdo especificos ao coélon (COVIELLO, 2007; SINHA,
2001).

De fato, tais sistemas sdo de grande interesse para tratamentos locais de
doencas colbnicas e, do mesmo modo para a administragéo oral de peptideos e
vacinas, que devido a instabilidade no trato gastrointestinal superior, apresentam
dificuldades para serem administrados por via oral. A maioria das bactérias no
cblon sao sacaroliticas, ou seja, obtém energia através do uso de enzimas que
fermentam os carboidratos, resultando na producdo de acidos graxos de cadeia

curta e gases. As dextranases sdo as enzimas que hidrolisam as ligacGes
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glicosidicas do dextrano. A atividade das dextranases é demonstrada pelas
bactérias intestinais gram-negativas e anaerdbicas (COVIELLO, 2007; SINHA,
2001). ). Portanto, baseando-se no que as pesquisa vem apontando, podemos

perceber que os hidrogéis de dextrano sdo uma ferramenta util na liberacdo de

farmacos
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2. OBJETIVO

Desenvolver blendas com diferentes propor¢cdes de dextranos 70 e 148
kDa no intuito de se obter hidrogéis contendo praziguantel.
Desenvolver uma nova plataforma tecnoldgica em termos de Sistemas de

Liberacdo de Farmacos

2.1. Objetivos Especificos

e Desenvolvimento e Caracterizacdo dos hidrogéis
e Avaliar a taxa de intumescimento
e Avaliar a capacidade de liberagao in vitro

e Avaliar a atividade esquistossomicida in vivo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Substancias e reagentes
o Dextrano 70000 (TCI®)
o Dextrano 148000 (Sigma®)
o Etanol absoluto 99,5% (Synth®)
. Agua deionizada Milli-Q
. Acido cloridrico 37% (Chemis®)
o Lauril sulfato de sédio (BDH Chemicals Ltda.)

o Praziquantel (Shangai Pharmaceutical®)

3.1.2. Equipamentos analiticos e acessorios

. Bomba de Vacuo D-Lab, Edwards®, modelo 34-8

. Bomba de Vacuo, Edwards®, modelo XDS 5

. Difratometro de raios X, da Siemens ®, modelo D5000

o Dispositivo para determinacdo de intumescimento segundo Enslin
o Equipamento de Analise Térmica (TA Intruments® modelo DSC-

2910) - Departamento de Quimica Analitica do Instituto de
Quimica - Unesp.

o Equipamento para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Varian
- mod. ProStar, equipado com Detector espectrofotométrico com
fotodiodo (Prostar® 330 UV-VIS PDA):

o Equipamento para ensaio de dissolucdo (Hanson® Dissolution
Test Station SR8 Plus)

o Espectrofotdmetro Infravermelho Fourier (Shimadzu® modelo IR

Prestige-21) — Departamento de Farmacos e Medicamentos.
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Laboratério de Quimica Farmacéutica, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — Unesp
o Espectrofotdmetro Ultravioleta (Hewllet-Packard® Kayak-XA)
Espectrometro de RMN-H! Bruker Avance Ill 600,13 MHz —

Departamento de Quimica, Laboratorio de Fisico-Quimica,
UFSCar

Liofilizador, Thermo Scientific®, modelo Savant Micro Modulyo
o Microscépio eletrénico Jeol JSM-7500F “Field Emision SEM/
Analytical Field Emission SEM” — Departamento de Fisico-

Quimica do Intituto de Quimica —Unesp
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3.2. METODOS

3.2.1. PREPARAQA'O DOS HIDROGEIS COM BLENDAS E
MISTURAS FISICAS

As blendas foram preparadas com dextranos de massas moleculares
70kDa e 148kDa. A incorporacdo do praziquantel foi feita pelo método de
dissolugcdo e evaporacdo de solvente, conforme o método desenvolvido em
trabalho anterior realizado por Campos, 2009.

Neste método, o farmaco foi dissolvido em uma solucdo hidroalcodlica,
onde posteriormente foi adicionada a blenda dos polimeros. A mistura foi, entéo,
distribuida em placas de Petri e colocada na capela com exaustor ligado para
eliminar parte do alcool etilico por evaporacdo para, mais tarde, ser armazenada
em congelador por 24hs. Apdés, o periodo de congelamento as amostras foram
postas para secar em liofilizador, onde permaneceram por mais 24hs para total
eliminagdo da &gua. As amostras secas, entdo, foram pulverizadas e
armazenadas adequadamente em frascos de vidro ambar. Ao final, foram obtidas
formulacdes nas proporgbes de 1:1:1, 1:2:1, 1:1:2, 1:2:2, 1:1:3, 1:3:1, 1:2:3, 1:3:2
e 1:3:3 (PZQ:DEX-70:DEX-148).

Para a obtencdo das misturas fisicas, quantidades adequadas de PZQ,
DEX-70 e DEX-148 foram pesadas e misturadas nas propor¢des de 1:1:1, 1:2:1,
1:1:2,1:1:3, 1:3:1 e 1:2:2 (PZQ:DEX-70:DEX-148). As amostras foram preparadas
em gral com auxilio de pistilo. Ap6s a mistura, as amostras foram tamisadas e

armazenadas em frascos de vidro ambar.

3.2.2. DETERMINACAO DE TEOR DO PRAZIQUANTEL

O teor de PZQ incorporado nas formulacdes foi determinado adicionando
uma massa proporcional de amostra (polimeros + farmaco) que contivesse 50 mg
de farmaco. Essas amostras foram, inicialmente, solubilizadas em 10 mL alcool
etilico. Em seguida, uma aliqguota de 1 mL, foi transferida para um baldo
volumétrico de 10 mL, e diluida em agua Milli-Q. Por fim, a quantidade de PZQ

solubilizada foi determinada por espectrometria UV no comprimento de onda de
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263nm. O experimento foi realizado com as trés formulacdes desenvolvidas, em
triplicata. Toda a metodologia utilizada na determinacdo da quantidade de

farmaco foi devidamente validada (vide ANEXO A).

3.2.3. AVALIACAO DA SOLUBILIDADE DO PRAZIQUANTEL
INCORPORADO NAS AMOSTRAS

A solubilidade do praziquantel incorporado aos hidrogéis foi determinada
adicionando uma massa de amostra (polimero +farmaco) que contivesse 10 mg
em 10 mL de agua Milli-Q. As amostras foram mantidas em agitacédo por 24 horas
a temperatura de 25 °C. Decorrido esse tempo, foram centrifugadas a 3400rpm,
por 10 minutos. A quantidade de PZQ solubilizada foi determinada por
espectrometria UV, A = 263nm. O experimento foi feito em triplicata. . Toda a
metodologia utilizada na determinacdo da quantidade de farmaco foi devidamente
validada (vide ANEXO A).

3.2.4. CARACTERIZACAO DOS HIDROGEIS

3.2.4.1. Determinacdo Espectroscopica de Absorcao na
Regido do Infravermelho com transformada de
Fourier

Os espectros de absorgéo na regiao do Infravermelho foram obtidos por
meio de um espectrofotbmetro de Infravermelho com transformada de Fourier
com o objetivo de se avaliar a existéncia de interacdes entre farmaco e polimero
de natureza fisica ou quimica. As amostras de PZQ, dextranos (70 kDa e 148
kDa), mistura fisica e hidrogéis foram misturadas com brometo de potassio em po
e comprimidas em uma prensa hidrdulica sob uma forca de 8kgF por
aproximadamente 3 minutos para que pastilhas fossem obtidas. Os espectros
foram registrados na regido do IV e os picos identificados comparados com

valores da literatura.
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3.2.4.2. Espectrometria de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrégénio — RMN-H*

Os espectros de RMN foram registados num Bruker Avance Il 600,13 MHz
(nucleo de hidrogénio), equipado com uma crio-sonda TCI de 5 milimetros (tripla
ressonancia 13C/15N/1H) com gradientes de campo de pulsos ao longo da
direcdo z, a temperatura de 296K. A aquisicdo e processamento de dados foram
realizados com a utilizacdo do software Topspin Bruker, versédo 3.0, instalado no
espectrometro.

O espectro de prétons de PZQ foi obtido em metanol deuterado, enquanto
0s espectros de Dex 70, e 148 foram obtidos em D,O, em que o sinal HOD
residual foi tomado como padréo interno. Todos os espectros dos hidrogéis (1:1:1,
1:2:1 e 1:2:2) foram obtidos através da dissolucdo das amostras ja preparadas em
D20 (MeOD e 5%: 95% , v/v), respectivamente.

3.2.4.2.1. Espectrometria de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio com Transferéncia de
Diferenca de Saturacdo — STD-RMN

Os estudos de STD-RMN foram realizados pela dissolu¢cdo de 2mg de cada
hidrogel em 5%:95%, v/v de MeOD e D0, respectivamente. Uma sequéncia de
pulsos STD padrdo Bruker com supressdo de agua foi utilizada para todos os
experimentos de STD para a supressao de sinal HOD residual. O STD-RMN
foram obtidos com uma série seletiva de pulsos suaves de forma Gaussiana com
truncamento de 1%, 50ms de comprimento e separados por 1ms. Em todos o0s
espectros de irradiacéo seletiva foi feita em 2240.100 Hz para o on-ressonance e
18000Hz para o off-ressonance (referéncia) com 25ms de filtro spin-lock para a
supressdo do sinal notorio de grande porcao de acucares. A subtracdo destes
espectros pseudo-2D (on-ressonance a partir de off-ressonance) foi feito com a
ciclagem de fase. O tempo de saturacdo de 2s foi encontrado para ser mais eficaz
para estes estudos STD. Antes da transformacdo, os espectros de STD-RMN

foram multiplicados por uma funcéo de alargamento de linha exponencial (LB) de
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0,5-2 Hz. O numero total de verificacbes para adquirir estes espectros de STD foi

de 64 com a aplicacdo de 16 dummy scans cada.

3.2.4.2.2. Espectroscopia Ordenada de Difusdo — DOSY

Para a espectroscopia Ordenada de Difusao, foi utilizada uma sequéncia
de pulsos LED padréo Bruker. Durante todo o curso destes estudos, o gradiente
de comprimento utilizado foi de 1ms, com os tempos de recuperacao de 200us e
atraso das correntes de Eddy (ou correntes de Foucault) longitudinal de 5ms.
Sessenta e quatro diferentes gradientes de amplitude foram utilizados para cada
experimento (amostra separada e no complexo), e o tempo de difusdo total
otimizado foi de 60ms. Em ambos o0s casos (amostra em separado e no
complexo), os dados de aquisicdo foram coletadas com gradiente de forca
comecando a partir de 1.07G/cm até 53,5 G/cm com 32 escaneamentos para
observar as interagcdes. Em cada caso, 0 atraso de relaxamento foi mantido a 3s e
a linha base corrigida automaticamente.

Processamento dos espectros do DOSY 2D (amostra separada e
hidrogéis) foram realizadas com a ajuda d DOSY toolbox (Nilsson, 2009), pela
funcdo de ampliacdo de linha, 2Hz e 0.03Hz, ao longo das dimensdes de F1 e F2,
respectivamente. Os macros do DOSY foram executados com dados
transformados usando 64K de pontos de dados ao longo do eixo F2. A funcao de
apodizacdo Gaussiana de 0,01 Hz foi colocado apenas na dimensdo F1. O
preenchimento de zero até 4K de pontos de dados ao longo de F2 e 1K de pontos
de dados ao longo da F1 foram empregados em ambos 0s casos para 0S
espectros 2D, antes de se fazer a transformacao de Fourier. Os DOSY resultantes
sdo pseudo-espectros bidimensionais com o0s desvios quimicos de RMN (em
ppm), ao longo de um eixo e os coeficientes de difusdo calculados (em 10™° m?%s)
ao longo da outro. Comparacdo dos coeficientes de difusdo de moléculas

separadas e dos hidrogéis foi medido tomando como padréo o sinal da agua.
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3.2.4.2.3. Espectroscopia de Efeito Overhauser de quadro
rotativo 2D -ROESY

Uma sequéncia de pulsos sensiveis de fase ROESY foi realizada, com
tempo de mistura de 300 ms para o hidrogel (1:1:1). Foi utilizada a largura
espectral de 9057.971 Hz em ambas as dimensfes F2 e F1 com 2 segundos de
atraso por varredura. O espectro foi coletado, colocando 2K de pontos de dados
complexos ao longo da dimensdo F2 com 256 incrementos na dimensao F1, e
foram coletados por meio de 2.048 pontos de dados complexos na dimenséo F2 e
324 incrementos. Durante o processamento, para ser adquirido o espectro real,
2K de pontos de dados complexos ao longo da dimensédo F2 e 1K de pontos de
dados ao longo da dimensdo F1 foram usados com 0.3 Hz de funcdo de

ampliacéo de linha ao longo da dimenséo F1.

3.2.4.3. Microscopia Eletrénica de Varredura — MEV

A andlise microscopica das amostras de PZQ nas misturas fisicas e
hidrogéis foi realizada por meio de microscopio eletrénico Jeol JSM-7500F “Field
Emision SEM/ Analytical Field Emission SEM”. As imagens foram capturadas com

aumentos de 100 a 10000 vezes.

3.2.4.4. Calorimetria Exploratéria Diferencial — DSC

Para a realizacdo do estudo térmico do PZQ, DEX-70, DEX-148, mistura
fisica PZQ/DEX-70 ou PZQ/DEX-148 e hidrogéis PZQ/DEX-70 ou PZQ/DEX-148
utilizou-se equipamento de Andlise Térmica, modelo DSC-2910 (TA Instruments),
capaz de operar da temperatura ambiente até 300°C.

As curvas DSC foram obtidas utilizando massa de amostra de 1,9 a 2,1mg,
cadinho de aluminio e razdo de aquecimento 10 °C.min™, atmosfera de nitrogénio,

com vazio média de 25 mL/min™.
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3.2.4.5. Difratbmetria de raios-X

A identificacdo da estrutura cristalina e / ou formas amorfas de PZQ, DEX,
misturas fisicas e hidrogeéis foi realizada com o auxilio de difratogramas obtidos a
partir de difratometro de raios X, da Siemens ®, modelo D5000 velocidade de
goniémetro de 0,05/min sob radiacdo Cu-Ka (A = 1,5406 A) e com varredura de
raios-X de angulo aberto 20 entre 4° e 80°.

3.2.5. DETERMINACAO DO PERFIL DE INTUMESCIMENTO

O perfil de intumescimento das amostras, em funcédo do tempo, foi avaliada
em dispositivo de Enslin adaptado (CURY, 2005). Para realizar estes ensaios
foram utilizadas 0,05g das amostras e o volume de agua absorvido pela amostra
foi determinado nos intervalos de 1, 5,10, 15, 20,30, 40, 60, 90, 120 min. Os
ensaios foram realizados em triplicata e os resultados expressos em porcentagem

(%) de agua absorvida em relagdo a massa inicial da amostra.

3.2.6. AVALIACAO DA DISSOLUCAO IN VITRO DO
PRAZIQUANTEL

A taxa de dissolucdo do PZQ foi avaliada nos hidrogéis que apresentaram
alguma melhora na solubilidade do praziquantel em &agua. O teor de farmaco
dissolvido foi avaliado por meio da metodologia para comprimidos de PZQ
descrita na USP 31, a qual foi adaptada as condi¢cdes necessarias para atender
aos parametros de analise dos hidrogéis. Foram adicionados 10mg de amostra de
PZQ livre, mistura fisica ou hidrogéis a cubas de 150 mL., contendo meio
dissolutor composto por solugdo aquosa de acido cloridrico 0,1N e 2 mg de lauril
sulfato de sédio para cada 1 mL de solu¢do aquosa do acido. Aliquotas do meio
de dissolucéo foram coletadas e repostas nos tempos 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90
e 120 minutos, filtradas e analisadas por CLAE. Todo o experimento foi realizado
em sextuplicata (n=6).
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Para quantificacdo do farmaco dissolvido, as condi¢cdes cromatograficas
utilizadas foram: Fase Mdvel — Acetonitrila/ Agua (45:55), Fase Estacionaria -
Coluna de Octadecilsilica C18 (250 x 4,6mm, tamanho de particula 5pm (Varian®
- Chromsep®), Detector DAD (arranjo de diodos) UV no A = 215nm, vazao de
1mL/min, volume de injecdo de 100uL e tempo de corrida de 20 minutos.

Para a avaliacdo da dissolugcdo do farmaco foi preparada uma curva
analitica utilizando uma solucdo estoque de concentragdo igual a 1,0mg/ml de
PZQ, na fase movel (55% agua e 45% acetonitrila), a partir da qual foram diluidas
em solucéo aquosa de acido cloridrico 0,1N e 2% de lauril sulfato de sodio, nas
concentracdes de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 ug /ml, as quais tiveram

suas concentragdes determinadas em CLAE, feitas cada uma em triplicata.

3.2.7. AVALIACAO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA IN
VIVO

3.2.7.1. Modelo Biolbgico

3.2.7.1.1. Parasitas e Animais

Nesse estudo utilizou-se a cepa BH de S. mansoni (oriunda de Belo
Horizonte, MG, Brasil) mantida em moluscos, planorbideos Biomphalaria glabrata,
no departamento de Biologia Animal, IB, Unicamp. Fémeas de camundongos
(Mus musculus), linhagem “Swiss” SPF com 30 dias de idade pesando 20+ 22g,
foram previamente infectadas percutaneamente com * 70 cercarias de S.
mansoni, por meio da técnica de imersdo caudal, descrita por (OLIVER E
STIREWALT, 1952). Sequencialmente, os camundongos foram mantidos em
Rack ventilada (Alesco®) (temperatura entre 20 °C e 22 °C), por 60 dias. Os
animais foram fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica
(CEMIB) da Unicamp.
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3.2.7.2. Ensaios in vivo com Schistosoma mansoni

Os tratamentos foram realizados apés 45 dias de infeccao e, apos 60
dias de infeccdo, estes foram avaliadas. Para isto, os animais foram divididos
em 5 grupos experimentais (n= 5). Todos os grupos foram tratados em dose
Gnica, através de tubagem esofagica. Foram administradas 0,3 mL de cada
amostra avaliada. As concentra¢cdes foram calculadas de acordo com o peso
do animal e expressas em mg/kg para cada grupo experimental. Foi avaliada
uma dose de PZQ de 300mg/kg, incorporado ou ndo nos diferentes sistemas.
O grupo 1 (Controle positivo), foi tratado com PZQ disperso em Tampao Tris
20mM pH 7,5. O grupo 2 ( Controle negativo), recebeu solugdo tampéo PBS.
Os ultimos 3 grupos, foram tratados com os hidrogéis, contendo praziquantel, e
foram nomeados da seguinte forma: HG1:1:1 (Grupo 3), HG1:2:1 (Grupo 4) e
HG 1:2:2 (Grupo 5).

O protocolo deste experimento de infectividade foi submetido para a
Comissdo de Etica de experimetagdo animal CEUA/Unicamp, protocolo no
2170-1, e aprovado por estar de acordo com o0s principios éticos na
experimentacdo animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA).

3.2.7.3. Analises dos Tratamentos

3.2.7.3.1. Recuperacao dos Vermes Adultos de S. mansoni

Para avaliar a reducdo da carga parasitaria, duas semanas apés a
realizacdo dos tratamentos, os animais foram eutanasiados por meio do
deslocamento cervical e submetidos a perfusdo do sistema porta-hepatico de
acordo com PELLEGRINO & SIQUEIRA, (1956). Os vermes recuperados foram
colocados em placa de Petri contendo solucdo salina NaCl 0,85%, estes foram
quantificados e identificados segundo o sexo e vermes acasalados bem como a
localizagdo em que se encontravam. As porcentagens de reducdo dos vermes

(RV) foram calculadas de acordo com Delgado et al. (1992), usando a férmula:
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YeReducio d Total vermes grupo infectado ndo tratado - Total vermes grupo tratado % 100
educio de vermes =
0 4 Total vermes grupo infectado néo tratado

(Equacéo 1)

3.2.7.3.2. Oograma

Para avaliar do efeito dos tratamentos, sobre a distribuicdo e estagio de
desenvolvimentos de ovos do S. mansoni nos tecidos intestinais, um fragmento
de 0,5 cm do intestino delgado foi retirado para realizagdo do oograma. Foram
analisados 10 campos aleatérios, em microscépio 6ptico com aumento de 100x.
Os ovos foram quantificados de acordo com seus diferentes estagios de
maturidade - 1° ao 5° - e ovos mortos, seguindo o0 método descrito por Hermeto et
al. (1994) e Pellegrino et al. (1962).

3.2.7.3.3. Contagem de Ovos eliminados nas fezes (OPG)

Para avaliar a quantidade de ovos eliminados por grama de fezes, foi
realizado o método quantitativo de Kato Katz apos 15 dias dos tratamentos (KATZ
et al., 1972).

3.2.7.4. Analises Estatisticas

Para andlises estatisticas dos dados obtidos foram aplicados a Analise da
Variancia (ANOVA) e para a comparacao de médias foi utilizado o Teste de Tukey
para as variaveis com valores paramétricos e o Teste de Kruskal-Wallis e para a
comparacdo de meédias foi utilizado o Teste de Student-Newman-Keuls para
variaveis com valores ndo paramétricos. Foram considerando-se estatisticamente

significativos os valores comparados ao nivel de significancia de p<0,05.

Flavio dos Santos Campos



Resultados e Discussdo 44

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. DETERMINACAO DO TEOR DE PRAZIQUANTEL

Os valores obtidos nos estudos de determinacéo de teor estdo na Figura 3.
Pode-se observar que a formulagéo 1:1:1 e 1:3:2 apresentam uma concentracao
alta de farmaco incorporado, 0,63 mg/ml e 0,57 mg/ml, respectivamente.
Também foi notado que nas formulagbes 1:1:2 e 1:3:1 que as solubilidades foram
semelhantes. Enquanto em algumas encontramos altas concentracdes de
praziquantel, nas amostras 1:2:1 e 1:2:3, verifica-se a presenga concentragdes
menores do farmaco que a tedrica (0,5mg/ml), 0,41 mg/ml e 0,40 mg/ml,

respectivamente.

Figura 3 - Concentragéo de praziquantel incorporado as formulacdes.

0,70

0,60

0,50 |
0,40 |
0,30 -
0,20
0,10
0,00 | . . . ; . . : .

HG 1:1:1 HG 1:1:2 HG 1:1:3 HG 1-2:1 HG 1:2:2 HG 1:2:3 HG 1:3:1 HG 1:3:2 HG 1:3:3

Concentracio de praziquantel incorporado
(mgfml)

Amostras

Fonte: Préprio autor.

Foi selecionada para a avaliacdo da solubilidade do praziquantel a
formulacdo 1:1:1, que serviu de pard@metro minimo na conjectura a respeito dos
efeitos da proporcdo dos polimeros sobre as propriedade fisico quimicas e
biofarmacéuticas e, também, a amostra 1:2:2 que auxiliou nos estudos como
parametro maximo. Além dessas, foram selecionadas os hidrogéis 1:1:2; 1:1:3;
1:2:1 e 1:3:1, que ajudaram na ponderacdo sobre a influéncia de uma maior
proporcao de dextrano 70 kDa ou 148 kDa nas propriedades do farmaco.
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4.2. AVALIACAO DA SOLUBILIDADE DO PRAZIQUANTEL
INCORPORADO NAS AMOSTRAS

Os valores obtidos nos estudos sobre a solubilidade do PZQ presente nas
formulacdes estdo na Figura 4. Este estudo foi feito para avaliar o efeito das
formulacfes e misturas fisicas sobre a solubilidade do farmaco em agua.

Observando a figura 4 percebe-se que em todas houve um aumento da
solubilidade, comparadas a do PZQ livre em 4gua, que nesse estudo apresentou
solubilidade de 0,26 mg/ml. No entanto, as formulacfes 1:2:1 e 1:2:2 apresentam
aumentos de cerca de 0,15 mg/ml nas concentragdes encontradas. Enquanto que
as misturas fisicas nas proporc¢des de 1:2:1 e 1:2:2 mostram concentracfes de
farmaco de 0,27 mg/ml e 0,17 mg/ml, o que confirma uma boa melhora na
solubilidade PZQ

Essa diferenca de aumento na solubilidade do PZQ entre as amostras e
suas misturas fisicas se deve, provavelmente, a propor¢cdo de polimeros, a
formacao da rede polimérica, a competicdo dos polimeros com o farmaco pelas
moléculas de agua e a interacdo que existe entre farmaco e polimero, coforme o
que ja foi sugerido nos estudo de RMN-H*, MEV, DSC e Difracdo de Raios-X . Em
ambos 0s casos, ha a possibilidade do farmaco se encontrar molecularmente
disperso entre os espacos da rede formada pelos polimeros, porém, no caso de
1:2:1, a alta proporcdo de DEX-70 que por ter uma cadeia menor e estar em
maior concentracao pode ter ditado o comportamento do sistema, retendo mais o
PZQ e competindo com ele pela 4gua, uma vez que, este polimero é altamente
hidrofilico. No caso da mistura fisica 1:2:1 e 1:2:2, o PZQ pode ter apresentado
uma solubilidade menor devido as razdes anteriormente apresentadas nas
analises feitas sobre as fotomicrografias obtidas por MEV. Como foi observado
nesse estudo, os cristais de PZQ se depositavam sobre as particulas de dextrano,
aderindo a superficie delas, o que poderia, por conseguinte, levar a uma reducdo
da superficie de contato das particulas de praziquantel com a agua, interferindo
na solubilidade do farmaco.

No que se refere a amostra de 1:2:2, o fato de ambos os polimeros

somados estarem em uma concentracdo maior que o farmaco pode ter gerado

Flavio dos Santos Campos



Resultados e Discussao 46

uma melhor disperséo, deixando-o mais livre para ser solubilizado. H4, portanto, a
possibilidade de tal fato possa ter contribuido para uma maior solubilizacdo do
farmaco em relacdo a sua mistura fisica. No entanto, uma competicdo entre 0s
polimeros e o PZQ pela agua também pode ter existido, na qual o farmaco saiu
claramente prejudicado. Além disso, como observado nos estudos realizados
pelas técnicas de DSC, difracdo de Raios-X e MEV, afora a questao da dispersao
também verificada nesses estudos, deve se levar em consideracdo os cristalitos
observados nas fotomicrografias e as alteracdes estruturais, observadas no DSC
e difracdo de Raios-X, que podem ter influenciado na solubilidade do farmaco.
Deve se recordar também, que como mostrado nos estudos de RMN-H*, PZQ e
DEX interagem de forma mais branda que nas amostras 1:1:1. Disto, também
pode se sugerir que, possivelmente, o hidrogel 1:1:1 apresenta uma baixa
solubilidade devido a essa interacdo mais forte entre os componentes da amostra.

A vista desses resultados, as amostras de hidrogéis 1:2:1 e 1:2:2 foram
selecionadas por terem apresentada, juntamente com suas misturas fisicas para
servirem de parametro. Além disso, a amostra 1:1:1 foi selecionada para se ter
um outro comparativo com relacdo a quantidade de polimeros em relacdo ao
farmaco e, assim, avaliar se a quantidade de polimero influi na dissolucédo do

farmaco e seu perfil.
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Figura 4 - Concetracéo de PZQ solubilizado em &gua ap6s 24 hs a 25°C.
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Fonte: Préprio autor

4.3. CARACTERIZACAO DOS HIDROGEIS

4.3.1. Espectroscopia naregido de Infravermelho

A espectroscopia de absorcdo na regido do Infravermelho é uma
ferramenta muito Gtil para a avaliagdo de possiveis intera¢des quimicas entre o
farmaco e o polimero, que geram alteracdes nos grupos funcionais caracteristicos
do farmaco.

A radiacéo infravermelha corresponde a parte do espectro eletromagnético
situada entre as regifes do visivel e das microondas. A por¢cdo de maior utilidade
estd situada entre 4000 cm™® e 400 cm™, e denomina-se regido média do
infravermelho. Essa regido € muito utilizada para a confirmacdo estrutural de
moléculas, uma vez que todos 0s compostos possuem espectros na regido do
infravermelho, muito caracteristicos, que nao se repetem de molécula para
molécula (SILVERSTEIN, 2006; WATSON, 1999).
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As figuras 5-12 mostram os espectros de absor¢cdo no infravermelho do
praziquantel, dextrano 70 e 148, misturas fisicas e hidrogéis.

No espectro de absor¢édo do PZQ (Figura 5) foi observada uma banda na
regido de 3400 cm™, provavelmente, devido a presenca de umidade na pastilha
de KBr ou na amostra. As bandas em 2900 cm™ e 2800 cm™ s&o referentes as
vibracdes de C-H das deformacfes axiais simétrica e assimétrica de CH, e CHs.
Pode se observar uma banda préxima a 1600 cm™ uma banda referente a
absorcao do estiramento das carbonilas (C=0) presentes na molécula do farmaco
e, que pode ser observada na figura. Também pode-se ver entre 1350 e 1000

1

cm™ varias bandas sobrepostas que indicam deformacdo axial C-N
(SILVERSTEIN, 2006).

Figura 5 - Espectro no Infravermelho do Praziquantel.
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Fonte: Laboratério de pesquisa e desenvolvimento de farmacos, Departamento de Farmacos

e Medicamentos, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP.

Conforme observado em Silverstein (2006) nos espectros de absorcao do
Dextranos de 70 kDa e 148 kDa (Figura 6) pode-se observar uma banda larga

Flavio dos Santos Campos



Resultados e Discussdo 49

préxima de 3500 cm™ resultante do estiramento dos grupos OH presentes na
molécula dos polimeros. Pode-se verificar ainda a presenca de uma banda em
2900 cm™ referente a vibragées CH/CH,, Também podemos observar entre1500 e
1700 cm™, uma banda resultante da conjugac&o dos anéis (SILVERSTEIN, 2006).

Figura 6 - Espectros no Infravermelho dos Dextranos 70 e Dextrano 148
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Comprimento de Onda (cm™)

Fonte: Laboratério de pesquisa e desenvolvimento de farmacos, Departamento de Farmacos e

Medicamentos, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP.

A partir da comparacdo dos espectros de absorcdo na regidao do
Infravermelho das misturas fisicas e dos hidrogéis Figuras 7-12 pode-se observar
a conservacdo dos grupos funcionais caracteristicos do farmaco e do polimero,
observa-se apenas uma espécie de jungdo dos espectros dos polimeros com o do
farmaco. Pode ser verificado ao se fazer uma comparacdo dos espectros das
misturas fisicas 1:1:1 e 1:2:1 com seus respectivos hidrogéis, que houve uma
reducao nas bandas referentes ao estiramento dos grupos OH dos polimeros em
3500 cm™, bem como, das bandas referentes as vibracbes de C-H das

deformacBes axiais simeétrica e assimétrica de CH, e CHgj, observadas no
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espectro do farmaco o que, provavelmente pode indicar uma possivel interacao

entre o farmaco e os polimeros. Assim, é possivel supor que ha uma eventual

interac&o entre os componentes da formulagéo.

Figura 7 - Espectro no Infravermelho da mistura fisica 1:1:1 (PZQ:DEX-70:DEX-148)
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Fonte: Laboratério de pesquisa e desenvolvimento de farmacos, Departamento de Farmacos e

Medicamentos, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP.
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Figura 8 - Espectro no Infravermelho da mistura fisica 1:2:1 (PZQ:DEX-70:DEX-148)
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Fonte: Laboratério de pesquisa e desenvolvimento de farmacos, Departamento de Farmacos e

Medicamentos, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP.

Figura 9 - Espectro no Infravermelho da mistura fisica 1:2:2 (PZQ:DEX-70:DEX-148)
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Fonte: Laboratério de pesquisa e desenvolvimento de farmacos, Departamento de Farmacos e

Medicamentos, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP.
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Figura 10 - Espectro no Infravermelho do hidrogel 1:1:1 (PZQ:DEX-70:DEX-148)
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Fonte: Laboratério de pesquisa e desenvolvimento de farmacos, Departamento de Farmacos e

Medicamentos, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP.

Figura 11 - Espectro no Infravermelho do hidrogel 1:2:1 (PZQ:DEX-70:DEX-148)
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Fonte: Laboratério de pesquisa e desenvolvimento de farmacos, Departamento de Farmacos e

Medicamentos, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP.
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Figura 12 - Espectro no Infravermelho do hidrogel 1:2:2 (PZQ:DEX-70:DEX-148)
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Fonte: Laboratério de pesquisa e desenvolvimento de farmacos, Departamento de Farmacos e

Medicamentos, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP.

4.3.2. Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio — RMN-H*

Os estudos de interacdo vém se tornado cada vez mais importantes no
campo da descoberta de novos farmacos e medicamentos. Neste contexto, com
as novas técnicas de RMN, tornou-se possivel a compreensao das interacdes até
o nivel atbmico (MEYER e PETERS, 2003), especialmente no estado de solucao.
Para esse estudo, foram aplicadas com sucesso as trés técnicas mais utilizadas
para avaliar as interagcdes entre o praziquantel (Figura 13) e o dextrano (Figura
14).

Na figura 12, apenas os picos envolvidos na interacéo foram assinalados, e
a nomenclatura molecular foi feita de acordo com um estudo anterior sobre
praziquantel, realizado por El-Subbagh e Al-Badr (1998). Da mesma forma, na
figura 14, as atribui¢cdes dos picos foram feitas de acordo com um estudo anterior
(Young-il et at, 2011).
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Figura 13- Espectro de RMN-H" do Praziquantel
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Fonte: Laboratério de RMN, departamento de Quimica, UFSCar.

Figura 14- Espectro de RMN-H" do Dextrano 70
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Fonte. Laboratono de RMN, departamento de Quimica, UFSCar.

A Figura 15C mostra que os prétons do ciclo-hexano e os do anel
aromatico do PZQ com um contato proximo com o0s prétons de dextrano
sugerindo uma interacdo. Como o espectro de STD (Transferéncia de Diferenca
de Saturacdo) se desenvolve como resultado da transferéncia de saturacdo da
molécula a ser irradiada para outra através de relaxamento transversal, as

intensidades de sinal no STD dependem de dois fatores:
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A) Quanto maior o nimero de prétons, maior sera a intensidade e

B) Quanto maior o tempo de saturacéo, maior o sinal.

O efeito do STD, portanto, reflete a quantidade relativa de saturacao
transferida a partir da molécula irradiada a molécula vizinha mais proxima e,
desse modo, os numeros de moléculas a serem saturadas. No caso em estudo a
irradiacao foi aplicada na molécula de dextrano, enquanto que a transferéncia de
saturacao recebida como resultado da taxa de rotacao rapida pela molécula PZQ.
A parte da molécula que recebeu maior saturacdo da molécula de dextrano foi
representada como sinal no espectro. Assim, podemos verificar que o ciclo-
hexano do PZQ apresente uma maior interacdo com os prétons do dextrano.
Além disso, os sinais aromaticos também mostraram algum tipo de interagcdo com
o polimero. Os espectros abaixo (Figura 15A e 15B) foram colocados para
visualizacéo clara da interagdo dos hidrocarbonetos alifaticos e regido aromatica
(Figura 15).

Segundo o observado na figura 16, € pouco provavel que o hidrogel 1:2:1
seja capaz de apresentar qualquer interacdo entre o PZQ e dextrano. O espectro
acima é o sinal de um préton normal, enquanto B € o espectro de referéncia, no
caso, a amostra de hidrogel 1:2:1. No espectro de STD na figura 16C, o sinal de
dextrano mostrou que enquanto as moléculas de dextrano e PZQ séo irradiadas,
elas sdo incapazes de obter qualquer saturacdo. Entdo, podem-se obter apenas
0s sinais do dextrano.

O hidrogel 1:2:2 mostrou resultados similares de padrao de interagdo com
o hidrogel 1:1:1, mas a intensidade do sinal desta interacdo foi menor como
mostrado na Figura 17C. A intensidade do sinal mantém-se inferior a este
espectro porque o0 numero de moléculas € menor em comparagao com a molécula

de dextrano, portanto, mostra menos interagao.
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Figura 15- Espectro de RMN-H" (A), espectro de referéncia (B) e espectro de STD-RMN do hidrogel 1:1:1 (C).
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Fonte: Laboratério de RMN, departamento de quimica, UFSCar.
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Figura 16- Espectro de RMN-H" (A), espectro de referéncia (B) e espectro de STD-RMN do hidrogel 1:2:1 (C).
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Figura 17- Espectro de RMN-H" (A), espectro de referéncia (B) e espectro de STD-RMN do hidrogel 1:2:2 (C).
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Fonte: Laboratério de RMN, departamento de quimica, UFSCar.
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Como STD-RMN, espectroscopia ordenada de difusdo (DOSY-RMN) também
€ relatada como sendo eficaz na identificacdo de interacdo entre as duas moléculas
numa mistura (DERRICK, McCORD e LARIVE, 2002 e JAYAWICKRAMA et al,
1998). O fenbmeno do DOSY é simples e baseado na anisotropia molecular; peso,
tamanho e forma da molécula. A molécula de maior tamanho ou peso nao altera o
coeficiente de difusdo de uma mistura ou a alteracdo do coeficiente de difusdo é
insignificante em comparagdo com a alteragdo de difusdo de uma molécula menor.
O calculo da difusdo € muito facil, como os desvios quimicos de RMN (em ppm)
permanecem no espectro DOSY-2D ao longo de um eixo e os coeficientes de
difusdo (10™° m%s) sdo calculados ao longo de outro. Agrupando todos os sinais em
linha reta, informacdes a respeito do coeficiente de difusdo de um Unico composto
nos sao dadas. Foram feitas as espectroscopias ordenadas de difusdo das
moléculas selecionadas (PZQ e DEX), bem como o hidrogel 1: 1: 1. Na Figura 18, o
espectro DOSY 2D mostrou que o coeficiente de difusdo de Dextrano foi préximo de
0,23 x 10™° m?%s, enquanto que o coeficiente de difusdo de PZQ esta perto 8,23 x
10 m?s, como mostrado na Figura 19. A anélise da amostra deu provas claras da
mudanca no coeficiente de difusdo da molécula de PZQ, enquanto que o dextrano
manteve-se na mesma posicdo e, deste modo, mostrando que ha uma interacéo
entre farmaco e polimero. Ajustando sinal HOD a 20 x 10™"° m?/s como referéncia
para ambos os espectros do coeficiente de difusdo, o PZQ mostrou uma mudanca
importante de cerca de 4 pontos, uma clara evidéncia de interacdo no sentido do

dextrano, como observado na figura 20.
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Figura 18- Espectro de DOSY-RMN 2D do dextrano 70
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Figura 19- Espectro de DOSY-RMN 2D do praziquantel
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Fonte: Laboratério de RMN, departamento de quimica, UFSCar.

Flavio dos Santos Campos



Resultados e Discussao 61

Figura 20- Espectro de DOSY-RMN 2D do hidrogel 1:1:1
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Fonte: Laboratério de RMN, departamento de quimica, UFSCar.

O ROESY bidimensional do hidrogel 1:1:1 esta apresentado na figura 21. Os
picos cruzado do tipo NOEY da calda do ciclo-hexano do PZQ e hidrogénios 5 e 6
do dextrano podem ser vistos como mostrado na figura 21B. Do mesmo modo, 0s
hidrogénios aromaticos também apresentaram o mesmo comportamento em relagéo
aos hidrogénios 2, 3, bem como aos 5, 6 do dextrano. Ao contrario de estudo
anterior realizado por De Jesus e colaboradores (2006), pode-se observar a
interacdo de ambos, cauda ciclohexil, bem como a regido aromatica do PZQ. A
diferenca pode ser entendida pela geometria estrutural do dextrano, pois este € um
polimero de cadeia longa e, o estudo anteriormente citado (DE JESUS, 2006)
apresentou indicios de que a cauda ciclohexil se introduziu na cavidade central da
molécula de B-ciclodextrina. No entanto, no caso do dextrano, isso ndo é possivel.
Logo, fica claro a partir de todos os resultados acima mencionados que tanto o anel

aromético e a cauda do PZQ estéo envolvidos na interacdo com o dextrano.
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Figura 21- Espectro bidimensional de ROESY do hidrogel 1:1:1
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4.3.3. Microscopia Eletronica de Varredura — MEV

As técnica de microscopia sao particularmente empregadas em métodos de
caracterizacdo que envolvem a visualizacdo de detalhes de um material que nao

sdo possiveis de serem observados a olho nu. Ha trés técnica amplamente
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utilizadas, sdo a microscopia Optica, a microscopia eletrdnica de varredura e
microscopia por sonda de varredura. As técnicas de microscopia eletrénica utilizam-
se de elétrons para irradiar a amostra de interesse. A microscopia eletrbnica de
varredura aplica um feixe fino de uma fonte de energia sobre uma amostra. Esta
técnica pode ser utilizada para estudos aprofundados das propriedades das
superficies de particulas de farmacos e medicamentos. Essa técnica é muito
utilizada para caracterizar a morfologia e a forma de particulas, alcan¢gando niveis de
resolucdo de imagem extremamente altas até alguns nanémetros e tem um campo
de visdo flexivel, além de propiciar uma maior ampliacdo e profundidade de foco,
adequados para particulas de tamanhos de 0,1 a 1000 um, que O torna uma
ferramenta muito Util. Quando acompanhados com equipamentos de efeito de
campo (FEG) e feixe focado de ions (FIB) sdo capazes navegar pelas areas de
interesse, ampliando ou reduzindo mais as imagens (SHUR e PRICE, 2012).

As figuras 22-24 mostram as fotomicrografias obtidas por MEV do
praziquantel, dextranos 70 kDa e 148 kDa. As diferencas entre eles, misturas fisicas
e hidrogéis sdo evidentes. O PZQ possue uma forma cristalina, que se exibe em
agrupamentos na forma de pequenos prismas (Figura 22), conforme observado por
Cheng e colaboradores (2009) e Cheng e colaboradores (2010). O DEX-70 se
apresenta na forma de particulas esféricas de natureza amorfa (Figura 23).
Enquanto, o DEX-148 mostra uma estrutura parecida com flocos, também de

natureza amorfa (Figura 24).

Figura 22- Fotomicrografias do praziquantel obtidas por microscopia eletrénica de varredura em
aumentos de 1000 vezes (A) e 5000 vezes (B)

Fonte: Laboratoio d Instituto de
Quimica, UNESP.
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Figura 23- Fotomicrografias do dextrano 70 kDa obtidas por microscopia eletrénica de varredura
em aumentos de 100 vezes (A) e 1000 vezes (B)
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Figura 24- Fotomicrografias do dextrano 148 kDa obtidas por microscopia eletrénica de varredura
em aumentos de 100 vezes (A) e 1000 vezes (B)
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Nas figuras 25-27, temos as fotomicrografias das misturas fisicas. Nelas, pode
se observar que ha uma deposicdo de cristais aderidos a superficie das particulas
de polimero, o que pode, possivelmente, ter reduzido a area de superficie de contato
do praziquantel com a agua, retardando, assim, a difusdo de moléculas no meio de

dissolugéo, conforme o também observado por Lima (2009).
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Figura 25- Fotomicrografias da mistura fisica 1:1:1 obtidas por microscopia eletrénica de varredura
em aumentos de 1000 vezes e 2000 vezes.
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Fonte: Laboratério de Microscopia Avancada, Departamento de Fisico-Quimica, Instituto de
Quimica, UNESP

Figura 26- Fotomicrografias da mistura fisica 1:2:1 obtidas por microscopia eletrdnica de varredura
em aumentos de 1000 vezes e 2000 vezes.
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Fonte: Laboratério de Microscopia Avancada, Departamento de Fisico-Quimica, Instituto de
Quimica, UNESP
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Figura 27- Fotomicrografias da mistura fisica 1:2:2 obtidas por microscopia eletrénica de varredura
em aumentos de 200 vezes e 500 vezes.
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Fonte: Labortorlo de Mlcroscopla Avancada, Departamento de Fisico- melca Instituto de
Quimica, UNESP

Nas figuras 28-30, observamos as fotomicrografias obtidas por MEV dos
hidrogéis. Percebe-se que ha evidentes sinais de modificagdo das caracteristicas
dos materiais. Pode se verificar a formacéo de aglomerados poliméricos preenchidos
e cobertos por finos cristalitos de PZQ. Isso se torna mais visivel a medida que a
propor¢cdo de polimeros envolvida aumenta como nos hidrogéis 1:2:1 e 1:2:2.
Provavelmente, essas alteracdes ocorreram devido a influéncia do procedimento de
obtencdo das amostras e influenciaram na solubilidade do farmaco. Com cristais
menores e bem dispersos na matriz polimérica formada a superficie de contato
aumentada pode ter favorecido sua solubilidade do PZQ. Algo parecido foi
observado por Torres, Torrado e Torrado (1999), em seu estudo foram preparadas
dispersdes solidas de PZQ:PVP e foi notado a formacgdo de estruturas lamelares de
PVP contendo filamentos identificados com sendo cristais PZQ, 0 que mostrou um
aumento na solubilidade do farmaco, principalmente, na formulacéao de 1:5.

Assim, pode se supor que, provavelmente, quando maior a quantidade de
ambos os polimeros, menores tornam-se os cristais de PZQ e mais disperso o

farmaco fica na matriz polimérica.
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Figura 28- Fotomicrografias do hidrogel 1:1:1 obtidas por microscopia eletrénica de varredura em
aumentos de 5000 vezes e 10000 vezes.
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Figura 29- Fotomicrografias do hidrogel 1:2:1 obtidas por microscopia eletrénica de varredura em
aumentos de 100, 300, 1000 e 5000 vezes.
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Fonte: Laboratério de Microscopia Avancada, Departamento Fisico-
Quimica, UNESP
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Figura 30- Fotomicrografias do hidrogel 1:2:2 obtidas por microscopia eletrénica de varredura em
aumentos de 200, 1000, 2000 e 5000 vezes.
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Fonte: Labortrio de Microscopia Avancada, Departamento de Fisico-Quimica, Instituto de
Quimica, UNESP

4.3.4. Calorimetria Exploratoria Diferencial — DSC

DSC, além de outras técnicas de analise térmica, vem sendo utilizada na
caracterizagdo de farmacos e medicamentos desde os anos 1950 (FORD e MANN,
2012). DSC é uma técnica termoanalitica utilizada para observar pequenas alteracao
térmicas entre uma amostra e uma referéncia. E um método eficiente e valido para
a demonstracdo de mudancas estruturais, permitindo a verificagdo de mudancas nas
estruturas de materiais brutos e bioldgicos através de seu comportamento térmico
como consequéncia da aplicacdo de calor sobre eles (FERENCZ, NEDVIG e
LORINCZY, 2010).

Certamente, a principal razdo para a utilizacdo desta técnica é a simplicidade

das medidas da DSC. Nela, a taxa de fluxo de calor trocado pela amostra com seu
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recipiente, no caso um cadinho metalico, pode ser integrado ao longo do tempo e a
totalidade da amostra (STEPHANE et al, 2012). A caracterizacdo por DSC pode
identificar produtos farmacéuticos, farmacos, processos endotérmicos e exotérmicos
(OLIVEIRA, YOSHIDA e GOMES, 2011).

Também podemos encontrar varios estudos relacionados a aplicacédo da
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) na area farmacéutica para avaliacdo de
pré-formulacdes, pureza, compatibilidade de formulacdo farmacéutica, identificagéo
de polimorfos com determinacdo de entalpias, estabilidade e decomposicao térmica
de farmacos e medicamentos e definicdo da estabilidade dos farmacos e
formulacbes farmacéuticas, levando até ao estabelecimento de condi¢cdes de
armazenamento dos medicamentos (OLIVEIRA, YOSHIDA e GOMES, 2011).

As figuras 31-34 mostram as curvas de DSC do PZQ, DEX-70, DEX-148,
misturas fisicas e hidrogéis. A tabela 1 apresenta os dados obtidos nas analises de
DSC do PzZQ, DEX-70, DEX-148, misturas fisicas e hidrogéis.

Na figura 31, podemos observar que o praziquantel apresenta um pico
endotérmico agudo e acentuado em 141,07°C, o que dé indicios de sua natureza
cristalina e comprova que € realmente o farmaco, uma vez que esta temperatura €
correspondente ao ponto de fusdo do farmaco (HUSSEIN et al, 1998; TORRE et al,
1999; LIU et al, 2004; MAINARDES, 2006).

Figura 31- Curva de DSC do praziquantel
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Fonte: Laboratorio de Analise Térmica, Departamento de Quimica Analitica, Instituto de Quimica,
UNESP
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Na figura 32, pode-se notar que ha a presenca de um pico endotérmico largo
em aproximadamente 50°C na curva de DSC do dextrano 70 kDa (Figura 30A) e um
em aproximadamente em 39°C na curva do 148 kDa (Figura 30B). Esses picos
indicam que houve a evaporacdo de agua aprisionada as moléculas de dextrano,
conforme relatado por Stenekes e colaboradores (2001) e Zhang e Chu (2002). A
razao para essa agua fracamente ligada ocorrer € a presenca de grande quantidade
de grupos hidroxil na cadeia polimérica do dextrano (ZHANG e CHU, 2002). Além
disso, podemos observar em ambas, a existéncia de uma transi¢éo vitrea (Ty) acima
de 200 °C (figura 30). Segundo Zhang e Chu (2002), essa T4 em uma temperatura
tdo alta indica que é um material semicristalino ou que ndo ha& nenhuma
cristalinidade, ou seja, o dextrano € um polimero amorfo. A causa para uma Tq tdo
alta sdo as fortes ligacbes de hidrogénio que existem entre as macromoléculas de
dextrano (ZHANG e CHU, 2002).

Figura 32- Curvas de DSC dos dextranos 70 kDa (A) e 148 kDa (B)
(A) (B)
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Fonte: Laboratério de Analise Térmica, Departamento de Quimica Analitica, Instituto de Quimica,
UNESP

Na figura 33 podemos examinar as curvas de DSC das misturas fisicas e do
PZQ, como pode se notar todas as misturas fisicas apresentaram o mesmo pico
largo endotérmico observado nos polimeros, o que é uma indicacédo de presenca de
agua fracamente ligada que foi evaporado ao longo do procedimento do DSC. Além
disso, pode se verificar que ha em todas as misturas um pico endotérmico longo e
agudo em 141°C, o que aponta para a presenca do praziquantel sem grandes
mudancgas, uma vez que o pico ndo se deslocou muito em relagdo ao observado no
DSC do PzZQ livre (Figura 31 e 33C). Logo, pode se constatar que possivelmente
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ndo houve nenhuma alteracdo do farmaco, nem interacdo deste com os polimeros
no que se refere as misturas fisicas e sua avaliacdo por DSC. As poucas diferencas
observadas na intensidade do pico do praziquantel se deve, provavelmente, a
diluicdo do farmaco no polimero e, também, devido ao processo de pulverizacao
realizado para a obtencdo das misturas fisicas, que pode ter reduzido o tamanho

dos cristais.

Figura 33- Curvas de DSC das misturas fisicas 1:1:1 (A), 1:2:1 (B), 1:2:2 (C) e praziquantel (D)
(A) (B)
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Fonte: Laboratério de Analise Térmica, Departamento de Quimica Analitica, Instituto de Quimica,
UNESP

Na figura 34, pode se perceber a existéncia de um pico endotérmico largo nas
amostras de hidrogel, novamente, devido a presenca de agua ligada as moléculas
do polimero, provavelmente, pela exposicdo das formulagbes a umidade
atmosférica, ja que estas passaram por um processo de liofilizacdo na sua
preparacdo. Da mesma forma, podemos observar a presenca do pico endotérmico
do praziquantel. No entanto, podemos verificar que a area sob o pico do PZQ nos

hidrogéis vai diminuindo a medida que a proporcao de polimeros vai aumentando,
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bem como podemos observar em menor grau nas misturas fisicas (Figura 33). Pode
se supor, portanto, que esses eventos possam ser um reflexo do que ja foi
observado nas fotomicrografias do MEV. Em outras palavras, ha a formagédo de
cristalitos e, possivelmente, parte do farmaco que ndo estd presente nesses
pequenos cristais afilados pode estar disperso na matriz polimérica. Esse provavel
fendbmeno acaba por alterar de forma moderada as propriedades fisico-quimicas do
praziquantel, diminuindo a quantidade de energia necessaria para fundir o farmaco.
Além disso, outra hipétese provavel é a de que ha praziquantel amorfo, devido a

pulverizacao realizada no final do processo de obtencdo das amostras.

Figura 34- Curvas de DSC dos hidrogéis 1:1:1 (A), 1:2:1 (B), 1:2:2 (C) e praziquantel (D)
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Fonte: Laboratério de Andlise Térmica, Departamento de Quimica Analitica, Instituto de Quimica,
UNESP

Na Tabela 1, podemos verificar que as entalpias esperadas e encontradas
para as amostras de hidrogéis e misturas fisicas. Podemos observar que houve uma
reducdo na quantidade de energia necesséria para se romper 0s cristais de

praziquantel, comparando as amostras e o farmaco livre. Essas baixas entalpias
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indicam que houve uma alteracdo da estrutura dos cristais de praziquantel para
cristalitos que, provavelmente, estdo dispersos na matriz polimérica, corroborando
com a hipotese apresentada com base nas curvas de DSC. Além disso, podemos
verificar que a mediada que as propor¢cdes de polimero aumentam a quantidade de
energia necessaria para romper as ligacées intermoleculares dentro dos cristais de
praziquantel diminui, o que indica que o farmaco se torna progressivamente mais
disperso no interior matriz na forma de cristalitos, podendo alcancar, possivelmente,
um estado cada vez menos cristalino e disperso a medida que as proporcdes de
polimero aumentam. No entanto, pode-se observar que ndo houve uma grande
variacdo da Entalpia esperada para a encontrada, o que indica que 0s eventos
ocorreram proximos do que era esperado, sem grandes alteracdes.

Entretanto, em trabalho anterior realizado por Campos (2013), foi visto que as
moléculas de PZQ nos cristais do farmaco estdo unidas por ligacdes
intermoleculares muito fortes, enquanto que nos hidrogéis e misturas fisicas sao
mais brandas. Isso ocorre devido as moléculas de PZQ estarem mais separadas
umas das outras na rede polimérica do dextrano. Além disso, existem interacfes
entre as moléculas de praziquantel e dextrano, mas extremamente mais fracas que
as que ocorrem entre as moléculas do farmaco. Portanto, a quantidade de energia
necesséria para a fusdo do PZQ é menor nos hidrogéis que no farmaco livre,
conforme Campos e colaboradores (2013). Além disso, ndo podemos ver grandes
diferencas entre os hidrogéis e suas respectivas misturas fisicas. Isso pode ter
ocorrido devido a pulverizacdo na preparacdo das amostras, que reduz o tamanho
das particulas de ambas, tornando suas entalpias muito proximas. Mesmo assim, 0s
resultados confirmam a presenca de cristalitos dispersos na matriz polimérica, de
acordo com o observado nas fotomicrografias de MEV.

Assim, supde-se que essa reducdo no pico do PZQ e, consequentemente, na
quantidade de energia para sua fusdo, ocorra em parte, devido as interacdes fracas
das moléculas do farmaco entre si e com o polimero, bem como, pela dispersao
molecular e formacao de cristalitos. Abaixo, pode se examinar um resumo de todos
os dados obtidos pelo DSC (Tabela 1).
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Tabela 1 — Dados do DSC

Amostras Temperatura onset ~ Temperatura do Entalpia Entalpia
(°C) pico esperada (AH) encontrada (AH)
(°C) (J/g) (J/9)
HG 1:1:1 137,39 141,07 37,63 33,3
MF 1:1:1 138,82 142,02 29,92 24,47
HG1:2:1 135,08 140,59 18,60 18,23
MF1:2:1 138,5 141,54 22,47 19,38
HG 1:2:2 134,29 139,25 17,76 16,66
MF 1:2:2 138,7 141,76 19,95 14,66
PZQ 137,7 141,2 - 89,87
DEX-70 - - - -
DEX-148 - - - -

Fonte: Laboratério de Analise Térmica, Departamento de Quimica Analitica, Instituto de Quimica,
UNESP

4.3.5. Difratbmetria de Raios —X

A difracdo de Raios-X € uma técnica muito utilizada para determinacdo da
estrutura dos materiais. Quando, por exemplo, um material cristalino é irradiado com
Raios-X, ele age como uma grade extensa e bem definida que gera um padrao de
difracdo, que apresenta numerosos sinais agudos, que sao conhecidos como picos
de difracdo de Bragg. Pela analise da posicdo, medida e intensidade desses picos
pode-se determinar caracteristicas espaciais da grade, ou seja, € possivel definir a
organizacéo tridimensional do atomos do material cristalino (PETKOV, 2008).

As figuras 35 e 36 mostram os difratogramas do praziquantel, dextrano 70 e
148, misturas fisicas e hidrogéis.

Na figura 35, pode-se notar uma larga faixa de picos menores e agudos, que
apontam para a presenca de um material amorfo, no caso o dextrano (Yuan et al,
2009).
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Figura 35 - Difratograma dos dextranos 70 kDa e 148 kDa
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Fonte: Laboratério de Difracdo de Raios-X, Departamento de Fisico-Quimica, Instituto de

Quimica, UNESP.

Na figura 36, € possivel observar que o PZQ apresenta uma estrutura
cristalina, que pode ser notada pelos picos de difragcdo estreitos e intensos em
aproximadamente 6° e 8°, além de uma série de picos entre 10° e 25°, conforme

observado também por Cheng e colaboradores (2010) e Passerini e colaboradores

(2006).

Figura 36 - Difratogramas do praziquantel, hidrogéis (1:1:1, 1:2:1 e 1:2:2) e misturas fisicas
(MF1:1:1, MF1:2:1, MF1:2:2)

JL,,J s s PZQ

Al g 1
A | - *
L L 1:2:1
et .u""':v. : PPt s Patparts - ~ Ay o b e
W e 1,232
_ MM‘M‘MM - MF 1:1:1
MF 1:2:1
ity » MF 1:2:2
I I I ' I I v I I I ' I
0 10 20 30 40 50 60 70 80
26()

Fonte: Laboratério de Difracdo de Raios-X, Departamento de Fisico-Quimica, Instituto de Quimica,

UNESP.
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Pode-se observar, ainda, na figura 36, que ha uma diferenca entre o0s
difratogramas das misturas fisicas e dos hidrogéis. E possivel notar que ha sinais
mais da presenca do PZQ nos hidrogéis, devido aos picos caracteristicos do
farmaco muito mais acentuados e presentes em todas as formulacfes, enquanto que
nas misturas fisicas, 0s mesmo picos quase ndo aparecem e sao de intensidade
branda. Isso, provavelmente, ocorre devido a pulverizacao realizada no preparo das
misturas fisicas.

Ja no caso dos hidrogéis, pode se supor que conforme o observado nos
estudos de DSC, os sinais se apresentariam mais fortes que os das misturas fisicas,
pois o praziquantel se apresenta na forma de cristalitos filamentosos. No entanto, em
relacdo ao PZQ puro, ele apresentou um sinal fraco, provavelmente, devido a uma
possivel dispersdo de cristalitos do farmaco na matriz polimérica. Isto posto,
podemos considerar que € capaz de estar ocorrendo uma alteracdo nas
propriedades cristalinas do farmaco, a medida que a proporcdo de polimero em
relacdo ao farmaco aumenta, analogo ao que ja foi observado nas andlises com a
ajuda do DSC, RMN-H' e MEV.

4.4, DETERMINACAO DO PERFIL DE INTUMESCIMENTO

O comportamento de intumescimento dos hidrogéis utilizados na obtencéo de
sistemas de liberacdo de farmacos é muito importante, uma vez que a taxa de
liberacdo do farmaco é controlada pela taxa de difusdo de liquido que entra e do
farmaco liberado através da matriz polimérica. Portanto, a hidrofilia do polimero, a
estrutura da rede formada e os numeros de grupos ionizaveis presentes na estrutura
polimérica determina a quantidade de agua absorvida pelo polimero (CAMPOS,
2009 apud CURY, 2005).

Nas figuras 37-42, podem ser observados os perfis de intumescimento do
Dextrano 70 kDa (Dex-70), Dextrano 148 kDa (Dex-148), Blenda (DEX-70:DEX-148)
1:1 (BLD 1:1), Blenda 2:1 (BLD 2:1), Misturas fisicas (MF) e Hidrogéis (HG).

Examinando a figura 37, pode se verificar que a blenda 1:1 apresentou um

maior intumescimento em relacdo ao Dex-148 e blenda 2:1, enquanto que
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comparando com Dex-70 o perfil no teve grandes diferengas. Isso pode ter ocorrido
supostamente devido a uma interacdo intermolecular muito forte na BLD 2:1, que

pode ter interferido no intumescimento do polimero.

Figura 37- Perfil de intumescimento dos polimeros livres e nas blendas 1:1 e 2:1
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Fonte: Préprio autor

Na figura 38, podemos notar que MF 1:1:1 e MF 1:2:2 tiveram perfis de
intumescimento muito parecidos e mais intumesciveis que MF 1:2:1. Provavelmente,
a proporcdo de polimero ndo foi um fator que influenciou o comportamento de
absorcao de agua pelo polimero. No entanto, E possivel que o fendmeno observado

na blenda 2:1, na figura 37, também esteja ocorrendo na amostra MF 1:2:1.
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Figura 38- Perfil de intumescimento das misturas fisicas
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Fonte: Préprio autor

No entanto, diferente do que se observa na figura 38, aparentemente, a
proporcdo de polimero pode ter influenciado no perfil de intumescimento dos
hidrogéis (Figura 39), bem como, a interacdo farmaco-polimero observada no RMN-
H!. Ademais, podemos verificar que HG 1:1:1 teve um intumescimento menor em
relacdo a HG 1:2:2, provavelmente, essa diferenca pode ter ocorrido por influéncia
da interacdo entre os polimeros e o farmaco, relatada anteriormente. Ja no que se
refere as amostras HG 1:2:1 e HG 1:2:2, a analise da figura 39 mostra que é
presumivel uma certa influéncia da quantidade de polimero envolvida e da forma
como a matriz polimérica se encontra organizada. Considerando o observado nas
fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura, nota-se que a
estrutura da HG 1:2:1 se apresentava em aglomerados organizados e cobertos de
cristalitos de PZQ, enquanto que na HG 1:2:2, a matriz polimérica se mostrava mais
organizada, possivelmente, devido uma concentragdo menor de farmaco, que

portanto, pode ter influenciado nos resultados de intumescimento observados.
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Figura 39- Perfil de intumescimento dos hidrogéis
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Além disso, comparando misturas fisicas e hidrogéis, verifica-se que as
primeiras tiveram um grau de intumescimento menor em relacéo aos hidrogéis. Isso
pode ter ocorrido, devido ao fato das particulas dos polimeros estarem cobertas de
cristais de PZQ, diminuindo tanto superficie de contato do farmaco, quanto do

polimero e, assim, interferindo na sua propriedade de intumescimento.

Figura 40- Perfis de intumescimento da blenda 1:1, misturas fisicas e hidrogéis 1:1:1
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Figura 41- Perfis de intumescimento da blenda 2:1, mistura fisica e hidrogel 1:2:1
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Figura 42- Perfis de intumescimento da blenda 1:1, mistura fisica e hidrogel 1:2:2
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Avaliando a figura 40, pode se observar que a interacdo que existe entre PZQ
e dextrano, realmente, pode ter interferido na propriedade de intumescimento do
polimero no hidrogel HG 1:1:1, se comparado com os perfis da blenda e da mistura
fisica com o hidrogel. Aparentemente, a presenca de farmaco também pode ter

interferido no perfil de intumescimento do HG 1:2:1, se observarmos as figuras 41 e
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42. A amostra HG 1:1:1 apresentou um perfil mais ténue que HG 1:2:2. E, perante a
blenda BLD 2:1, o perfil demonstrou um recuo na quantidade de agua absorvida pelo
hidrogel, indicando uma possivel interferéncia do farmaco sobre essa propriedade.
Por fim, podemos confirmar que HG 1:2:2, foi a formulacdo que mais
intumesceu, quando confrontado ndo s6 com sua mistura fisica correspondente
como também com as demais formulacdes (Figura 42). Além disso, nota-se que o
perfil de intumescimento do HG 1:2:2 é quase parecido com o da BLD 1:1, mantendo
assim, ao que indica, as caracteristicas dos polimeros, o que pode ser considerado
como uma vantagem desse sistema. Isso, eventualmente, pode indicar que existe
uma matriz polimérica organizada, em que o PZQ esta em parte molecularmente

disperso sem interferir nas propriedades do polimero.

4.5. AVALIACAO DA DISSOLUCAO IN VITRO DO PRAZIQUANTEL

A Figura 43 mostra os resultados dos ensaios de liberacdo do PZQ. A
liberacdo do farmaco livre serviu de comparativo para se determinar a influéncia dos

polimeros sobre o farmaco presente na amostra.

Figura 43 — Perfil de Liberacéo dos hidrogéis e farmaco livre
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Pode-se observar que em todas as formulacdes houve uma melhora no perfil
de liberacdo do farmaco e que todos apresentaram uma liberacdo longa e continua
ao longo dos 120 minutos. No entanto, é possivel notar que a amostra HG 1:2:1 teve
um liberacdo maior, de aproximadamente 55% do total de PZQ presente na
formulacdo, em relacdo as demais formulacdes, que apresentaram perfis de
liberacdo levemente semelhantes com cerca de 47% do total de farmaco para as
amostras de HG 1:2:2 e 45% para HG 1:1:1, e o farmaco livre (26% do total da
massa de PZQ utilizada para os ensaios).

Como foi relatado nos estudos RMN-H!, HG 1:1:1 apresenta um interac&o
entre farmaco e polimero e 0 mesmo ocorre de forma mais fraca no HG1:2:2, por
consequéncia, é possivel que esse fator tenha interferido na dissolugédo do farmaco.
No entanto, devemos lembrar que outras analises deram conta de uma possivel
dispersdo molecular parcial do farmaco na matriz polimérica, que deveria estar
colaborando com uma melhora na solubilidade e, consequentemente, na dissolucao
do farmaco no HG 1:2:2. Esse fenbmeno ocorreu, pois observando a figura 43, pode
se notar que, em 120 minutos, HG 1:2:2 solve 47% do farmaco em relacédo aos 45%
do HG 1:1:1, o que assinala na figura que, enquanto este Ultimo apresenta uma
tendéncia de estabilizagdo da quantidade de farmaco dissolvido, o primeiro,
supostamente, tende a continuar liberando farmaco em quantidades cada vez
maiores.

Sobre HG 1:2:1, pode se verificar que como ja foi mencionado, os resultados
do RMN-H*, ndo mostraram nenhum sinal de interacéo. Isso significa, que ha uma
quantidade maior de farmaco disperso e livre, isto €, sem interagir com o polimero, o
qgue explica em parte a razao para uma porcentagem maior de farmaco dissolvido no
meio. Também se apoiando nos demais ensaios de caracterizacdo, podemos
comprovar que ha a possibilidade de uma dispersdo parcial de PZQ na matriz
polimérica e que aparentemente os cristalitos do farmaco possuem um grau maior
de dissolucéo em relagcéo as outra amostras.

Podemos entéo, observar que € provavel que as alteracfes verificadas nas
propriedades fisico-quimicas dos componentes das formulagbes podem estar
influindo na modulacéo da liberacéo do praziquantel.
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4.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA IN VIVO

Para avaliacdo da atividade esquistossomicida, in vivo, dos Hidrogéis foram
avaliados o0s seguintes parametros: carga parasitaria dos animais ap0s o0s
tratamentos, quantidade de ovos eliminados nas fezes e estagio de desenvolvimento
e viabilidade dos ovos pelo método do oograma. As figuras 44-46, juntamente com
as Tabelas 2 e 3, referem-se aos resultados obtidos com os tratamentos realizados
apos 45 dias de infeccdo do S. mansoni com a dose de 300 mg/kg das diferentes
formulacdes incorporadas ou ndo ao PZQ e com o PZQ livre.

Conforme se observa na Figura 44, houve uma reducao de vermes de acordo
com os diferentes tratamentos. De acordo com os dados apresentados, observou-se
uma melhor acao esquistossomicida nos tratamentos realizados com hidrogéis. Além
disso, pode-se verificar, na Tabela 2, que a amostra HG 1:2:2 (95,3%,
X= 4,8, p<0,01) foi mais eficaz na reducdo dos vermes (RV) , quando comparado

com o tratamento realizado com o PZQ (84,4%, X= 19,2).

Tabela 2 — Efeito do PZQ livre e incorporado aos hidrogéis sobre vermes adultos de Schistosoma
mansoni apos o tratamento realizado aos 45 dias de infec¢éo.

45 dias Total Casal Macho Fémea RV RM RF
Dose % %
(mg/kg) Tratamento X S X S X S X S %
300 Controle 51,17 4,5613 13,17 3,1842 14,17 12,5441 10,67 2,8087 O 0 0
300 PzZQ 19,2 3,5785 7,5 12,0616 2,5 1,5000 1,7 11,8856 62,5 82,4 84,4

300 HG1:1:1  9,2* 4,1800 3,0 08165 0,8 0,8975 2,3 29814 82,1 94,1 781
300 HG 1:2:1  8,2* 15,2731 2,0* 1,2910 2,3 2,2111 1,8 11,6750 84,0 83,5 828
300 HG 1:2:2 4,8* 2,7726 1,8* 0,8292 10 11,7321 0,5 0,5000 90,7 92,9 95,3

Fonte: Préprio autor
Nota: RV= Reducao de Vermes, RM= Reducado de Machos e RF= Reducéo de Fémea, Total= Total
de Vermes vivos encontrados, S= Desvio Padrdo, X = Média. * - p<0,05.

No entanto, fazendo uma analise mais aprofundada a partir da Tabela 2, foi
possivel notar que todas as amostras apresentaram eficacia sobre o acasalamento
dos vermes. Contudo, houve uma diferenca quanto a susceptibilidade dos sexos.
Em relacdo a reducdo de vermes machos (RM) verifica-se que a média do nimero
de machos recuperados nas trés tratamentos foi menor que o Praziquantel sendo
qgue todas diferiram estatisticamente do grupo controle (p<0,05). Isso significa que

estatisticamente, as amostras tiveram efeito igual ao praziquantel, quando
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comparados ao controle. Dentre todos os tratamentos, damos destaques as
amostras HG 1:1:1 (94,1%, X= 0,8) e HG 1:2:2 (92,9%, X= 1,0), que foram mais
efetivas que o controle e semelhante ao farmaco livre (84,4%, X= 2,5). Observando
o efeito dos tratamentos nos vermes fémeas (RF), na Tabela 2, verifica-se que 0s
trés tratamentos tiveram a mesma resposta do Praziquantel. No entanto, somente a
amostra HG 1:2:2 (95,3%, X= 0,5) apresentou uma maior reducdo no némero de
fémeas, ou seja, teve uma melhor eficacia, quando comparado aos demais hidrogéis
e ao grupo controle nao tratado, porém apresentou efeito estatisticamente
semelhante ao do praziquantel.

De acordo com Katz (2008), quando se avalia efeito esquistossomicida de um
farmaco, deve-se considerar que este pode apresentar efeitos diferentes tais como:
(1) profilaticos, que irdo prevenir a infeccdo, atuando sobre as formas jovens do
parasita; (2) supressores, atuando na oviposi¢cao das fémeas e, portanto, eliminando
0 principal agente patogénico, o ovo, além de interromper o ciclo bioldgico e ,
consequentemente, a transmissdo da doenca; e (3) efeito curativo, apresentando

eficacia sobre os vermes maduros, interrompendo a infeccéo.

Figura 44- Quantidade de vermes adultos de cada sexo
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Considerando os resultados apresentados, quanto a taxa de reducédo dos
vermes vivos, casais, machos e fémeas, pode-se inferir que HG 1:2:2 apresentou
melhor eficacia. Além disso, podemos notar também que, a susceptibilidade quanto
ao sexo, contribuiu para essa elevada taxa de reducédo total de vermes apos 0s

tratamentos com o hidrogel HG 1:2:2 (Tabela 2).
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Podemos observar na Tabela 3, os resultados dos efeitos dos tratamentos

sobre 0s ovos e a ovoposicao.

Tabela 3 — Efeito do PZQ livre e incorporado aos hidrogéis sobre o oograma ap6és o tratamento
realizado aos 45 dias de infeccao.

45 dias Oograma
IMAT MAD MORTOS 0PG RO
Dose(mg/kg) Tratamento X S X S X S X %

300 Controle 117,67 20,2539 29,00 17,6730 2,67 19720 112060 O
300 PzQ 21,17 20,4077 34,67 153478 11,67 45704 21547 80,8
=00 HG 1:1:1 383 17,9691 19,2 8,7258 113 64205 150,8 86,5
300 HG 1:2:1 25,7 69202  88* 6,2561 33 2,4944  118,7* 89,4
300 HG 1:2:2 29,75 12,2755  2,00* 0,7071 2,0 14142 106,38* 90,5

Fonte: Proprio autor

Nota: IMAT= Ovos Imaturos (de 1° a 4° estagio de desenvolvimento), MAD= Ovos Maduros (ou de 5°
estagio), OPG= Ovos Por Grama de fezes e RO= Reducgao de Ovos nas fezes, S= Desvio Padréao,

X = Média. * - p<0,05.

Figura 45— Oograma
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Considerando a reducdo do numero de vermes, principalmente fémeas, pode-
se inferir que este fato esta diretamente relacionado com a reducao do numero de
ovos eliminados nas fezes (OPG) e encontrados nos tecidos intestinais (oograma)
como apresentado na figura 45 e 46.

A reducado do numero de ovos apds os tratamentos in vivo, realizados entre o
45° e 60° dias de infeccéo, onde os vermes estariam no seu pico de oviposicao, € de
suma importancia. De acordo com Pellegrino et al. (1962) camundongos infectados
com S. mansoni iniciam oviposicao por volta do 30° dia de infecgédo. Desta forma, a
reducdo de ovos € significativa. Além disso, a patologia da esquistossomose

humana esta diretamente associada a presenca de ovos que ficam retidos nos
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orgaos, principalmente no figado e nos tecidos intestinais do hospedeiro, durante a
migracdo, ocasionando processos inflamatorios, denominados granulomas (GIBODA
& SMITH, 1994; GRYSEELS et al., 2006).

Em relacdo ao oograma (Figura 45), observou-se que todos os tratamentos
foram estatisticamente melhores que o controle nédo tratado (p<0,05), quanto a
reducdo de ovos imaturos, porém foram tdo eficazes quanto o praziquantel,
confirmando um efeito supressor semelhante ao do farmaco, se compararmos 0s
resultados dos efeitos sobre as fémeas, o que indica um efeito sobre a ovoposigéao.
O tratamento realizado com PZQ apresentou maior quantidade de ovos maduros (X=
34,67) e mortos (X= 11,67), quando comparado com o grupo controle (maduros, X=
29,0 e mortos, X= 2,67). Ja os tratamentos com HG 1:1:1 e HG 1:2:1 mostraram
uma quantidade menor de ovos maduros (HG 1:1:1, X= 19,2 e HG 1:2:1, X=8,8
p<0,01), quando comparados ao grupo controle, sendo que dentre eles o0 HG 1:2:1
teve uma efetividade estatisticamente mais significativa sobre os ovos maduros em
relacdo ao grupo tratado com PZQ e ao que nado recebeu tratamento algum. No
entanto, com relagdo ao numero de ovos mortos, os tratamentos com HG 1:1:1 e HG
1:2:1 (HG 1:1:1 X= 11,3 e HG 1:2:1 X= 3,3) apresentam uma quantidade mior de
ovos como o praziquantel. Contudo, o tratamento realizado com o hidrogel HG 1:2:2,
apresentou uma quantidade média de ovos maduros igual a 2,0 (p<0,01) e mortos
igual a 2,0, o que indica um eficicia sobre a reducéo de ovos eliminados nos tecidos
intestinais, uma vez que observou-se uma efetividade também sobre ovos imaturos
(Tabela 3). Assim podemos concluir pelos resultados do oograma que HG 1:2:1 e

HG1:2:2, tiveram a melhore eficacia sobre os ovos nos tecidos intestinais.

Figura 46- Reducao de ovos por gramas de fezes (OPG)
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Podemos observar na Tabela 3, que pela analise da reducdo do percentual de
ovos (RO) e do OPG, houve uma reducdo consideravel da quantidade de ovos
presente nas fezes dos animais nos tratamentos realizados com HG 1:2:1 (89,4%,
X= 118,7; p<0,01) e HG 1:2:2 (90,5%, X= 106,38 e p<0,01) comparados ao grupo
tratado com farmaco e o grupo nao tratado. Embora seja notada uma boa reducéo
de ovos eliminados nas fezes em ambos, conforme € visto na figura 46 e tabela 3, o
efeito dos hidrogéis sobre os estagios de desenvolvimento dos ovos analisado pelo
método do oograma, apresentou melhor eficacia para a amostra HG 1:2:1, na qual
se observou uma menor quantidade de ovos imaturos, dentre os trés hidrogéis, e
uma quantidade maior de ovos maduros e mortos em relacdo ao HG 1:2:2 e também
significativamente maior comparado ao farmaco e ao grupo controle. De acordo com
Cunha & Carvalho (1966), o oograma é um método qualitativo fidedigno, cuja
eficacia ou ineficAcia de um farmaco pode ser definida poucos dias apés o
tratamento. Contudo, segundo Prata (1957), o encontro de uma maior quantidade de
ovos maduros e mortos apds a administracdo de farmacos é um resultado positivo e
pode representar uma mudanca progressiva na porcentagem de ovos viaveis e nos
diferentes estagios de desenvolvimento, em decorréncia de oviposi¢cbes anteriores
ao tratamento. Além disso, segundo o que Frezza et al. (2007) mencionou em seu
trabalho, o efeito do PZQ sobre os ovos do S. mansoni, mataria os maduros e 0s
imaturos continuariam seu ciclo de desenvolvimento até serem eliminados.

Portanto, podemos notar que HG 1:2:1 apresentou uma boa efetividade no
combate aos vermes vivos, semelhante ao praziquantel, e teve um o6timo efeito
sobre os ovos, porém HG 1:2:2 apresentou uma Gtima atividade contra os vermes
vivos e ainda foi eficaz contra os ovos, conforme o que podemos ver nas tabelas 2 e
3. Portanto, podemos supor que HG 1:2:1 e HG 1:2:2 foram os hidrogeis com
respostas mais adequadas, dentre todas as amostras, em relacdo ao PZQ e ao
Grupo Controle. Essa melhor atividade pode ter ocorrido devido a maior
concentracdo de polimeros nesses hidrogéis, o que gerou uma diluicdo do PZQ na
matriz polimérica, levando a uma melhora na solubilidade e nos perfis de liberacéo e
intumescimento, e assim, propiciando uma possivel maior concentracdo de farmaco

no organismo dos animais e, consequentemente, uma maior efetividade de ambos.
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5. CONCLUSAO

Foi possivel obter as formulacdes das blendas de dextranos (70 kDa e
148 kDa) em diferentes proporc¢des, contendo praziquantel, utilizando
um método simples, rapido e barato que utiliza matérias
biocompativeis, biodegradaveis e baratos para formacdo da matriz
polimérica, que permitiu uma modulacdo da liberacdo conforme o
desejado.

Nas andlises de caracterizacdo, a espectroscopia na regido do
infravermelho mostrou indicios de uma interacdo entre farmaco e
polimeros, que foi corroborada pela espectroscopia de RMN-H' que
constatou a existéncia de uma interagdo entre o praziquantel e o
dextrano na amostra de hidrogel 1:1:1, bem como, na amostra 1:2:2.
No entanto, nesta amostra a interagcdo nao foi tdo acentuada. Ja na
amostra 1:2:1 ndo houve interacdo. Também, nos estudos de DSC, foi
observada a presenca de interacfes fracas das moléculas do farmaco
entre si e com o polimero, responsaveis, em parte, por uma reducéo no
pico endotérmico do PZQ e, consequentemente, na quantidade de
energia para sua fusao devido a dispersdo molecular e formacéo de
cristalitos. Os estudos de difracdo de Raios-X sugerem que esta
ocorrendo uma alteracdo nas propriedades cristalinas do farmaco, a
medida que a proporcao de polimero em relacdo ao farmaco aumenta,
0 que pode ser um sinal de sua dispersdao molecular na matriz
polimérica.

Nas fotomicrografias, pudemos concluir que, provavelmente, quando
maior a quantidade de polimeros menores tornam-se 0s cristais de
PZQ na matriz polimérica. Logo, o praziquantel interage menos com o
polimero, alterando assim, algumas propriedades do farmaco.

A avaliacdo de solubilidade mostrou uma mudanca nessa propriedade
do PZQ incorporada na blenda com um aumento nessa propriedade
biofarmacéutica do farmaco.

Nos ensaios de intumescimento, podemos confirmar que HG 1:2:2, foi

a formulacdo que mais intumesceu. Além disso, notou-se que o perfil
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de intumescimento do HG 1:2:2 & semelhante com o da BLD 1:1,
indicando que as caracteristicas dos polimeros foram mantidas e
mostrando que, provavelmente, existe uma matriz polimérica
organizada, em que o PZQ esta disperso. Os ensaios de dissolugéo
indicaram que houve uma maior liberacdo de farmaco por parte das
amostras de forma longa e continua, sugerindo que as blendas foram
eficientes na melhora do perfil de liberagdo do PZQ. Dentre elas, a
amostra HG 1:2:1 foi a que apresentou uma maior liberacéo, apesar de
gue entre todas as amostras apresentou um intumescimento mediano
em comparado com HG 1:2:2, que teve o segundo melhor perfil de
liberagcdo, seguido de HG 1:1:1 que, de todos, teve os mais baixos
perfis de intumescimento e liberacdo. Isso pode indicar que ha uma
relacdo parcial entre intumescimento e liberacdo nesse caso.

A avaliacdo da atividade esquistossomicida in vivo apontou que as
amostras tiveram atividade sobre os vermes adultos, principalmente,
fémeas. Destas, HG 1:2:2 foi a que mais se destacou por sua eficacia
na acao sobre os parasitas, porém também apresentou alguma
efetividade sobre os ovos. No entanto, foi observado que HG 1:2:1,
teve uma boa eficiéncia na reducédo da quantidade de ovos maduros e
mortos, além de agir contras os vermes, 0 que indica uma maior
efetividade dos dois tratamentos se avaliados de uma maneira geral
sobre 0 S. mansoni.

A melhora na atividade do praziquantel em HG 1:2:1 e HG 1:2:2,
possivelmente, se deve ao fato de que a maior concentracdo de
polimeros pode ter ajudado o farmaco a se diluir na matriz polimérica,
facilitando a solubilidade do farmaco e sua liberacdo, gerando uma
provavel maior concentracdo de PZQ no plasma sanguineo e, por
consequéncia, um maior efeito desses tratamentos.

Por fim, pode-se observar que as blendas de dextranos de diferentes
pesos moleculares, em diferentes proporcdes, geraram sistemas que
melhoraram as propriedades biofarmacéuticas do PZQ e modularam
sua liberagéao.
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ANEXO

ANEXO A - VALIDACAO DA METODOLOGIA EMPREGADA PARA A
DETERMINACAO DO TEOR E DA EFICIENCIA DE INCORPORACAO POR
ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA

Este experimento foi realizado para garantir, por meio de estudos
experimentais, que a metodologia utilizada para a determinacdo do teor e da
eficiéncia de incorporacdo atendesse as exigéncias analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados obtidos. Para tanto, os parametros de validacdo
estudados foram: especificidade, linearidade, precisdo, recuperacdo, limite de
deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) (BRASIL, 2003; ICH, 1996; USP 31,
2008).

Al. Especificidade

Com o objetivo de verificar a interferéncia de algum componente presente na
solucéo hidroalcodlica, ou da formulacdo na andlise para determinar o teor e a
eficiéncia de incorporacdo, os parametros de especificidade foram estabelecidos
pela comparagcdo de resultados de amostras contaminadas (solu¢do hidroalcodlica
contendo PZQ e DEX-70 ou DEX-148) e de amostras ndo contaminadas, no caso,
uma solucéo hidroalcodlica contendo PZQ (BRASIL, 2003; ICH, 1996).

No estudo de especificidade do método para determinacdo do teor de
farmaco, utilizou-se a solucdo hidroalcoodlica de PZQ na concentragdo de 1,0 mg/mL
sem interferentes, e em presenca de DEX-70 ou DEX-148. Os resultados
demonstraram que o método proposto € seletivo e especifico, uma vez que néo se
observou interferéncia dos polimeros no comprimento de onda de maior absorcao do

farmaco.
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A2. Linearidade

A linearidade do método foi determinada através da obtencdo de uma curva
analitica do PZQ em solucéo hidroalcoolica (Figura 47). Diluicdes, em agua, com
concentracoes variando de 0,2 a 1,6 mg/mL foram preparadas a partir de solugbes
estoques contendo alcool etilico, em triplicata.

A curva analitica foi concebida relacionando a concentracdo de PZQ a
resposta obtida por espectroscopia na regido do UV, através de valores de
absorbancia a 263 nm correspondentes as concentracdes do farmaco (BRASIL,
2003; ICH, 1996).

A regressao linear forneceu a equacéo da reta:

y = 1,0963 + 0,0066

R?=0,9993

Figura 47 - Curva analitica média final
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Fonte: Préprio autor
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A3. Precisao

A partir da solu¢do estoque de PZQ em alcool etilico, foram preparadas
solucbes de PZQ em trés niveis de concentracdo: baixa (0,2 mg/ml), média (1,0
mg/ml) e alta (1,6 mg/mL), correspondentes as concentracfdes do intervalo linear da
curva analitica(Tabela 4). Estas solu¢Bes foram analisadas por espectroscopia na
regido do UV e a analise foi realizada em triplicata (BRASIL, 2003).

Tabela 4 — Coeficiente de variacdo das amostras empregadas no teste de preciséo (n=3)

Concentracéo Absorbancia em 263 nm
(mg/ml) N1 N 2 N3 Media DP Ccv
0,6 0,658693 0,65712 0,65096 0,6556 0,0041 0,6234
1,0 1,114233 1,1559 1,1162 1,1288 0,0235 2,0827
1,6 1,725433 1,752133 1,7564 1,7447 0,0168 0,9620

Fonte: Préprio autor

Os resultados apresentados na Tabela 4 indicam que o método proposto
mostrou-se preciso para a quantificacdo de PZQ, obtendo-se um coeficiente de
variacdo menor que 5% (ANVISA, 2003).

A4. Recuperagéo

O teste foi realizado adicionando-se quantidades conhecidas de PZQ na
solucao hidroalcodlica. A quantidade de farmaco adicionada corresponde as regides
inferior, mediana e superior da curva analitica, respectivamente, 0,2, 1,0 e 1,6
mg/mL. As amostras foram analisadas por espectroscopia na regido do UV.

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

confianca, utilizando a equacéo 1 (BRASIL, 2003):
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C

R=—x100

0

onde:

(Equacéo 2)

C = média das concentra¢Bes determinadas experimentalmente;

Co = concentracéo tedrica inicial.

O percentual de recuperacdo do farmaco € apresentado na Tabela 5. Os

resultados mostram

indices de

recuperacdo adequados,

dentro da

recomendada pela ANVISA (2003), cujo intervalo é de 80 a 120%.

Tabela 5 — Percentual de recuperacao de PZQ das dispersées sélidas (n = 3)

faixa

Concentracdo Media Conc . Experimental Recuperacao
(mg/ml) Absorbancia (mg/mL) (%)
0,2 0,220 0,207 103,5128
1,0 1,129 1,036 103,5645
1,6 1,745 1,597 99,83898

Fonte: Préprio autor

AS5. Limite de Deteccéo (LD) e Limite de Quantificacéo (LQ)

Para a realizacdo desta analise foram preparadas trés solugcdes em

concentracbes proximas ao limite inferior da curva analitica e avaliado o desvio

padrdo dos valores encontrados para que, pelos respectivos calculos matematicos,

fosse possivel determinar LD e LQ. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

O LD é determinado pela menor quantidade de farmaco presente em uma

amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as

condicBes experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003).

O LD foi calculado baseando-se no desvio padrao (s) e na inclinagao da curva

analitica (o) expresso como:

Flavio dos Santos Campos



ANnexo 102

ox3
LD =— .
S (Equacéo 3)

Onde:

o = desvio padrao
S=inclinacdo da curva analitica.

O LQ é determinado pela menor quantidade de farmaco em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condicdes
experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003).

O LQ foi calculado baseando-se no desvio padrao (s) e na inclinagao da curva

analitica (o) expresso como:

~ox10
o S (Equacéo 4)

LQ

onde:
0 = desvio padréo

S=inclinacao da curva analitica

Os valores obtidos na determinacdo dos Ilimites de deteccdo e de
quantificacdo estdo apresentados nas Tabelas 6. Os resultados mostram que o

método analitico € adequado para a quantificacdo de PZQ, obedecendo a faixa

linear da curva analitica que foi de 0,2 a 1,6 mg/mL.

Tabela 6 — Limites de Deteccdo e Quantificacdo do PZQ em 263nm (n=3)

Concentracéao 0,2-1,6 mg/mL
Inclinag&o as curva (a) 1,096267
Intercepto (b) 0,009833
Desvio padréo 0,004366
Limite de Detecc¢éo (LD) 0,013143
Limite de Quantificagdo(LQ) 0,039828

Fonte: Préprio autor
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