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1. RESUMO

O desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos tem sido muito
utilizado com o intuito de melhorar as propriedades biofarmacéuticas de farmacos.
Sistemas de liberagdo controlada oferecem inimeras vantagens quando
comparados aos sistemas convencionais, 0 que 0s tornam candidatos promissores
para a melhora da terapia de diversas doencas.

Para o desenvolvimento destes sistemas, varias estratégias utilizam
polimeros para modificar as propriedades farmacotécnicas das substancias e
particulas, com o objetivo de melhorar o direcionamento dos farmacos, bem como
sua acdo e toxicidade. Dentre estes polimeros, os mais utilizados sdo o0s
polissacarideos, por serem amplamente disponiveis e de baixo custo. S&o
encontrados na natureza, em fontes diversas, como plantas, algas, microorganismos
e animais.

O dextrano, um polimero produzido por microorganismos, bem como seus
derivados, tém recebido bastante atencdo devido as suas caracteristicas, como
baixa toxicidade e alta degradabilidade enzimética, as quais o torna viavel para o
carreamento de farmacos. Com o dextrano € possivel preparar sistemas de
liberacdo controlada, uma vez que é possivel se obter hidrogéis a partir dele, sem a
utilizacao de reticulantes quimicos.

Hidrogéis sédo redes poliméricas tridimensionais hidrofilicas, que absorvem
grande quantidade de agua ou fluido biolégico sem se dispersarem, o que denota a

capacidade de intumescimento. Em sistemas de liberagdo baseados em hidrogéis, o
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perfil de intumescimento é uma caracteristica de grande importancia, pois pode
modificar a propriedade de transporte do farmaco.

Neste contexto, o presente trabalho tem o objetivo de avaliar a possibilidade
da producdo de hidrogéis de dextrano de diferentes pesos moleculares, para
modular a liberacdo do farmaco praziquantel, utilizado no tratamento da
esquistossomose, que apresenta acao contra todas as espécies importantes

causadoras dessa doenca.
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5. INTRODUCAO

O estudo dos sistemas de liberagdo de farmacos € de grande importancia
dentro do campo farmacéutico. Isso porque eles oferecem iniUmeras vantagens
quando comparados aos sistemas de dosagem convencional. Dentre essas
vantagens, pode-se destacar a sua liberacdo controlada do farmaco, a partir da
degradacao de uma matriz; diminuicédo significativa da toxicidade e maior tempo de
permanéncia do farmaco no local de acdo ou absorcdo, numero de doses; e
possibilidade de direcionamento a alvos especificos (AZEVEDO, 2002).

Para o desenvolvimento dos sistemas de liberacdo controlada, varias
estratégias tém utilizado polimeros para modificar as caracteristicas farmacotécnicas
das substancias e/ou das particulas, com o objetivo de melhorar o direcionamento
dos farmacos, bem como sua ac¢éo e toxicidade (SIMONSEN, 1995). Entende-se por
polimeros moléculas organicas ou inorganicas complexas, de alto peso molecular,
cuja estrutura consiste na repeticao de pequenas unidades chamadas monémeros
(JACOBS, 1993).

De fato, o principal interesse em relacdo a esses sistemas de liberacdo € a
sua programabilidade. Um exemplo simples € a possibilidade da liberacdo de
insulina de uma matriz polimérica somente em resposta ao aumento da
concentracdo de glicose em pacientes diabéticos. Tal sistema pode ser obtido a
partir de polimeros inteligentes, que possuem sensibilidade ativa a sinais do
ambiente (enzimas e biomoléculas) e mudancas de propriedades fisico-quimicas
(temperatura, luz, eletricidade, pH e forcas i6nicas). Além disso, no que diz respeito

a programabilidade, também ¢é possivel desenvolver sistemas de liberagcéao



direcionados ao seu alvo de agao, minimizando assim efeitos colaterais e mantendo
uma alta concentracao local por um maior periodo de tempo (KIM, 2009).

Dentre os polimeros, o0s polissacarideos tém sido 0os mais empregados no
desenvolvimento de sistemas de liberagdo, devido as suas caracteristicas que 0s
tornam ideais para o uso farmacéutico: sdo amplamente disponiveis, de baixo custo,
possuem VAarios grupos reativos, ampla faixa de massas moleculares e podem variar
a composicao quimica. Além disso, sao altamente estaveis, ndo téxicos, seguros,
hidrofilicos e formam hidrogéis. Outra caracteristica importante dos polissacarideos
€ a capacidade de absorver grandes quantidades de agua sem se dispersar, 0 que
denota a propriedade de intumescimento, a qual € uma das principais caracteristicas
para a formacéo dos hidrogéis (CAMPOS, 2009; AZEVEDO, 2002; BARCELLOS et
al., 2000; COVIELLO, 2007; CASSANO, 2009). Na natureza, podemos encontra-los
em diversas fontes, como algas (alginato), plantas (pectina), microorganismos
(dextrano) e animais (quitosana) (CAMPQOS, 2009).

O dextrano, um polimero produzido por microorganismos, é biodegradavel e
atoxico. E utilizado como expansor de plasma, promotor de regeneracdo 6ssea,
também para preenchimento dérmico e subcutaneo, além de amplamente estudado
como carreador polimérico em sistemas de liberagdo de farmacos (CAMPOS, 2009;
BARSBAY, 2007).

O dextrano e seus derivados estdo entre 0s mais promissores para a
preparacdo de hidrogéis capazes de conceber uma liberacdo controlada. Esses
hidrogéis tém recebido bastante atencdo, por serem pouco téxicos aos tecidos,
terem uma alta degradabilidade enzimatica, e boa biocompatibilidade, caracteristicas
estas que o0s tornam alternativas viaveis para o carreamento de farmacos

(BARCELLOS et al., 2000; COVIELLO, 2007; CASSANO, 2009).



Hidrogéis sdo definidos como redes poliméricas tridimensionais hidrofilicas,
que nao se dissolvem, sendo capazes de absorver grande quantidade de &gua ou
fluido biologico. Podem variar o grau de hidratacdo, dependendo do pH e
temperatura do ambiente aquoso, bem como da composicao do polimero. Ou seja, a
guantidade de agua absorvida depende diretamente da estrutura quimica do
polimero, pois a sua afinidade pela agua esta relacionada a presenca de grupos
hidrofilicos, tais como —OH, -CONH, -CONH,- e —SO3H na estrutura que forma tal
polimero (HAMIDI et al, 2008; KIM et al,2008). Portanto, a hidrofilia do polimero, a
estrutura de rede formada e o nimero de grupos ionizaveis presentes na estrutura
polimérica determinam a quantidade de agua absorvida pelo polimero (CURY,
2005).

Os hidrogéis podem ser preparados tanto a partir de polimeros naturais como
também a partir de polimeros artificiais ou sintéticos (nailon, PVC, poliésteres, teflon,
etc.). Aqueles preparados a partir de polimeros naturais oferecem varias vantagens
em relacdo aos demais, como: baixa toxicidade, biocompatibilidade, e apresentam
propriedades fisico-quimicas notaveis, o que os tornam apropriados para aplicacdes
nos sistemas de liberagéo de farmacos (HAMIDI et al, 2008). E por essa raz&o que o
dextrano, um polimero natural originario de microorganismos, tem sido um candidato
ao desenvolvimento de hidrogéis para sistemas de liberacdo controlada (CAMPOS,

2009).



5.1. Praziquantel (PZQ)

O praziguantel é um farmaco anti-helmintico de amplo espectro,
pirazinoisoquinolinico, altamente ativo, que foi descoberto em 1970 e posteriormente
introduzido para o tratamento da esquistossomiase (Andrews et al., 1983). Ele é o
farmaco de escolha para todas as formas de esquistossomose e é comumente
usado nos programas de controle nacional da doenca. Este farmaco afeta néo
apenas 0s esquistossomos adultos, como também as formas imaturas e as
cercérias, que sdo as formas do parasita que infestam os seres humanos (Rang &
Dale, 2007).

Também conhecido por 2-(ciclohexilcarbonil)- 1,2,3,6,7,11 b — hexahidro —
4H - pirazino (2,1 — a) isoquinolina — 4 — ona, € um po cristalino, sem cor e sem
cheiro e com sabor amargo caracteristico, estavel em condicbes normais de
temperatura e armazenamento (LIMA, 2006). Apresenta fotossensibilidade, e sua
faixa de fusdo € entre 136 e 142°C, e sua solubilidade em agua é de 0,4mg/mL,
97mg/mL em etanol e 567mg/ml em cloroférmio (USP 31, MERCK INDEX).

A figura 1 mostra as férmulas estrutural e molecular, bem como a massa

molecular do PZQ.



ClgH24N202, M.M.: 312,4

Figura 1. Férmula molecular e estrutural do praziquantel

O farmaco aparentemente compromete a homeostase do Ca?* no parasita,
unindo-se aos locais de ligacdo reconhecidos da proteina quinase C, em uma
subunidade beta dos canais de calcio controlados por voltagem do esquistossomo
(Greenberg, 2005). Isso induz um influxo do ion, que ocasiona dois efeitos
principais, minutos ap0s a exposicdo ao farmaco: uma contracdo rapida e
prolongada da musculatura, e a eventual paralisia e morte do verme. O praziquantel
também compromete o tegumento do parasita, disponibilizando novos antigenos na
superficie do verme, e como resultado ele pode tornar-se mais suscetivel as
respostas imunologicas normais do hospedeiro (Greenberg, 2005; Rang & Dale,
2007).

O praziquantel é considerado um farmaco muito seguro, com efeitos
colaterais muito fracos, na dosagem terapéutica. Tais efeitos, quando ocorrem, Sao
geralmente transitorios e raramente de importancia clinica. S&o eles os distarbios
gastrintestinais, tontura, dores muscular e articular, erupcdes cutaneas e febre baixa.
E também considerado seguro para mulheres gravidas e lactantes (Rang & Dale,

2007).



Administrado oralmente, o PZQ é bem absorvido; porém, apresenta
problemas de biodisponibilidade, devido a baixa solubilidade, além de sofrer forte
metabolismo de primeira passagem, sendo transformado rapidamente em
metabdlitos inativos (Rang & Dale, 2007). Ele esta enquadrado no grupo Il, dentro
do Biopharmaceutics Classification System (BCS), ou seja, ele € um farmaco de
baixa solubilidade e alta permeabilidade no TGIl. O BCS é uma ferramenta basica de
dados cientificos para classificacdo de farmacos baseada na solubilidade em agua
destes, relacionada com a dose em trés pHs relevantes e permeabilidade intestinal
(CAMPOS, 2009).

Devido a todas estas caracteristicas, a dose administrada para tratamento é
relativamente elevada, e por isso, varias estratégias vém sendo desenvolvidas para
melhorar estes parametros falhos, a fim de reduzir a dose e a quantidade de
administracbes do farmaco. Tais estratégias incluem a preparacdo de co-
precipitados e misturas fisicas de farmaco-PVP e complexos formados por a-, - € y-
ciclodextrina e PZQ (LIMA, 2006;PASSERINI, 2006; SOUZA, 2008).

Assim, procedimentos que melhorem as propriedades fisico-quimicas do
PZQ, bem como sua eficacia terapéutica, sdo de grande importancia no campo

farmacéutico.

5.2. Sistemas de Liberagdo Controlada de Farmacos

A maioria dos farmacos existentes hoje, principalmente aqueles
estruturalmente especificos, tém uma faixa de concentracdo que define os niveis de
seguranca e eficacia. As concentracfes que se encontram acima ou abaixo destas

podem ocasionar ineficiéncia terapéutica, bem como toxicidade ou sintomas



anteriomente néo evidenciados (KAPARISSIDES et al., 2006). Isso acontece pois 0
farmaco é transportado pela corrente sanguinea atingindo todos os tecidos, 6rgéos e
sistemas, e ndo apenas o seu alvo de acgéo, induzindo assim os efeitos adversos.
Sendo assim, a Unica vantagem vista nas formula¢cdes convencionais € o baixo
custo de desenvolvimento (KIM, 2009).

Além disso, sabe-se que nas formula¢des convencionais, € dificil manter a
dose terapéutica por longos periodos, sendo necessaria a administracao multipla do
farmaco para obter o efeito terapéutico desejado.

Dessa forma, varias estratégias vém sendo propostas com o objetivo de
manter, em niveis terapéuticos, a concentracdo do farmaco por um maior periodo de
tempo, promovendo maior adesdo ao tratamento, aumento dos intervalos de
administracdo, diminuicdo dos efeitos colaterais, entre outros. Tal estratégia,
denominada sistema de liberacdo controlada de farmacos (drug delivery system —
DDS), exige uma ampla interdisciplinariedade, pois abrange os campos de ciéncias
farmacéuticas, quimica dos coldides, ciéncia dos polimeros, fisico-quimica e biologia
molecular (KAPARISSIDES et al., 2006).

O termo liberagdo controlada surgiu para descrever formas farmacéuticas
gue apresentam caracteristicas de liberagdo com base no tempo, duracdo e/ou
localizac&o, desenvolvidas para alcancar os objetivos terapéuticos e conveniéncias
ndo oferecidas pelas formas de liberacdo imediata ou convencional (BOGNER,
1997).

Os sistemas de liberacdo controlada sdo compostos de uma ampla
variedade de opcdes, sendo elas: lipossomas, esferas e microesferas revestidas,
bombas osmoticas, revestimentos entéricos, sistemas transdérmicos, pro-farmacos,

sistemas matriciais poliméricos, nanoparticulas, entre outros. Dentre estes, de



maneira particular, os sistemas matriciais constituidos por varios tipos de polimeros
sdo opcgao interessante para a producao de um sistema de liberagdo controlada,
devido as vantagens inerentes a estes sistemas: versatilidade, eficacia, baixo custo,
e producdo que recorre a equipamentos e técnicas convencionais. Além disso, os
sistemas matriciais permitem incorporar quantidades relativamente elevadas de
farmacos (LOPES, 2005).

Em suma, os polimeros sédo agentes versateis e promissores para a

producao de sistemas matriciais de liberacéo controlada.

5.3. Polimeros

A fus@o da ciéncia dos polimeros com as ciéncias farmacéuticas conduziu
para um grandioso avanco em termos de inovacdo no desenvolvimento de novos
sistemas de liberacdo de farmacos (PILLAI; PANCHAGNULA, 2001).

Materiais poliméricos farmacéuticos com baixa toxicidade podem ser
utilizados como membranas ou matrizes nas quais o0 principio ativo é disperso.
Polimeros também agem como veiculos, podendo ser adicionados ao principio ativo.
Esses carreadores podem ser utilizados para liberar controladamente uma grande
guantidade de farmacos no TGI (ZHU, 2002).

Dentre as varias propriedades dos polimeros, algumas se demonstram mais
importantes quando na elaboracédo de um sistema de liberacdo de farmacos, como a
permeabilidade (JACOBS; MASON, 1993), hidrofilia, Ilubrificacdo, lisura
(ANGELOVA; HUNKELER, 1999), adeséo, solubilidade (PILLAI; PANCHAGNULA,

2001).



Uma variedade de classes de polimeros tem sido utilizada em sistemas de
liberacé@o controlada, devido as suas diferentes permeabilidades (JACOBS; MASON,
1993). Os mais comuns incluem polissacarideos - hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)
e etilcelulose (EC), pectina; polivinilpirrolidona (PVP) e ésteres poliacrilicos. Dentre
todos os polimeros, os polissacarideos sdo 0s mais populares materiais poliméricos,
devido a uma série de caracteristicas que os tornam ideiais para o uso farmacéutico
(CAMPOS, 2009). Eles sdo polimeros de monossacarideos, extremamente
disponiveis, baratos e biodegradaveis, o que os tornam a melhor opcdo para o

desenvolvimento de sistemas de liberacao controlada.

5.4. Dextrano

O dextrano é um carboidrato composto por monémeros de a-D-glicose ligados
basicamente por ligacdes glicosidicas a(1-6), com rotacdo Optica positiva e formula
empirica (CgH1006)n. Estes a-D-glucanos possuem também cadeias laterais que se
originam das ligagdes ramificadas a-(1—2), a-(1—3) e a-(1—4) (COVIELLO,2007). E
produzido por bactérias da espécie Leuconostoc mesenteroides B512F, quando da
fermentacdo da sacarose (COVIELLO, 2007; LLOYD, 1997). E um polimero
predominantemente linear com diversas massas moleculares que atribuem
propriedades fisico-quimicas, como solubilidade e viscosidade, diferentes. Ele pode
ser degradado através da acao das dextranases em varios 6érgdos no corpo humano,
como figado, baco, rins e célon (CAMPOS, 2009; FERREIRA et al.,2004). Os
dextranos hidrossolaveis com massa molecular menor que 30kDa podem ser
excretados através dos rins. Segundo Hiemstra et al., os dextranos apresentam uma

degradacdo enzimatica mais lenta que o0s outros polissacarideos, permitindo que,



guando em uma matriz de liberacdo controlada, libere o farmaco mais lentamente,
prolongando assim sua acao.

A Figura 2 apresenta a estrutura basica do dextrano.

- -_---‘..‘r—f:H2 1
0
OH _
10 g Lol 0-CH,
OH 8]
- -n
o-1.6 OH
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a-1,4 OH
- -m
w-1.6

Figura 2: Férmula estrutural do dextrano.

5.5. Hidrogéis

Hidrogéis podem ser definidos como estruturas poliméricas tridimensionais,
altamente hidrofilicas, cuja principal caracteristica € a de absorverem grandes
guantidades de agua ou fluidos biologicos sem se dispersarem (PEPPAS et al,
2000), propriedade esta denominada intumescimento.

Nos sistemas de liberagdo controlada baseados em hidrogéis, a taxa de
intumescimento € um parametro essencial, pois exerce grande influéncia sobre a
propriedade de transporte de farmacos e é determinada pelo quéo entrelacadas séo
as cadeias poliméricas, bem como pelo tamanho dos poros. A taxa de
intumescimento é controlada pela estrutura da rede, hidrofilia e grau de reticulcéo
(quando houver). Sua afinidade com a &agua é devido a presenca de grupos

hidrofilicos na estrutura formadora do polimero, tais como —OH, -CONH, -CONH; e —

SO3H. Gracas a esses grupamentos, o polimero pode ser hidratado em diferentes



graus, dependendo da natureza do ambiente aquoso e composicdo do polimero
(CAMPOS, 2009; HAMIDI et al, 2008; KIM et al,2008).

Segundo Hamidi e colaboradores (2008), os hidrogéis podem ser
classificados de acordo com diversas caracteristicas, as quais incluem a natureza
dos grupos laterais (neutros ou idnicos), propriedades mecanicas e estruturais,
método de preparacdo (homo ou co-polimero), estrutura fisica (amorfo,
semicristalino, pontes de hidrogénio, hidrocoloidal), e sensibilidade a estimulos
ambientais (pH, temperatura, forcas ibnicas, entre outros).

Atualmente, tem-se observado um grande interesse em hidrogéis preparados
a partir de polissacarideos. Estes ndo sao mais do que hidratados de carbono, nos
guais ocorre uma repeticdo de sua unidade estrutural. S&o provenientes de fontes
renovaveis e apresentam vantagens econdmicas quando comparados a outros
materiais (COVIELLO, 2007). Sua elevada hidrofilicidade, a facilidade através da
gual se consegue produzir hidrogéis a partir deles e sua biocompatibilidade tem feito
destes materiais um objeto de estudo altamente utilizado para fins biomédicos
(ALMEIDA, 2010). Devido a isso, o dextrano vem sendo extensivamente pesquisado
como um candidato promissor ao desenvolvimento de hidrogéis para sistemas de
liberacdo controlada de farmacos (CAMPOS, 2009).

Nesse contexto, 0s trabalhos realizados por CAMPOS (2009) utilizando dextrano de
diferentes pesos moleculares mostram que é possivel desenvolver hidrogéis através de um
método simples, sem a utilizacdo de reticulantes quimicos para a liberacéo
prolongada do farmaco, gracas a capacidade de intumescimento dos hidrogéis
formados. Pode-se concluir que o dextrano se mostrou um polimero adequado para
o desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada, uma vez que foi possivel a

obtencdo de hidrogéis a partir deste polimero, os quais apresentaram perfis de



intumescimento e liberagdo diferenciados, variando conforme o peso molecular
(CAMPOQOS, 2009).

O hidrogel produzido a partir do dextrano 70 kDa apresentou um taxa de
intumescimento regular, porém menor que a observada no hidrogel produzido a
partir do dextrano 148kDa em um periodo de tempo de 120 minutos. Pode-se notar
também que o perfil de intumescimento se refletia no comportamento de liberacao,
ou seja, como o dextrano 70kDa tem uma taxa de intumescimento menor, sua
liberac&o foi mais prolongada em relacdo ao dextrano 148 kDa (CAMPOQOS, 2009).
Com base nesses resultados, cogitou-se a possibilidade de producédo de um hidrogel
a partir da preparacdo de blendas de dextranos de diferentes pesos moleculares. A
utilizacdo dessas blendas pode permitir o desenvolvimento de sistemas com
propriedades de intumescimento e liberacdo diferentes, que podem propiciar um
controle de suas propriedades fisico-quimicas e assim desenvolver um sistema mais

idealizado em termos de sistemas de liberacdo de farmacos.



6. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi a preparacédo de blendas de dextrano de
diferentes pesos moleculares, bem como a avaliacdo da capacidade destas em
formar hidrogéis, podendo, futuramente, ser utilizadas como sistemas de liberacéo

controlada de farmacos.



7. MATERIAIS E METODOS

7.1.

MATERIAIS

Praziquantel (Shangai Pharmaceutical®)
Dextrano 70 kDa (TCI®)

Dextrano 148 kDa (Sigma®)

Alcool Etilico Absoluto 99,5% (Synth®)
Agua deionizada

Acido Cloridrico 37% (Chemis®)

Laurilsulfato de sédio (BDH Chemicals Ltda.)

7.1.1. EQUIPAMENTOS ANALITICOS E ACESSORIOS

Espectrofotdmetro Ultravioleta (Hewllet-Packard® Kayak-XA)
Evaporador rotativo (Marconi — MA 120)

Bomba de Vacuo (Tecnal® TE-058)

Balancas analiticas (OHAUS Analytical Standard AS 200 ; Shimadzu

AW 220)



7.2 PREPARACAO DAS BLENDAS E HIDROGEIS

As blendas foram preparadas com dextranos de diferentes massas
moleculares (70kDa e 148kDa) em proporcfes de massa variadas pré determinadas
(1:1 e 1:3).

A incorporacdo do praziquantel foi feita pelo método de dissolucdo e
evaporacdo de solvente, através de liofilizacdo. Neste método, o farmaco foi,
inicialmente, solubilizado totalmente em solucdo hidroalcodlica. Logo apds, foi
adicionado o polimero que foi solubilizado parcialmente na mesma solucao
hidroalcodlica, uma vez que uma pequena parte forma uma suspensao de coloracao
levemente esbranquicada. Esta solucédo foi, entdo, distribuida em placas de Petri e
colocada em capela com exaustor ligado, no intuito de eliminar a maior parte do
alcool etilico por evaporacao para, posteriormente, ser armazenado em congelador
por 24h. Apés, esse periodo as amostras foram liofilizadas, onde permaneceram por
mais 24h para total eliminacdo da é&gua. Por fim, as amostras secas foram

pulverizadas e armazenadas adequadamente, em frascos de vidro ambar.

7.3. VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA EMPREGADA PARA A
DETERMINACAO DO TEOR E DA EFICIENCIA DE INCORPORACAO POR

ESPECTROSCOPIA 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 validacao



estudados foram: especificidade, linearidade, precisdo, recuperacado, limite de

deteccéo (LD) e limite de quantificacéo (LQ) (ANVISA, 2003; ICH, 1996; USP, 2002).

Especificidade

Especificidade € a capacidade do método de avaliar um composto em
presenca de outras substancias, tais como impurezas, produtos de degradacédo e
componentes da dispersdo soélida. A determinacdo da especificidade pode ser
realizada atraves da analise de amostra contendo esses interferentes, determinando
a capacidade do método em gerar informacdes confiaveis na sua presenca
(ANVISA, 2003; ICH, 1996).

Com o objetivo de verificar a interferéncia de algum componente presente na
solucédo hidroalcodlica, ou da formulacdo na analise para determinar o teor e a
eficiéncia de incorporacdo, os parametros de especificidade foram estabelecidos
pela comparagdo de resultados de amostras contaminadas (solucdo hidroalcodlica
contendo PZQ e DEX-70 ou DEX-148) e de amostras ndo contaminadas (solucao

hidroalcodlica contendo PZQ).

Linearidade

A linearidade € a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar
gue os resultados obtidos sao diretamente proporcionais a concentracdo do analito
na amostra, dentro de um intervalo especificado (ANVISA, 2003; ICH, 1996).

A linearidade do método foi determinada através da obtencdo de uma curva

analitica do PZQ em solucao hidroalcodlica. Diluicdes, em agua, com concentracdes



variando de 0,2 a 1,6 mg/mL foram preparadas a partir de solucdes estoques
contendo alcool etilico, em triplicata.

A curva analitica foi construida 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.

Precisao

Precisdo € a avaliacdo da proximidade das respostas obtidas quando uma
série de medidas for realizada para uma mesma amostra, em idénticas condi¢cdes de
teste. Esta é considerada em trés niveis, verificada por, no minimo, nove
determinacdes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, trés
concentracbes (alta, média e baixa) em triplicata ou no minimo de seis
determinacdes com 100% da concentragéo do teste (ANVISA, 2003).

A partir da solugdo estoque de PZQ em alcool etilico, foram preparadas
solugbes de PZQ nas concentracbes de 0,2; 0,6; 1,0; 1,4 e 1,6 mg/mL,
correspondentes as concentracdes do intervalo linear da curva analitica. Estas
solugdes foram analisadas por espectroscopia na regido do UV e a anadlise foi

realizada em triplicata.

Recuperacgéo

O ensaio de recuperacdo constitui 0 método mais utilizado para validacao de

processos analiticos. A recuperacdo esta relacionada com a exatiddo, pois



determina a quantidade de farmaco recuperado no processo de preparacdo da
amostra (ANVISA, 2003).

O teste foi realizado adicionando-se quantidades conhecidas de PZQ na
solucéo 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 recuperacdo da
guantidade conhecida de farmaco adicionada a amostra, acrescida dos intervalos de

confianca, utilizando a seguinte formula:

R :gxlOO
C

Onde:
C = média das concentragfes determinadas experimentalmente;

Co = concentracao teorica inicial.
Limite de Deteccéo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

Para a realizagdo desta analise foram preparadas trés solucbes 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
condi¢cbes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2003).

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

analitica expresso como:

_ox33
S

LD

Onde:
o = desvio padrao
S=inclinacao da curva analitica.

O LQ é determinado pela menor quantidade de farmaco em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condi¢cdes
experimentais estabelecidas (ANVISA, 2003).

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

analitica expresso como:

o x10
LQ=——
S
Onde:
0 = desvio padrao

S=inclinacao da curva analitica



7.4. DETERMINACAO DO TEOR DE PRAZIQUANTEL

O teor de PZQ incorporado aos hidrogéis foi determinado adicionando 150
mg de amostra na proporc¢éo de 1:1:1 (PZQ:DEX70:DEX148), 200mg na proporgéo
1:1:2, 250mg na proporcao 1:1:3, 200mg na propor¢ao 1:2:1, 250mg na proporgéo
1:2:2, 300mg na proporcao de 1:2:3, 250mg na propor¢cdo de 1:3:1, 300mg na
proporcdo de 1:3:2 e 350mg na proporcdo de 1:3:3, garantindo assim que todas
possuam 50 mg de PZQ. Essas quantidades de formulacdo foram, inicialmente,
solubilizadas em 10mL alcool etilico. Em seguida, uma aliquota de 1 mL foi
transferida para um baldo volumétrico de 10 mL, e diluida em agua Milli-Q. Por fim, a
guantidade de PZQ solubilizada foi determinada por espectrometria UV no
comprimento de onda de 263nm. As analises de todas as amostras foram realizadas

em triplicata.

7.5. TESTE DE SOLUBILIDADE

A solubilidade do praziquantel incorporado aos hidrogéis foi determinada
adicionando excesso de amostra em 10mL de agua destilada. As amostras foram
mantidas em agitacdo por 24 horas, em homogeneizador, a temperatura de 25 °C.
Apés o tempo de equilibrio, foram centrifugadas a 3400rpm, por 10 minutos. O
sobrenadante foi separado e utilizado para determinar a quantidade de PZQ
solubilizada, por espectrometria UV, A = 263nm. Cada experimento foi feito em

triplicata.



8. RESULTADOS

8.1 VALIDACAO DA METODOLOGIA EMPREGADA PARA A
DETERMINACAO DO TEOR E DA EFICIENCIA DE INCORPORACAO POR

ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA

Especificidade

No estudo de especificidade do método para determinacdo do teor de
farmaco, utilizou-se a solucéo hidroalcodlica de PZQ na concentracdo 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 nao se
observou interferéncia dos polimeros no comprimento de onda de maior absorcéo do

farmaco.

Linearidade

A linearidade do método de quantificacdo de PZQ por espectrometria na
regido do UV foi determinada através da construcdo da curva analitica em solucéo
hidroalcodlica, utilizando diferentes concentracfes de PZQ, sendo a curva linear
entre 0,2 e 1,6 mg/mL.

A regressao linear forneceu a equacéo da reta:

y = 1,1004x + 0,0049

R?=0,9996
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Figura 3: Curva analitica

Preciséo
A precisdo foi avaliada através da analise de trés niveis de
concentracdo de PZQ: baixa (0,6 mg/mL), média (1,0 mg/mL) e alta (1,6 mg/mL)

(Tabela 1).

Tabela 1: Coeficiente de variacdo dos valores de absorbancia obtidos para o

PZQ nas amostras empregadas no teste de precisao (n=3)

Concentracao Absorbancia em 263 nm
de PZQ
(mg/ml) N1 N 2 N 3 Media DP Cv

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




Os resultados apresentados na Tabela 1 indicam que o método proposto
mostrou-se preciso para a quantificacdo de PZQ, obtendo-se um coeficiente de

variacdo menor que 5% (ANVISA, 2003).

Exatidao

O percentual de recuperacdo do farmaco € apresentado na Tabela 2. Os

resultados mostram indices de recuperacdo adequados, dentro da faixa

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

Tabela 2: Percentual de recuperacédo de massa de farmaco das amostras

(n=3)

Concentragdo  Média Final Concentracdo Exatidao (%)

(mg/mL) (ASC) calculada

0,2 0,220 0,207 103,51
0,6 0,656 0,604 100,67
1,0 1,129 1,036 103,56
1,4 1,546 1,416 101,14
1,6 1,745 1,597 99,84

Limites de Deteccéo (LD) e Quantificacéo (LQ)

Os valores obtidos na determinacdo dos limites de deteccdo e de

guantificacdo estdo apresentados nas Tabelas 3, e mostram que o método analitico



€é adequado para a quantificacdo de PZQ, obedecendo a faixa linear da curva
analitica que foi de 0,2 a 1,6 mg/mL.

Tabela 3: Limites de Detecc¢éo e Quantificacdo do PZQ em 263nm (n=3)

Concentracao 0,2-1,6 mg/mL
Inclinacéo as curva (a) 1,1004
Intercepto (b) 0,0049
Desvio padréo 0,004366
Limite de Deteccéao (LD) 0,013143
Limite de Quantificacao(LQ) 0,039828

8.2 DETERMINACAO DO TEOR DE PRAZIQUANTEL

Os valores obtidos nos estudos de determinacdo de teor de PZQ estdo na
Figura 5. Pode-se observar que a formulacdo 1:1:1 e 1:3:2 (PZQ:DEX70:DEX148),
apresentaram uma porcentagem de farmaco solubilizado muito acima do
incorporado experimentalmente, 126% e 114%, provavelmente causada por uma
diferenca na proporcdo de farmaco e polimeros, devido a uma possivel perda de
polimeros durante o processo de obtencdo. Também foi notado que nas formulacdes
1:1:2 e 1:3:1 foram encontrados valores levemente acima do esperado,108% em
ambos, mas aceitavel, levando em consideracao a relagdo da proporcdo de farmaco
e polimeros, uma vez que, a quantidade de farmaco que a ser pesado era de 50mg,
teoricamente. JA4 nas demais formulacdes, nota-se uma quantidade adequada de

farmaco solubilizado, indicando sucesso na obtencdo das mesmas.



Foram selecionadas para a avaliacdo da capacidade de incorporacao de
farmacos as formulagdes 1:1:1; 1:1:2; 1:1:3; 1:2:1; 1:2:2 e 1:3:1 para uma melhor

avaliacdo das mesmas e para uma nova selecdo de amostras para as etapas
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seguintes.

Figura 4 : Teor de PZQ
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8.3 TESTE DE SOLUBILIDADE

Os valores obtidos nos estudos de solubilizagdo do PZQ estdo na Figura 5.
Pode-se observar que em todas as formulagcdes houve um aumento da taxa de
solubilidade, comparadas a taxa de solubilidade do praziquantel em agua, que é
baixa. No entanto, as formulacdes 1:2:2 e 1:2:1 apresentaram os melhores perfis de
solubilidade.

Esse aumento, observado nas formulagbes, se deve ao fato de que, com o

uso de um polimero hidrofilico, o principio ativo PZQ encontra-se molecularmente



disperso, sendo que o seu perfil de dissolu¢do serd guiado pelas propriedades do
carreador. Provavelmente € devido a esse fato que foi observado que, quanto maior
a quantidade de dextrano (carreador) em relagdo a quantidade de PZQ, maior o
aumento da taxa de solubilidade, pois é sabido que o dextrano tem alta solubilidade

em agua, e acaba influenciando o perfil de dissolucéo do farmaco.

Figura 5: Solubilidade do PZQ puro e nas formulagdes

Porcentagem de solubilizacéo

Formulagdes



9. CONCLUSAO

A obtencé@o de hidrogéis de dextrano de diferentes pesos moleculares com
propriedades apropriadas para a formacéo de sistemas de liberagdo controlada foi
possivel, através de um método simples de ser executado e ndo necessitando do
uso de substancias reticulantes.

Foi possivel observar que houve um aumento da solubilidade em todas as
formulacbes, com relacdo ao praziquantel puro, mostrando assim a influéncia do
carreador nas propriedades fisico-quimicas do farmaco.

O dextrano mostrou ser um polimero adequado para o desenvolvimento de
sistemas de liberacdo controlada, uma vez que, provavelmente, ele pode gerar
alteracdes significativas nas propriedades farmacotécnicas do praziquantel, como

solubilidade e dissolucéo.
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