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RESUMO

A esquistossomose é um sério problema de saude publica nos paises tropicais. No
Brasil, € causado pelo Schistossoma mansoni. O tratamento é feito com
praziquantel, o qual é eficaz contra todas as espécies importantes de
esquistossomos, que afetam os seres humanos, apesar de sua alta permeabilidade
no Trato Gastrointestinal (TGI). Este farmaco tem solubilidade muito baixa em agua,
que pode limitar a sua absorg¢do. Devido a essa limitagdo, a biodisponibilidade do
PZQ é muito baixa e seu aumento é um aspecto importante e desafiador no
desenvolvimento de formulagdes. O desenvolvimento de sistemas de liberacdo de
farmacos tem sido muito utilizada no intuito de solucionar a necessidade de melhora
de biodisponibilidade de farmacos. Os sistemas de liberacdo de farmacos permitem
uma maior eficacia dos farmacos com a reducgao das doses e de sua frequéncia de
administracdo e reducdo dos efeitos adversos; aumentando a adesédo aos
tratamentos por parte dos pacientes. Muitas dessas estratégias estao sendo focadas
nos sistemas matriciais poliméricos como, por exemplo, os hidrogéis, os quais sao
amplamente estudados por prolongarem a liberagcéo dos farmacos. O dextrano é um
polissacarideo, que é altamente hidrofilico, atoxico, seguro, estavel, biocompativel e
biodegradavel. O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de hidrogéis,
utilizando dextrano com massas moleculares de 70kDa e 148kDa, e o praziquantel
como farmaco-modelo. Os hidrogéis foram preparados e obtidos misturando
dextrano e praziquantel em proporgdes farmaco:polimero de 1:0,5 e 1:1 em sistemas
solventes com diferentes valores de constantes dielétricas, os quais foram secas em
evaporador rotativo. As propriedades biofarmacéuticas, tais como solubilidade e taxa
de dissolugao, foram analisadas no delineamento dos hidrogéis. Para os ensaios de

caracterizagdo foram realizados teste de intumescimento, espectroscopia no IV e




DSC. Os testes de taxa de intumescimento mostram que os hidrogéis intumescem
de forma lenta, porém mais rapida que os polimeros livres. Os resultados dos testes
de dissolugdo mostraram que os hidrogéis liberam o farmaco de forma lenta e
continua, conforme o também observado nos testes de taxa de intumescimento, o
que propicia uma liberacéo prolongada. Desse modo, o dextrano demonstrou ser um
polimero adequado ao desenvolvimento de hidrogéis para liberagdo prolongada de

farmacos.




ABSTRACT
Schistosomiasis is a serious problem of public health in tropical countries. In Brazil, it
is caused by Schistosoma mansoni. The treatment is done with praziquantel which is
effective against all important schistosomiasis species, which affect the human being,
in spite of its high permeability in Gastrointestinal Tract (TGI). This drug has very
poorly water solubility, that could limiting its absorption. Due to this limitation, PZQ’s
bioavailability is very low and your increase is a challenging and an important aspect
for the development of formulations. Development of drug release systems has been
very used in order to solve the need of improvement of bioavailability of poorly water
soluble drugs. Drug release systems allow for greater effectiveness of drugs by
reducing their doses and frequency of administration and reduction of adverse
effects; increasing adherence to treatments by patients. Many of these strategies
have been focused in polymeric matrix systems such as, the hydrogels, which have
been widely studied prolong the release of the drug. Dextran is a polysaccharide that
is highly hydrophilic, non toxic, safe, stable, biocompatible and biodegradable. The
objective of this work is the development of hydrogels, using dextran with molecular
weight of 70kDa and 148kDa, and praziquantel as de drug-like model. Hydrogels
were prepared and obtained mixing dextran and praziquantel in proportions
drug:polymer of 1:0,5 and 1:1 in solvent systems with different values of dielectric
constants, which were dried in rotary evaporator. Biopharmaceutical properties, such
as solubility and dissolution rate, were analyzed in the design of hydrogels.
Characterization assays were performed swelling test, IR spectroscopy and DSC.
The tests of swelling rate showed that the hydrogels swell slowly, but faster than the
free polymer. The results of dissolution tests showed that hydrogels release the drug

in a slow and continued form, as also observed in tests of rate of swelling, which




provides a prolonged release. Thus, the dextran showed that has been a suitable

polymer for the development of hydrogels for prolonged release of drugs.
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1. Introducgao

A esquistossomose é uma doenca causada por trematddeos do género
Schistosoma. Na América do Sul, a esquistossomose é causada pela espécie S.
mansoni, que abrange paises como Venezuela, Suriname, Antilhas e,
principalmente, Brasil (REY, 2001).

O parasito causador da esquistossomose tem como hospedeiro intermediario
os caramujos do género Biomphilaria, nos quais os miracidios se desenvolvem até a
forma de cercarias. Estas rompem os tecidos dos caramujos em direcao a agua,
onde continuam seu ciclo, penetrando na pele dos homens. Posteriormente, sao
levados pela corrente sanglinea até o figado, amadurecendo para sua forma adulta.
O ciclo se completa com casais de parasitos adultos e jovens migrando contra o
fluxo sanglineo do sistema porta hepatico para as veias mesentéricas, onde
depositarao seus ovos que sao levados junto com as fezes humanas (NEVES, 2005;
REY, 2001; STURROCK, 1993).

A infecgdo humana por Schistosoma mansoni costuma ser assintomatica ou
oligossintomatica; pode causar alteracbes anatomopatologicas, cujo carater e
gravidade cobrem extensa gama de situacbes. A doenca se apresenta sob duas
formas, aguda e cronica. Na forma aguda, caracteriza-se por febre, eosinofilia,
linfadenopatia, esplenomegalia, urticaria, alteragbes intestinais (ulceracdes
necréticas hemorragicas) e um processo de hepatite, que se agrava apos a
oviposi¢cdo. Na forma cronica caracteriza-se pelo surgimento de granulomas e
também por apresentar sintomas como fibrose periportal, também causada pela
presenca dos ovos, hepatoesplenomegalia, lesdes cardiopulmonares, renais e

neurologicas (REY, 2001).

Flavio dos Santos Campos
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Uma alternativa para o tratamento desta doenca €& a quimioterapia,
especialmente, com praziquantel (PZQ). Este farmaco € um anti-helmintico de amplo
espectro, eficaz contra todas as espécies importantes de esquistossomos adultos e
suas formas imaturas; que, além de ser utilizado largamente nos paises em
desenvolvimento como farmaco de primeira escolha no tratamento da
esquistossomose, também é utilizado no tratamento de infec¢gdes causadas por
trematédeos e cestdédeos. Por sua eficacia, seguranca e boa relagdo custo-
beneficio, ele é incluido na Lista Modelo de Farmacos Essenciais da Organizagao
Mundial da Saude (OMS) (MOURAO, 2005; PASSERINI, 2006). Na Relagéo
Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME), o praziquantel esta incluido entre
os medicamentos de uso geral, entre os quais é classificado como um antiinfeccioso
especial ou antiparasitario para grandes endemias (RENAME, 2002).

O PZQ possui solubilidade muito baixa em agua e é altamente permeavel no
trato gastrintestinal (TGl); a taxa de dissolu¢do, portanto, € o fator limitante da
absor¢cao do farmaco. A otimizacao da taxa de dissolugdo dessa classe de farmacos
€, por essa razdo, um aspecto importante e desafiador no desenvolvimento de
formulagbes (PASSERINI, 2006). Muitas estratégias vém sendo estudadas com
intuito de melhorar a capacidade de dissolugdo dos farmacos pouco soluveis em
agua, algumas utilizando matrizes poliméricas para a liberacdo controlada de
farmacos como, por exemplo, os hidrogéis.

Atualmente, os hidrogéis tém ganhado muita atencdo gragas a sua utilidade
em varios tipos de aplicagcbes como, por exemplo, os sistemas de liberacdo de
farmacos (VAN THIENEN, 2007). Eles tém ajudado, extensamente, a se alcangar os
sistemas de liberagdo com caracteristicas terapéuticas desejaveis. A escolha destes

sistemas deve ser de acordo com uma variedade de critérios como via de

Flavio dos Santos Campos
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administragao, tipo de material a ser liberado, cinética de liberagdo, entre outros.
Podem ainda ser utilizados com o objetivo de se melhorar a biodisponibilidade de
farmacos, como os pouco soluveis em agua, categoria na qual se enquadra o
praziquantel (HAMIDI, 2008).

Como exemplos de polimeros naturais utilizados na preparacédo de hidrogéis
para liberacdo de farmacos tém os polissacarideos, tais como acido polialginico,
amido modificado, dextrano, celulose, os quais tém sido amplamente empregados,
pois podem controlar a liberagdo dos farmacos por diferentes mecanismos (LOPES,
2005; ADRIANOV, 1998).

O dextrano, um polimero que € produzido por microorganismos, € atéxico,
biodegradavel. O dextrano e seus derivados sao utilizados como expansores de
plasma, promotores de regeneracdo Ossea, também para preenchimento
subcutaneo e dérmico. Além disso, ele esta sendo amplamente pesquisado como
carreador polimérico em sistemas de liberagcéo de farmacos (BARSBAY, 2007).

A seguir, serdo apresentadas algumas propriedades do praziquantel. Em
seguida, ressaltaremos pesquisas focadas no desenvolvimento de Sistemas de
Liberacdo Controlada de Farmacos, destacando o emprego de hidrogéis. E,

finalmente, ressaltaremos as propriedades do dextrano.

Flavio dos Santos Campos
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1.1. Praziquantel

A histéria do uso de farmacos contra a esquistossomose se estende desde
1912 aos dias atuais. Incorporam-se a estes a emetina e dehidroemitina, muitos
compostos antimoniais trivalentes e as tioxantonas, como lucantona; niridazol,
metrifonato, oxamniquina e praziquantel (DAVIS, 1993), desses somente a
lucantona é derivado de tioxantona.

Atualmente, apenas trés destes farmacos estdo em uso em escala global no
tratamento da esquistossomose. Sao eles, o praziquantel (PZQ), metrifonato e
oxamniquina. Todos eles estdo na Lista de Farmacos Essenciais da OMS, e sao
administrados oralmente, com uma longa histéria de uso bem sucedido em uma
variedade de situagdes (DAVIS, 1993).

A classificacdo dos farmacos contra esquistossomose pode ser simplificada
em duas categorias. A primeira é ocupada pelo praziquantel, o unico farmaco eficaz
contra todas as espécies de Schistosoma que infectam o homem. A categoria
seguinte é formada pelos farmacos mais especificos, como oxamniquina, efetiva
apenas contra o Schistosoma mansoni, e o metrifonato, utilizado apenas contra
Schistosoma haematobium (DAVIS, 1993).

Devido aos sérios efeitos colaterais, tais como alucinagbes e tonturas,
excitacdo e até mesmo mudangcas de comportamento, o tratamento com
oxamniquina deve ser realizado com muito critério, ou entdo, administrar outro
farmaco em pacientes com manifestagdes neuropsiquicas, no lugar da oxamniquina.
Além disso, trabalhos recentes, indicam que no esquema terapéutico utilizado, pode
haver falha na cura parasitolégica em apreciavel nimero de pacientes tratados

(cerca de 45%) (NEVES, 2005).

Flavio dos Santos Campos
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Por apresentar efeitos adversos muito fracos, o praziquantel € o farmaco de
escolha para o tratamento das esquistossomoses. Também conhecido por 2-
(ciclohexilcarbonil)- 1,2,3,6,7,11 b — hexahidro — 4H — pirazino (2,1 — a) isoquinolina
— 4 — ona, é um pod 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 é entre 136 e
142°C, e sua solubilidade em agua é de 0,4mg/mL, 97mg/mL em etanol e 567mg/mi
em cloroférmio (USP 31, MERCK INDEX). O farmaco se apresenta na forma
racémica, e o isbmero (-) € o responsavel pela maior parte da atividade anti-
helmintica. Além disso, sua DLsy para administragdo em ratos esta entre 2000 e
3000 mg/kg (LIMA, 2006).

O PZQ estd enquadrado no grupo Il dentro do BCS, ou seja, ele € um
farmaco de baixa solubilidade e alta permeabilidade no TGIl. O Biopharmaceutics
Classification System (BCS) é uma ferramenta basica de dados cientificos para
classificagdo de farmacos baseada na solubilidade em agua destes, relacionada
com a dose em trés pHs relevantes e permeabilidade intestinal. De acordo com a
BCS, os farmacos séo classificados da maneira a seguir: 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, 2009).

Segundo Gonzalez-Esquivel et al.(2005) o coeficiente de permeabilidade
aparente do PZQ é 4,4 x 10'5cm/s, 0 que € um indicativo de sua alta permeabilidade,
e sugere ainda que o transporte transcelular pode ser seu principal processo de
absorcédo. A ligacao do praziquantel a proteinas do plasma varia de 79 a 80,4% na

faixa de 0,187 — 3,0ug/mL, em albumina a porcentagem de ligagéo foi de 78 a 81%.
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Em concentragdes plasmaticas mais altas (10-100ug/mL) observou-se reducao de
80,4 para 49,7% dessa ligacdo (GONZALEZ-ESQUIVEL, 2005). De acordo com
Gonzalez-Esquivel (2005), quando o PZQ é administrado com uma dieta lipidica ou
ap6s uma dieta de carboidratos, os niveis plasmaticos aumentam duas e cinco
vezes, respectivamente.

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

do praziquantel.

0]
C19H24N202, M.M.: 312,4

Figura 1. Formula molecular e estrutural do praziquantel

Segundo anadlises realizadas por Snyder e Green (2001), o praziquantel
apresentou nos ensaios de genotoxicidade e carcinogenicidade indicios de que ele
pode ser considerado um carcinégeno genotoxico. Por outro lado, Montero e
Ostrosky afirmam que o PZQ é um genotoxicante fraco em doses comparaveis as
que alcangam a corrente sanguinea de pacientes. No entanto, salienta que ha
individuos mais sensiveis aos efeitos que outros e uma atividade co-mutagénica foi
observada em dois sistemas de testes, com Salmonella e camundongos. Os
metabolitos do PZQ presentes na urina humana e plasma de camundongos
mostraram-se mutagénicos para Salmonella e linhagens de células de

camundongos, ratos e humanos (MONTERO E OSTROSKY, 1997). Montero e
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Ostrosky (1997) salienta que os sistemas de testes utilizados sédo variados e
contraditérios. Segundo aqueles autores, enquanto alguns pesquisadores
consideram este tipo de resultados negativos, outros os consideram duvidosos na
melhor das hipéteses, e outros os consideram até mesmo positivos.

O mecanismo de acdo deste farmaco ainda n&o esta completamente
esclarecido. Os efeitos do PZQ no Schistosoma mansoni consistem em contragao
muscular, alteragdes no tegumento com exposicdo de antigenos e alteracbes
metabdlicas. Acredita-se que esses efeitos sejam desencadeados por alteracéo 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. Ha evidéncias da existéncia de sitios
reguladores de calcio sensiveis ao PZQ presentes no tegumento e células
musculares (LIMA, 2006).

O tratamento padrao da esquistossomose € feito com dose Unica, via oral, de
40mg/Kg de peso e € eficaz contra S. haematobium, S. mansoni, S. intercalatum.
Porém, no tratamento de infecgbes graves sdo administradas duas doses de 25 ou
30 mg/Kg em intervalos de 4 h, isto é, a dose total € de 50 ou 60 mg/Kg (DAVIS,
1993). Os efeitos colaterais sdo de baixa intensidade e passageiros; a dor
abdominal, cefaléia e sonoléncia sdo os mais importantes. Atualmente, o Ministério
da Saude, através da Fiocruz, fundagao publica vinculada a este 6rgédo do Poder
Executivo, o produz para uso no tratamento de esquistossomose (NEVES, 2005;
http://www.189.28.128.100/portal/saude/gestor/default.cfm).

Devido a sua baixa solubilidade em agua, o praziquantel (PZQ) apresenta
problemas de biodisponibilidade, logo, a dose utilizada é relativamente alta, por esse

motivo, varias estratégias foram realizados e testados para melhorar sua
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biodisponibilidade, como a preparagédo de co-precipitados e misturas fisicas de
farmaco-PVP e complexos formados por a-, B- e y- ciclodextrina e PZQ (LIMA, 2006;
PASSERINI, 2006; SOUZA, 2008).

Assim, procedimentos que melhorem caracteristicas como a taxa de
dissolugdo do PZQ e, conseqlente absorcao e eficacia terapéutica, sdo de suma

importancia na area farmacéutica.

1.2. Sistema de Liberagdo 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 farmacos novos. Entretanto, o alto
custo exigido no desenvolvimento desses compostos e dos testes que
regulamentam o registro de novos farmacos, tem limitado o avango do arsenal
terapéutico nas ultimas décadas. Por 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 introdugdo de novos farmacos, bem
como atender os preceitos dos estudos de biodisponibilidade, foram recorrer a
estratégia de desenvolvimento de sistemas que controlem a liberagdo de farmacos.
Muitas destas estratégias, focadas no desenvolvimento de sistemas de liberagéo
controlada de farmacos, tém permitido o aumento da eficiéncia de farmacos
utilizados na terapéutica atual, a re-introducédo de outros anteriormente descartados
por suas propriedades indesejaveis e o aprimoramento de novos farmacos antes

que sejam utilizados. (MAINARDES et. al., 2005, MOURAO et. al., 2005).
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Além disso, nas formulagbes convencionais, € dificl manter uma dose
terapéutica por periodos extensos de tempo, o que geralmente requer a
administracdo multipla para obter o efeito terapéutico. Por outro lado, a circulagao de
altas concentragdes de farmaco geralmente induz a efeitos adversos, pois o farmaco
€ transportado pela corrente sanglinea atingindo todos os tecidos, 6rgéos e
sistemas e ndao apenas o seu alvo de acdo. Logo, a uUnica vantagem das
formulagbes convencionais é seu baixo custo de desenvolvimento (KIM, 2009).

O principal interesse em relagdo aos sistemas de liberacdo € a
programabilidade. O exemplo mais simples € o da liberacdo sustentada de
farmacos, que resulta na liberagdo prolongada de farmaco no plasma em
concentragdes adequadas (KIM, 2009).

Para tratar do desequilibrio da homeostase, € possivel que uma substancia
ativa possa ser liberada somente quando requerida. Por exemplo, a liberacado de
insulina de uma matriz polimérica deve ocorrer somente em resposta ao aumento da
concentracao de glicose em pacientes diabéticos (KIM, 2009).

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, ultra-som, luz, eletricidade, tensao
mecénica, pH e forgas idbnicas). Além disso, no que se refere a programabilidade,
também & possivel desenvolver sistemas de liberagéo de farmacos direcionados ao
seu alvo de agdo, o que minimiza os efeitos colaterais e mantém uma alta
concentragao local por um maior periodo de tempo (KIM, 2009).

No desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada de farmacos varias
estratégias tém empregado polimeros como forma de modificar as caracteristicas

farmacotécnicas de substancias ou particulas com o objetivo de melhorar o
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direcionamento de farmacos, prolongar a sua agéao, controlar a liberagdo ou diminuir
a toxicidade. O uso de polimeros no desenvolvimento de sistemas de liberacao
controlada de farmacos tem sido intensamente pesquisado nos anos recentes e
alguns autores prevéem grande desenvolvimento na interface entre a quimica de
polimeros e as ciéncias biomédicas (DUNCAN, 2003; TAKAKURA e HASHIDA,
1995; ETTMAYER, 2004).

Dentre todos os polimeros, os polissacarideos sdo os mais populares
materiais poliméricos, empregados no desenvolvimento de sistemas de liberacgéo,
devido a uma série de caracteristicas que os tornam ideais para o uso farmacéutico.
Eles sdo 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 serem encontrados numa
variedade de estruturas, com uma grande variedade de propriedades. Na natureza,
podemos encontrar varias fontes desses polimeros como as algas (alginato), plantas
(pectina), microorganismos (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 bioquimicamente e sdo altamente estaveis,
seguros, ndo toxicos, hidrofilicos e formam géis. Além disso, os polissacarideos s&o
biodegradaveis, o que sugere seu uso em sistemas de liberagdo direcionada de

farmacos (KIM, 2009; LIU, 2008; SINHA, 2001).

1.3. Dextrano

O dextrano é uma das classes de polissacarideos que tem sido amplamente
estudado. O termo “dextrano” foi cunhado por Scheibler em 1874, quando

caracterizou o dextrano como um carboidrato, com rotagéo 6ptica positiva e formula
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empirica (CsH100s)n, que sao produzidos por bactérias da espécie Leuconostoc
mesenteroides B512F. (COVIELLO, 2007; LLOYD, 1997). Os dextranos podem ser
definidos como homopolisacarideos da glicose que caracteriza um numero
substancial de liga¢des consecutivas a-(1—6) em suas cadeias maiores, geralmente
mais que 50% do total de ligagbes. Estes a-D-glucanos possuem também cadeias
laterais que se originam das ligagbes 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

O dextrano e seus derivados séo altamente hidrofilicos, biocompativeis e
apresentam baixa adsor¢cao protéica. Sao polimeros predominantemente lineares
com diversas massas moleculares que atribuem propriedades fisico-quimicas, como
solubilidade e viscosidade, diferentes. Os dextranos hidrossoluveis 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-coagulacdo (HIEMSTRA et
al., 2006). Eles podem ser degradados através da acéo das dextranases em varios
orgaos no corpo humano, como figado, baco, rins e célon (FERREIRA et al.,2004).

Segundo alguns autores, os dextranos apresentam uma degradagdo enzimatica
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mais lenta que outros polissacarideos. Outra propriedade do dextrano que faz dele
um polimero bastante interessante como componente de sistema de liberacéo
controlada de farmacos sao seus grupos hidroxilas que permitem uma faixa ampla
de substituicdes, em contraste ao limitado numero de grupos funcionais do PEG
(HIEMSTRA et al., 2006). Esta caracteristica tem possibilitado desenvolver varios
derivados com fung¢des distintas.

O dextrano e seus derivados estdo entre os candidatos promissores para a
preparagao de redes de hidrogéis capazes de conceber uma liberagcéo controlada de
farmacos e proteinas. Os hidrogéis de dextrano vém recebendo grande atencéo,
devido a sua variedade de aplicagdes, tanto biomédicas como biotecnoldgicas. Por
serem pouco toxicos aos tecidos e terem uma alta 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. Dentre os varios mecanismos
utilizados na incorporacéo de farmacos a hidrogéis destacam-se: o intumescimento
do hidrogel em solucdo contendo o farmaco e posterior adsorgéo e a incorporagao
através de reagdo quimica (BARCELLOS et al., 2000; COVIELLO, 2007; CASSANO,

2009).

1.4. Hidrogéis
Desde que o primeiro hidrogel sintético foi relatado por Wichterle e Lim, em
1954, os hidrogéis tém sido amplamente utilizados em aplicagbes biomédicas, em
especial, como carreador de farmacos. Os hidrogéis sdo redes poliméricas que

absorvem grandes quantidades de agua sem se dispersar; essa propriedade é
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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 € determinada pelo
quanto sao entrelacadas as cadeias poliméricas e pelo tamanho dos poros. A taxa
de intumescimento € conhecida por ser controlada pela estrutura da rede, hidrofilia e
grau de reticulacdo. Sua afinidade a agua é um atributo devido a presenca de
grupos hidrofilicos, tais como —OH, -CONH, -CONH,- e —SO3H na estrutura que
forma o polimero. Gragas 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,2008).

Segundo relatos de Hamidi e colaboradores (2008), para se conseguir um
sistema hidrogelatinoso com parametros fisico-quimicos predeterminados e perfil de
liberagdo bem definidos, € importante ter um conhecimento da quimica e sintese das
redes poliméricas, caracteristicas quantitativas e de moldagem dos materiais,
parametros de interacado, cinética de liberacdo e/ou desintegracdo e fenbmenos de
transporte. Ainda, de acordo com estes pesquisadores, sob uma visdo geral, os
hidrogéis podem ser classificados segundo uma variedade de caracteristicas, que
incluem a natureza dos grupos laterais (neutros ou ibnicos), caracteristicas
mecénicas e estruturais, método de preparagdo (homo- ou co- polimero), estrutura
fisica (amorfo, semicristalino, pontes de hidrogénio, hidrocoloidal), e sensibilidade a
estimulos ambientais (pH, forcas ibnicas, temperatura, radiacao eletromagnética,
entre outros).

Os hidrogéis preparados a partir de polimeros de origem natural oferecem
varias propriedades vantajosas, algumas delas s&o: baixa toxicidade,

biocompatibilidade, e apresentam uma série de propriedades fisico-quimicas
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notaveis, que os fazem apropriados para diferentes aplicagdes nos sistemas de
liberagdo de farmacos (HAMIDI et al, 2008). Por essa razao, o dextrano vem sendo
extensivamente pesquisado como um candidato promissor ao desenvolvimento de
hidrogéis para sistemas de liberacao de farmacos.

Casadei et al. (2006) demonstraram que a funcionalizagdo de dextrano com
glicidilmetacrilato produziu um derivado, Dextrano-Metacrilato (Dex-MA), que foi
reticulado por irradiacdo UV. A vantagem de tal processo é a producéo de hidrogéis
sem a necessidade de purificar, ja que o Dex-MA é reativo o suficiente para ser
reticulado através da reacdo fotoquimica sem qualquer agente reticulante. Estes
hidrogéis tém sido amplamente estudados como sistemas de liberagdo modificada
para farmacos hidrofilicos, dissolvendo-o na solugdo do polimero a ser irradiado. A
incorporacao de farmacos muito lipofilicos ao hidrogel é mais dificil, tendo que ser
utilizado um co-solvente. Neste caso, é necessario ter, ao mesmo tempo, um bom
grau de turgescéncia e uma solugado concentrada do farmaco, sendo os solventes
limitados ao metanol e etanol. A dificuldade de incorporagcdo de moléculas lipofilicas
dentro de redes hidrofilicas representa uma limitacdo a essa técnica (CASADEI et
al., 2006).

O dextrano pode ser utilizado na preparagédo de hidrogéis para liberacéo de
farmacos e substancias bioativas de diferentes formas. Zhang et al. (2005) e
Coviello e colaboradores (2007) desenvolveram hidrogéis de dextrano modificado,
capazes de liberar as substancias contidas em seus interiores devido a mudanga do
pH e forcas idnicas. Outro exemplo de utilizagdo dos hidrogéis de dextrano, como
sistemas de liberagédo de farmacos, sao os citados por Coviello et al. (2007) e Sinha
e Kumria (2001). Segundo esses autores, € possivel obter hidrogéis de dextrano

com o objetivo de se alcangar uma liberagdo direcionada para o célon, permitindo o
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tratamento localizado de doengas colbnicas ou a administragéo oral de peptideos e
vacinas, que devido a instabilidade no trato gastrointestinal superior, apresentam
dificuldades para serem administrados por esta via.

Levando em consideracao o relatado por Gonzalez-Esquivel (2005) a respeito
dos efeitos de uma dieta baseada em carboidratos sobre a permeabilidade do
praziquantel e relacionando isto ao fato de o dextrano pertencer a classe de
carboidratos conhecidos como polissacarideos (COVIELLO, 2007), pode-se supor
que € possivel que além do uso deste polimero como matriz de um sistema de
liberagdo sustentada para aquele farmaco, ele também possa favorecer sua

permeabilidade, melhorando assim a biodisponibilidade do PZQ.

Flavio dos Santos Campos



Obijetivos 30

2. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um sistema de liberagdo modificada
a partir da preparagao de hidrogéis de dextrano, e avaliar as propriedades
farmacotécnicas influentes no delineamento de sistemas de liberagdo empregando o

praziquantel como farmaco-modelo.
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3. Materiais e métodos
3.1. Materiais

3.1.1. Substancias e reagentes

Dextrano 70000 (TCI®)

Dextrano 148000 (Sigma®)

Etanol absoluto 99,5% (Synth®)

Agua deionizada Milli-Q

Acido cloridrico 37% (Chemis®)

Lauril sulfato de sédio (BDH Chemicals Ltda.)

Praziquantel (Shangai Pharmaceutical®)

3.1.2. Equipamentos analiticos e acessorios

Espectrofotdmetro Ultravioleta (Hewllet-Packard® Kayak-XA)
Evaporador rotativo (Tecnal® TE-210)

Bomba de Vacuo (Tecnal® TE-058)

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

Equipamento de Analise Térmica (TA Intruments® modelo DSC-
2910) - Departamento de Quimica Analitica do Instituto de Quimica -
Unesp.

Espectrofotdmetro Infravermelho Fourier (Shimadzu® modelo )
Prensa Hidraulica (Shimadzu®)

Dispositivo para determinacao de intumescimento segundo Enslin
Equipamento para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Varian -

mod. ProStar, com:
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- Duas bombas de injecdo de solvente (Prostar®/Dynamax® 210/215);
- Detector espectrofotométrico com fotodiodo (Prostar® 330 UV-VIS
PDA);
- Forno controlador de temperatura da coluna;
- Sistema de integracéo Star;
- Sistema de inje¢do (Rheodyne® VS 7125) — loop de 100pL;
- Coluna de octadecilsilica para CLAE (25cm x 5um de tamanho de

particula) — Varian®;

3.2. Metodologia
3.2.1. Selecdo dos sistemas solventes utilizados na preparagcdao dos
hidrogéis

Os dextranos de diferentes massas moleculares, 70 kDa e 148 kDa, e o PZQ
foram solubilizados separadamente, no intuito de avaliar comportamento dessas
substancias em diferentes sistemas solventes, compostos por etanol e agua, com
diferentes constantes dielétricas requeridas ().

Inicialmente, avaliou-se a solubilidade do praziquantel em sistemas solventes
com constantes dielétricas requeridas iguais a 30, 40, 50, 60, 70, além de etanol
(€=25,7) e agua (£=80,2). Foi utilizado 5 mL de sistema solvente, etanol ou agua, nos
quais foi adicionado PZQ em excesso. Os tubos lacrados foram deixados sob
agitagao por 24 hs e, posteriormente, os conteudos foram filtrados e lidos em UV, no
comprimento de onda (A) de 263 nm.

Posteriormente, foi observada a formacgdo de hidrogéis. Para tanto, os
dextranos de 70 kDa e 148 kDa foram avaliados nos sistemas solventes com as

constantes dielétricas requeridas de 30 (92% de etanol e 8% de agua), 35 (83% de
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etanol e 17% de agua), 40 (74% de etanol e 26% de agua), 45 (65% de etanol e
35% de agua) e 50 (56% de etanol e 44% de agua). Foi adicionado 0,2 g de
polimero nos sistemas solventes selecionados e observado o comportamento do
dextrano ao entrar em contato com o meio hidroalcodlico, caso ndo forma-se
hidrogel, uma nova aliquota de 0,2 g era adicionada. Ocorrendo formacao de
hidrogel, as amostras eram separadas e armazenadas. Caso contrario, considerava-
se que o sistema solvente n&o foi ideal para a formacédo de hidrogel. Além disso,
foram avaliadas, visualmente, sua viscosidade e elasticidade, e ainda seu aspecto

fisico.

3.2.2. Preparacao dos hidrogéis

O PZQ, DEX-70 ou DEX-148 foram pesados em quatidades adequadas as
propor¢cdes PZQ:DEX-70 ou DEX-148 de 1:1 e 1:0,5. Os hidrogéis contendo
praziquantel foram preparados pelo processo de dissolucdo e evaporagcdo de
solvente. Neste processo, o praziquantel foi solubilizado, sob agitacdo constante, no
sistema solvente selecionado anteriormente. Em seguida, o dextrano 70000 ou o
dextrano 148000 foi adicionado, também sob agitagdo. Posteriormente, essa mistura
foi colocada em evaporador rotativo, a temperatura de 55°C, até eliminacdo dos

solventes e a dispersdo obtida foi armazenada em recipientes adequados.

3.2.3. Preparagao das misturas fisicas

Quantidades adequadas de PZQ, DEX-70 ou DEX-148 foram pesadas e

misturadas na propor¢ées de 1:0,5 e 1:1 (PZQ:DEX-70 ou PZQ:DEx-148). As
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amostras foram preparadas em gral com auxilio de pistilo. Apés a mistura, as

amostras foram tamisadas e armazenadas em recipientes adequados.

3.2.4. Estudo de solubilidade

A solubilidade do PZQ incorporado nas amostras foi determinada pesando-se
aliquotas de hidrogéis que contivessem 10mg de PZQ que, posteriormente, eram
dispersas em 10mL de agua. As amostras foram mantidas em agitacédo por 24
horas. Apds este periodo foram centrifugadas a 3400rpm, por 10 minutos, e a
quantidade de PZQ solubilizada foi, entdo, determinada por espectrofotometria no
UV, no A = 263nm. O experimento foi feito em triplicata e os resultados séo a média
dos valores obtidos.

Para a realizagdo dos estudos de solubilidade foi elaborada uma curva
analitica utilizando uma solugéo estoque de concentragdo igual a 2,5mg/mL de PZQ,
em etanol, a partir da qual foram preparadas novas solugdes em agua, nas
concentragdes de 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,5; 1,8mg /mL de PZQ, as quais
tiveram suas concentragbes determinadas em espectrofotdbmetro no A= 263 nm, As

medidas foram feitas cada uma em ftriplicata.

3.2.5. Caracterizagcao das Amostras

Os sistemas foram caracterizados empregando espectrofotometria de
absorcdo na regido do Infravermelho (IV) e calorimetria exploratéria diferencial

(DSC).
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3.2.6. Determinagdao Espectroscopica de Absorcao na Regido do

Infravermelho

O espectro de absorgao na regido do Infravermelho foi obtido por meio de um
espectrofotometro Infravermelho Fourier com o objetivo de se avaliar a existéncia de
interacbes entre farmaco e polimero de natureza fisica ou quimica. As amostras de
PZQ, mistura fisica e hidrogéis foram misturadas com brometo de potassio em p6 e
comprimidas em wuma prensa hidraulica 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.

3.2.7. Estudos de Calorimetria Exploratoéria Diferencial

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 Analise Térmica, modelo DSC-2910 (TA Instruments),
capaz de operar da temperatura ambiente até 600°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-1, atmosfera de nitrogénio,

com vazao média de 25 mL/min-1.

3.2.8. Determinagao do perfil de intumescimento

O perfil de intumescimento das amostras, em fungdo do tempo, foi avaliada

em dispositivo de Enslin adaptado (CURY, 2005). Para realizar estes ensaios foram
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utiizadas 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 ftriplicata e os resultados expressos em porcentagem (%) de

agua absorvida em relagdo a massa inicial da amostra.

3.2.9. Teste de dissolugao in vitro

A taxa de dissolugdo 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 condigbes necesséarias 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 solu¢gdo aquosa de acido cloridrico 0,1N e 2 mg de lauril sulfato de
sddio para cada 1 mL de solugdo aquosa do acido. Aliquotas do meio de dissolugao
foram coletadas e repostas nos tempos 5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos, filtradas e
analisadas por CLAE.

Para a avaliacédo da liberacao do farmaco foi preparada uma curva analitica
utilizando uma solucéo estoque de concentracéo igual a 1,0mg/ml de PZQ, na fase
moével (55% agua e 45% acetonitrila), a partir da qual foram diluidas em solugéo
aquosa de acido cloridrico 0,1N e 2% de lauril sulfato de s6dio, nas concentragbes
de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 ug /ml, cujas quais tiveram suas

concentragdes determinadas em CLAE, feitas cada uma em triplicata.
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4. Resultados e discussao

Os hidrogéis vém sendo amplamente pesquisadas como potenciais sistemas
de liberagdo de farmacos e, por essa razdo, uma alternativa viavel para a melhora
da taxa de dissolugédo de farmacos pouco soluveis em agua. O praziquantel (PZQ) é
um farmaco, altamente permeavel, porém pouco soluvel em agua, o que leva tal
substancia a ter uma baixa biodisponibilidade. Devido a essas caracteristicas as
doses utilizadas no tratamento de esquistossomose com esse farmaco, sao altas
podendo acarretar, em alguns casos, efeitos adversos.

O dextrano foi escolhido como polimero carreador, devido ao fato de ser um
polimero natural, que apresenta baixa toxicidade, biocompativel, biodegradavel, e,
principalmente, hidréfilo, propriedades consideradas ideais para obtencdo de
hidrogéis. Além disso, esse polimero pode ser encontrado em uma variedade
enorme de pesos moleculares, que |he confere diferentes caracteristicas fisico-
quimicas, como solubilidade e viscosidade. Por essa razdo, neste trabalho foram

selecionados dois dextranos de massas moleculares distintas, 70000 e 148000.

4.1. Selecao dos sistemas solventes utilizados na preparagao dos
hidrogéis
A escolha dos sistemas solventes baseou-se no comportamento tanto do
farmaco quanto do polimero em diferentes propor¢gdes dos solventes, agua e etanol.
A principio, avaliou-se a solubilidade do praziquantel nos varios sistemas solventes.
Nessa etapa, foi observado que o PZQ se mostrou muito soluvel nas solugdes
hidroalcodlicas, cujas constantes dielétricas requeridas sao 30, 40 e 50. Os dados

dessa analise podem ser conferidos na Figura 3.
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Figura 3. Perfil de Solubilidade do praziquantel em sistemas solventes com diferentes
valores de constantes dielétricas

Posteriormente, realizaram-se testes para verificar quais desses sistemas
formavam hidrogéis com as caracteristicas desejadas. Nessa etapa, foram utilizados
os sistemas solventes com constante dielétrica requerida igual a 30, 35, 40, 45 e 50.
Os sistemas com valores de constantes dielétricas de 35 e 45 foram selecionados,
posteriormente as analises com PZQ, com o intuito de se observar como os
dextranos de 70 kDa e 148 kDa se comportam nessas constantes dielétricas.

Nas amostras preparadas com o sistema solvente de constante requerida
igual a 30, observou-se que o DEX-148, apds adicionar-se polimero pela terceira
vez, formou um material levemente translucido, porém n&o era um hidrogel, devido
ao seu aspecto soélido. No entanto, o DEX-70 ao ser avaliado no mesmo sistema
solvente, ndo se observou formacédo de hidrogel. Foi observada apenas uma

suspensé&o opaca.
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Em seguida, observou-se o comportamento do polimero na constante
dielétrica requerida de 35. Notou-se que, ao ser adicionado o dextrano 148 formou
um hidrogel um pouco mais viscoelastico e levemente translucido, logo apds se
realizar uma segunda adigdo de dextrano. Por outro lado, o DEX-70 formou um
hidrogel bem mais viscoelastico, aderente e opaco, ap6s a segunda adicdo de
polimero.

As amostras contendo dextrano 148 formaram hidrogel, ap6s a terceira
adicao de polimero no sistema solvente de constante requerida igual a 40, com
aspecto de um gel levemente translucido. O mesmo ocorreu com a amostra
preparada com dextrano 70, porém seu aspecto era um pouco mais Viscoso €
menos elastico que o do DEX-148 e do DEX-70 na constante dielétrica requerida
igual a 35.

Entretanto, os testes feitos com ambos os dextranos nos sistemas de
constantes dielétricas requeridas iguais a 45 e 50 ndo apresentaram nenhum indicio
de formacao de hidrogel. Com isso, pode-se perceber que a quantidade de etanol e
agua interfere diretamente na formacao do hidrogel. O etanol, além de permitir a
solubilizagdo do farmaco, provavelmente, propicia a reticulagao do polimero através
de interacdes fisicas, como as liga¢cdes de hidrogénio ou interagcdes intermoleculares
mais fracas. A agua por sua vez hidrata o polimero completando o ciclo de formagéao
do hidrogel. E provavel que durante o processo de formagao do hidrogel ocorra uma
competigao entre o etanol e o polimero pelas moléculas de agua. Por essa raz&o, as
amostras preparadas nos sistemas solventes de constantes dielétricas requeridas
iguais a 35 e 40 devem ter formado hidrogéis de forma mais eficiente que os demais

sistemas solventes. Possivelmente, durante esse processo o farmaco € incorporado
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a matriz polimérica. A tabela 1 apresenta o resumo dos efeitos das solugbes

hidroalcodlicas sobre os dextranos para a formacao de hidrogéis.

Tabela 1. Efeito da mistura de etanol:agua na formacao de hidrogel de dextrano

Constantes Dielétricas

Dextrano 70

Dextrano 148

(€)
30 N&o formou hidrogel. N&o formou hidrogel.
35 Hidrogel viscoelastico, Hidrogel viscoelastico e
aderente e opaco. levemente translucido.
40 Hidrogel bem Hidrogel viscoelastico,
viscoelastico, aderente e levemente translucido.
opaco.
45 N&o formou hidrogel. N&o formou hidrogel.
50 N&o formou hidrogel. Nao formou hidrogel.

Com base nisso, escolheu-se as amostras de hidrogel contendo dextrano 148

e dextrano 70 que foram preparadas nos sistemas solventes de constantes

dielétricas iguais a 35 e 40; a partir delas foi preparado um novo lote para se realizar

as analises necessarias desse sistema de liberagao.

4.2. Estudos de solubilidade

A figura 4 mostra a curva analitica do PZQ em agua determinada por

espectrofotometria no A= 263 nm. Todas as analises foram realizadas em triplica e

os valores apresentados sao a média das trés determinagdes.
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Figura 4. Curva Analitica do praziquantel em Agua

A solubilidade do PZQ em agua, 0,22mg/mL, serviu como um parametro
comparativo para avaliar a influéncia do carreador polimérico sobre essa
propriedade do farmaco.

Conforme os dados encontrados, que podem ser vistos na figura 5, ndo houve
melhora da solubilidade do farmaco. Na verdade, houve uma reducdo deste
parametro em algumas amostras, enquanto que, em outras mantiveram a
solubilidade em nivel semelhante ao do farmaco. E provavel que tal fato tenha
ocorrido devido ao dextrano ser um polimero hidrofilico e o PZQ ser muito pouco
soluvel em agua, e a soma desses dois fatores pode ter modificado a solubilidade do

farmaco em agua.
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Figura 5. Solubilidade do praziquantel, em agua, incorporado nos hidrogéis
preparadas na proporc¢éo 1:0,5 (PZQ:DEX-148 ou DEX-70).
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Figura 6. Solubilidade do praziquantel, em agua, incorporado nos hidrogéis preparadas na
proporgao 1:1 (PZQ:DEX-148 ou DEX-70).

As amostras de hidrogel PZQ:DEX-70 1:0,5 e 1:1 preparadas no sistema
solvente com constante dielétrica requerida igual a 35 (Figuras 5 e 6) apresentaram
uma solubilidade levemente inferior a do farmaco livre, ambas apresentaram uma
concentragcédo de 0,18mg/mL de PZQ solubilizado. No entanto, a amostra de
PZQ:DEX-148 1:0,5 preparada na mesma solugdo exibiu uma solubilidade
semelhante a do PZQ, 0,22mg/mL; enquanto que a amostra PZQ:DEX-148 1:1
apresentou uma concentracdo de 0,19mg/mL, um valor levemente menor em
relacdo ao farmaco livre.

Entretanto, o comportamento observado nas amostras PZQ:DEX-70 1:0,5 e

1:1, PZQ:DEX-148 1:0,5 e 1:1 preparadas na constante dielétrica 40 foram
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semelhantes e apontaram solubilidades menores que a do PZQ livre, 0,18mg/mL
para as amostras preparadas com dextrano 70000 e 0,19mg/mL para as amostras
preparadas com dextrano 148000.

Como explicitado anteriormente, uma vez que, o dextrano € extremamente
soluvel em agua e a solubilidade do PZQ, no mesmo solvente, € baixa, o farmaco se
solubilizara muito menos, ja que o dextrano toma conta da maior parte do solvente, o
que acaba por interferir na solubilidade do farmaco.

Dentre as amostras, foram selecionada a PZQ:DEX-70 e PZQ:DEX-148 na
proporcao de 1:0,5, uma vez que, os resultados de solubilidade nas amostras de
1:0,5 e 1:1 foram muito semelhantes, logo, é preferivel utilizar uma quantidade
menor de material, visando a economia e a otimizagdo do processo de obtencéo
desses hidrogéis. Essas amostras selecionadas foram preparadas com o sistema
solvente de constante dielétrica requerida igual a 35, cuja escolha &€ devido a maior
quantidade de etanol, o que pode propiciar uma melhor solubilizagdo do farmaco e
otimizar o processo de preparagao dos hidrogéis, futuramente. Dessa forma, com a
escolha desses hidrogéis serdo realizadas as demais analises para a avaliagcéo

desses sistemas.

4.3. Determinagao Espectrofotoscopica de Absor¢cao na Regidao do

Infravermelho

A espectroscopia de absor¢céo na regidao do Infravermelho € uma ferramenta
muito util para a avaliagdo de possiveis interagdes quimicas entre o farmaco e o
polimero, que geram alteragdes nos grupos funcionais caracteristicos do farmaco.

A radiagao infravermelha corresponde a parte do espectro eletromagnético

situada entre as regibes do visivel e das microondas. A por¢ao de maior utilidade
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esta situada entre 4000 cm™ e 400 cm'1, e denomina-se regido meédia do
infravermelho. Essa regido é muito utilizada para a confirmacao estrutural de
moléculas, uma vez que, todos os compostos possuem espectros na regidao do
infravermelho, muito caracteristicos, que ndo se repetem de molécula para molécula
(SILVERSTEIN, 2006; WATSON, 1999).

As figuras 7 — 13 mostram os espectros de absor¢cdo no infravermelho do

praziquantel, dextrano 70 e 148, misturas fisicas e hidrogéis.

Figura 7. Espectro no Infravermelho do Praziquantel

No espectro de absorgdo do PZQ (Figura 7) foi observada uma banda na
regido de 3400 cm™, provavelmente, devido ao estiramento do grupo OH, neste
caso, atribuido a presenga de moléculas de agua. As bandas em 2929,87 cm’ e
2852, 72 cm™ séo referentes as vibragdes de C-H das deformacdes axiais simétrica

e assimétrica de CH; e CHs3, conforme o que foi observado também por Mainardes et
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al. (2006). Ainda, segundo a autora, pode se observar em 1630 cm™ uma banda
referente a absorcéo do estiramento das carbonilas (C=0) presentes na molécula do
farmaco e, que pode ser observada na figura 7 em 1649,14 cm™. Também pode-se
ver entre 1350 e 1000 cm™ varias bandas sobrepostas que indicam deformaco axial

C-N, igualmente observadas por Mainardes et al (2006).

Figura 8. Espectro no Infravermelho de Dextrano de 70 kDa
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Figura 9. Espectro no Infravermelho do Dextrano de 148 kDa

Conforme observado em Stenekes et al. (2001) e Pitarresi et al. (2007), nos
espectros de absor¢cao do Dextrano de 70 kDa (Figura 8) e do Dextrano de 148 kDa
(Figura 9) pode-se observar uma banda larga em 3448 cm™ resultante do
estiramento dos grupos OH presentes na molécula dos polimeros. Stenekes et al.
(2001) relata ainda a presenga de uma banda em 2900 cm™ referente a vibragdes
CH/CH,, que também pode ser observadas em 2922 cm™ (Figura 9) e 2924 cm™

(Figura 8).
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Figura 10. Espectro no Infravermelho da Mistura Fisica Praziquantel e Dextrano 70

Figura 11. Espectro no Infravermelho da Mistura Fisica Praziquantel Dextrano 148
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Figura 12. Espectro no Infravermelho do Hidrogel de Dextrano 70 contendo PZQ

Figura 13. Espectro no Infravermelho no Hidrogel de Dextrano 148 contendo PZQ
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A partir da comparacdo dos espectros de absorgdo na regido do
Infravermelho das misturas fisicas e dos hidrogéis pode-se observar a conservacao
dos grupos funcionais caracteristicos do farmaco e do polimero, o que confirma a

integridade tanto do farmaco quanto do polimero.

4.4. Estudos de Calorimetria Exploratoria Diferencial

O DSC é um dos métodos de analise térmica mais amplamente utilizados
dentro do campo farmacéutico. O método geralmente envolve a aplicagdo de um
sinal de aquecimento ou resfriamento linear para uma amostra e a mensuragao
subseqiente da temperatura e energia associada com uma faixa de eventos
térmicos que incluem a fusdo, cristalizacdo, transicdo vitrea e reacdes de
decomposicéo (READING, M E CRAIG,D.Q.M, 2007).

O DSC tem uma variedade enorme de aplicagdes, algumas de interesse na
area farmacéutica séo a deteccéo e caracterizacao de polimorfismos, caracterizagcao
de hidratos, solvatos e sistemas vitreos de interesse farmacéutico (MCCAULEY E
BRITTAIN, 1995; READING, M E CRAIG,D.Q.M, 2007). Uma aplicagdo muito
comum do DSC é a determinag&o de possiveis interacbes entre um farmaco e os
excipientes em uma formulacdo. E de vital importancia detectar qualquer
incompatibilidade durante o estagio de pré-formulacdo que venha a ser descoberta
somente durante os estudos subseqientes de estabilidade. Em uma das variagbes
desse método, a mistura binaria de cada ingrediente é preparada, e as mudancgas no
comportamento térmico durante a fusdo das amostras sdo monitoradas, tais
alteragbes poderiam indicar tanto uma interagéo fisica como quimica entre os dois

componentes (MCCAULEY E BRITTAIN, 1995).
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As figuras 14, 15 e 16 mostram as curvas de DSC do PZQ, DEX-70, DEX-

148, misturas fisicas e hidrogéis.
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Figura 14. Curva de DCS do praziquantel
Na Figura 14 podemos observar que a curva de DSC do praziquantel

apresenta um pico endotérmico agudo e bem pronunciado em 141°C, temperatura
que coincide com o ponto de fusdo do farmaco e indica sua natureza cristalina
(HUSSEIN et al., 1998; MAINARDES et al., 2006). Podemos notar, que o dextrano
de 70kDa (Figura 15a) possui um pico endotérmico em 51,80°C, que indica o inicio
da evaporacdo da agua de cristalizacao presente na amostra, que também foi
observado de forma similar por Stenekes et al. (2001). Préximo a 220°C, como foi

observado por Zhang e Chu (2002), pode-se notar a transi¢ao vitrea do dextrano 70.
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Figura 15. Curvas de DCS do dextrano 70 kDa (A) e do dextrano 148 kDa (B)

A Figura 15b mostra que o dextrano de 148kDa também apresenta um pico
endotérmico em 38,91°C, que indica a evaporagcédo de agua ligada ao polimero e,
também, pode-se observar a degradacao do polimero pouco acima de 300°C, como
ambos foram relatados por Stenekes et al. (2001). Essa transi¢éo vitrea indica que
nao ha cristalinidade alguma tanto nas amostras de dextrano 70 quanto nas de
dextrano 148, confirmando assim a estrutura amorfa do polimero. A possivel causa
de uma temperatura de transigéo vitrea tao alta seria a existéncia de fortes ligagdes

de hidrogénio entre as macromoléculas de dextrano (ZHANG e CHU, 2002).
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Figura 16. Curvas de DCS das misturas fisicas PZQ:DEX-70 (1:0,5) (A) e PZQ:DEX-148
(1:0,5) (B), e hidrogéis PZQ:DEX-70 (1:0,5) (C) e PZQ:DEX-148 (1:0,5) (D).

A mistura fisica de praziquantel e dextrano 70000 (Figura 16a) mostra um
pico endotérmico em 141,34°C, indicando que a mistura farmaco — polimero nao
gera alteracdes no comportamento térmico do praziquantel. No entanto, o hidrogel
de dextrano 70 (Figura 16c) contendo PZQ, apesar de apresentar um pico
endotérmico proximo a 140,53°C mostrou uma energia requerida menor que a
mistura fisica das mesmas substancias, e as energias de ambos s&o inferiores se
comparadas com a entalpia do praziquantel (Tabela 2). Como se sabe, nos cristais
de praziquantel as interagdes intermoleculares sdo muito mais fortes que as

interacbes entre moléculas de praziquantel incorporadas ao hidrogel ou a mistura
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fisica, pois a quantidade de energia necessaria para fundir o praziquantel livre é
mais alta. No entanto, na mistura fisica a quantidade de energia para fundir o
farmaco € menor, devido a presenca das moléculas de dextrano que ocupam o
mesmo espaco que as de praziquantel e as separam, tornado as interagbes
intermoleculares entre as moléculas do farmaco mais fracas. Deve-se levar em
consideracao também, que ha interagdes entre as moléculas de praziquantel e as de
dextrano, porém estas sdo extremamente mais fracas. Ja nos hidrogéis, ocorrem as
mesmas interagbes, porém de forma mais branda, pois as moléculas do farmaco
estdo mais separadas no interior da rede polimérica formada pelas macromoléculas
de dextrano, reduzindo assim mais ainda a quantidade de energia necessaria para
gerar a fusao do praziquantel. Abaixo, na figura 17, pode-se visualizar um esquema
de como as moléculas de praziquantel e dextrano organizam-se nos diferentes

sistemas.

@ (5) ©

Figura 17. Esquemas da organicdo das moléculas de praziquantel (a) e dextrano nas
misturas fisicas(b) e hidrogéis (c).

o0

Tanto o hidrogel quanto a mistura fisica de PZQ:DEX-148 (Figura 16b e 16d)
apresentaram picos endotérmicos préximos a 141°C, entretanto, tanto a mistura
fisica quanto o hidrogel apresentaram uma energia requerida maior que a da mistura

fisica com dextrano 70 e o hidrogel com o mesmo polimero (Figura 16a e 16c). No
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entanto, a diferenga entre o calor envolvido na fusdo do hidrogel com dextrano 70
kDa e da mistura fisica foi de 10,32 J/g, enquanto que a diferenca entre hidrogel com
dextrano 148 kDa e sua mistura fisica foi de 10,38 J/g, ndo demonstrando nenhuma
diferenca significativa, possivelmente, devido ao fato de os polimeros serem da
mesma espécie quimica, diferindo apenas no tamanho das cadeias. E,
provavelmente, tal diferenca comportamento térmico ocorre devido ao tamanho
dessas cadeias poliméricas de dextrano. Uma vez que, o dextrano 148 tem cadeias
maiores que as do dextrano 70, & provavel que seja necessaria uma quantidade
extra de energia para romper as interagcées intermoleculares com outras moléculas
de dextrano 148 e de praziquantel também, para entédo este se decompor. O resumo
de todos os dados obtidos pelo DSC pode ser observado na Tabela 2.

Pode-se concluir, portanto, que ocorreram interacao do tipo sélido-sélido entre
polimero e farmaco, causadas por interagbes moleculares fracas, que nao

interferiram de forma significativa sobre o farmaco e no sistema de liberagao.
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Tabela 2. Calor envolvido, temperatura de inicio de fusdo e temperatura do pico endotérmico das
amostras analisadas por DSC.

AMOSTRA CALOR TEMP. DE INICIO | TEMP. PICO (C°)
ENVOLVIDO DE FUSAO (°C)
(J.g"
HG PZQ:DEX-70 45,84 136,42 140,53
(1:0,5)
MF PZQ:DEX-70 56,16 138,68 141,34
(1:0,5)
HG PZQ:DEX-148 55,95 136,74 141,82
(1:0,5)
MF PZQ:DEX-148 66,33 138,94 141,59
(1:0,5)
PZQ 95,51 138,85 141,00
DEX-70 - - ;
DEX148 - - -
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4.5. Determinagao do perfil de intumescimento

O comportamento de intumescimento dos hidrogéis utilizados na obtencao de
sistemas de liberagcédo prolongada de farmacos é muito importante, uma vez que a
taxa de liberagcéo do farmaco é controlada pela taxa de difusdo do liquido penetrante
e do farmaco através do polimero gelificado. Portanto, a hidrofilia do polimero, a
estrutura de rede formada e o numero de grupos ionizaveis presentes na estrutura
polimérica determina a quantidade de agua absorvida pelo polimero (CURY, 2005).

A Figura 17 apresenta o perfil de intumescimento da amostra em fungdo do
tempo. Pode-se observar que houve um maior intumescimento das amostras com o
farmaco em relagdo ao polimero isolado. Inicialmente, podemos observar que nos
primeiros 30 minutos os dextranos de 70 kDa e 148 kDa n&o apresentaram
intumescimento algum, entretanto apés 40 minutos de contato com a superficie
umidificada da placa sinterizada, os polimeros iniciam o processo de intumescimento
para finalmente, depois de 120 minutos, obter uma taxa de intumescimento,
respectivamente, de 384% e 387%.

No entanto, os hidrogéis apresentaram um comportamento bem diferente do
mostrado pelos polimeros livres. Podemos notar que o hidrogel preparado com
dextrano 148 comeca a intumescer ja com 5 minutos, tendo um taxa de
intumescimento de 179%, que apds 10 minutos tem um grande aumento chegando a
366%, mantendo-se constante até os 90 minutos. Aos 120 minutos o hidrogel de
dextrano 148 apresenta uma porcentagem de intumescimento de 544%.

No entanto, o hidrogel preparado com dextrano 70 com 10 minutos tem uma

porcentagem de intumescimento igual a 58%, que cresce gradualmente até
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completar 40 minutos, obtendo uma taxa de intumescimento de 358% em relagéo a
sua massa original, que se mantém constante até os 90 minutos, visto que aos 120
minutos apresenta um novo aumento, chegando a 536%. Pode-se notar, portanto,
que o hidrogel de dextrano 70 contendo PZQ apresentou um intumescimento um
pouco mais lento que o preparado com dextrano 148, obtendo também uma taxa
final de intumescimento 8% menor em relagéo ao polimero de 148000 kDa.

O mecanismo mais provavel ocorre devido ao fato de o dextrano ser um
polimero linear, que se caracteriza por um numero maior que 50% de ligacdes
consecutivas a-(1—6) em suas cadeias maiores e, também, por suas cadeias
laterais que se originam das ligagcdes ramificadas a-(1—2), a-(1—3) e a-(1—4),
provaveis responsaveis pela interacdo fisica entre as cadeias poliméricas e,
consequente formacgédo das redes de hidrogel. Além disso, o polimero possui uma
grande quantidade de grupamentos hidroxilas, que sdo responsaveis por sua
hidrofilia e, possivelmente, pela formacao de ligagdes de hidrogénio entre as cadeias
do polimero.

Provavelmente, o dextrano de 70kDa e o de 148kDa, na sua forma livre,
apresenta suas cadeias muito mais proximas e unidas umas as outras, por meio de
ligagbes de hidrogénio que ocorrem entre os diversos grupos hidroxilas existentes
na molécula, dificultando assim, a entrada de agua no interior da rede polimérica. E
possivel que a presenca do farmaco gere modificacdo na conformagédo dos grupos
OH e aumente a distancia entre as varias cadeias de dextrano e reduzindo a
quantidade de hidroxilas livres para a formacao de pontes de hidrogénio, o que,
provavelmente, deixou esses grupos mais expostos, propiciando assim um contato

maior com a agua e favorecendo a formacao de hidrogel mais rapidamente.
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Figura 18. Perfil de intumescimento dos dextranos 70kDa e 148kDa, e hidrogéis de
praziquantel preparados com ambos os polimeros

4.6. Teste de Dissolugao In Vitro

A figura 18 mostra a curva analitica do PZQ em agua. Todas as analises
foram realizadas em ftriplica e os valores apresentados sdao a média das trés

determinacgdes.
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Figura 19. Curva Analitica do praziquantel em solugdo aquosa de acido cloridrico e
lauril sulfato de so6dio
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As liberagdes do farmaco livre e da mistura fisica serviram de comparativos
para se determinar a influéncia do polimero sobre o farmaco presente na amostra.
A Figura 19 mostra os resultados dos ensaios de liberacdo do PZQ. Segundo as
analises, a amostra PZQ:DEX-70 (1:0,5) teve uma porcentagem maxima de
liberacédo em 60 minutos, de 10,2% contra 27,6% do PZQ e 29,7% da mistura fisica,
a qual é uma quantidade de farmaco liberado muito inferior a do farmaco livre e da

mistura fisica.
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Figura 20. Perfil de Liberacdo do hidrogel PZQ: DEX-70 (1:0,5), sua mistura fisica e
farmaco livre

Pelo perfil apresentado pela amostra PZQ:DEX-70 (1:0,5) € possivel observar
uma liberagdo continua do farmaco, o que significa que o hidrogel de dextrano
obtido age como um sistema de liberagdo prolongada. Como se sabe, a taxa de
intumescimento dos hidrogéis € o que determina o perfil de liberacdo de farmacos.

Logo, € possivel tracar uma relacéo entre o perfil de intumescimento dos hidrogéis
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de dextrano, observado anteriormente, com o perfil de liberagédo. Sendo assim, uma
provavel explicagdo para esse perfil de liberacdo seria devido ao fato de que a
capacidade de intumescimento dos hidrogéis pode ter sido afetada gracas a uma
possivel interagdo molecular muito forte entre as cadeias poliméricas, apesar do
possivel rearranjo dos grupos OH, interacdes essas que também foram relatadas
anteriormente, nas andlises de DSC. Provavelmente, as ligacbes de hidrogénio
ainda existentes dificultariam o aumento dos espacos entre as cadeias poliméricas,
permitindo a entrada de agua, como foi visto nos testes de intumescimento, porém
impedindo a saida de farmaco, prolongando assim o tempo de liberagédo de farmaco.

Esse mecanismo pode propiciar uma melhora em varias propriedades do
farmaco como, por exemplo, a biodisponibilidade, tempo de meia vida e reducéo de

seus efeitos adversos.
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5. Conclusao

A utilizagédo de hidrogéis como sistemas de liberagédo de farmacos apresentou
resultados interessantes. O dextrano mostrou ser um polimero adequado para o
desenvolvimento de sistemas de liberagéo sustentada, uma vez que foi possivel se
obter hidrogéis desse polimero contendo praziquantel com propriedades apropriadas
para formacao desses sistemas e para esse tipo de liberagdo. Além disso, o método
de preparagcdo desenvolvido é simples de ser executado e ndo necessita de
substancias reticulantes. Nos ensaios de liberacao in vitro, o perfil do hidrogel mais
prolongado, provavelmente, ocorre devido a interagdo entre as moléculas de
dextrano, que aprisiona o PZQ na matriz, liberando-o de maneira continua.

A analise de intumescimento mostrou-se bastante determinante na
caracterizacdo dos hidrogéis. Embora as caracteristicas fisicas de um polimero
sejam resultado de suas propriedades estruturais, a alteracdo da taxa de
intumescimento pode alterar o perfil de liberacdo. As analises de DSC mostraram
que haviam interagdes intermoluculares fracas que nao interferiram na eficiéncia dos
hidrogési. A espectroscopia de absor¢cado na regido do Infravermelho foram muito
uteis para se verificar a inexisténcia de qualquer interagdo quimica entre o farmaco e
o polimero.

Por fim, além de uma liberacdo continua, os polimeros foram capazes de
incorporar o farmaco a uma matriz. Dessa forma, pode-se observar que, bem
provavelmente, o dextrano pode gerar alteracdes significativas em diferentes
propriedades farmacotécnicas do praziquantel, como solubilidade e taxa de

dissolugéo.
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6. Perspectivas

Perante os resultados promissores obtidos neste trabalho um estudo mais
aprofundado dos hidrogéis de dextrano e as interagbes fisicas, que promovem a
reticulagédo fisica dos polimeros, e como essas interagbes interferem no perfil de
intumescimento e, consequentemente, no perfil de liberagdo dos farmacos pode
contribuir para a avaliagdo do potencial destes sistemas na liberacéo controlada de
praziquantel.

Além dos estudos realizados com praziquantel, a utilizagdo de outros
farmacos com baixa solubilidade em agua e a avaliacdo da influéncia no perfil de
liberagdo, entre outras propriedades, pode gerar uma plataforma tecnolégica que

module a liberagao de diferentes tipos de farmacos.
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