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RESUMO

MACHADO-PIGNATA, M. O. Obtencao de microparticulas contendo dispersoées
sblidas de praziquantel por secagem por nebulizagcdo e estudo de sua
estabilidade. 2016. 124f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdao Preto - Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

O objetivo deste trabalho foi obter dispersdes sdélidas microparticuladas contendo
praziquantel a fim de aumentar sua solubilidade em agua e consequentemente
melhorar sua biodisponibilidade in vivo e estudar sua estabilidade acelerada. Foram
preparadas 4 misturas fisicas em proporcoes diferentes de PZQ e carreador e 8
dispersdes solidas microparticuladas foram obtidas por spray dryer. Para controle
também foi seco em spray dryer o PZQ puro nas mesmas temperaturas do estudo
das dispersdes. Foi realizada a caracterizacido dessas amostras por DSC, Raios-x,
Infravermelho e MEV. O aumento de solubilidade das misturas fisicas n&o foi
significante em relagdo ao PZQ puro, no entanto as DSM obtidas na temperatura de
70°C foi significante, com p<0,05, e chegaram a ser até 3 vezes maiores. O estudo
de dissolucao mostrou que ao final de 60 minutos de teste a dispersao sodlida
estudada obteve um desempenho 6x melhor que o PZQ puro. O MEV mostrou que
as particulas ficaram esféricas, de superficie rugosa, e a eficiéncia de encapsulagao
variou de 90 a 100%. Um estudo preliminar de estabilidade das amostras mostrou
um aumento na solubilidade em relagdo ao tempo. Sendo assim algumas amostras
foram escolhidas para recomegar o estudo, fazendo um estudo de estabilidade
acelerada mais aprofundado avaliando estabilidade quiral do farmaco, perfil de
solubilidade, DSC, Raios-X e Infravermelho. Ao avaliar os dados dessa estabilidade
acelerada percebemos que esse aumento de solubilidade com o tempo foi
ocasionado por uma redugao na cristalinidade do farmaco, também com o tempo.
Observou-se nos dados de DSC o surgimento de um pico caracteristico de transigao
vitrea para as DSMs 8, 10, 12 e PZQsd, e essa alteracdo na transicdo vitrea
possivelmente levou a uma diminuicdo na mobilidade molecular do sistema
dificultando o rearranjamento molecular do farmaco e assim sua recristalizag&o.
Foram realizados testes in vitro e in vivo de eficacia e os resultados mostraram que a
dispersao solida estudada teve excelente eficacia comparada ao PZQ puro.
Podemos concluir, portanto, que a técnica escolhida nesse estudo atendeu aos
objetivos propostos e foi eficaz no aumento de solubilidade e na eficacia para o
tratamento da esquistossomose e que o estudo de estabilidade é de fato importante
para dispersdes sdlidas.

Palavras-chave: estabilidade, solubilidade, eficacia in vitro, eficacia in vivo, DSC,
spray dryer.
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ABSTRACT

MACHADO-PIGNATA, M. O. Obtaining of microparticles containing solid
dispersions of praziquantel by spray dryer and study its stability. 2016. 124f.
Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

The aim of this study was to produce microparticulated solid dispersions of
praziquantel in order to increase its solubility in water and thus improve its
bioavailability in vivo. Were prepared 4 physical mixtures in different proportions of
carrier and 8 solid dispersion microparticles was obtained by spray drying. To control
was also dried by spray drying pure PZQ the same temperatures the study of
dispersions. The characterization of these samples was performed by DSC, X-rays,
infrared and SEM. The increased solubility of the physical mixtures was not
significant compared to pure PZQ, but for the samples dried at 70°C was significant
compared to pure PZQ and 3folder than PZQ. The dissolution study has shown that
the end of the 60minutes test solid dispersion released about 90% drug, while
releasing pure PZQ for the same time the study was about 15%. The SEM showed
that the particles were spherical, and shown a “sponge-like” surface. The
encapsulation efficiency varied from 90 to 100%. A preliminary study of the stability
samples showed an increase in solubility over time. For this reason some samples
were chosen for the recommence study, making a further study of accelerated
stability evaluating chiral drug stability, solubility profile, DSC, X-rays, infrared. When
considering data that accelerated stability realized that this increase in solubility with
time was caused by a decrease in drug crystallinity, also in time. It was observed in
the DSC data the appearance of a characteristic peak of glass transition for the
samples 8, 10, 12 and PZQsd, and the change in glass transition possibly led to a
decrease in the molecular mobility system avoiding molecular drug rearrangement
and thus its recrystallization. in vitro in vivo efficacy tests were carried out and the
results showed that the solid dispersion studied had excellent efficacy compared to
pure PZQ. Than it can be concluded that the technique chosen in this study met the
proposed objectives and was effective in increasing solubility and efficacy for the
treatment of schistosomiasis.

Keywords: estability, solubility, in vitro efficiency, in vivo efficiency, DSC, spray dryer.
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1. INTRODUGAO

Medicamentos para administracdao por via oral sdo as formas de
preferéncia da industria farmacéutica, pois apresentam menores custos de
producao, melhor estabilidade, sdo de facil escalonamento além de possuirem
grande aceitagdo do paciente pela facilidade da administracdo. Porém a
maioria dos medicamentos ja existentes administrados pela via oral
apresentam problemas de biodisponibilidade, que estdo relacionados a baixa
solubilidade em agua dos farmacos em questdo. Essa baixa solubilidade em
agua é um dos maiores desafios no desenvolvimento de muitos produtos
farmacéuticos, uma vez que mais de um terco dos farmacos listados na
Farmacopeia Americana e metade das novas entidades quimicas ou dos novos
ingredientes ativos sao fracamente soluveis em agua ou insoluveis (SHEN et
al., 2010). Dessa maneira, muitas dessas novas entidades quimicas
desenvolvidas pela industria farmacéutica estdo sendo descartadas ja no
estagio de pré-formulacdo. Com isso é crescente a busca por técnicas que
promovam a melhora da solubilidade desses farmacos e consequentemente da
sua biodisponibilidade, como o caso dos farmacos de Classe Il do Sistema de
Classificagao Biofarmacéutico (SCB), que apresentam baixa solubilidade em
agua e alta permeabilidade (ARAUJO, TEIXEIRA & FREITAS, 2010, MARTINS
et al., 2012).

O praziquantel (PZQ) é um farmaco anti-helmintico de amplo espectro,
de uso humano e veterinario (JESUS et al., 2006; FERRARI et al., 2003). E o
farmaco de primeira escolha para o tratamento das formas mais comuns de
esquistossomoses (MOURAO et al., 2005), pertence a lista dos medicamentos
essenciais da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (MOURAO et al., 2005 ;
PASSERINI et al., 2006) e tem uma ampla utilizacdo em paises em
desenvolvimento como o Brasil (PASSERINI et al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2004).

No SBC esté classificado como de Classe |l (PASSERINI et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2004), apresentando, portanto, baixa solubilidade em agua e
alta permeabilidade. Além disso, seu rapido metabolismo reduz seu efeito, pois
restringe sua distribuigéo pela via oral (MOURAO et al., 2005; PASSERINI et
al., 2006).
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Por apresentar esses problemas e por ser um farmaco de escolha para
o tratamento de uma doenga negligenciada, pesquisas sobre o aumento da sua
solubilidade sdo necessarias com o objetivo de melhorar a taxa de dissolugao,
e consequente biodisponibilidade podendo assim reduzir as elevadas doses
terapéuticas que sao usadas atualmente.

Uma maneira de conseguir alcangar este objetivo € utilizar como
recurso a obtencdo de dispersbes solidas do farmaco em carreadores
hidrossoluveis com o intuito de conseguir um sistema amorfo que é mais
soluvel que o farmaco em sua forma cristalina (BAIRD & TAYLOR, 2012;
ALVES, 2010).

Dispersodes solidas sao obtidas pela mistura de componentes ativos em
carreadores compativeis com a finalidade desejada, como: de alterar as
propriedades do estado sdlido, melhorar a velocidade de dissolugao, retardar a
liberagao do farmaco, melhorar o coeficiente de solubilidade e/ou a estabilidade
do farmaco em questdo. Para isso a escolha do carreador adequado é
importante, pois ele deve ser capaz de proporcionar o objetivo desejado, ser
farmacologicamente inerte e atdoxico (WEUTS et al., 2005; SILVA, 2008).

Os carreadores soluveis em agua mais usados sao geralmente
polimeros como polietilenoglicol (PEG) e polivinilpirrolidona (PVP), mas
também podem ser utilizadas pequenas moléculas como ureia, acido citrico,
manitol e sorbitol (BROMAN, KHOO & TAYLOR, 2001; SILVA, 2008; SANTOS,
2008).

A producao de dispersbes soélidas com o farmaco no estado amorfo é
uma solucao muito atrativa para melhorar a taxa de dissolugéo e solubilidade
de farmacos pouco soluveis em agua. Uma vez que, nessas dispersdes, 0
farmaco esta miscivel com os carreadores a nivel molecular, ele é mais soluvel
em agua do que no estado cristalino, pois a forma desordenada das moléculas
do farmaco no estado amorfo exige baixa energia de solvatagdo para a
homogeneizagdo no meio o que leva a uma dissolugdo mais rapida (BAIRD &
TAYLOR, 2012, ALVES, 2010).

Porém manter a estabilidade fisica dessa dispersdo € um desafio, pois o
farmaco no estado amorfo tende a se rearranjar em sua forma cristalina.

Portanto, o desafio principal desse tipo de dispersdo sélida é a estabilidade
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fisica, que pode ser avaliada por analises térmicas e difracéo de raios-x. Essa
possivel instabilidade pode estar relacionada a mobilidade molecular do
sistema, e essa mobilidade é fortemente dependente da temperatura (BAIRD &
TAYLOR, 2012).

Uma vez que se consegue aumentar a temperatura de transigao vitrea
da mistura em algumas dispersdes solidas, pode-se diminuir a sua mobilidade
molecular, dificultando assim que o farmaco volte ao seu estado cristalino
(BAIRD & TAYLOR, 2012).

Uma das maneiras mais comuns de se obter dispersdes solidas amorfas
é pela técnica de secagem por nebulizagao, ou spray dryer.

O spray dryer € um equipamento destinado a secagem continua e
automatica dos mais diversos produtos diluidos em &gua, que ocorre
pulverizando-se a mistura para secar numa camara juntamente com uma
corrente de ar quente. Essa técnica permite uma secagem uniforme e

perfeitamente controlada dentro dos parametros desejados.

As particulas secas sao separadas do ar e sdo coletadas, e a
vaporizagao da agua é feita a partir da sua atomizagdo em que suas goticulas
entram em contato com o ar quente (ESTEVES, 2006). O tempo de secagem é
bem reduzido devido ao pequeno tamanho das particulas (BIANCHINI, 2004).

As caracteristicas do produto seco dependem de iniUmeras variaveis de
processo, tais como: propriedades fisico-quimicas do fluido, do design do
equipamento e das condigbes da operagdo, podendo formar-se granulos,

aglomerados ou po.

Na industria farmacéutica o spray dryer vem sendo amplamente
empregado para aumentar a taxa de dissolu¢ao de substancias pouco soluveis,

secagem de materiais termossensiveis e secagem de proteinas e enzimas.

Ha relatos do uso de spray dryer para a obtencéo de dispersdes sélidas
amorfas de celecoxib, carbamazepina e nifedipina, de forma estavel (FOUAD
et. al, 2011; BAIRD & TAYLOR, 2012) e do cloridrato de raloxifeno, também em

dispersao soélida amorfa e estavel (CHO et. al, 2010).
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Devido a esses fatos, esse trabalho se propds a desenvolver dispersdes
sélidas de PZQ utilizando a técnica de spray drying na tentativa de obter uma

dispersao amorfa e estavel.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Esquistossomose

Esquistossomose € uma verminose provocada por um platelminto da
classe Trematode chamado Schistosoma mansoni. E um verme achatado que
langa seus ovos pelas fezes do homem, seu hospedeiro definitivo, € no meio
ambiente aquatico contamina o planorbideo que € um caramujo da espécie
Biomphalaria sp. (Figura 1), popularmente conhecido como caramujo, seu
hospedeiro intermediario (ANGELUCCI, 2010; VITORINO et. al, 2012; Brasil,
2014).

Figural - Caramujos da espécie Biomphalaria glabrata albina. Extraido de
http://www.fiocruz.br/ioc/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?infoid=1493&sid=32

E uma doenca de ocorréncia tropical, endémica atualmente em
cinquenta e quatro paises, ocorrendo principalmente na Africa, Leste do
Mediterraneo, Oriente Médio e América do Sul (destacando-se Venezuela,
Caribe e Brasil), infestando cerca de duzentos milhées de pessoas, e ainda,
seiscentos milhdes correm o risco de contrai-la (WHO, 2013), sendo, portanto,
considerada um grande problema de saude publica principalmente nos paises
tropicais e subtropicais (LIANG et al.,, 2003; SHEWEITA, HASSAN &
BAHASHWAN, 2010).



Revisio @zﬁ&bgnﬁm" 28

A\ = Estagio Infectarte
A\ = Estégio Disgnéstico
e Az cercarias s&o liberadas pelo caramujo,

: ; para & aoua, e nadam livremente
Ezporocisto em caramup:uso

[Eucessivas geracies) ﬁ,
=y Az cercarias perdem a cadda
/-‘ \ w durante a penetracéo e
Y tranzformam-ze em ezgistossdmulos
u Penetram

na pele —
® \
@ é ) circulagsn
Oz miracidios penetram nos
tecidos do caramujo B
d Migracdo pars o sangue portsl
do figado e amdurecimento da

e

o, TOrMa adutta

c

a Maz fezes ﬂ. Ma uring
Ovoz eclodem e\ " I
liberam miracidios ﬁ

Pares de vermes migram para:
A wénulas mesentéricas do intestinofeto

V’:S ;mﬂmwnm v/ (depositam ovos gue circulam
5. manso 5 haematabium para o figado e caem naz feres)
Cc C Plexo venoso da bexigs
Figura 2 - Ciclo biolégico do parasito. Extraido de

http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/hidrica/lF_ESQUI05.htm

A Figura 2 apresenta o ciclo do parasita: o Homem adquire
esquistossomose através da penetracdo da cercaria em sua pele. No
organismo do homem a cercaria evolui para a forma larval de
esquistossébmulos que ao cairem na circulagdo sanguinea evoluem para a
forma adulta onde os vermes acasalam e seus ovos sao liberados pelas fezes
humanas em rios e lagoas. No ambiente aquatico os ovos eclodem e liberam
0s miracideos, que infectam o hospedeiro intermediario, e se desenvolvem em
cercarias sendo liberadas na agua, pelas fezes do planorbideo, estando livres
para a contaminag¢ao do homem.

Atualmente, o Brasil é considerado uma das principais areas de
distribuicdo da doenga no mundo, ndo somente devido a vastidao de sua zona
endémica e a existéncia de grande numero de pacientes portadores de suas
formas graves, mas também pela expansao desta endemia para outras areas
do pais, até entdo indenes (BRASIL, 2014).

Estima-se que cerca de 1,5 milhdes de pessoas vivem em area de risco

no Brasil, sendo que as regides Nordeste e Sudeste sdo as mais afetadas. As
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areas endémicas e focais abrangem os estados de Alagoas, Bahia,
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba, Sergipe, Espirito Santo e Minas
Gerais, como mostra a Figura 3 (BRASIL, 2014).

Ocorre em sua maior parte em areas rurais € em comunidades de baixa
renda, geralmente nas periferias das grandes cidades, uma vez que a
ocorréncia da doenga esta diretamente ligada com a falta de saneamento
basico (VITORINO et. al, 2012)

Considerada a segunda doenga parasitaria mais devastadora do mundo
pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a esquistossomose infectou mais
de 63 mil brasileiros no ano de 2011, segundo dados do Ministério da Saude
(WHO, 2013).

A ‘k i:;‘ —

Faixa de positividade (%)
—

5-15
- 5

[ zom dacos

Fonta: Sktamiz celrformagio do Programa de Vigiléneis ¢ Controe da Esquis ~ SISPTESV/MSE.

Figura 3 - Distribuicdo da esquistossomose no Brasil. Fonte: Brasil, 2014

2.1.1 Sintomas e Tratamento

Os sintomas iniciais vao dos mais simples, como: dermatite cercariana,
nauseas, vOmitos, emagrecimento se agravando até a diarreia muco
sanguinolenta, dor abdominal, hepatomegalia, ascite (barriga d’agua),
esplenomegalia, circulagao colateral, varizes esofagianas, hemorragias e morte
(Brasil, 2014).
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O tratamento pode ser feito através da utilizagdo de dois medicamentos:

oxamniquine e praziquantel que é o farmaco de primeira escolha (WHO, 2013).

2.2 Praziquantel

Praziquantel (PZQ), de formula quimica representada na Figura 4, foi
sintetizado inicialmente pela Merk, Alemanha, como um potencial
tranquilizante. Posteriormente suas propriedades anti-helminticas foram
testadas e provadas pela Bayer, Alemanha, (por volta dos anos 70) e vem
sendo utilizado no controle da esquistossomose desde 1984 e como acao
preventiva desde 2006 (WHO 2013). E um farmaco anti-helmintico de amplo
espectro, de uso tanto veterinario quanto humano (JESUS et al., 2006;
ALSAQABI & LOTFY, 2014). E considerado mundialmente o farmaco de
escolha para o tratamento das formas mais comuns de esquistossomoses e
apresenta uma grande melhora no tratamento da maioria das infecgbes por
trematddeos e cestédeos (MOURAO et al., 2005), pertence a lista dos
medicamentos essenciais da Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
(MOURAO et al., 2005 ; PASSERINI et al., 2006) e tem uma ampla utilizagéo
em paises em desenvolvimento (WHO, 2013; ALSAQABI & LOTFY, 2014). A
dose recomendada é de 40 a 60mg/Kg. E capaz de atravessar a barreira
hematocefalica, explicando sua efetividade também contra a neurocisticercose
(ALSAQABI & LOTFY, 2014).

Figura 4 - Praziquantel. *Centro Quiral

Apresenta massa molecular de 312,3g/mol e estd classificado no
Sistema de Classificagao Biofarmacéutico como de classe Il, que representa a
classe dos farmacos com baixa solubilidade e alta permeabilidade (PASSERINI
et al., 2006; INGRAM, ELLIS & KEISER, 2012; ALSAQABI & LOTFY, 2014).
Além disso seu rapido metabolismo restringe sua distribuicdo pela via oral,
tendo seu efeito reduzido (MOURAO et al., 2005). Apesar de sua baixa
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solubilidade é extensamente absorvido no trato gastrointestinal, porém s&o
necessarias doses elevadas para superar o efeito de primeira passagem do
metabolismo e conseguir uma dose adequada que atinja o tecido larval do
parasita (PASSERINI et al., 2006; INGRAM, ELLIS & KEISER, 2012).

Apesar do seu amplo uso, existem poucas informagdes sobre suas
caracteristicas biofarmacéuticas. Foi observado que seu uso com os alimentos,
principalmente carboidratos, promoveu um aumento da concentragcéo
plasmatica de PZQ e que tais niveis eram significativamente reduzidos quando
da utilizagdo de carbamazepina e fenitoina mostrando que possivelmente os
alimentos aumentam sua taxa de dissolucdao e a carbamazepina e a fenitoina
deslocam o praziquantel de suas liga¢des a proteinas plasmaticas (ALSAQABI
& LOTFY, 2014).

Ele age desregulando a homeostase do verme adulto induzindo a
espasmos e contragdes musculares até a imobilizacdo e morte do verme
(MANNECK et al.,, 2011; INGRAM, ELLIS & KEISER, 2012; CHAN,
ZAROWIECKI & MARCHANT, 2013).

O PZQ é um composto quiral comercializado como o racemato porém o
enantibmero (-)-PZQ apresenta uma alta eficiéncia e baixa toxicidade quando
comparado ao PZQ racémico.

Em 1991, Wu e colaboradores verificou que uma dose unica de 20mg/kg
de (-)-PZQ foi tao eficaz quanto 40mg/kg da sua forma racémica. Seu estudo
foi realizado com pacientes que possuiam a esquistossomose Japébnica. Ele
verificou também que essa forma enantiomérica também apresentou menos
efeitos colaterais que o farmaco racémico, vendido no mercado.

O praziquantel representa um exemplo em que pesquisas sobre o
aumento da solubilidade de farmacos sao necessarias com o objetivo de
melhorar a taxa de dissolucdo de farmacos pouco sollveis, aumentando sua
biodisponibilidade e podendo assim reduzir as elevadas doses terapéuticas que
sdo usadas atualmente em programas de paises em desenvolvimento como o
Brasil (CAMPOS et al., 2013).

Uma maneira de se atingir esse objetivo é utilizar como recurso a
obtencdo de dispersdes sdélidas do farmaco em carreadores hidrossoluveis,

essas dispersdes sdélidas de PZQ vem sendo estudadas por varios grupos de
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pesquisa, utilizando-se diferentes técnicas e diferentes carreadores para
alcangar um aumento na solubilidade (PASSERINI et al., 2006; CHAUD et al.,
2010, CHAUD et al., 2013). Em 2010, Chaud e colaboradores obtiveram uma
dispersdo solida de PZQ em d6leo de ricino hidrogenado - PEG60. As
dispersdes solidas foram obtidas através do método de evaporacao de solvente
e conseguiu um aumento na solubilidade em agua de 2,19 vezes para a
proporgao 1:2(PZQ:excipiente).

Em 2013, Chaud e colaboradores, no seu estudo sobre dispersbées
sélidas de PZQ em amido glicolato de sédio por liofilizagdo, conseguiu um
aumento na solubilidade de 1,5 a 3 vezes em relacdo ao PZQ puro e a

dissolucao foi 1,5 vezes maior.

2.3 Dispersoes Soélidas

Medicamentos para administracao por via oral sdo as formas de
preferéncia da industria farmacéutica, pois apresentam menores custos de
producao, melhor estabilidade, sdo de facil escalonamento além de possuirem
grande aceitagdo do paciente pela facilidade da administracdo. Porém a
maioria dos medicamentos ja existentes para essa forma de administragao
apresentam problemas de biodisponibilidade, que estdo relacionados a baixa
solubilidade em agua dos farmacos em questdo. Dessa maneira, muitas novas
entidades quimicas descobertas pela industria farmacéutica estdo sendo
descartadas ja no estagio de pré-formulagao, pois sdo pouco ou insoluveis em
agua. Com isso é crescente a busca por técnicas que promovam a melhora da
solubilidade desses farmacos e consequentemente da sua biodisponibilidade,
como o caso dos farmacos de Classe Il do Sistema de Classificacao
Biofarmacéutico (SCB), que apresentam baixa solubilidade em agua e alta
permeabilidade (ARAUJO, TEIXEIRA & FREITAS, 2010, SHARMA & JAIN,
2011; MARTINS et al., 2012).

Com o objetivo de aumentar a velocidade de dissolucdo de farmacos
pouco soluveis em agua, em 1961 Skiguchi e Obi criaram uma formulagao de
misturas eutéticas de sulfadiazol e ureia (farmaco modelo e carreador) e
conseguiram provar que essa mistura era capaz de aumentar a dissolugéo do
farmaco. (SEKIGUCHI & OBI, 1961, SANTOS, 2008).
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Em 1971, o termo “dispersbes solidas” passou a ser utilizado pelos
pesquisadores Chiou e Riegelman caracterizando esse tipo de mistura entre
um farmaco hidrofébico com carreadores hidrofilicos com o intuito de aumentar
a velocidade de dissolugado ou o contrario para o fim de retardar a liberagao.
(CHIOU & RIEGELMANS, 1971).

A baixa solubilidade aquosa de muitos dos ingredientes ativos
farmacéuticos € um dos maiores desafios no desenvolvimento de novos
produtos. Mais de um terco dos farmacos listados na Farmacopeia Americana
e metade das novas entidades quimicas ou dos novos ingredientes ativos
apresentam baixissima solubilidade em agua, acarretando em problemas de
dissolugéo e consequente problemas de biodisponibilidade. (SHEN et al., 2010;
HUANG & DAI, 2013).

Dispersoes solidas sdo formadas pela mistura de ativos com carreadores
compativeis com sua finalidade, tais como: de alterar algumas propriedades do
estado soélido, tais como: retardar a liberacdo, aumentar a velocidade de
dissolugdo, melhorar a solubilidade do farmaco, dentre outras. Para isso, a
escolha do carreador deve ser feita de maneira minuciosa, pois ele precisa alterar
essa propriedade do farmaco, ser farmacologicamente inerte e atdxico e ainda ter
uma compatibilidade fisico-quimica com o farmaco para possibilitar a formagao de
dispersdes solidas, preferencialmente a nivel molecular e que sejam estaveis
(WEUTS et al., 2005; SILVA, 2008)

Quando o objetivo é a melhora de solubilidade de farmacos, os
carreadores das dispersdes sao soluveis em agua e podem auxiliar na redugao
do tamanho de particula, na melhora da taxa de molhabilidade e solubilidade
aquosa do farmaco que, por esse motivo, podem promover um aumento na sua
taxa de dissolucao (SIX et al., 2005).

A equacao modificada de Noyes-Whitney (Equacgao 1) é capaz de indicar
0 quanto a taxa de dissolucido de farmacos pouco solluveis pode ser melhorada
com o aumento da &rea superficial minimizando, assim, os problemas

relacionados a baixa biodisponibilidade oral destes.

dc _ AD(Cs-C)
-

onde:



Revisio @zﬁbbgnﬁm" 34

dC/dt é a taxa de dissolucao;
= A é a area de superficie disponivel para dissolucao;
= D é o coeficiente de difusdao do composto;
= (s é a concentracao de saturagao do composto;
= C é aconcentracdo do farmaco no meio;
= h representa a camada limitrofe que separa a camada de
superficie do composto com o meio.

Segundo esta equagdo, melhorar a dissolugéo destes farmacos seria
possivel aumentando a sua area superficial, 0 que pode ser atingido com a
diminuigao do tamanho de suas particulas (LEUNER & DRESSMAN, 2000).

Os carreadores soluveis em agua mais usados sao geralmente
polimeros como polietilenoglicol (PEG) e polivinilpirrolidona (PVP), mas
também podem ser utilizadas pequenas moléculas como ureia, acido citrico,
manitol e sorbitol (BROMAN, KHOO & TAYLOR, 2001; SILVA, 2008; SANTOS,
2008).

Martins e colaboradores (2012) em seu estudo sobre obtencédo de
dispersdes solidas de Hidroclorotiazida com PVP-K30 conseguiram um
aumento de 9 vezes na solubilidade do farmaco na dispersao sdlida.

As dispersbes solidas podem ser preparadas de diversas maneiras e
sao classificadas em diferentes tipos baseados nas propriedades fisico-
quimicas de cada uma (SETHIA & SQUILLANTE, 2003; KAPOOR et. al, 2012).

2.3.1 Preparo de dispersoes sélidas

O preparo das dispersdes solidas pode ser feito basicamente das
seguintes maneiras: método de fusao, método por evaporagcédo de solvente e
meétodo de solvente-fuséo.
Método de fuséao

As primeiras dispersdes solidas descritas, em 1961, foram obtidas
através da técnica de fusdo. Neste método, farmaco e carreador sé&o
juntamente aquecidos até a temperatura de fusdo do carreador e/ou de ambos,
misturados e depois e sofrem rapido resfriamento (KAPOOR et. al, 2012).

Obtém-se, dessa maneira, o aprisionamento do farmaco na matriz
carreadora solidificada devido ao rapido resfriamento. Em seguida ao

resfriamento, realiza-se a sua trituragdo da dispersdo solida (SILVA, 2008;
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SANTOS, 2008). O método sé pode ser aplicado para carreadores de baixo
ponto de fusdo e a termoestabilidade do farmaco deve ser levada em
consideragdo. Esse método apresenta como vantagem sua simplicidade e
economia e pode ser limitado pela sensibilidade térmica dos componentes da
formulagao, pela necessidade do farmaco e carreador serem misciveis na
forma fundida e pelo cuidado na evaporagado ou decomposicao de substancias
devido as altas temperaturas empregadas (SILVA, 2008; SANTOS, 2008,
KAPOOR et. al, 2012).
Método por evaporagao de solvente

Descrito pela primeira vez por Tachibana e Nakamura, em 1965. Neste
método, tanto o farmaco quanto o carreador sdo solubilizados em solvente
aquoso ou organico, no mesmo recipiente, e em seguida o solvente é
evaporado sob agitagado. Na sequéncia, é feita a pulverizagdo e tamisagao da
dispersao solida. Como vantagem, o método minimiza possivel degradagao
térmica do farmaco, porém apresenta como dificuldade a escolha do solvente,
que deve solubilizar o farmaco lipossolivel e o carreador hidrossoluvel. E
também de grande importancia a garantia da remogéao total do solvente uma
vez que muitos deles sdo toxicos (LEUNER & DRESSMAN, 2000;
SERAJUDDIN, 1999).
Método de solvente-fusao

O farmaco é solubilizado em uma pequena quantidade de solvente e é
adicionado ao carreador fundido, o solvente é entdo evaporado, a mistura é
resfriada rapidamente e o farmaco € disperso no carreador, em seguida a
disperséo sdlida é triturada (LEUNER & DRESSMAN, 2000).

2.3.2 Tipos de Dispersoes Solidas
Misturas Eutéticas

Descritas pela primeira vez em 1961 por Sekiguchi e Obi, A mistura
eutética simples é constituida de dois compostos que quando se encontram no
estado liquido sao completamente misciveis entre si, porém essa miscibilidade
€ bem restrita no estado sélido (Figura 5). Portanto, na fusdo, esses dois
compostos se misturam e quando resfriados cristalizam-se, ou separam,
simultaneamente. As misturas eutéticas solidas sao preparadas pelo

resfriamento muito rapido do composto que foi fundido e assim é formada uma
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mistura fisica de cristais muito pequenos de dois componentes. Se essa
mistura consistir de um farmaco ligeiramente soluvel em um carreador muito
hidrossoluvel este carreador em meio aquoso sera rapidamente dissolvido e
liberara cristais muito pequenos do farmaco. Esse aumento na area superficial
da suspensao resulta em uma melhor taxa de dissolugcao e, por consequéncia,
proporciona uma melhor biodisponibilidade (LEUNER & DRESSMAN, 2000;
ANDRADE, 2009; KAPOOR et al., 2012).

- S
T T
Solugdo Liguida
_ SolidoB +
Solido A + Solucdo Liquida Solucdoe Liguida
|
Solido A+ Soido B
|
A (100 %) E B (100 %)

Figura 5 - Diagrama de fases das misturas eutéticas. Fonte: LEUNER &
DRESSMAN, 2000.
Solugoes Solidas

Comparaveis as solucoes liquidas, as solugdes solidas apresentam
somente uma fase homogénea independentemente do numero de
componentes. Elas podem ser solugdes sodlidas do tipo cristalinas ou amorfas.
As cristalinas sdo quando um farmaco cristalino é aprisionado em uma matriz
cristalina.

No caso de uma solucao soélida amorfa, o tamanho das particulas do
farmaco é reduzido a dimensdes moleculares e sua taxa de dissolugao sera
determinada pela taxa de dissolugdo do carreador, melhorando a
biodisponibilidade (LEUNER & DRESSMAN, 2000). O tamanho das moléculas
do farmaco deve ser igual ou menor do que as moléculas do carreador, de
forma que cada molécula possa substituir a outra na rede cristalina ou que o

farmaco se acomode nos espagos da rede do carreador (AULTON, 2005).
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Portanto, a escolha do carreador pode aumentar em varias ordens de grandeza
a velocidade de dissolugdo do farmaco em questdo (LEUNER & DRESSMAN,
2000). Essas solugdes sdélidas promovem um aumento na estabilidade fisica do
farmaco no estado amorfo, pois consegue inibir a sua cristalizagdo através da

diminuicdo da mobilidade molecular do sistema (KAPOOR et. al, 2012).

Suspensoes solidas ou Dispersoes sélidas Cristalinas

Sao formadas quando a velocidade de cristalizacao do farmaco, em uma
mistura miscivel de farmaco-polimero, é maior que a velocidade de
solidificacdo desta mistura. (KAPOOR et. al, 2012).

Dispersoes sélidas Amorfas

Quando o polimero em mistura é solidificado em uma taxa mais alta do
que a taxa de cristalizacdo do farmaco este fica cineticamente preso a matriz
no seu estado amorfo ou “sdlido-liquido”. Essas dispersbes apresentam a
tendéncia a voltar ao estado cristalino mais estavel e menos soluvel, uma vez
que materiais amorfos sdo geralmente termodinamicamente mais instaveis.
(KAPOOR et. al, 2012; SHEN et. al, 2010).

A producao de dispersdes soélidas com o farmaco no estado amorfo é
uma alternativa muito atrativa para melhorar a taxa de dissolugao e solubilidade
de farmacos pouco soluveis em agua. Uma vez que nessas dispersdes o
farmaco esta miscivel com os carreadores a nivel molecular ele é mais soluvel
em agua do que no estado cristalino, pois a forma desordenada das moléculas
do farmaco no estado amorfo exige baixa energia de solvatagdo para a
homogeneizagdo no meio o que leva a uma dissolugdo mais rapida (BAIRD &
TAYLOR, 2012; ALVES, 2010).

Porém manter a estabilidade fisica dessa dispersdo € um desafio, pois o
farmaco no estado amorfo tende a se rearranjar em sua forma cristalina.
Portanto, o desafio principal desse tipo de dispersao sélida € a estabilidade
fisica, que pode ser avaliada por analises térmicas e difracéo de raios-x. Essa
possivel instabilidade pode estar relacionada a mobilidade molecular do
sistema, e essa mobilidade é fortemente dependente da temperatura (BAIRD &
TAYLOR, 2012).
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Uma vez que se consegue aumentar a temperatura de transigao vitrea
da mistura em uma dispersdo soélida, pode-se diminuir a sua mobilidade
molecular, dificultando assim que o farmaco volte ao seu estado cristalino
(BAIRD & TAYLOR, 2012).

Uma das maneiras mais comuns de se obter dispersdes sdlidas amorfas

é pela técnica de secagem por nebulizagao, ou spray dryer.
2.4 Spray Dryer

2.4.1 Histérico do spray dryer

A secagem feita por spray dryer teve seu inicio a partir do ano de 1865,
quando foi patenteada a primeira operagdo de secagem de ovos. Porém, o
comeco de sua utilizacdo como processo em escala industrial aconteceu em
meados de 1920. Sendo os primeiros produtos obtidos em larga escala com a
secagem por nebulizagao (ou spray drying) o leite e o sabdo em p6 (ROSA et
al., 2008).

Posteriormente seu uso foi disseminado pelas industrias sendo hoje
muito utilizado para secagem em larga escala de qualquer produto possivel de
ser bombeado como as emulsdes, pastas, solucbes e suspensdes para as
industrias farmacéutica, quimica, ceramica e alimenticia (ROSA et al., 2008;
BROADHEAD, EDMOND & RHODES, 1992).

Durante a Segunda Guerra Mundial, com a clara necessidade de
alimentos desidratados e todas as formas de produtos secos para que
houvesse a reducao de peso dos produtos e menores custos com transportes,
a técnica de secagem, spray drying, passou a ser ainda mais utilizada, levando
a producao de equipamentos com capacidades de producio cada vez maiores,
esse avango teve como resultado a consolidagao do spray drying como uma
técnica econdmica (BROADHEAD, EDMOND & RHODES, 1992).

Outras vantagens que ganharam destaque foram a alta capacidade
produtiva e, principalmente, o curto periodo em que a amostra permanece na
camara de secagem, o que permite a utilizacdo de materiais termolabeis devido
ao rapido contato do produto com temperaturas elevadas, alta producao horaria

e custos inferiores ao da liofilizag&o, por exemplo.
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2.4.2 Funcionamento do spray dryer

O spray dryer (Figura 6) € um equipamento destinado a secagem
continua e automatica dos mais diversos produtos diluidos em agua, que
ocorre pulverizando-se a mistura para secar numa camara juntamente com
uma corrente de ar quente. Essa técnica permite uma secagem uniforme e
perfeitamente controlada dentro dos parédmetros desejados (PATEL, PATEL &
SUTHAR et al., 2009).

Figura 6 - Spray Dryer do Laboratério de Desenvolvimento industrial
Farmacéutico — USP/RP. Fonte: Machado-Pignata, M. O.

O processo de spray drying, secagem por nebulizagdo, ou ainda
denominado por atomizagao, € dado a partir da transformagé&o de um material
fluido bombeavel em particulas secas através da atomizagdo deste em um
meio de secagem com temperatura elevada. E feito de forma continua, em uma
sO etapa realizando a secagem (MASTERS, 1985, ESTEVES, 2006, CAL &
SOLLOHUB, 2010).

As particulas secas sdo separadas do ar e sao coletadas, e a
vaporizagao da agua é feita a partir da sua atomizagao em que suas goticulas
entram em contato com o ar quente (ESTEVES, 2006). O tempo de secagem é

bem reduzido devido ao pequeno tamanho das particulas (BIANCHINI, 2004).
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As caracteristicas do produto seco dependem das propriedades fisico-
quimicas do fluido, do design do equipamento e das condigdes da operagao,

podendo formar-se granulos, aglomerados ou po.

Os quatro estagios da operagédo sao (MASTERS, 1985): atomizagéo do
fluido, contato ar/spray, evaporagéo da fase liquida e recuperagao do produto

SeCo.

Atomizagao do fluido

A atomizacao ou pulverizacdo transforma a suspensdao em pequenas
gotas, determina a distribuicdo do tamanho de particula, area de troca térmica,
velocidade e trajetéria da particula. Ela deve ser usada de acordo com o
tamanho e as propriedades desejadas para o produto seco, como
granulometria, textura, molhabilidade, solubilidade e densidade (CAL &
SOLLOHUB, 2010).

Existem varios sistemas de atomizacao disponiveis, sendo comumente
classificados de acordo com o design (BROADHEAD, EDMOND & RHODES,
1992; PATEL, PATEL & SUTHAR, 2009):

e Atomizador rotativo
Neste processo o fluido entra na cadmara de secagem através de um
disco, e sua movimentagado faz com que o fluido seja langado para a periferia
do mesmo e assim forma-se o spray. Este sistema permite maiores
capacidades produtivas, melhor homogeneizagao do pé e menor desgaste dos
componentes da pulverizagdo. O tamanho das particulas, em geral, é

inversamente proporcional a velocidade e ao didmetro dos discos.

¢ Atomizador de bicos de pressao
No processo de atomizador de bicos de pressao o fluido entra pelo bico e é
pulverizado sob pressdao. Normalmente produzem pds com distribuicdo
granulométrica menos homogénea e com tamanhos inversamente
proporcionais a pressao de bombeamento (PATEL, PATEL & SUTHAR, 2009).

e Atomizador de duplo-fluido ou pneumatico
No processo através do atomizador de duplo fluido ou pneumatico o

fluido e o gas de atomizagéo (geralmente ar) sdo inseridos separadamente no
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bico (Figura 7). No interior do bico eles se misturam e o ar, injetado com uma
alta velocidade, faz com quem haja a formagéo do spray. Este sistema é mais
utilizado em escala laboratorial (BROADHEAD, EDMOND & RHODES, 1992;
PATEL, PATEL & SUTHAR, 2009), e especialmente para suspensdes com
viscosidade e densidade elevadas (RIBEIRO et al., 2001). Esse foi o sistema

utilizado na realizagao desse projeto.

Figura 7 - Parte superior do bico pneumatico (acima entrada do fluido, abaixo a
entrada do ar comprimido). Fonte: Machado-Pignata, M. O.

2.4.3 Contato entre o spray e o ar aquecido

Existem trés tipos de contato ar/spray utilizados no processo;

e Contra-corrente: o ar de secagem e o0 spray passam pela camara em
sentidos opostos, expde o produto a temperaturas mais elevadas porém
€ melhor em relacao a economia e aproveitamento do material;

e Co-corrente: quando o spray e o ar passam pela camara de secagem
no mesmo sentido, as goticulas formadas sao expostas ao ar quente e
mais seco imediatamente apés a sua formacdo. E um tipo muito utilizado
para substancias termossensiveis;

¢ Misto: inicialmente o ar e o spray passam em sentidos opostos e apos

um tempo o sentido passa a ser o mesmo.

2.4.4 Evaporacao da fase liquida

Durante a evaporacao, cada material sofre uma modificagcdo prépria
como colidir, expandir e desintegrar-se, podendo formar materiais porosos e
irregulares. Alguns mantém a forma esférica (MASTERS, 1985; ESTEVES,
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2006; PATEL, PATEL & SUTHAR, 2009). As goticulas de ar evaporam devido

a temperatura elevada do sistema.

2.4.5 Recuperagao do produto seco
Para a separagao gas-solido, normalmente utiliza-se um ciclone (Figura
8), geralmente com um filtro acoplado em sua abertura superior e um frasco

coletor acoplado a abertura inferior.

Figura 8 — Ciclone (filtro na abertura superior e frasco coletor na abertura
inferior). Fonte: Machado-Pignata, M. O.

O ar passa com as particulas, que caem no frasco, na abertura inferior, e
0 ar sai pela abertura superior que contém o filtro. Assim, o produto seco é
recuperado (ESTEVES, 2006, CAL & SOLLOHUB, 2010).

2.4.6 Aplicagoes do spray dryer
Na industria farmacéutica o spray dryer vem sendo amplamente
empregado para aumentar a taxa de dissolu¢ao de substancias pouco soluveis,

secagem de materiais termossensiveis, secagem de proteinas e enzimas.

O processamento de microparticulas por spray dryer tem recebido
bastante atencao pois tem sido utilizados para varias finalidades como

alteragcdo das propriedades biofarmacéuticas do farmaco, secagem de
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farmacos praticamente insoliveis com polimeros hidrofilicos para a melhoria da
taxa de dissolugédo, formagao de microparticulas gastrorresistentes e para a
liberacdo controlada de farmacos (MUKESH et al., 2009; RE, 2006).

Martins e colaboradores (2012) em seu estudo sobre o aumento da
solubilidade da carbamazepina através da obtencao de dispersdes sdlidas por
spray dryer conseguiu um aumento na solubilidade da carbamazepina de

aproximadamente 2,5 vezes.

Weuts e colaboradores (2011) utilizaram a técnica de spray dryer para a
producdo de dispersdes solidas amorfas de Etravirine, conseguindo excelente
resultado com esta técnica. Também em 2010, Shen e colaboradores (2010)
obtiveram dispersdes soélidas amorfas de ibuprofeno estaveis pela técnica de
spray dryer por 12 meses de estudo.

Ha relatos do uso de spray dryer para a obtengéo de dispersdes sélidas
amorfas de celecoxib, carbamazepina e nifedipina, de forma estavel (FOUAD et
al., 2011; FOUAD et. al, 2011; BAIRD & TAYLOR, 2012) e do cloridrato de

raloxifeno, também em dispers&o sélida amorfa e estavel (CHO et. al, 2010).

Em 2012, Martins e colaboradores estudaram os efeitos na dissolucao
para alguns farmacos secos em spray dryer. Os farmacos estudados foram:
nifedipina, carbamazepina, indometacina e piroxicam e concluiram que a
secagem por spray conseguiu diminuir o tamanho das particulas melhorando a

sua dissolucao.
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3. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi obter, caracterizar e avaliar as
dispersdes sélidas microparticuladas de PZQ obtidas através da técnica de
secagem por nebulizagao.

Como objetivos especificos seguem:

e Preparar misturas fisicas e dispersdes sdlidas de PZQ com
diferentes proporcdes dos carreadores Sorbitol e Didxido de
Silicio Coloidal Aerosil® a fim de avaliar a melhora da solubilidade
do farmaco;

e Caracterizar as misturas fisicas e dispersbes solidas
microparticuladas, obtidas pela secagem por nebulizagédo, por
métodos fisico-quimicos com o intuito de verificar possiveis
interacbes entre farmaco/polimero e se o processo de obtencao
de dispersdes solidas é termicamente seguro;

¢ Realizar um estudo das propriedades de fluxo das dispersdes
solidas microparticuladas;

e Estudar o perfil de dissolugdo in vitro do PZQ a partir das
dispersdes sdlidas obtidas.

e Estudar a estabilidade acelerada das microparticulas através de
acompanhamento dos estudos de solubilidade, estabilidade
quiral, DSC, Raios-X e Infravermelho,

¢ Avaliar a eficacia das microparticulas obtidas através de ensaios

in vitro e in vivo
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais e equipamentos

4.1.1 Equipamentos

Equipamento spray dryer,modelo MSD 0.5, Labmaq do Brasil Ltda
(Brasil);

Balancga analitica e semi-analitica Explorer, Ohaus INC (EUA);
Espectrofotdmetro M 330Plus, Camspec Ltd. (Reino Unido);

Aparelho de DSC modelo DSC-50, Shimadzu Co. (Japao);

Aparelho de TGA modelo TGA-50, Shimadzu Co. (Japao);

Difratdmetro de raios-X modelo D5005, Siemens Co. (EUA)

FT-IR modelo Protegé 460, Nicolet Ltd. (EUA)

Microscopio eletrénico de varredura modelo SS-550, Shimadzu Co.
(Japao)

Dissolutor modelo NE299/6, Nova Etica Ltda (Brasil)

HPLC modelo UHLPC Ultimate 3000, Thermo Fisher Brazil Instrumentos
Cientificos Ltda; (Brasil)

4.1.2 Matérias-primas, solventes e reagentes

Farmaco: Praziquantel, Galena Quimica e Farmacéutica. Ltda,
gentilmente cedido por Ouro Fino Agronegécio (Brasil);

Diéxido de Silicio Coloidal Aerosil® 200, Henrifarma Produtos Quimicos
e Farmacéuticos Ltda. (Brasil)

Sorbitol, Vetec, Gold Lab Artigos para Laboratorios (Brasil);

Etanol (PA), Merk, Gold Lab Artigos para Laboratérios (Brasil);
Acetonitrila, Metanol, Hexano e Isopropanol grau HPLC, JT Backer, WM

Comércio e Produtos de Laboratorios Ltda. (Brasil).

4.2 Métodos

4.2.1 Preparo das formulagoes

Preparo das misturas fisicas

As misturas fisicas (MF) foram preparadas pesando adequadamente

quantidades suficientes de PZQ, sorbitol e aerosil que foram colocados em
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tubo falcon com tampa e misturados manualmente até homogeneizagcéo. As

misturas fisicas preparadas e suas concentragdes estdo ilustradas na Tabela 1.

Tabela 1 - Misturas Fisicas Preparadas

Amostra PZQ:Sorbitol:Aerosil
MF1 1:1:1
MF2 1:1:2
MF3 1(1:2):1
MF4 2(1:2):1

Preparo das dispersoes sélidas microparticuladas por spray dryer

Para o preparo das dispersdes solidas microparticuladas (DSM) em

spray dryer, 20g de quantidades suficientes de farmaco e carreador foram

solubilizadas em 100mL de uma solugdo hidroalcodlica 30% de etanol. As

misturas foram homogeneizadas pelo turrax por 5 minutos e em seguida foram

mantidas em agitacdo magnética a temperatura ambiente, quando foram

atomizadas no aparelho spray dryer . O equipamento foi regulado para manter

a temperatura de saida controlada em 50 ou 70°C de acordo com a Tabela 2,

por um equipamento de spray dryer obtendo-se apds o processo de secagem

as microparticulas desejadas. As amostras 13 e 14 foram secagens do PZQ

puro nas temperaturas de 50 e 70°C.

Tabela 2 - Dispersdes solidas microparticuladas por spray dryer

Amostras PZQ: Sorbitol: Aerosil Temperatura Saida Spray (2C)
DSM5 1:1:1 50
DSM6 1:1:2 50
DSM7 1:1:1 70
DSM8 1:1:2 70
DSM9 2(1:2):1 50
DSM10 2(1:2):1 70
DSM11 1(1:2):1 50
DSM12 1(1:2):1 70

13 PZQ puro 50
14 PZQ puro 70
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O spray operou em modo co-corrente, com um bico atomizador duplo
fluido de 1,2mm de didmetro. Os demais parametros do spray dryer foram
mantidos constantes como: vazao de ar de 45m*/min, vazdo de atomizagdo de

0,5mL/min e pressao do ar no bico atomizador de 5Sbar.

4.2.2 Condigoes Cromatograficas

Para o estudo de solubilidade por espectofotometria por UV/Vis foi
utilizado um espectrofotdmetro UV/Vis para fazer uma varredura de 190-600nm
no intuito de identificar o pico de maxima absor¢ao. Esse comprimento de onda
foi identificado em 262nm. Foi preparada ima solugdo de 5mg/mL de PZQ em
metanol e a partir dela foram realizadas diluigdes de 0,05 a 0,8mg/mL para a
realizacao da curva analitica.

Foi utilizado um equipamento de UPLC, Ultimate 3000, equipado com
uma coluna C18 phenomenex, 200x4,6mm, 5um para as analises de
solubilidade e dissolugdo. . A fase movel foi constituida de acetonitrila:agua
(40:60) na vazédo de 1mL/min. O volume injetado foi de 50uL e a detecgao foi
realizada no comprimento de onda de 262nm. Os resultados obtidos foram
calculados usando uma curva analitica nas concentragdes de 5 a 110ug/mL de
PZQ em metanol.

Para a avaliagdo quiral foi utilizada nesse mesmo equipamento de
UPLC a coluna quiral, Chiralpack AD, 250x4,6mm 10um, a fase moével foi
constituida de hexano:isopropanol (80:20), vazdo de 1mL/min. Volume injetado
de 50uL e a deteccao foi realizada no comprimento de onda de 262nm. Os
resultados obtidos foram calculados usando uma curva analitica nas
concentragdes de 20 a 110ug/mL de PZQ em metanol, que foi evaporada e

ressuspendida em fase movel para analise.

4.2.3 Validagao da metodologia analitica por UV e CLAE

A metodologia analitica utilizada para a quantificagdo do PZQ por UV e
CLAE foi validada baseada nos parametros analiticos de linearidade, precisao,
exatidao e seletividade (BRASIL, 2005).
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Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através da construcdo de curvas
analiticas para 6 concentragdes diferentes em triplicata para cada uma delas.
Primeiramente, foi preparada uma solucao estoque de PZQ. Desta solugao
estoque foram feitas seis diluigbes em agua. A partir da relagdo entre as
absorbancias e suas respectivas concentracdes foi feita a curva analitica. A
analise estatistica dos dados foi obtida pelo método de regressao dos minimos
quadrados e expressa pela equagédo de primeira ordem y = ax + b, onde (a)
corresponde ao coeficiente angular, fornecido pela inclinagdo da reta, e (b)
corresponde ao coeficiente linear, dado pelo ponto de intersec¢ao da reta com o
eixo das ordenadas. As faixas lineares serdo calculadas utilizando-se o
coeficiente de correlagao linear (r), com o critério minimo aceitavel de 0,99
(BRASIL, 2003).
Precisao

A precisdo intra-dia e inter-dia foram verificadas analisando-se trés
concentragcbes diferentes (baixa, média e alta), dentro do intervalo de
linearidade, em ftriplicata para cada concentracdo e em trés dias consecutivos.
Os resultados foram expressos matematicamente através do coeficiente de

variagéo (CV %), o qual é calculado através da Equagao 2 (BRASIL, 2003).

cV % = (Desvio padrio) % 100 (2)

(Concentragao média)

Exatidao

A exatidao intra e inter-ensaio foram analisadas da mesma maneira que
a precisao utilizando-se as mesmas concentragdes. A exatidao fol calculada
como porcentagem de recuperacdo da quantidade conhecida de PZQ
adicionada a uma mistura dos componentes da formulagdo (placebo
contaminado). Os resultados foram expressos em fungao da porcentagem de

erro relativo, conforme Equacéo 3.

E (%) _ (Valorobtido—Valorreal) % 100 (3)

Valoryeqr
Onde, E % corresponde a porcentagem de erro relativo; ValOrgtido
corresponde ao valor obtido apds a andlise; e Valores corresponde a

concentracado que deveria ser encontrada apds a analise.
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Seletividade

Foi estudada a interferéncia dos carreadores utilizados na quantificacao
do PZQ por espectrofotometria UV/Vis e CLAE. Todas as amostras submetidas
a andlises por UV/Vis e CLAE contendo carreadores foram filtradas em filtros

de membrana de 0,22 pm.

4.2.4 Analise da solubilidade

Foram pesadas 40mg de amostra para garantir a saturacédo do meio em
10mL de &gua destilada adicionados em um erlenmeyer. As amostras ficaram
sob agitagdo magnética por 48h a temperatura de 37°C. Apds esse periodo de
48h as amostras foram filtradas em papel de filtro qualitativo e depois em filtro
de membrana Millipore de 0,22um e analisadas em espectrofotdmetro UV e
CLAE em comprimento de onda de 262nm. Os experimentos foram realizados
em ftriplicata. Para a andlise em CLAE, aliquotas de 100uL das amostras foram
diluidas com metanol para que houvesse uma concentragao final de 50ug/mL
de PZQ.

4.2.5 Eficiéncia de encapsulagao

Para avaliar a eficiéncia de encapsulacdo nas dispersdes solidas
obtidas, foi pesada quantidade suficiente para se obter 1mg/mL de PZQ em
Metanol e foram deixadas por 45min em sonicacao. Depois disso cada solucao
foi filtrada em filtro Millipore 0,22um e diluida para que houvesse uma

quantidade de PZQ de 50ug/mL para quantificagdo em HPLC.

4.2.6 Estudo Preliminar de estabilidade

Para avaliar a estabilidade preliminar das misturas fisicas e dispersoes
sélidas obtidas, todas as amostras foram divididas em 3 partes cada uma,
armazenadas em frascos protegidos da luz e umidade. Uma das partes foi
mantida em estufa a 37°C, 45°C e a temperatura ambiente, pelo periodo

de 3 meses. A cada més foi avaliada a solubilidade dessas amostras. Apos
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esse periodo, as amostras de maiores solubilidades foram escolhidas para que
alguns estudos fossem repetidos, foram elas: DSM 8, DSM10 e DSM12.

Repetiu-se a secagem para a produgao de dispersdes soélidas das DSMs
8, 10 e 12, do PZQ na temperatura de 70°C, na intengdo de fazer uma
avaliacdo mais aprofundada nessas amostras com técnicas de analise mais
completas para avaliar o que de fato ocorreu com essas amostras no espaco
de tempo avaliado pela estabilidade preliminar. Para avaliar também a
influéncia de cada excipiente utilizado realizou-se também a secagem das
amostras PA (PQZ:Aerosil), PS(PZQ:SORBITOL) e SA(Sorbirol:Aerosil). Para
todas essas amostras foi realizado um estudo de estabilidade acelerada e
nesse estudo foram acompanhados os resultados de solubilidade, DSC, XRPD
e FT-IR. Como o praziquantel € um farmaco quiral, realizou-se também um
acompanhamento da estabilidade quiral do farmaco, através da solubilidade,
ao longo de 6 meses.

4.2.7 Estudos de Estabilidade Acelerada

Para avaliar mais a fundo a estabilidade das dispersdes sélidas obtidas,
as DSMs 8, 10, 12, PZQsd, PS, PA e SA foram mantidas pelo periodo de seis
meses em estufa com temperatura controlada de 40°C e umidade 275%
(BRASIL, 2003). Foram realizadas as analises de solubilidade, teor de farmaco,

DSC, Raios-X e Infravermelho nos tempos de 0, 3 e 6 meses.

4.2.8 Avaliagao Quiral

Escolheu-se as amostras DSM 12, PA, PS e PZQsd para este estudo. A
partir das amostras filtradas da solubilidade, 100uL foi coletado e diluido para
uma concentracao de 50ug/mL de PZQ em cada uma. Em seguida evaporou-
se todo o solvente e a suspendeu com a fase moével as amostras foram

analisadas por CLAE.

4.2.9 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
Para as analises de DSC, 4mg de PZQ e das dispersdes sélidas

selecionadas para estudo foram previamente pesados em cadinho de aluminio
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que foi selado para a analise em DSC Shimadzu DSC-50, com aumento da
temperatura até 250°C em uma razédo de aumento da temperatura de 10°C/min

em atmosfera de nitrogénio a 50mL/min.

4.2.10 Termogravimetria (TGA)

Para as analises de TGA, 4mg de PZQ foram previamente pesados em
cadinho de platina para a analise em TGA Shimadzu TGA-50, com aumento na
temperatura até 500°C em uma razédo de aumento da temperatura de 10°C/min

em atmosfera de nitrogénio a 50mL/min.

4.2.11 Difragao de Raios-X
O estudo foi realizado em um difratbmetro de raios-X equipado com tubo

de cobre e filtro de niquel, operando com voltagem de 40kV e corrente de
30mA.

4.2.12 Infravermelho por Transformada de Fourrier

Os espectros de vibragao infravermelho das amostras foram obtidos
através do equipamento FT-IR. Cada amostra foi misturada com brometo de
potassio (KBr) em gral de quartzo e prensadas em miniprensa para obter
discos translucidos. Os espectros foram registrados nas faixas de 4000 — 400
cm” de nimero de ondas e os picos caracteristicos foram identificados e

comparados.

4.2.13 Ensaios de Dissolugao

O estudo da dissolucao in vitro do PZQ, MF 3, DS 12, PA e PS foi
baseado na metodologia de dissolugdo do PZQ em comprimidos da USP 30
(2007), porém usando-se agua destilada em substituicdo ao meio HCI 0,1N
com 2mg/mL de lauril sulfato de sédio (LSS). Foi utilizado o aparato tipo cesta
em 900mL de meio e velocidade de agitagao de 50rpm. Quantidade de amostra
suficiente para garantir as condigbes sink foi pesado e colocado na cesta do

dissolutor. O teste foi feito em 60 minutos e aliquotas de 5mL foram retiradas
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nos tempos 5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos. O volume de cada amostra retirada
foi imediatamente reposto com o meio de dissolucdo. As aliquotas retiradas
foram filtradas em filtro de membrana Millipore 0,22 ym e quantificadas por
CLAE, comprimento de onda de 262nm. O experimento foi realizado em

quintuplicata para todas as amostras.

4.2.14 Microscopia Eletrénica de Varredura

Para o estudo de morfologia das microparticulas foi realizada a
microscopia eletrénica de varredura do PZQ, DSM 8, DSM 10 e DSM 12. As
amostras receberam banho de ouro por 80 segundos no equipamento BAL-
TEC modelo SCDO050 sputter coater, Furstentun Liechtenstein, e em seguida

foram inseridas no MEV para a captura das imagens.

4.2.15 Estudo das propriedades de fluxo

Para o estudo das propriedades de fluxo dos microparticulados obtidos,
foram realizadas analises do fator de Hausner e do indice de Carr (obtidos
pelas densidades aparente e compactada) e também através da andlise do
angulo de repouso. Essas analises foram realizadas para todos os

experimentos do estudo.

Densidades aparentes livre e compactada

Em uma proveta graduada de 10mL previamente pesada, adicionou-se
as amostras até a marcacao de 3mL e pesou-se novamente. A densidade
aparente (pa) é obtida pela razdo da massa de amostra adicionada (g) pelo seu
volume ocupado (mL), indicada pela Equagao 4 (ARAUJO, 2010).

pa (i) _ massa da amostra (4)

mL volume inicial

A mesma proveta, com a amostra, foi submetida a compactagao manual
até volume constante e da razdo entre a massa de amostra (g) e esse novo
volume obtido tem-se a densidade compactada (pc), indicada pela Equagéao 5.
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oc (i) _ massa da amostra (5)

mL volume final

Determinagio do Fator de Hausner e indice de Carr

O Fator de Hausner (FH) e o indice de Carr (IC) foram calculados a
partir dos valores das densidades aparente e compactada. A razao entre pc
pela pa é o Fator de Hausner segundo a Equagao 6 (ARAUJO, 2010).

FH(-) = ¢ (6)

O indice de Carr foi obtido segundo a Equagado 7 (ARAUJO, 2010).

IC (%) = (%) x100  (7)

Analise do Angulo de Repouso

Para avaliar o angulo de repouso (0), foi utilizado um sistema com funil
de abertura de 1,2cm, com uma altura fixa de 4,6 cm em relagdo a saida do
funil e uma base como suporte de didmetro de 3,5 cm, de acordo com a Figura
9. Foram pesados aproximadamente 3 g de amostra e colocada no funil e foi
medida a altura do cone formado pelas microparticulas. As analises foram
feitas em triplicata para cada experimento e o angulo de repouso foi calculado
segundo a Equagéo 8 (ARAUJO, 2010):

tan-1@ =2 (8)

r

Onde h é a altura do cone formado; e r o raio da base circular.
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4 6cm

3,1cm

Figura 9- Esquema representativo da medigao do angulo de repouso

4.2.16 Tamanho de Particula

A distribuigdo do tamanho de particula foi determinada por microscopia
otica. 50mg de cada amostra foi disperso em uma lamina de vidro usando uma
camara de sopro de ar comprimido. As laminas foram analisadas utilizando
uma imagem de alta definigdo pelo software analisador de imagens Motik
Images Plus, conectado a um microscopio 6tico Nikon Eclipse E200. Foram
captadas, aleatoriamente, imagens suficientes para medir cerca de 1500
particulas através da determinagcédo da sua area projetada e perimetro. A partir
desses dados, a area projetada de diametro equivalente (conhecida como
Diametro de Heywood - Hd) foi calculada a partir da Equacédo (9).
A partir dos valores da frequéncia acumulada da distribuicdo do didmetro de
Heywood os valores de Hd10, Hd50 e HA90 foram determinados e usados para
calcular a polidispersividade (SPAN), de acordo com a equagao (10). SPAN
representa uma medida da largura da distribuicdo de tamanho de particula
onde Hd10, Hd50 e Hd90 representam os didmetros menores ou iguais
aqueles medidos em 10, 50 e 90% da distribuicdo do tamanho de particula
(GUIMARAES et al., 2015).

Hd = 2 (9)

(Hd90-Hd10)
“hae  (10)

SPAN =
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Onde Hd é o diametro de Heywood, A é a area projetada

4.2.17 Ensaios in vitro de eficacia

Este estudo foi realizado em parceria com o Departamento de Biologia
Animal da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) sob supervisao da
Professora Silmara Allegretti. Esses estudos in vitro e in vivo de eficacia
tiveram a aprovagdo do Comité de FEtica para uso de animais
(CEUA/UNICAMP, protocolo 2170-1)

Ciclo de vida dos parasitas e infecgdo dos animais

Neste estudo utilizou-se a linhagem de Schistosoma mansoni BH
(oriunda de Belo Horizonte, MG, Brasil). Esta linhagem é mantida em
moluscos, planorbideos Biomphalaria glabrata, no departamento de Biologia
Animal, IB, Unicamp. Para realizagdo dos ensaios in vitro, foram utilizados
camundongos fémeas (Mus musculus), linhagem Swiss-SPF com 30 dias de
idade pesando ~ 22g foram infectadas individualmente com + 100 cercarias de
S. mansoni, utilizando-se a técnica de imersdo caudal em suspensao
cercariana, durante duas horas com exposicao a luz e temperatura de
aproximadamente 28°C (Oliver & Stirewalt, 1952). Os animais foram
fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigagcao Bioldgica (CEMIB) da

Unicamp.

Obtencao dos vermes adultos de S. mansoni

Apds 60 dias de infecgdo, os camundongos foram eutanasiados por
deslocamento cervical. Os vermes adultos de S. mansoni foram recuperados
por meio da perfusdo do sistema porta-hepatico e das veias mesentéricas de
acordo com Pellegrino & Siqueira, (1956). Os mesmos foram lavados,

cuidadosamente, por trés vezes, em meio de cultura RPMI-1640 (Nutricell®).

Preparacgao da Cultura in vitro

Apds lavagens dos vermes, um casal foi transferido para cada pogo de
uma placa de cultura de 24 pocgos (TTP®), contendo meio de cultura RPMI-
1640 (Nutricell®) composto por 0,05 g/L de estreptomicina, 10.000 Ul/mL de
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penicilina, 0,3 g/L de L- Glutamina, 2,0 g/L de D- Glicose, 2,0 g/L de NaHCO3
e 5,958 g/L de Hepes. Os ensaios foram realizados em triplicata para os dois
grupos: Grupo | ( DSM 12) e Grupo II- PZQ puro, nas concentragdes: (C1) 5
pg/mL; (C2) 10 ug/mL; (C3) 25 ug/mL; (C4) 50 pg/mL; (C5) 100 ug/mL. O grupo
controle negativo foi mantido em meio RPMI-1640 sem adi¢cdo de farmaco. O
volume final de cada pogo foi de 2 mL. As amostras foram solubilizadas em
solugao tamponada “Phosphate Buffered Saline” (PBS). Apos o preparado das
placas, estas foram incubadas em estufa de CO, 5% a 37°C (Xiao et al., 2007).
Todos os ensaios foram realizados em cinco réplicas, observados em
microscopio invertido (Leica®) DMI-500, em intervalos crescentes e regulares
30’,1h, 2h, 4h, 6h e 24h. Foram avaliados os seguintes parametros: motilidade,
oviposicdo, alteracbes tegumentares e/ou morfoldgicas e, sobretudo, a
mortalidade dos parasitas (OLIVEIRA et al., 2012).

4.2.18 Ensaios in vivo de eficacia

Grupos Experimentais para os Tratamentos

Para a realizagdo dos tratamentos in vivo os camundongos foram
organizados em trés grupos experimentais n= 05 animais por grupo. (Grupo I) -
tratado com (DSM12), (Grupo Il) - tratado com PZQ puro, em dose unica de
200 mg/kg, através de tubagem esofagica, apds 45 dias de infecgédo e (Grupo
II) — Controle, infectado e ndo tratado, receberam 0.3mL de PBS. Esses
estudos in vitro e in vivo de eficacia tiveram a aprovacdo do Comité de Etica
para uso de animais (CEUA/UNICAMP, protocolo 2170-1)

Analises dos Tratamentos
Avaliagcao da carga parasitaria

Para avaliar a carga parasitaria dos animais tratados, duas semanas
apos os tratamentos os camundongos foram eutanasiados por meio do
deslocamento cervical e submetidos a perfusdo do sistema porta-hepatico de
acordo com Pellegrino & Siqueira, (1956). Os vermes recuperados foram
colocados em placa de Petri contendo solucao salina NaCl 0,85%, estes foram

quantificados e identificados segundo o sexo e vermes acasalados com auxilio
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de estereomicroscépio. Para o calculo das porcentagens de redugado de vermes

(RV) utilizou-se a formula de acordo com Delgado et al., 1962 (Equagéao 11).

%RV = (TVC—TVT

).100 (1)

Onde: %RV é a porcentagem de redugéo de vermes, TVT é o total de vermes

do grupo controle e TVT é o total de vermes do grupo tratado.

Efeito dos tratamentos sobre a oviposi¢ao dos vermes

Para avaliagdo deste parametro foi aplicado o método do oograma. Para
analise foi retirado um fragmento (1cm) do intestino delgado de cada animal
tratado para avaliar o efeito dos tratamentos sobre a oviposi¢cao e maturacao
dos ovos: 1° a 4° estagios (ovos imaturos) 5° estagio (ovos maduros), ovos
mortos e cascas. Para tanto, foram analisados 10 campos aleat6rios em
microscopio oOptico com aumento de 10x. A classificacdo dos estagios de
desenvolvimento dos ovos estdo de acordo com o critério proposto por

Hermeto e colaboradores (1994).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Quantificagao do PZQ por espectrofotometria UV/Vis

Por ser de facil execucao e baixo custo, a espectrofotometria UV/Vis é
uma técnica muito utilizada para a quantificacdo de farmacos na forma de
medicamentos.

Para garantir uma quantificagdo confiavel realizou-se a padronizagéo da
metodologia para a quantificagdo do PZQ nas amostras desse estudo, em
especial para os ensaios de solubilidade e perfil de dissolugao. Foi realizada
uma varredura do PZQ entre 190-600nm para identificar o comprimento de
onda de maxima absorgdo. Este comprimento foi identificado em 262nm e as
analises por espectrofotometria UV/Vis foram realizadas nesse comprimento de
onda. Esse valor de absorbancia esta de acordo com o encontrado na literatura
cientifica.. Em 2006 Passerini e colaboradores encontraram o valor de 262nm,
muito proximo ao encontrado nesse estudo.

A validagdo da metodologia desenvolvida para a quantificagdo do PZQ
foi realizada seguindo as normas de ANVISA, segundo os parédmetros de
linearidade, precisdo, exatiddo e seletividade, permitindo assim resultados
seguros e confidveis (BRASIL, 2003).

5.1.1 Linearidade

A Figura 10 mostra a curva analitica do praziquantel em agua. Os
resultados apresentados mostram a média das absorbancias obtidas para cada
uma dessas concentracgdes em relagao a concentracao teérica de cada uma.

A partir da regresséo linear dos dados foi obtido o coeficiente de
correlagao linear r de 0,9995 e a equagéao da reta y = 0,9702x + 0,0269, em
que x é a concentracdo de PQZ na amostra em mg/mL e y a absorbancia no
comprimento de onda de 262nm.

A partir da andlise estatistica de regressdo linear dos minimos
quadrados podemos afirmar que o método é linear dentro do intervalo de
estudo (de 0,05 a 0,8mg/mL). Obteve-se um excelente coeficiente de
correlacao linear r=0,9996, pois sdo aceitos pela ANVISA valores de r=0,99
(BRASIL, 2003).
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Curva Analitica
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Figura 10 - Curva analitica do PZQ em agua por espectrofotometria UV/Vis

5.1.2 Precisao e Exatidao

Foi realizada a precisdo e exatidao interdias e intradias. A Tabela 3
mostra os resultados obtidos para a precisao e exatidao intercorridas. A Tabela
4 mostra os resultados obtidos para a precisao e exatidao intradias.

De acordo com os resultados obtidos, péde-se afirmar que o método de
analise é preciso e exato. Segundo a ANVISA (BRASIL, 2003) séo aceitos
valores de precisdao (CV%) de no maximo 5%. Os valores de exatiddo foram
superiores a 95%.

Tabela 3 - Exatidao e Precisio interdias

Concentragéo Concentragao
tedrica (mg/mL) analisada (mg/mL) Exatidao (%) Precisao (CV%)
0,05 0,047+0,001 94,71 2,11
0,4 0,409+0,003 102,23 0,85
0,8 0,792+0,002 99,05 0,29

Os resultados representam a média das triplicatas + desvio padrao
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Tabela 4 — Exatidao e Precisao intradias

Concentragéao Concentragéo
tedrica (mg/mL)  analisada (mg/mL) Exatidao (%) Precisédo (CV%)
0,05 0,048+0,0008 96,31 1,78
0,4 0,412+0,003 102,89 0,78
0,8 0,790+0,001 98,80 0,23

Os resultados representam a média das triplicatas + desvio padrao

5.1.3 Seletividade

Foi realizada uma analise da interferéncia dos carreadores utilizados
nesse estudo. Os resultados mostraram que o sorbitol e o aerosil nao
apresentaram absorbancias significantes no comprimento de onda de 262nm,
garantindo assim que o método é seletivo para a quantificagdo do PZQ mesmo
em presencga desses carreadores.

5.2 Quantificagao do PZQ por CLAE
A Figura 11 mostra a curva analitica do praziquantel em agua. Os
resultados apresentados mostram a média das absorbancias obtidas para cada

uma dessas concentragdes em relagdo a concentracao tedrica de cada uma.

Curva Analitica
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Figura 11 - Curva analitica do PZQ em agua por CLAE

A partir da regresséo linear dos dados foi obtido o coeficiente de

correlagao linear r de 1 e a equagao da reta y = 0,0368x + 0,0036, em que x é a
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concentracao de PQZ na amostra em pg/mL e y a érea do pico no comprimento
de onda de 262nm.

A partir da andlise estatistica de regressdo linear dos minimos
quadrados podemos afirmar que o método é linear dentro do intervalo de
estudo (5 a 110 p/mL). Obteve-se um excelente coeficiente de correlacdo linear
r=0,9996, pois sédo aceitos pela ANVISA valores de r=0,99 (BRASIL, 2003).

5.2.1 Precisao e Exatidao
Foi realizada a precisao e exatidao interdias e intradias. A Tabela 5
mostra os resultados obtidos para a precisao e exatidao intercorridas. A Tabela

6 mostra os resultados obtidos para a precisao e exatidao intradias.

Tabela 5 - Exatidao e Precisio interdias

Concentragéo Concentragéo
tedrica (ug/mL) analisada (ug/mL) Exatidao (%) Precisao (CV%)
5 5,061 + 0,004 101,22 0,08
50 51,500 + 0,014 103,00 0,03
110 107,986 + 0,008 98,17 0,01

Os resultados representam a média das triplicatas + desvio padrao

Tabela 6 - Exatiddo e Precisao intradias
Concentragéo Concentragao

tedrica (ug/mL) analisada (ug/mL) Exatidao (%) Preciséo (CV%)

5 5,193 £ 0,008 103,86 0,15
50 51,500 + 0,007 103,00 0,01
110 107,986 + 0,006 98,17 0,01

Os resultados representam a média das triplicatas + desvio padrao

De acordo com os resultados, péde-se afirmar que o método de analise
é preciso e exato. Segundo a ANVISA sao aceitos valores de precisdo (CV%)
de no maximo 5%. Os valores de exatidao foram superiores a 95%.

5.2.2 Seletividade

Foi realizada uma analise da interferéncia dos carreadores utilizados
nesse estudo. Os resultados expressos nas Figuras 12 e 13 mostraram que o
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tempo de retencédo do PZQ foi de 5,413 minutos, ja o cromatograma contendo
uma mistura de sorbitol e aerosil ndo apresentaram absorbancias significantes
no comprimento de onda de 262nm, garantindo assim que o método é seletivo
para a quantificacdo do PZQ mesmo em presencga desses carreadores.

1% 08-09-15 #43 80
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18,0 1-(PZQ) - 5,413

Figura 12 - Cromatograma do PZQ na concentragéo de 50ug/mL
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Figura 13 -Cromatograma da mistura Aerosil/Sorbitol para avaliar seletividade

5.2.3 Eficiéncia de Encapsulagao

Os valores foram da eficiéncia de encapsulagcao, expressos na Tabela 7,
calculados a partir do conteutdo de farmaco encontrado em cada
microparticulado, por CLAE e variaram de 92 a 101%. Esses resultados
mostraram que os valores encontrados experimentalmente foram muito
préximos ao valor tedrico de farmaco, mostrando que a técnica de spray dryer
apresentou uma excelente eficiéncia de encapsulag¢ao. Fouad e colaboradores
(2011) encontraram como resultados valores que ficaram em torno de 90%
para a producdo de misturas binarias de celecoxib por spray dryer. Wua e
colaboradores (2014) encontraram resultados que variaram de 12 a 70% em
seu estudo sobre a microencapsulagdo do Sulforafano por spray dryer, essa
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baixa eficiéncia foi atribuida a uma possivel degradacdo do ativo na

temperatura estudada.

Tabela 7 - Eficiéncia de Encapsulagao (%)

Amostra Eficiéncia (%)
DSM5 92,58+-0,0775
DSM6 96,29+-0,0194
DSM7 98,21+-0,0167
DSM8 99,7+-0,0204
DSM9 94,43+-0,0393

DSM10 99,74+-0,0512
DSM11 92,18+-0,0433
DSM12 101,06+-0,0276
13 101,11+-0,0232
14 99,93+-0,0531

* . ~
Porcentagens encontradas+-desvio padrdo. Todas as amostras apresentaram
CV%<5%. CV% = coeficiente de variancia.

5.3 Ensaios de Solubilidade

O estudo de solubilidade foi feito com a intencdo de comparar a
influéncia dos carreadores e do processo de producao de dispersoes sélidas no
aumento da solubilidade. Ele foi realizado com as misturas fisicas, dispersdes
sélidas microparticuladas por spray dryer e o praziquantel puro como meio de
comparagao. Comparou-se a solubilidade das misturas fisicas com as
dispersdes sélidas para verificar se 0 processo de obtencdo das dispersdes
solidas foi eficaz no aumento da solubilidade e usou-se o PZQ puro para
verificar o quanto essa solubilidade foi aumentada.

A Figura 14 relaciona os valores de solubilidade de cada experimento
obtido e o gréfico ilustrado na Figura 5 mostra de forma mais clara o aumento

de solubilidade comparativamente em cada experimento.
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Figura 14 - Gréafico da analise de solubilidade das MF e DS por spray dryer.
Desvio Padrdo <5%.

Como pode ser observado, as MF permaneceram praticamente com a
mesma solubilidade do PZQ puro, ndo demonstrando alteragdes significantes
nos valores de solubilidade. Para as DSM, o valor da solubilidade variou de
0,358 a 0,617 mg/mL, o que confere uma solubilidade de 1,50 a 2,59 vezes
maior que o PZQ puro. O teste T-student mostrou significancia dos resultados
obtidos para todas das DSM, com p<5% e as DSMs 8, 10 e 12 foram
significantes quando comparadas as demais DSMs. Para os experimentos 13 e
14 que sao PZQ puro secos em spray dryer nas temperaturas utilizadas no
processo, para controle, ndo houve também aumento significante de valor de
solubilidade em relagdo ao PZQ puro sem passar pelo spray dryer. A partir
desses resultados podemos afirmar que a técnica de spray dryer foi eficiente
no aumento da solubilidade do PZQ utilizando os carreadores escolhidos nesse
estudo. Em 2011, Correa e colaboradores encontraram um aumento de
solubilidade do PZQ em dispersdes solidas com PEG6000 mas com valor
maximo de 1,85 vezes. Em 2013 Chaud e colaboradores encontraram valores
de aumento de solubilidade para suas dispersdes sdlidas de PZQ em éleo de
ricino que variaram entre 1,3 a 2,25 vezes. Campos e colaboradores (2016),
em seu estudo de hidrogéis de PZQ conseguiram um aumento de 1,4 vezes.
Com esses resultados comparativos encontrados na literatura cientifica
podemos afirmar que a técnica de obtencao de dispersdes sdlidas de PZQ com
Aerosil e Sorbitol, por spray dryer teve 6timos resultados.



Reasultados ¢ @ifoum‘o‘ 68

5.4 Caracterizagdo das Misturas Fisicas e Dispersdes Sélidas

A caracterizacdo das dispersdes sélidas foi realizada apenas para 3
amostras de melhor solubilidade, que sdo as 3 amostras escolhidas para os
testes de estabilidade acelerada. Sao elas: DSM 8, DSM 10 e DSM 12.

5.4.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A técnica de DSC foi utilizada para avaliar possiveis interagcbdes entre o
PZQ e os carreadores utilizados, bem como avaliar juntamente com as demais
técnicas escolhidas nesse estudo a estabilidade das amostras obtidas.

A Figura 15 mostra o perfil calorimétrico do PZQ, sendo observado um
pico endotérmico em 142,40°C, temperatura ligeiramente acima da indicada
pela Farmacopeia Brasileira (1996) que esta entre 136-140°C, porém proxima
do valor encontrado por Passerini e colaboradores em 2006 de 143,14°C.
Segundo Liu e colaboradores (2004), que estudaram as formas enantioméricas
do praziquantel e constataram que a mistura racémica, (+)-PZQ, e a forma
enantiomérica (-)-PZQ apresentam picos endotérmicos em 136,2°C e 110,6°C
respectivamente, com base nesse estudo concluiu-se que o PZQ estudado

neste trabalho encontra-se na sua forma racémica.

Figura 15 - Curva de DSC do praziquantel

O PZQ estudado apresentou uma entalpia de fusdo de AH= -84,85 J/g,
pouco abaixo do valor encontrado por Passerini e colaboradores (2006) que foi
de AH= -98,3 J/g. A Figura 16 mostra o perfil calorimétrico do sorbitol, que
apresentou pico endotérmico em 100°C e do aerosil, que por ser amorfo nao

apresentou picos.
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Figura 16 - Curva de DSC do Sorbitol e Aerosil respectivamente

5.4.2 Termogravimetria (TGA)

Esta analise térmica foi utilizada para verificar se tanto o farmaco
quanto os carreadores do presente estudo resistiriam ao processo de
obtencao de dispersdes sodlidas por spray dryer.

A Figura 17 mostra o comportamento termogravimétrico do praziquantel,
que apresentou uma unica etapa de decomposicao, tendo inicio em 196,83°C e
término em 351,88°C com uma perda de massa de 98,92% apresentando uma
massa residual final de 1,08%.

=
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Figura 17 - Curva de TGA do PZQ

Com esses dados pode-se afirmar que a técnica de obtencao de
dispersdes sdélidas microparticuladas de PZQ por spray dryer é segura e néo

provocou a degradagao do praziquantel.
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Na Figura 18 observamos o comportamento termogravimétrico do
sorbitol e aerosil. O sorbitol apresentou uma Unica etapa de decomposicao, em
torno de 200°C no inicio e término em 350°C, e o aerosil ndo apresentou

decomposicao na temperatura estudada.
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Figura 18 - Curva de TGA do Sorbitol e Aerosil, respectivamente.

5.4.3 Difragao de Raios-X

A Figura 19 apresenta os difratogramas do PZQ, aerosil e sorbitol. O
PZQ, farmaco cristalino, apresentou picos acentuados e intensos em 206
aproximadamente em 5, 8 e 22° como encontrados por Passerini e
colaboradores, 2006. O sorbitol apresentou picos em 20 aproximadamente em

a 10 e 20° e o aerosil, carreador amorfo, ndo apresentou picos.
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Figura 19 - Difratogramas do Aerosil, Sorbitol e Praziquantel
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5.4.3 Infravermelho
A Figura 20 apresenta o espectro de vibragdo na regiao de infravermelho
do praziquantel e sdo observadas varias bandas caracteristicas dos grupos

funcionais presentes.
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Figura 20 - Espectro de Infravermelho do Praziquantel

Sao observadas duas bandas referentes a vibragao de deformacgéo axial,
uma assimétrica de intensidade forte e outra simétrica de intensidade média de
C-H ciclico em 2929 e 2852cm’, respectivamente. Os picos em 1649 e 1627
cm’’ correspondem as vibracdes amidas do PZQ (PASSERINI et al., 2006); em
1496 e 1447 cm™' sdo observadas deformacdes axiais C-C do anel aromatico
que estdo acopladas pela deformagdo angular simétrica do plano C-H da
estrutura ciclica em 1420 cm™ e na regido de menor frequéncia ocorre uma
banda em 764 cm™ que corresponde a deformagéo angular fora do plano de C-
H do anel que é importante para caracterizar a presenca de anel aromatico
(SILVA, 2008).

As Figuras 21 e 22 mostram os espectros de vibragdo no infravermelho

do sorbitol e aerosil, respectivamente.
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Figura 21 - Espectro de Infravermelho do Aerosil
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Figura 22 - Espectro de Infravermelho do Sorbitol
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5.5 Estudo preliminar de estabilidade pela solubilidade

Nesse estudo avaliou-se a solubilidade das amostras obtidas pelo
periodo de 3 meses, armazenadas 3 temperaturas diferentes. Os resultados do
teste preliminar de estabilidade serdo mostrados nas Figuras 23 a 25.
Podemos observar que com o passar do tempo a solubilidade das amostras
aumentou.

As amostras que tiveram o aumento mais significativo foram as DSMs 8,
10 e 12 em todas as temperaturas testadas.
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Para a temperatura de 25°C as DSMs 8, 10 e 12 tiveram um aumento
em relacdo ao tempo decorrido de respectivamente 1,17; 1,12 e 1,13 vezes.
Em relacao ao farmaco puro esse aumento foi de 2,94; 2,81 e 2,68 vezes para

as DSMs 8, 10 e 12 respectivamente.
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Figura 23 - Teste de estabilidade a 25°. Todas as amostras apresentaram
CV%<5%. CV% = coeficiente de variancia.

Para a temperatura de 37°C as DSMs 8,10 e 12 tiveram um aumento em
relagdo ao tempo decorrido de respectivamente 1,30; 1,19 e 1,27vezes. Em
relagdo ao PZQ puro esse aumento foi de 2,98; 3,15 e 2,97 respectivamente
para as DSMs 8, 10 e 12.
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Figura 24 — Teste de estabilidade a 37°C. Todas as amostras apresentaram
CV%<5%. CV% = coeficiente de variancia.
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Para a temperatura de 45°C as DSMs 8, 10 e 12 tiveram um aumento
em relacao ao tempo decorrido de respectivamente de 1,20; 1,23 e 1,25 vezes.
Em relagdo ao praziquantel puro, esse aumento foi de 3,28; 3,08 e 3,00 vezes

para as DSMs 8, 10 e 12 respectivamente.
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Figura 25 — Teste de estabilidade a 45°C. Todas as amostras apresentaram
CV%<5%. CV% = coeficiente de variancia.

O praziquantel puro ndo apresentou essa mudanca e as amostras de
praziquantel puro que foram secos em spray dryer tanto na temperatura de
50°C quanto na temperatura de 70°C apresentaram uma pequena mudanca,
porém nao foi significante com p<5%, o que pode indicar que o fenédmeno nao
estd acontecendo pelo processo de secagem por si sO, provavelmente se deve
a formacao de dispersao solida de PZQ, mais precisamente quando é realizada
com a temperatura do spray dryer a 70°C, onde esse fato pode ser mais
evidenciado (DSMs 7, 8, 10 e 12).

Para verificar a possivel razdo deste fato serdo realizadas as analises
de, estabilidade por cromatografia quiral, solubilidade, DSC, Raios-x e IR e
esses dados serdao comparados com os dados do PZQ puro. Em 2008 Silva
encontrou que em uma proporcao 2:1 de PZQ:PEG houve o aparecimento do
pico de DSC do (-)-PZQ, forma ativa do PZQ comercial comprado na sua forma
racémica. Em 2006 Liu e colaboradores fizeram um estudo de diagrama de
fases do PZQ quiral para comparar a solubilidade dos enantibmeros em

diferentes temperaturas e chegaram a conclusao de que o enantiémero (-)-PZQ
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apresentou uma solubilidade até 3 vezes maior, em relacdo ao PZQ racémico
para as temperaturas por eles estudadas por isso optou-se por avaliar a
estabilidade quiral dessas dispersdes.

5.6 Estudos de estabilidade acelerada

Apds a caracterizagdo, novas amostras de dispersdes sélidas foram
preparadas em spray dryer nas condi¢cdes selecionadas que correspondem as
preparacdes das DSM 8, 10 e 12. foram Essas amostras foram colocadas em
frascos de plastico fechados e protegidos da luz armazenadas por um periodo
de 6 meses em estufa a 40+2°C com umidade =275+2% e em temperatura e
umidade ambientes (25 °C) em carater comparativo para a realizagdo do
estudo de estabilidade acelerada. Os ensaios utilizados nesse estudo foram:
avaliagao quiral, analise da solubilidade por UV/VIS e CLAE, DSC, Raios-X e

FTIR. Esses ensaios foram realizados nos tempos 0, 3 e 6 meses.

5.6.1 Ensaios de solubilidade

As Figuras 26 e 27 mostram a evolu¢do da solubilidade (analisadas em
espectrofotdbmetro UV/VIS, 262nm) das DSMs 8, 10, 12 e PZQ més a més até
o sexto més de ensaio na temperatura de 40°C e ambiente, respectivamente.
Pode se verificar um aumento gradativo na solubilidade do PZQ tanto das
amostras armazenadas em estufa quanto das amostras armazenadas a

temperatura ambiente.
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Figura 26 - Estabilidade acelerada pela solubilidade na temperatura de 40°C.
Desvio Padrao <5%.
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Figura 27 - Estabilidade acelerada pela solubilidade na temperatura ambiente.
Desvio Padrao <5%.

A DSM 8 da estufa variou de 0,601mg/mL a 0,715mg/mL, o que
corresponde a um aumento de 1,18 vezes em relagao ao inicio do teste. Em
relagdo ao PZQ puro, esse aumento foi de 2,52 vezes a 3,00 vezes, para essa
amostra na temperatura ambiente, a variacao foi de 1,16 vezes em relagao ao
inicio do teste e de 1,65 vezes a 1,91 vezes maior que a solubilidade do PZQ.

A DSM 10 da estufa apresentou uma variagao na solubilidade de 0,621 a
0,715mg/mL, o que corresponde a um aumento de 1,15 em relagao ao inicio do
teste e 2,60 a 3,00 vezes maior que o PZQ sozinho.

Para a DSM 12 tivemos uma variacdo na solubilidade com o tempo que
foi de 0,559 a 0,697mg/mL, que correspondeu a um aumento de 1,24 vezes em
relagédo ao inicio do teste e 2,34 a 2,92 vezes em relagao ao PZQ.

A amostra PA da estufa apresentou uma variacao na solubilidade de
0,401 a 0,534 com o tempo, que correspondeu a um aumento de 1,33 vezes
em relagao ao inicio do teste e 2,11 vezes em relacdo ao PZQ puro, para essa
mesma amostra armazenada na temperatura ambiente, esse aumento foi de
1,17 vezes em relagao ao inicio e 1,94 vezes em relacao ao PZQ.

A amostra PS apresentou uma variagcao na solubilidade de 0,385 a 0,471
0 que correspondeu a um aumento de 1,22 vezes em relagao ao inicio e 1,86
vezes em relagdo ao PZQ e para essa mesma amostra armazenada na

temperatura ambiente esse aumento foi de 1,14 em relagao ao inicio do teste e
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1,85 em relagao ao PZQ. Esses resultados de aumento solubilidade das DSMs
aparentemente se relacionam a temperatura de secagem. Para melhor
entendé-los é importante analisar os demais resultados obtidos no estudo de
estabilidade acelerada, como DSC e Raios-X.

A Figura 28 mostra o cromatograma da DSM 12 no tempo de 6 meses,
que apresentou tempo de retencdo em 5,40 minutos, nao apresentando
nenhum outro pico ao longo do tempo de analise.

As analises feitas por CLAE mostraram também esse aumento da
solubilidade das amostras com o tempo e ndo mostraram nenhum outro pico,
durante o tempo de analise, nem no comprimento de 262nm nem em nenhum
comprimento de onda, mostrando que este fendbmeno nao foi um problema de
seletividade da técnica de UV/VIS, mas sim um aumento de fato na

solubilidade das amostras, como podemos observar na Figura 29.
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Figura 28 - Cromatograma da DSM 12 armazenada por 6 meses, sem picos de
degradacéo.
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Figura 29 - Espectro de Varredura 3D da DSM 12 mostrando que ndo ha picos
de degradagéo.
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Realizou-se também, pelo periodo de 12 meses de andlise, o
acompanhamento do aumento da solubilidade das amostras DSM 12, PS, PA e
PZQsd, armazenados em estufa, por CLAE para avaliar se a metodologia de
analise por UV/VIS pudesse estar escondendo algum outro composto que
estivesse absorvendo em um mesmo comprimento de onda.

Analisando a Figura 30 podemos observar que a DSM 12 aumentou em
relagdo ao tempo decorrido 1,39 vezes no tempo de 6 meses 1,43 vezes no
tempo de 12 meses e em relagdo ao PZQsd aumentou 2,38 vezes no inicio e
3,02 vezes ao final do estudo.
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Figura 30 - Estabilidade acelerada pela solubilidade (por CLAE) das DSM 12,
PS, PA e PZQsd. Desvio Padrdo <5%.

A amostra PS aumentou em relacao ao tempo decorrido 1,36 vezes no
tempo de 6 meses 1,37 vezes no tempo de 12 meses e em relacao ao PZQsd
aumentou 1,39 vezes no inicio e 1,65 vezes ao final do estudo.

A amostra PA aumentou em relacao ao tempo decorrido 1,31 vezes no
tempo de 6 meses 1,38 vezes no tempo de 12 meses e em relagao ao PZQsd
aumentou 1,31 vezes no inicio e 1,58 vezes ao final do estudo.

A amostra PZQsd aumentou em relacao ao tempo decorrido 1,13 vezes
no tempo de 6 meses 1,51 vezes no tempo de 12 meses.

Observamos para esse estudo que houve também um pequeno

aumento na solubilidade do PZQsd, amostra de PZQ que foi seca em spray
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dryer na temperatura de 70°C. Podemos avaliar com esse estudo que
possivelmente a temperatura de secagem dessas amostras tenha sido
responsavel pela mudanca das formulagdes que levou a esse fato, que sera
estudado e avaliado também por outros tipos de andlises. Esse aumento da
solubilidade com o tempo de armazenamento nao foi encontrado em nenhum
outro estudo de estabilidade de dispersbes sdlidas encontrados na literatura

cientifica.

5.6.2 Avaliagao Quiral

A Figura 31 mostra o cromatograma quiral do PZQ, com tempos de
retencao de 10 e 12min para o (-)PZQ e (+)PZQ respectivamente. Na Figura 32
observamos o espectro de varredura 3d da DSM12 no tempo de 6 meses de
estudo mostrando que n&o houve nenhum outro pico referente a degradacgao
do farmaco.

Figura 31 - Cromatograma do PZQ puro

nm

min

Figura 32 - Espectro de Varredura 3D da DSM 12 mostrando que nao ha picos
de degradagéo.
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A Figura 33 mostra a estabilidade quiral da solubilidade das amostras.
Podemos observar que em relacao a quiralidade, nao houve nenhum tipo de
alteragdo na forma racémica do PZQ em nenhuma amostra, porém,
corroborando os demais resultados, neste também observamos um aumento
da solubilidade do PZQ com o tempo de estudo. Para a DSM12, esse aumento
em relacao ao tempo decorrido foi de 1,32 vezes, para a amostra PS esse
aumento foi de 1,06 vezes, para a amostra PA 1,09 vezes e o PZQsd

aumentou 1,13 vezes em relagéo ao tempo inicial.
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Figura 33 - Estabilidade Quiral das amostras DSM12, PS, PA e PZQsd. Desvio
Padrao <5%.

5.6.3 Estudo de estabilidade térmica por DSC

Como podemos observar nas Tabelas 8 a 10 e nas Figuras 34 a 36,
houve uma diminuigao da cristalinidade de todas as amostras com o passar do
tempo. As dispersdes solidas da estufa se estabilizaram no seu estado de
menor cristalinidade, ou amorfo. Para as DSMs 8,10 e 12 observou-se o
surgimento de um pequeno pico em torno de 80°C, caracteristico de transicéo

vitrea.



Rasultadas ¢ Discussis ‘ 81

Tabela 8 - Perfil calorimétrico da DSM 8

DSM 8 Pico de fusao Entalpia Pico de Fusao Entalpia

8 t0 amb. 84,67°C -211,67 142,28°C -62,33

8 t3 amb. 61,03°C -102,21 141,34°C -36,28

8 t6 amb. 65,07°C -45,62 140,90°C -34,63

8 t0 estufa 84,67°C -211,67 142,28°C -62,33

8 t3 estufa 62,39°C -7,72 138,02°C -5,97

8 t6 estufa 67,77°C -1,11 138,79°C -0,98

- -
——= - =

Figura 34 - a) estabilidade acelerada por DSC na temperatura ambiente e b)
estabilidade acelerada por DSC na temperatura de 40°C para a DSM 8 nos
tempos de 0, 3 e 6 meses.
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Tabela 9 - Perfil Calorimétrico da DSM 10

DSM 10 Pico de fusdao Entalpia Pico de Fusao Entalpia

10 t0 amb. 64,71°C -138,71 140,70°C -61,1
10 t3 amb. 75,88°C -116 141,44°C -54
10 t6 amb. 73,16°C -23,75 140,26°C -39,62

10 t0 estufa 75,88°C -113,35 142,28°C -54,02

10 t3 estufa 71,75°C /81,22 0,02171 138,10°C -18,79

10 t6 estufa 72,66°C / 81,87 0,00451 138,11°C -12,3

-

i

Figura 35 - a) estabilidade acelerada por DSC na temperatura ambiente e b)
estabilidade acelerada por DSC na temperatura de 40°C para a DSM 10 nos
tempos e 0, 3 e 6 meses.
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Tabela 10 - Perfil Calorimétrico da DSM 12

DSM 12 Pico de fusdao Entalpia Pico de Fusao Entalpia

12 t0 amb. 74,69°C -127,3 141,95°C -86,83
12 t3 amb. 79,21°C -107,1 141,98°C -43,17
12 t6 amb. 89,44°C -15,95 141,50°C -38,72
12 10 estufa 74,69°C -97,61 141,95°C -87,15

12 t3 estufa 75,67°C /88,45 -0,1874 137,33°C -11,41

12 16 estufa 77,01°C /82,43 -0,0075 137,46°C -5,69

= =

- = YT

Figura 36 - a) estabilidade acelerada por DSC na temperatura ambiente e b)
estabilidade acelerada por DSC na temperatura de 40°C para a DSM 12 nos
tempos de 0, 3 e 6 meses.

A Tabela 11 e a Figura 37 mostram o perfil calorimétrico da MF que

apresentou o pico de fusdo do sorbitol e do PZQ.

Tabela 11 - Perfil Calorimétrico da amostra MF

Amostra Pico de fusao Entalpia Pico de Fusiao Entalpia

MF 96,98°C -18,26 138,99°C -11,47
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Figura 37 - DSC da amostra MF
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Como pode ser visto nas Figuras 38 e 39 e na Tabela 12, para as

amostras PA, PS e PZQsd também houve uma perda de cristalinidade, porém

muito pequena. A amostra PZQsd,no tempo de 3 e 6 meses apresentou um

novo e discreto pico na temperatura de 83,90°C, de entalpia AH=-0,75,

caracterizando-se possivelmente como um pico relativo a transicao vitrea do

farmaco.
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Figura 38 - a) DSC do PZQ no inicio e apos 6 meses de teste. b) DSC da
amostra PA no inicio, 3 meses e 6 meses de teste.
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Figura 39 - a) DSC da amostra PS no inicio, 3 meses e apos 6 meses de
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teste. b) DSC da amostra SA no inicio, 3 meses e 6 meses de teste.

Tabela 12 - Perfil Calorimétrico das amostras SA, PA, PS, PZQsd

Amostra Pico de fusao Entalpia Pico de Fusao Entalpia
SA inicio 23,64 -0,95 61,21 -8,07
SA 3 meses 74,21 17,26
SA 6 meses 21,41 -11,30 74,20 -13,68
PA inicio 138,0 -55,71
PA 3 meses 138,07 -55,21
PA 6 meses 137,78 -50,57
PS inicio 74,77 -3,41 135,19 -20,29
PS 3 meses 84,88 -1,71 135,10 -19,11
PS 6 meses 84,70 -0,98 135,05 -10,81
PZQsd inicio 139,27 -52,88
PZQsd 3 meses 83,90 -0,75 139,17 -50,01
PZQsd 6 meses 83,94 -0,69 139,08 -48,77
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5.6.4 Difragao de Raios-X

A Figura 40 mostra o difratograma da amostra MF, onde podemos
observar os principais picos do PZQ e novamente o difratograma das amostras
sorbitol, aerosil e PZQ para comparagdo. As Figuras 41 a 43 mostram os
difratogramas das DSM 8, 10 e 12 armazenadas na temperatura ambiente (a
esquerda) e em estufa (a direita). As curvas em vermelho mostram os
difratogramas iniciais, em verde os difratogramas de 3 meses e em preto os
difratogramas de 6 meses de analise. Podemos observar para todos eles que
com o passar do tempo a cristalinidade foi diminuindo e as amostras da estufa,

no ultimo més de analise, se encontram no estado amorfo.
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Figura 40 - Raio-X da amostra MF e Raios-x das amostras PZQ, aerosil e
Sorbitol
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Figura 41 - a) estabilidade acelerada por difracdo de raios-x na temperatura
ambiente e b) estabilidade acelerada por difragdo de raios-x na temperatura de
40°C para a DSM 8 nos tempos de O(vermelho), 3(verde) e 6 meses(preto).
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Figura 42 - a) estabilidade acelerada por difracdo de raios-x na temperatura
ambiente e b) estabilidade acelerada por difracdo de raios-x na temperatura de
40°C para a DSM 10 nos tempos de O(vermelho), 3(verde) e 6 meses(preto).

W}UM{WM : Umn MLVM

20 20

Figura 43 - a) estabilidade acelerada por difracdo de raios-x na temperatura
ambiente e b) estabilidade acelerada por difracdo de raios-x na temperatura de
40°C para a DSM 12 nos tempos de 0, 3 e 6 meses.

A Figura 44 mostra os difratogramas das amostras PA, PS, PZQsd e SA,
no inicio, tempo de 3 meses e tempo de 6 meses respectivamente. Podemos
observar os picos caracteristicos do PZQ na amostra PZQsd mesmo apds a
secagem por spray dryer, e também na amostra PS, porém menos intensos.

Para as amostras SA e PA observamos uma tendéncia a amorficidade.
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Figura 44 - a) estabilidade acelerada por difracdo de raios-x na das amostras

PZQsd, PA, PS e SA no tempo 0, b) no tempo 3 meses e c¢) no tempo de 6
meses.
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Bley, Fussnegger & Bodmeier, em 2010, encontraram resultados
semelhantes em seu estudo sobre a estabilidade de dispersdes sodlidas de
nifedipina com PEG1500/PVP12 obtidas pelo método de fusdo. Essas
dispersdes tiveram uma diminuicdo da cristalinidade no periodo de 6 meses de
estudo. Em 2011, Liu et. al também observou esse fendmeno em suas

dispersdes soélidas de Carbamazepina obtidas por hot melt extrusion e método

da fusao.

5.6.5 Infravermelho

As Figuras 45 a 49 mostram os espectros de infravermelho das DSMs 8,
10 e 12 armazenadas em estufa e na temperatura ambiente no inicio da analise
€ apos o periodo de 6 meses.

As Figuras 50 a 53 mostram os espectros de infravermelho das
amostras PS, PA, SA e PZQsd nos tempos inicio e depois de6 meses de
estudo. Como pode ser observado, ndo houve interacdes entre os carreadores
utilizados e o praziquantel, verificou-se apenas uma diminui¢éo na intensidade

das bandas e sobreposigdo de algumas delas.

2587—

96EE—
0862—

g1 \rous

T T T T T T T - T
R 400 30 000 2500 2000 w0 ® & gy

T T T T T
4000 300 W0 2500 2000 1500 1500 R
Waverumbers, cm Wanerumbers, cm

Figura 45 - espectroscopia de infravermelho DSM 8 — a) estabilidade acelerada
por espectroscopia de infravermelho na temperatura de 40°C no tempo 0 e b)
estabilidade acelerada por espectroscopia de infravermelho na temperatura de
40°C no tempo 6 meses.
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Figura 46 - espectroscopia de infravermelno DSM 10 - a) estabilidade
acelerada por espectroscopia de infravermelho na temperatura ambiente no
tempo 0 e b) estabilidade acelerada por espectroscopia de infravermelho na

temperatura ambiente no tempo 6 meses
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Figura 47 - espectroscopia de infravermelho DSM 10 - a) estabilidade
acelerada por espectroscopia de infravermelho na temperatura de 40°C no
tempo 0 e b) estabilidade acelerada por espectroscopia de infravermelho na
temperatura de 40°C no tempo 6 meses.
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Figura 48 - espectroscopia de infravermelho DSM 12 — a) estabilidade
acelerada por espectroscopia de infravermelho na temperatura ambiente no
tempo 0 e b) estabilidade acelerada por espectroscopia de infravermelho na
temperatura ambiente no tempo 6 meses.
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Figura 49 - espectroscopia de infravermelho DSM 12 — a) estabilidade
acelerada por espectroscopia de infravermelho na temperatura de 40°C no
tempo 0 e b) estabilidade acelerada por espectroscopia de infravermelho na
temperatura de 40°C no tempo 6 meses.
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Figura 50- espectroscopia de infravermelho amostra PA — a) estabilidade
acelerada por espectroscopia de infravermelho na temperatura de 40°C no
tempo 0 e b) estabilidade acelerada por espectroscopia de infravermelho na
temperatura de 40°C no tempo 6 meses.
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Figura 51 - espectroscopia de infravermelho amostra PS — a) estabilidade
acelerada por espectroscopia de infravermelho na temperatura de 40°C no
tempo 0 e b) estabilidade acelerada por espectroscopia de infravermelho na
temperatura de 40°C no tempo 6 meses.
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Figura 52 - espectroscopia de infravermelho amostra SA — a) estabilidade
acelerada por espectroscopia de infravermelho na temperatura de 40°C no
tempo 0 e b) estabilidade acelerada por espectroscopia de infravermelho na
temperatura de 40°C no tempo 6 meses.
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Figura 53 - espectroscopia de infravermelho amostra PZQsd — a) estabilidade
acelerada por espectroscopia de infravermelho na temperatura de 40°C no
tempo 0 e b) estabilidade acelerada por espectroscopia de infravermelho na
temperatura de 40°C no tempo 6 meses.

Em um estudo sobre a estabilidade de dispersdes sdlidas de celcoxib-
pvp, Kakumanu e Bansal também observaram uma alteragdo na temperatura
de transicao vitrea da dispersao sélida, porém a analise de FTIR também néo
mostrou nenhuma interacdo especifica entre o celecoxib e o PVP, com isso
eles concluiram que esse aumento na Tg foi devido apenas ao efeito anti-
plastificante do PVP que promoveu uma diminuicdo na mobilidade molecular do
sistema. Segundo Gaudin e colaboradores (2000), o sorbitol € um agente
plastificante, porém dependendo da concentragdo em que é utilizado pode agir
como um anti-plastificante, diminuindo a mobilidade molecular de um sistema.
A Figura 54 mostra o espectro de infravermelho da amostra MF que apresentou

um encobrimento nas bandas devido a presenca do Aerosil.
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Figura 54-- espectroscopia de infravermelho amostra MF

5.6.6 Ensaios de Dissolucgao

Na Tabela 13 e Figura 55 podemos observar o perfil de dissolugdo das
amostras DSM 12, PS, PA, MF e PZQ puro. Podemos observar que o PZQ
puro liberou ao final do teste 14% de farmaco, a Mistura Fisica MF 17,53%, a
amostra PA 61,52%, a amostra PS 68,52% e a DSM 12, 91,32%. Com esses
valores pode-se calcular que a DSM 12 aumentou em 6,52 vezes a liberagao
do PZQ no tempo de estudo e 5,20 vezes em relagdo a sua mistura fisica, a
amostra PA aumentou em 4,39 vezes em relacao ao PZQ e a amostra PS 4,89
vezes em relacao ao PZQ.

Essa diferenca no perfil de dissolugdo da dispersao sdlida 12 e sua
mistura fisica se devem ao fato do tamanho reduzido de particula obtido com a
técnica de spray dryer em relagéo aos tamanhos de particula das MF. Quando
comparada apenas ao PZQ, além do fato do menor tamanho de particula,
temos o fato de que o farmaco se encontra disperso em um carreador
hidrossoluvel, ocasionando uma solubilizacdo do carreador e aumentando a
taxa de molhabilidade do farmaco, como discutido por Martins (2010), que
também encontrou um excelente resultado para o perfil de dissolugdo do seu
estudo de dispersdes solidas de carbamazepina por spray congealing. Em
2013, Chaud e colaboradores aumentaram a taxa de dissolucido de suas
dispersdes solidas de PZQ em glicolato de sédio, para 88% no mesmo tempo
de teste estudado neste trabalho. Zaparoli (2011) observou um aumento na
taxa de dissolugdo de sua dispersao sdlida de PZQ com Kollicoat IR, pela
técnica de co-precipitagdo, de 70% em 60 min de teste. Lima (2009) notou, ao
fim de 60 minutos de teste, um aumento de aproximadamente 90% na taxa de

dissolucdo de sua dispersao sdlida de PZQ com PVP K-30 1:1, 60% na
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dispersao sdlida de PZQ/PVP-K30 1:2, obtidas pela técnica de fluido
supercritico.

Esses resultados mostram que a técnica de obtencdo de dispersdes
sélidas microparticuladas por spray dryer foi capaz de aumentar
significativamente a taxa de dissolugdo do praziquantel, aerosil e sorbitol como
carreadores, mostrando-se uma excelente técnica para estudos de melhoria de

solubilidade e dissolugao de farmacos de classe Il

Tabela 13 - Ensaio de Dissolugcdo das amostras 12, PS, PA, MF e PZQ

Tempo 12 PS PA MF PZQ
0 0 0 0 0 0
5 62,87+1,33 40,18%1,33 32,08+1,69 4,26+2,75 3,943,06
10 73,11+2,15 53,11+2,15 47,9+2,47 7,03+3,19 7,84+2,51
15 78,35+2,64 54,93+2,56 50,02+2,05 9,53+3,09 9,43+3,02
30 85,35+3,52  59,03%+2,35 53,34+1,20 13,78+2,46 11,78+1,95
45 89,00+2,58 65,78+3,58 57,35+2,12 15,78+1,89 13,53+2,83
60 91,32+2,61 68,69+2,61 61,52+2,02 17,53%+3,20 14,03%3,36

*porcentagens encontradas+-desvio padrédo. Todas as amostras apresentaram CV%<5%.

CV% = coeficiente de variancia.

Perfil de Dissolugao
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Figura 55 - Perfil de dissolugao das amostras: DSM 12, PS, PA, MF e PZQ com
desvio padrao <5%.
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5.7 Microscopia Eletronica de Varredura

Foram obtidas fotomicrografias do PZQ e das dispersodes sélidas 8, 10 e
12, nos aumentos de 100, 1500, 6000 e 10000x, conforme ilustra as Figuras 56
a62.

Podemos verificar que o praziquantel encontra-se em sua forma de
cristal acicular (em forma de agulha) bem definido, como ja encontrado por
Passerini e colaboradores, em 2006.

As fotomicrografias das microparticulas contendo dispersdo sélida de
PZQ, tanto para as realizadas no tempo 0, quanto para as realizadas no tempo
de 6 meses armazenadas em estufa, apresentaram forma esférica de
superficie porosa. Resultados semelhantes também foram reportados por
Passerini e colaboradores (2006). Esse fato também pode ser explicado pela
formagdo de um sistema matricial, em que o farmaco, esta “espalhado” por

toda a microparticula, e ndo somente no seu interior, como é o caso das

microcapsulas.

Detector = SE1

Figura 56 - Microscopia Eletrénica de Varredura da DSM 8 no inicio. A)
aumento de 100x, b) aumento de 1,500x ¢) aumento de 6000x d) aumento de
10000x.
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Figura 57 - Microscopia Eletrénica de Varredura da DSM 8 apds 6 meses de
teste em estufa a 40C. a) aumento de 100x, b) aumento de 1,500x c) aumento
de 6000x d) aumento de 10000x.

. 10pm
o

D
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Figura 58 - Microscopia Eletrénica de Varredura da DSM 10 no inicio dos
testes. a) aumento de 100x, b) aumento de 1,500x c) aumento de 6000x d)
aumento de 10000x.
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Figura 59 - Microscopia Eletronica de Varredura da DSM 10 apos 6 meses de
teste em estufa a 40C. a) aumento de 100x, b) aumento de 1,500x c) aumento
de 6000x d) aumento de 10000x.

EHT 220000V Mag =

Figura 60 - Microscopia Eletrénica de Varredura da DSM 12 no inicio dos
testes. a) aumento de 100x, b) aumento de 1,500x c) aumento de 6000x d)
aumento de 10000x.
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Figura 61 - Microscopia Eletrénica de Varredura da DSM 12 apo6s 6 meses de
teste em estufa a 40C. a) aumento de 100x, b) aumento de 1,500x c) aumento
de 6000x d) aumento de 10000x.

Figura 62 - Microscopia Eletrbnica de Varredura do praziquantel. a) aumento de
100x, b) aumento de 1,500x c¢) aumento de 6000x d) aumento de 10000x.
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5.8 Tamanho de Particula

A Tabela 14 mostra os valores de Hd10, Hd50 e Hd90. O tamanho
médio das misturas fisicas variou de 1,39 a 4,05um, o SPAN variou de 2,04 a
3,88. Para as DSMs, esse valor variou de 1,02a 2,75um, o SPAN variou de
2,04 a 4,66. O PZQ seco em spray dryer das amostras 13 e 14 apresentaram
valores médios de 2,14 e 2,05 respectivamente com SPAN 2,52 e 2,67. Em seu
estudo de 2015 sobre secagem de Manitol por spray dryer, Guimarédes e
colaboradores encontraram tamanhos de particulas que variaram de 1,98 a
6,51um e SPAN que variou de 1,25 a 3,00.

Nas Figuras 63 a 69 estdo ilustrados os graficos da distribuicdo de

tamanho de cada microparticula.

Tabela 14 - Distribuicdo do tamanho de particula das MF, DSM e PZQ seco em
spray dryer

Amostras  Hd10 Hd50 Hd90 SPAN

MF1 0,86 2,47 7,09 3,11

MF2 1,66 4,05 9,92 2,04

MF3 0,34 1,39 5,72 3,88

MF4 0,82 2,31 6,50 2,45

DSM5 0,85 2,34 6,45 2,40

DSM6 0,40 1,34 4,50 3,06

DSM7 0,46 1,66 5,94 3,30

DSM8 0,55 1,83 6,11 3,04

DSM9 0,58 1,84 5,87 2,88

DSM10 1,11 2,75 6,78 2,06

DSM11 0,21 1,02 4,98 4,66

DSM12 0,22 1,07 5,26 4,71

13 0,74 2,14 6,14 2,52

14 0,68 2,05 6,15 2,67
= 40 150 - = 20 150 -
%;8 |’ 100 g % %1(5) I I " 100 é %
€ 10 I 053 § s |I| 5o $ 5
g 0 o 2§ g o o 2E
EO8NgRINg I R g
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Tamanho (um) Tamanho (um)

Figura 63 - Graficos da distribuicdo de tamanho de particulas das amostras MF
1e2
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Figura 68 - Graficos da distribuicdo de tamanho de particulas das amostras
DSM11e 12
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Figura 69 - Graficos da distribuicdo de tamanho de particulas das amostras 13
e 14

5.9 Propriedades de Fluxo

A Tabela 15 apresenta os valores de fator de Hausner, indice de Carr e
angulo de repouso. O fator de Hausner variou de 1,16 a 1,23; o indice de Carr
variou de 13,23 a 19,72 e o angulo de repouso de 32,15 a 37,8°. Segundo
Araujo (2010), esses valores estdo numa faixa de bom a moderado, e estéo de
acordo com outros resultados encontrados na literatura. Esse fluxo de bom a
moderado pode ser explicado pelo fato de o sorbitol possuir alta
higroscopicidade, e segundo Moreira (2009) quanto menor a higroscopicidade

dos p6s obtidos, melhor é o fluxo.
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Tabela 15 - Propriedades de Fluxo das DSM e PZQ seco em spray dryer
Amostra FH IC AR

DSM5 1,22 18,43 37,80
DSM6 1,16 13,23 32,15
DSM7 1,21 17,35 36,68
DSM8 1,22 18,43 35,42
DSM9 1,16 13,23 32,78
DSM10 1,19 17,35 37,75
DSM11 1,16 13,23 32,54
DSM12 1,21 17,35 37,31

13 1,22 18,43 37,54

14 1,23 19,72 37,47

5.10 Ensaios in vitro de eficacia

5.10.1 Efeito in vitro do PZQ-12 e PZQ-C sobre vermes adultos de S.
mansoni, linhagem BH.

Para avaliar a eficacia do tratamento com a DSM 12, realizou-se testes
in vitro nas concentragcdes de 5 a 100pg/mL e o PZQ controle também foi
utilizado, nas mesmas concentragdes para meios de comparagao (Tabela 16).
A partir de 5u/mL ja é possivel observar a morte de 100% dos vermes em 24h
de estudo, tanto para a DSM 12 quanto para o PZQ. Os vermes que foram
expostos a DSM 12 morreram com um menor periodo de incubagao ao longo
do teste. Além da mortalidade dos vermes, observou-se a motilidade,
oviposicao e separagao dos casais. Os vermes expostos a DSM 12 e PZQ, em
todas concentragbes avaliadas - 5, 10, 25, 50 e 100 pug/mL - apresentaram
reducao significativa dos vermes apds os primeiros 30 min de incubagao
quando comparados com o grupo controle, mantido em meio RPMI0-1640. O
grupo controle negativo permaneceu durante todo o estudo com resultados
insignificantes de mortilidade dos vermes, separagdo de casais e nao
apresentou alteragdes tegumentares. Em relagdo a oviposigdo observou-se
auséncia de ovos em todas as concentracdes avaliadas até o final do
experimento, ou seja, 24 horas. Quanto a separagao de casais, observou-se
que PZQ ocasionou uma taxa de 20% de separacao apods 1h de exposicao. Em
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relacédo as alteragdes morfolégicas dos parasitas, observou-se que a partir dos
primeiros 30 min de incubacdo, vermes, machos e fémeas, apresentavam
contragdo da musculatura e auséncia parcial dos movimentos internos dos
orgaos. Além disso, todos os vermes apresentaram uma intensa alteragéo no
tegumento, sobretudo, os vermes machos (Figuras 71 e 72). A Figura 70
mostra a solubilidade das amostras no preparo do teste. Considerando que
25ug da amostra 12 (1(1PZQ:2Aerosil):1) possui uma concentracdo de PZQ de
4,16pyg de PZQ, entdo concluimos que os resultados obtidos com as
dispersdes soélidas sdo muito superiores em relacdo ao PZQ controle deste
estudo, uma vez que devemos entdo comparar o resultado de 25ug de DSM 12
com o de 5ug de PZQ, ou seja, tivemos melhores resultados para as
dispersdes soélidas mesmo com 1/6 da dose.

Neste estudo, com 10ug/mL de dispersao solida ja foi possivel observar
a morte de 100% dos vermes no periodo de 6 horas. Em estudos semelhantes
realizados por Souza e colaboradores (2014), e Kolenyak-Santos e
colaboradores (2014), ambos estudando nano particulas lipidicas soélidas de
PZQ, observou-se 100% de morte dos vermes em 6horas para 25ug/mL. No
estudo de Souza esse resultado foi encontrado tanto para as nano particulas
lipidicas sem nenhum ativo quanto para as que tinham o PZQ incorporado. Na
tentativa de usar outros ativos para o combate a esquistossomose, Oliveira e
colaboradores (2012 e 2014) estudando a eficacia do dleo essencial de
Baccharis trimera, e Moraes e colaboradores (2011) estudando a eficacia da
piplartina, encontraram como valores de mortalidade de 30-48horas numa
concentracao de 130-91ug/mL e 2 a 72horas numa concentragdo de 472,7-
9,5ug/mL, respectivamente. Porém, nesses estudos, o PZQ que foi usado
como comparativo de eficacia, apresentou mortalidade dos vermes de 4 e
2horas respectivamente para a concentragédo de 10ug/mL. Com isso, pode-se
concluir que a dispersao soélida de praziquantel obtida neste estudo foi muito

eficaz também para a mortalidade dos vermes.
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Tabela 16 - Efeito in vitro do PZQ -12 e PZQ- C sobre vermes adultos de S.
mansoni, linhagem BH.

Alteracdes
Periodo tegumer;]t)ares (24
de Mortalidade Separacao
incubacdo dosvermes dos casais Parcial
Amostras (h) Q3 (%) de vermes Intensa
pug/mL

DSM 12

5 pg/mL 30’ 0 0 I
1h 40 0 I
2h 40 0 I
4h 60 0 I
6h 80 0 I
24h 100 0

10 ug/mL 30’ 0 0 I
1h 40 0 I
2h 60 0 I
4h 60 0 I
6h 100 0 I
24h 100 0

25 ug/mL 30’ 0 0 I
1h 40 0 I
2h 40 0 I
4h 80 0 I
6h 100 0 I
24h 100 0

50 ug/mL 30’ 0 0 I
1h 80 0 I
2h 100 0 I
4h 100 0 I
6h 100 0 I
24h 100 0 I

100
Mg/mL 30’ 100 0

1h 100 0 I
2h 100 0 I
4h 100 0 I
6h 100 0 I
24h 100 0

PZQ



5 pg/mL

10 pg/mL

25ug/mL

50ug/mL

100
pMg/mL

Controle-
RPMI

30’
1h

2h

4h

6h

24h

30’
1h
2h
4h
6h
24h

30’
1h

2h

4h

6h

24h

30’
1h

2h

4h

6h

24h

30’
1h

2h

4h

6h

24h

30’

1h

20
40
60
100

40
40
40
80
100

20
60
60
80
100

60
60
60
80
100
60
60
80
100

100

20
20
20
20
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Figura 70 - Solubilidade das amostras DSM 12 e PZQ em PBS no preparo dos
testes.

Controle

Figura 71 - Microscopia 6tica dos vermes, machos e fémeas, de S. mansoni
apos 30’ e 1 hora de incubagdo na DSM 12 nas concentragdes avaliadas de 5
a 100 pg/mL.Vermes machos e fémeas apresentando contracdo da
musculatura e descamacgéo no tegumento bem como alteragdes nas ventosas
oral e acetabular. Fig. F — Casal de vermes do grupo controle sem alteragées
morfoldgicas e tegumentares. Fotos observadas no aumento de 10x.
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g/mL -24h

50 g/mL-1h

Figura 72 - Microscopia 6tica dos vermes, machos e fémeas, de S. mansoni
apos 30’ e 1 hora de incubagdo em PZQ nas concentragdes avaliadas de 5 a
100 pg/mL.Vermes machos e fémeas apresentando contracdo da musculatura
e descamagdo no tegumento bem como alteragbes nas ventosas oral e
acetabular. Fig. F — Casal de vermes do grupo controle sem alteragdes
morfoldgicas e tegumentares. Fotos observadas no aumento de 10x.

5.11 Ensaios in vivo de eficacia

5.11.1 Efeito dos tratamentos sobre a redugdo da carga parasitaria dos
animais

Apds os tratamentos, observou-se diferengas na recuperagao de casais,
machos e fémeas de S. mansoni (Figura 73). Em relagdo a redugéao total do
numero de vermes recuperados, os tratamentos realizados com DSM12
apresentaram 75.3% de redugdo, enquanto os tratamentos com PZQ
apresentaram 68.9%, quando comparados com o grupo controle, infectado e
ndo tratado (Figura 74). Porém devemos ressaltar que também nesse estudo a
DSM 12 possui 1/6 da dose da amostra PZQ.
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Figura 73 - Recuperacao de casais, machos e fémeas de S. mansoni, apés
tratamentos realizados 45 dias pds infeccdo em dose unica de 200 mg/kg de
PZQ.
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Figura 74 - Reducgéo total do numero de vermes recuperados apos tratamentos
realizados em dose unica (200 mg/kg) de PZQ apéds 45 dias de infecgédo.

5.11.2 Efeito dos tratamentos sobre a oviposi¢cao de S. mansoni

Neste parametro, observou-se maiores porcentagens de ovos maduros
para os tratamentos realizados com DSM 12, quando comparados com o
controle, infectado e néao tratado. Em relagéo a porcentagem de ovos mortos,
observou-se pequena diferenca entre os tratamentos com DSM 12 e PZQ
(Figura 75).
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Oograma
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Figura 75 - Oograma- Porcentagem do numero de ovos encontrados nas
analises dos animais tratados 45 dias pés infecgéo, referente aos tratamentos
em dose unica (200 mg/kg) de PZQ. Ovos Imaturos (1° ao 4° estagio de
desenvolvimento); Ovos Maduros (5° estagio de desenvolvimento); Ovos
Maduros (5° estagio de desenvolvimento) e Ovos Mortos.

Esses resultados dos testes in vitro e in vivo de eficacia confirmam os
resultados obtidos no teste in vitro de dissolugdo, uma vez que na dissolugao a
DSM12 conseguiu um aumento na taxa em torno de 6x, nesses resultados
observamos excelente eficacia da dispersao solida que apresenta 1/6 da dose
de PZQ.
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6. CONCLUSOES

Os testes realizados mostraram que a técnica de preparo de dispersdes
sélidas por spray dryer pode ser considerada como uma 6tima técnica para o
aumento da solubilidade de farmacos de classe Il como é o caso do
praziquantel. O teste de estabilidade acelerada mostrou que com o passar do
tempo a solubilidade das amostras foi aumentada até atingir um valor
assintético, o que é indesejavel mas abre o desafio de acelerar a estabilizagédo
do valor maximo de solubilidade. Foi observada, nas analises de DSC e XRPD,
uma diminui¢do da cristalinidade do farmaco, o que vem a corroborar os
resultados de aumento de solubilidade uma vez que quanto menor a
cristalinidade de uma substancia, maior sua solubilidade. Este aumento pode
ser explicado pela diminuicdo da cristalinidade. Esse fato, aparentemente foi
ocasionado pela temperatura de secagem da mistura no spray dryer, porém,
estudos com uma profundidade maior em analises devem ser feitos no futuro
para demonstrar de forma mais clara o porqué dessa alteracdo, que nao foi
encontrada em nenhum outro trabalho cientifico sobre este tema. Para o ensaio
de dissolucdo, as dispersdes solidas aumentaram a taxa de dissolucdo do
farmaco para 91%, mostrando mais uma vez que essa técnica para a producao
de dispersdes solidas atingiu seu objetivo. As analises de MEV mostraram que
as dispersdes ficaram esféricas com superficie rugosa. Nos estudos de eficacia
in vitro e in vivo a DSM 12 apresentou 6timos resultados e mostrou-se cerca de
6x mais eficaz do que o PZQ puro, quando se leva em conta o teor de farmaco.
Somando-se, entdo, todos os resultados das analises realizadas neste
trabalho, podemos concluir que a produgao dispersdes solidas de PZQ, com os
carreadores estudados, pela técnica de secagem por nebulizagéo foi eficaz no
aumento da solubilidade e dissolucdo deste farmaco de classe Il, e que é de

fato importante estudar a estabilidade destes sistemas.
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