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RESUMO

A esquistossomose € considerada a segunda doenca parasitaria de maior impacto
socioecondmico, de acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS). O praziquantel
(PZQ), considerado o farmaco de escolha para o tratamento desta doenca, apresenta algumas
limitacbes devido as suas caracteristicas fisico-quimicas de baixa solubilidade no trato
gastrointestinal. Os hidroxidos duplos lamelares (HDL) apresentam-se como sistemas
promissores no carreamento de substancias biologicamente ativas, dentre elas, as com
dificuldade de solubilidade em meio aquoso. O presente trabalho teve como objetivo a sintese
e caracterizacdo de HDL de célcio e aluminio (CaAl-HDL), assim como sua aplicacdo junto
ao PZQ visando a obtenc¢do de incremento de solubilidade do farmaco. Os sistemas e misturas
fisicas (MF) foram inicialmente formados em diferentes propor¢fes molares HDL:PZQ (1:1,
2:1, 4:1), pela técnica de co-solubilizagdo e homogeneizacdo utilizando almofariz e pistilo,
respectivamente. Os materiais obtidos foram caracterizados pelas técnicas de difracdo de
raios-X (DRX), termogravimetria (TG), calorimetria exploratoria diferencial (DSC),
espectroscopia no infravermelho (FTIR), analise elementar, tamanho de particula, area
superficial e cinética de degradacgdo, sendo realizado, também, ensaio de liberagdo in vitro.
Foi possivel observar através da anélise de DRX que o sistema HDL-PZQ, contendo 10,87%
(sistema 4) do farmaco, tornou o farmaco um material com caracteristicas amorfas,
apresentando diminuicdo dos planos cristalinos deste e também do seu ponto de fusdo na
DSC. Pbde-se observar através do estudo de cinética de degradacdo, que o HDL promoveu
aumento da estabilidade térmica ao PZQ, mostrando uma boa qualidade para o
desenvolvimento da formulacdo. Para os parametros cinéticos obtidos na condicdo ndo
isotérmica, os valores da energia de ativacdo (Ea) do sistema 4 apresentaram-se superiores
quando comparados com o0 PZQ isolado. Nos testes de dissolugdo sob condicéo sink, os
sistemas 2 e 4 e as misturas fisicas (MF) apresentaram destaque no incremento de
solubilidade, apresentando rapida liberacdo quando comparados ao PZQ isolado. E sob
condicdo non-sink, o perfil de dissolucdo revelou a capacidade que o carreador apresenta de
manter o farmaco em solucdo supersaturada, retardando seus eventos de nucleacdo e
recristalizacdo, corroborando possivelmente na sua biodisponibilidade. Dessa forma,
obtiveram-se sistemas e MF estaveis e adequados, capazes de superar as limitacGes de
solubilidade do PZQ.

Palavras-chave: Esquistossomose. Solubilidade. Compostos inorganicos. Doenca
Negligenciada.



ABSTRACT

Schistosomiasis is considered the second parasitic disease with the greatest socioeconomic
impact, according to the World Health Organization (WHO). Praziquantel (PZQ), considered
the drug of choice for the treatment of this disease, presents some limitations for its physico-
chemical characteristics of low solubility in the gastrointestinal tract. The layered double
hydroxides (LDH) present themselves as promising systems for the transport of biologically
active substances, among them, those with difficult solubility in aqueous media. The present
work aimed the synthesis and characterization of calcium and aluminum HDL (CaAl-HDL),
as well as its application with the PZQ aiming to obtaining an increase in the solubility of the
drug. The systems and physical mixtures (MF) were initially formed in different HDL: PZQ
molar ratios (1:1, 2:1, 4:1), by the co-solubilization and homogenization technique using
mortarl and pistil, respectively. The obtained materials were characterized by X-ray
diffraction (XRD), thermogravimetry (TG), differential scanning calorimetry (DSC), infrared
spectroscopy (FTIR), elemental analysis, particle size, surface area and degradation Kinetics,
and an in vitro release assay was also performed. It was possible to observe through the XRD
analysis that the HDL-PZQ system, containing 10.87% (system 4) of the drug, made the drug
a material with amorphous characteristics, showing decrease of the crystalline planes of this
and also of its melting point in the DSC. It was possible to observe through the degradation
Kinetics study that HDL promoted an increase in the thermal stability of PZQ, showing a good
quality for the development of the formulation. For the kinetic parameters obtained in the
non-isothermal condition, the activation energy values (Ea) of system 4 were higher when
compared to the isolated PZQ. In the dissolution tests under sink condition, the systems 2 and
4 and the physical mixtures (MF) presented prominence in the increase of solubility with a
rapid release when compared to the isolated PZQ. And under a non-sink condition, the
dissolution profile revealed the carrier's ability to maintain the drug in supersaturated solution,
delaying its nucleation and recrystallization events, possibly corroborating in its
bioavailability.

In this way, stable and suitable systems and MF were obtained, capable of overcoming the
solubility limitations of PZQ.

Key words: Schistosomiasis. Inorganic Chemicals. Solubility. Neglected Diseases.
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1. INTRODUCAO

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN) apresentam uma forte associagdo entre
as situacdes de desenvolvimento de um pais e as condi¢es de saude de sua populagdo. No
Brasil, o indice de doencas parasitarias é altamente elevado, acometendo principalmente as
areas economicamente vulnerdveis do pais como é o caso da regido Nordeste. Dentre as
helmintiases predominantes neste cenario, a esquistossomose, considerada uma doenca
devastadora, ocupa a segunda posicdo de maior impacto do ponto de vista socioecondémico,
perdendo apenas para a malaria (BORREGO-SANCHEZ et al., 2016; COHEN et al., 2016;
ELMORSHEDY et al., 2016; KONG et al., 2017).

O praziquantel (PZQ) é considerado o farmaco de primeira escolha para o tratamento
da esquistossomose, pois apresenta atividade farmacoldgica contra todas as espécies de
shistossomas, além de apresentar também atividade contra outros trematddeos e algumas
espécies de cestddeos. Porém, apesar dos beneficios, o PZQ apresenta algumas limitacdes. De
acordo com a classificacdo biofarmacéutica, este farmaco é pertencente a classe II,
apresentando baixa solubilidade e alta permeabilidade, devido a este fato, a sua absor¢édo
torna-se comprometida, gerando a necessidade de doses relativamente elevadas (BORREGO-
SANCHEZ et al., 2016; CUGOVCAN et al., 2017).

Os hidroxidos duplos lamelares (HDL), também conhecidos como argilas anidnicas ou
compostos do tipo hidrotalcita (POLESE et al., 2017), sdo excipientes inteligentes,
inorganicos, organizados em estruturas lamelares capazes de incorporar em seu interior desde
compostos anidnicos a adsorver materiais ndo iGnicos ou carregados positivamente nas suas
regides interlamelares (FONTES, 2016).

Os HDL vém apresentando relevancia nas areas farmacoldgicas devido as suas
diversas qualidades, dentre elas a capacidade de ser considerado, uma estratégia tecnoldgica
para a elaboracdo de formas farmacéuticas, onde o farmaco quando intercalado no HDL pode
ser submetido a um processo de liberacdo sustentada ou obter um incremento de solubilidade,
assim como apresentam também propriedades na area cosmética e como insumo farmacéutico
ativo, indicando efetividade como antiacido. No caso de farmacos de baixa solubilidade,
geralmente esta relacionado as alteracfes que ocorrem na estrutura geométrica da substancia
ao ser complexada com os HDL (AGUILERA, 2016; FONTE, 2016).

Diante da importancia que a esquistossomose apresenta dentro do ambito da saude
publica e da dificuldade de obtencdo de novas formas farmacéuticas capazes de proporcionar

um tratamento adequado para pacientes pediatricos infectado com esta helmintiase, o objetivo
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deste trabalho foi obter sistemas bindrios com os HDL e o PZQ, visando alcancar o
incremento de solubilidade deste farmaco, de modo que, posteriormente, o desenvolvimento
de formas farmacéuticas contendo esses sistemas possam propiciar doses adequadas, de

acordo com a necessidade de cada paciente.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Realizar a pré-formulacéo e caracterizacdo de sistemas para obtencdo da forma
farmacéutica liquida pediatrica com o farmaco praziquantel, utilizando o sistema Hidroxido

Duplo Lamelar, para o tratamento da esquistossomose.

2.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar HDL a partir dos fons metalicos Ca** e AI**;

e Realizar a caracterizacao fisico-quimica do PZQ e do HDL,;

e Produzir sistemas e misturas fisicas de PZQ e HDL;

e Caracterizar fisico-quimicamente os sistemas e misturas fisicas PZQ-HDL obtidos;

e Revalidar o método de doseamento do PZQ por espectrofotometria UV-Visivel.

e Auvaliar o perfil de liberagéo in vitro.

e Realizar estudo de cinética de degradacdo do PZQ e do sistema que apresentar o

melhor desempenho no estudo de dissolug&o in vitro;
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 DOENCAS NEGLIGENCIADAS

As doencas negligenciadas, conhecidas também como doengas tropicais
negligenciadas (DNTSs), sdo definidas como um grupo de doencas que estdo associadas
principalmente, mas ndo exclusivamente, as partes mais pobres do mundo. S&o caracterizadas
por um alto indice de morbidade e responsaveis pela mortalidade de milhdes de pessoas por
ano em todo o mundo (COHEN et al., 2016; MARCHAL et al., 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), atualmente, podem ser encontradas
17 DTNs dentre elas, dengue, Ulcera de buruli, raiva, treponematoses endémicas, hanseniase,
doenca de Chagas, leishmaniose, cisticercose, dracunculiase, equinococose, filariose linfatica,
oncocercose, esquistossomose e helmintiases transmitidas pelo solo. Elas estdo presentes em
149 paises, acometendo cerca de 41,1 bilhGes de pessoas. Além das 17 DTNs parasitarias
cronicas, trés grandes doencas como a malaria, tuberculose e HIV/AIDS, também sdo
classificadas como DTNs, justificadas pelas suas prevaléncias e restricdes aos medicamentos,
principalmente nos paises africanos, compreendendo um total de 20 DTNs (AERST et al.,
2017; COHEN et al., 2016; COHEN; STURGEON; COHEN, 2014; HOTEZ; FUJIWARA,
2014).

As DTNs causam graves limitacBes as sociedades atingidas, dispondo de um
panorama de enfermidade, incapacidade e sofrimento, resultando em graves consequéncias
sociais, psicoldgicas e econdmicas como, por exemplo: cegueira, ocasionada pela oncocercose
e manifestacdes severas da esquistossomose (AERST et al., 2017; DIAS et al., 2013). No caso
de criangas infectadas pela esquistossomose ou pela ancilostomiase, sdo gerados quadros como
desnutri¢do, supressdo do crescimento e déficits cognitivos. Em gestantes, essas infeccoes
podem causar parto prematuro e aumento de morbidade e mortalidade materna (SIQUEIRA et
al., 2017).

Em 2013, a populagéo brasileira ultrapassou 200 milhdes de pessoas, representando
aproximadamente 34% da populagdo da regido da América Latina e do Caribe (ALC) e 20%
do total de pessoas que vivem no Hemisfério Ocidental (HOTEZ; FUJIWARA, 2014). Na
regido ALC, existem aproximadamente 48 milhdes de pessoas que vivem abaixo da linha da
pobreza, com menos de US $ 1,25 por dia, enquanto 99 milhdes de pessoas vivem com menos
de US $ 2 por dia. Dentre os paises da ALC, sete apresentam indice de desenvolvimento

humano (IDH) inferior a 100 e exibem niveis de pobreza equivalentes a muitos paises da
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Africa ou do Sudeste Asiatico. Quatro destes sete paises empobrecidos sdo paises da América
central (Guatemala, Nicaragua, Honduras e El Salvador) (HOTEZ; WOC-COLBURN;
BOTTAZZI, 2014).

Existe uma ligagdo bem descrita entre a pobreza extrema e as DTNs. No Brasil, a
pobreza ndo apresenta distribuicdo uniforme, um grande percentual encontra-se concentrada
no Nordeste do pais (incluindo os estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe), a regido norte do estado de Minas Gerais
e no noroeste do estado do Amazonas, conforme demonstra a figura 1 (HOTEZ; FUJIWARA,
2014).

Figura 1 - Porcentagem da populacdo que vive em pobreza extrema, com menos de US$ 70

por més.

B 20% to 25%
[115% to 20%
| 110% to 15%
[ 15%to 10%

[ ]2.5%to 5%
B 0% to 2.5%

Fonte: HOTEZ; FUJIWARA, 2014,

As areas mais empobrecidas, como nos suburbios das grandes cidades e em areas
rurais, onde a maioria dos habitantes vive com menos de US $ 2 por dia e acesso insuficiente
a infraestrutura, tornam-se particularmente mais afetadas pelas DTNs. As doencas diarreicas
sdo causadoras de 1,26 milhdes de mortes por ano, dentre as quais 58% podem ser atribuidos
a situacdo de agua inadequada e condicGes precéarias de saneamento e higiene (KULINKINA
et al., 2017). No territorio brasileiro, estdo presentes 13 das 17 DTNSs, destacando os maiores

numeros de casos de esquistossomose, leishmaniose, infeccdes por helmintos transmitidos
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pelo solo, dengue, filariose e doencga de chagas (MARTINS-MELO et al., 2016; WERNECK;
HASSELMANN; GOUVEA, 2011). Mais de 200 milhdes de pessoas estdo infectadas com
uma das trés espécies de Schistosoma em todo o mundo, incluindo cerca de 40 milhdes de
mulheres em idade reprodutiva (OLVEDA et al., 2016).

Um sistema de monitoramento, atraves de uma vigilancia especifica, deve abranger no
seu programa a descoberta, investigagcdo e interrup¢do da transmissdo continua, incluindo
também a prevencdo da infeccdo. A vigilancia deve ser rigorosa nas areas de risco e grupos
populacionais afetados, bem como em seres humanos e animais que carecam de medidas de
intervencdo e controle quando necessario. Por exemplo, 0 monitoramento rigoroso do
Schistosoma no Japdo ndo foi interrompido mesmo apds a doenca em seres humanos ter sido
declarada eliminada no pais em 1996 (BERGQUIST et al., 2015, SIQUEIRA et al., 2017).

O desenvolvimento acelerado de inovagGes tecnologicas pela industria farmacéutica
resultou em fluxo continuo de novos produtos no mercado. Onde, na maioria das vezes, as
empresas que apostavam em pesquisa e desenvolvimento (P&D), apresentavam estreita
cooperacdo com outras instituicdes, em geral publicas ou sem fins lucrativos (SANTOS et al.,
2012).

No Brasil, a area de doencas negligenciadas tem sido uma prioridade do governo
brasileiro, que instituiu no programa de pesquisa e desenvolvimento em doencas
negligenciadas, com foco em sete doencas: dengue, doencas de Chagas, leishmaniose,
hanseniase, malaria, esquistossomose e tuberculose. Os incentivos governamentais para P&D
em doencas negligenciadas estdo tendendo ao crescimento, onde boa parte vem do Ministério
da Ciéncia e Tecnologia (MCT), por meio de suas duas principais agéncias de fomento: o
CNPq e a FINEP. Em 2008, foram investidos mais de R$ 25 milhdes em projetos de P&D
para as doencas negligenciadas, havendo destaque para o Brasil como o sexto pais que mais
investe nesses seguimentos (PONTES, 2009; SANTOS et al., 2012; SIQUEIRA et al., 2017).

De acordo com estudos realizados pelo Instituto George para a saude internacional
com apoio da Fundacéo Bill e Melinda Gates, na &rea de doengas negligenciadas, apenas 5%
dos recursos globais utilizados para pesquisa e desenvolvimento (P&D), sdo provenientes de
instituicbes privadas. Quase todo o investimento gerado nessa area € proveniente de
instituicdes filantropicas (54%) e publicas (41%), onde, na maioria das vezes nao conseguem
dar seguimento aos investimentos ao longo dos anos (PONTES, 2009). Esse fato reflete a
busca sobre os registros de novos farmacos, onde no periodo de 1975 a 2004, dos 1.535 novos
farmacos registrados, apenas 1% foram destinados as DTNs. Tais dados evidenciam que o

investimento em P&D de farmacos para essas doengas é escasso (SANTOS et al., 2012).



29

Com a finalidade de intervir nessa situacdo, a Iniciativa de Drogas para Doengas
Negligenciadas (DNDi) pesquisa e desenvolve novos tratamentos para as DTNSs, juntamente
com o Instituto Pasteur, na Fran¢a, a Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), no Brasil, o
Ministério da Satde da Malésia e os institutos de pesquisa clinica da india e do Quénia como
parceiros fundadores (PONTES, 2009; SANTOS et al., 2012).

Importantes aliangas tém sido realizadas entre a OMS e as industrias farmacéuticas
visando reduzir o impacto das DTNs. Algumas empresas como, por exemplo, a Sanofi, realiza
doacOes de quantidades ilimitadas de medicamentos para o tratamento da tripanossomiase
africana e a Merck KGaA contribui para o controle da esquistossomose com a doacdo de 200
milhdes de comprimidos de praziquantel por ano (até 2017). Apesar de essas parcerias
disponibilizarem doa¢bes de medicamentos, atualmente, as opcBes terapéuticas disponiveis
para o0 tratamento das DTNs sdo muito limitadas, insuficientes e apresentam diversos
problemas, como baixa eficicia, elevada toxicidade e a emergéncia de cepas resistentes
(DIAS et al., 2013).

3.2 ESQUISTOSSOMOSE

3.2.1 Contexto historico

A esquistossomose € uma doenca parasitaria tropical, conhecida também como barriga
d’agua, ocasionada pelo trematddeo Schistosoma, sendo o S. mansoni, 0 responsavel pela
parasitose no Brasil. As formas adultas do parasita habitam o0s vasos mesentéricos do
hospedeiro e as formas intermedirias se desenvolvem em caramujos do género Biomphalaria.
No inicio da infec¢do, a doenca apresenta-se assintomatica, podendo evoluir para quadros
clinicos extremamente graves e levar o paciente ao 6bito (SANTOS et al., 2012).

Essa doenca ocupa a segunda posicéo entre as principais DTN, perdendo apenas para a
malaria. Os humanos podem ser acometidos por seis espécies de Schistossoma (S. japonicum,
S. Mansoni, S, haematobium, S. Intercalatum, S. Mekongi e S. Malayensis), e estas geram
patologias diferentes de acordo com a localiza¢do em que se alojam no corpo humano. Porém,
a esquistossomose é causada principalmente por trés dessas espécies. Séo elas: Schistossoma
mansoni e Schistossoma japonicum, que residem no sistema porta das artérias do figado e
mesentéricos e 0 Schistossoma haematobium, que habita nos vasos da bexiga e / ou do trato
genital (BORREGO-SANCHEZ et al., 2016; COLLEY et al., 2014; ELMORSHEDY et al.,
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2016; GRYSEELS, 2012; HINZ et al., 2017; LEE et al., 2014; MARTINS-MELO et al.,
2014; RIBEIRO DA SILVA et al., 2017; TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2017). A figura 2
mostra a distribuicdo global de paises em que os diferentes tipos de esquistossomose sao

transmitidos.

Figura 2 - Distribuigdo dos paises em que as diferentes espécies de esquistossomose humana

sdo transmitidas.

~| [ Schistosoma mansoni
B Schistosoma haematobium
Wl Schistosoma intercalatum
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74| W Schistosoma mekongi
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1 Major rivers and lakes 4 SRS SR B gl 3PN A | pe

Fonte: COLLEY etal., 2014.

Essa parasitose obteve origem nas bacias de dois importantes rios: o Nilo e o Yangtse.
Ja foram descobertos também, nas visceras de mdmias egipcias, ovos do género
Schistossoma, agente etioldgico da esquistossomose. Por meio do trafico de escravos, essa
helmintose espalhou-se pelo continente africano, onde foi trazida para as Américas. Porém,
dentre as espécies de Schistossomas, apenas 0 S. mansoni aqui permaneceu, provavelmente

devido ao encontro de bons hospedeiros intermediarios e condigdes ambientais favoraveis e
semelhantes ao da sua regido de origem (SIQUEIRA et al., 2017).

A esquistossomose € considerada mundialmente uma doenca tropical devastadora,
responsavel pelas principais causas de morbidade e mortalidade na Africa, América do Sul,
Caribe, Oriente Médio e Asia. Atualmente, mais de 78 paises sio acometidos por essa doenca,
onde aproximadamente 250 milhdes de pessoas estdo infectadas em todo o mundo e cerca de

800 milhdes de pessoas estdo expostas a doenca. Estima-se que causa aproximadamente
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280.000 mortes por ano, podendo gerar danos graves ao hospedeiro. A figura 3 mostra 0s
paises endémicos, onde na Africa a prevaléncia é superior a 50% (EDITORIAL, 2017;
KONG et al., 2017; MARI et al., 2017; MARTINS-MELO et al., 2014; OLIVEIRA et al.,

2012; TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2017).

Figura 3 - Distribuicdo global da esquistossomose mostrando as popula¢Ges mais acometidas
na Africa. Paises altamente endémicos (vermelho escuro) s&o propostos para ser o foco de

futuros esforcos de controle integrado.
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Fonte: EDITORIAL, 2017.

No Brasil, a esquistossomose surgiu em meados do século XVI, disseminando-se a
partir da década de 1920, com o inicio das migra¢des internas, sendo considerado como uma
das principais areas de distribuicdo da doenca em todo o mundo, ndo apenas devido a vasta
area endémica e ao alto indice de pacientes com formas graves da doenca, como também
devido a propagacdo desta doenca para outras areas do pais, até entdo ndo infectadas. A
transmissdo da esquistossomose no Brasil é atuante em 16 estados, apresentando areas de
concentracdo principalmente na regido nordeste e em Minas Gerais (SANTOS et al., 2016;
SIQUEIRA et al., 2017). Os estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo também possuem grande
prevaléncia, porém em menor escala (VITORINO et al., 2012).

Em 2008, a OMS estimou que 7,1 milhdes de pessoas foram infectadas por S. mansoni
nas Américas, sendo 95% prevalente no Brasil (FAVRE et al.,, 2015). De acordo com

estimativas recentes, aproximadamente seis milhdes de pessoas no Brasil encontram-se
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infectadas com esquistossomose e cerca de 25-30 milhGes estdo expostas a contaminagéo
(BARBOSA et al., 2016).

Em meados da década de 1970, houve a implementacdo de um Programa Especial de
Prioridade para Controle de Esquistossomose (PECE) pelo Ministério da Saude, baseado
principalmente na quimioterapia em massa. Com o passar do tempo, o programa foi
reformulado para atender s mudangas no cenario epidemioldgico, bem como nas politicas de
salide publica, tornando-se conhecido como Programa de Controle de Esquistossomose (PCE)
(FAVRE et al., 2015).

No Brasil, o PCE, baseia suas a¢fes de controle da doenca através do diagndstico e
tratamento das pessoas infectadas, realizando exames de fezes em locais endémicos e com
tratamento subsequente ditado pela porcentagem de individuos positivos para infec¢do na area
pesquisada (MARTINS-MELO et al., 2014). Segundo os dados do PCE, durante o periodo de
2008 a 2012 foram realizados 7,1 milhdes de exames parasitologicos de fezes em 1.060
municipios endémicos, onde foi identificado 5,4% de resultados positivos para S. mansoni
(SANTOS et al., 2016). Na Tabela 1, de acordo com a base de dados DATASUS, pode-se
observar o quadro epidemioldgico da esquistossomose por regides do Brasil, no periodo de
2011a 2016 (SIQUEIRA et al., 2017).

Tabela 1 - Quadro epidemiolégico da esquistossomose por regido. Dados do Programa de
Controle da Esquistossomose (PCE), no periodo entre 2011 a 2016.

REGIAO POPULACAO REALIZACAO EXAMES PESSOAS
AVALIADA DEEXAMES POSITIVOS TRATADAS

NORTE 27.332 17.779 448 448
NORDESTE 1.081.458 804.138 43.246 36.438
SUDESTE 600.757 445.218 16.248 15.348
SUL 155 112 4 4
TOTAL 1.709.702 1.267.247 59.946 52.238

Fonte: Adaptado de SIQUEIRA et al., 2017.

A prevaléncia da esquistossomose esta intimamente associada as condi¢fes sociais e
econdmicas, por ser considerada uma endemia rural e doenca de pobreza (MARTINS-MELO
et al.,, 2014). Apesar de a esquistossomose expandir-se para areas urbanas e litoraneas,
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durante muitos anos, essa doenca tem sido foco de pesquisa principalmente nas areas rurais,
gerando conteudo e o alcance de dados mais restritos e concentrados (KONG et al., 2017).

Ja é previsto saber que a esquistossomose apresenta prevaléncia especialmente em
comunidades que ndo tem acesso a agua potavel e saneamento basico. Esses locais obrigam
0s habitantes a recorrerem a fontes de &guas inseguras para as suas necessidades primarias.
No entanto, areas que apresentam boas condigdes de moradia, ndo podem evitar
completamente o contato humano com a agua doce ambiental, nem a presenca de saneamento
adequado garante 100% de protecdo dos habitantes. Trabalhadores agricolas, domésticas,
ocupacionais e recreativos, podem facilitar o contato com agua potencialmente infestada e
representar fator de riscos mesmo em locais onde o abastecimento de dgua e 0 saneamento
sdo apropriados (MARI et al., 2017).

O indice de esquistossomose urbana vem aumentando consideravelmente em todo o
mundo. Devido a migragdo de moradores de ambientes rurais endémicos, geralmente
trabalhadores rurais desempregados, para ambientes urbanos, a esquistossomose urbana tem
se tornado um problema de salde publica cada vez mais relevante. Na periferia de pontos
turisticos privilegiados, € encontrado um alto indice de populacdo migrante a espera de
oportunidades de trabalho e aglomerados populacionais sem infraestrutura de saneamento
bésico e ambiental e consequentemente precaria assisténcia a saude, favorecendo a
contaminacgédo e iniciando novos ciclos de transmissdo da doenca. Estudos indicam que as
areas urbanas da Africa e da América do Sul, tornaram-se focos da transmissio de
esquistossomose (BARBOSA et al., 2013; BARBOSA et al., 2016; KONG et al., 2017).

A esquistossomose pode ser dividida em duas fases: aguda ou cronica. Na fase aguda,
0 paciente apresenta manifesta¢fes clinicas precoces quando expostos a dguas contaminadas
com as cercarias, onde tem inicio o momento da infec¢do, podendo durar até 120 dias apos a
contaminacdo. O paciente pode apresentar alguns sintomas como febre, dor de cabeca,
calafrios, falta de apetite, diarreia, dor muscular e imunopatologia mais exacerbada. A fase
crbnica tem inicio a partir de 120 dias ap06s a infecgdo, possuindo trés formas de apresentacéo:
intestinal, hepatointestinal (ambas mais brandas) e a hepatoesplénica (mais grave), podendo
ser compensada ou descompensada (COUTO, 2014).

Estudos cientificos relatam informacOes referentes a prevaléncia da esquistossomose
na fase aguda e na fase cronica. Em diversas localidades pernambucanas, a falta de
saneamento basico e condi¢Bes precarias no ambiente, permitiu que a doenga se tornasse
endémica. Nos ultimos 30 anos, devido aos tratamentos sucessivos em areas endémicas,

houve reducdo na forma clinica hepatoesplénica, considerada como estagio grave da doenca e
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diminuicdo da mortalidade ocasionada por sangramento gastrointestinal alto. Todavia, apesar
dessas informacdes, dados da literatura relatam que o estado de Pernambuco apresenta
percentuais significativos de mortes, hospitalizacbes e ocorréncia da forma clinica grave
(BARBOSA, et al. 2016). Estudos realizados por Martins-Melo e colaboradores (2014),
relatam os indices de mortalidade da esquistossomose no Brasil, durante o periodo entre 2000
a 2011, onde demonstraram que o0 estado de Pernambuco apresentou a maior proporcdo de
Obitos no pais.

Estudos realizados por Barbosa e colaboradores (2016) através de uma analise
temporal da evolugéo dos ébitos, internacdes hospitalares e formas graves da esquistossomose
mansoni, por meio de um levantamento secundario, dos sistemas de informacéo de saude e
dos registros do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, durante o
periodo de 1999 a 2014, identificou que no periodo de 1999 a 2013 foram registrados 2578
Obitos devido a esquistossomose e 473 internagdes foram registradas durante o periodo entre
2008 e 2014. Entre 1999 e 2014 foram identificados 1943 casos de esquistossomose tratados
no Hospital das Clinicas de Pernambuco, onde 1411 individuos apresentaram a forma clinica
grave (hepatoesplénica), representando 72,6% do total de casos. A figura 4 mostra as
frequéncias dos casos e as porcentagens desta forma grave durante o periodo de estudo, onde
a curva temporal para a evolugdo da forma hepatoesplénica permaneceu estavel ao longo dos

anos, com declinio a partir de 2012.

Figura 4 - Evolucdo temporal do total de casos de esquistossomose e casos da forma
hepatoesplénica (HE) registrados no periodo de 16 anos no Hospital das Clinicas de
Pernambuco-Brasil, 1999-2014.
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Quando comparado com outras regides do Brasil, o estado de Pernambuco apresenta
um elevado indice de gravidade de esquistossomose. Este fato é evidenciado pela
superioridade de oObitos que foram registrados nos Sistema de Informacdo da Mortalidade
(SIM) no ano de 2011. Este quantitativo equivale a trés vezes mais que 0 registrado nos
estados da Bahia, Alagoas e Minas Gerais. Quando comparado com a Bahia, o estado de
Pernambuco exibiu o dobro de mortes registradas no SIM, mesmo levando em consideracéo a
maior area endémica e a desproporcdo no numero de casos de esquistossomose registrados no
mesmo periodo para os dois estados (BARBOSA et al., 2016).

Geralmente, moradores de areas endémicas, infectados com S. mansoni, néo
apresentam sintomas clinicos graves da doenca. A sintomatologia clinica relaciona-se ao
estagio de desenvolvimento do parasito no hospedeiro e pode variar de acordo com a carga
parasitaria e a intensidade da resposta imunoldgica do individuo (COUTO, 2014).

A infeccdo com parasita ocorre através da exposicdo do ser humano em aguas
contaminadas na regido endémica. Apenas um breve contato ja é o suficiente para permitir a
contaminacdo transcutdnea das cercarias. Devido a esse fator, conhecer e compreender a
doenga, o ciclo de vida, o movimento do parasita entre os hospedeiros intermediarios e
definitivos e as mudancas ambientais € de grande importancia para que possa atingir o
controle e eliminacdo da esquistossomose humana (COLLEY et al., 2014). Em 2011, um
estudo realizado em Zimbabue, pais da Africa, relatou que 32% das criangas conheciam as
causas da esquistossomose e 22% conheciam as a¢Oes preventivas (FRIGERIO et al., 2016).

Algumas intervencdes de longo prazo podem ajudar a prevenir a transmissao. Sao
elas: tratamento efetivo das pessoas, eliminacdo de caracéis (hospedeiros intermediarios) e
prevencdo do contato humano com &gua que tenha a presenca de caracois infectados,
saneamento e mudancgas comportamentais na higiene pessoal. J& a intervencdo de curto prazo
utiliza a administracdo de medicamentos em massa. Para a esquistossomose, a utilizacdo do
praziquantel visa criangas e adultos em risco de infeccdo, incluindo mulheres gravidas e
lactantes (COLLEY et al., 2014; HODGES et al., 2012).

A educacdo sobre saude também é um componente indispensavel na tentativa de
controle das doencas negligenciadas. Pois a ma compreensdo da doenga acarreta em uma
menor adesdo do paciente ao tratamento gratuito e a exposi¢do ao risco, como por exemplo,
exposicao a agua endémica. Se o paciente sabe que esta infectado e entende os riscos que a
doenga pode lhe causar, ele torna-se mais propenso a cumprir o tratamento adequadamente
(EDITORIAL, 2017).
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Na China, 5 das 12 provincias erradicaram a esquistossomose, utilizando como
estratégia a combinacdo de modificacbes ambientais e moluscicidas. Esta estratégia associada
com a educacao, o tratamento e as medidas de prevencdo da saude, a melhoria do saneamento
e do sistema de abastecimento de agua objetivando modificacdes ambientais, alcangou um
melhor efeito do controle da transmissédo (KONG et al., 2017).

O Ministério Egipcio da Saude e da populacdo (MESP), por exemplo, implementou
um programa de controle em larga escala, desde o inicio dos anos 80, onde foi apoiado por
agéncias internacionais. Na primeira fase, foram obtidos resultados excelentes, no entanto,
apos a cessacdo das medidas de controle, os indices de infeccdo aumentaram drasticamente,
aparecendo também novos focos de infec¢do. No final da década de 90, o MESP estabeleceu
estratégias de controle mais rigorosas na administracdo de medicamento, porém a transmissao
permaneceu inabalavel, pois o controle do caramujo estava abandonado e o PZQ néo afetava
estagios imaturos do parasita. Embora intervencGes para o combate ao caramujo afetem a
transmissdo da doenca, torna-se problematico devido ao alto custo dos moluscicidas e seu
amplo espectro atingindo a fauna (ELMORSHEDY et al., 2016).

A resolucdo 54.19 foi aprovada pela Assembleia Mundial da Sadde em 2001, visando
possibilitar medidas preventivas, assegurar tratamento e mobilizar recursos para o controle de
helmintos transmitidos pelo solo e da esquistossomose. Esta resolucdo despertou o interesse
de patrocinadores e governos em ajudar regibes endémicas, objetivando controlar a
esquistossomose e outras DTN, estabelecendo planos de acéo.

Exemplos de utilizagdo dessas estratégias incluem a Uganda e Tanzénia em 2003,
onde a estratégia principal para a administracdo de anti-helminticos foi através do sistema
escolar, uma abordagem que proporciona resultados educacionais nas areas de tratamento,
bem como reducdo de morbidade de uma forma economicamente eficiente (EDITORIAL,
2017; MOLYNEUX; SAVIOLI; ENGELS, 2017; MUTAPI et al., 2016; ONKANGA et al.,
2016).

Em 2012, a Assembleia Mundial da Salde empregou a resolugdo 65.21, com o
objetivo de promover um maior investimento no controle da esquistossomose. O apoio aos
programas de eliminacdo inicial em paises endémicos (As Américas, Asia e Africa) e a
necessidade de enfatizar a importancia do tratamento regular de no minimo 75% das criancas
em idade escolar que se encontrava em areas de riscos, foram as principais estratégias devido
ao fato que o tratamento desta parasitose apresenta limitacdes referentes a pequena quantidade

de agentes quimioterdpicos disponiveis que exibem eficacia, seguranca e tolerabilidade
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(FAVRE et al., 2015; MOLYNEUX; SAVIOLI; ENGELS, 2017; MUTAPI et al., 2016;
TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2017).

A infeccdo é diagnosticada através de indicios de infestacdo parasitoldgica realizada
através de testes soroldgicos ou métodos moleculares utilizando amostras como fezes, urina,
sangue ou outros fluidos corporais e espécies de tecido. Porém, estes métodos de ensaios
apresentam algumas limita¢Ges na avaliacdo da gravidade da morbidade (GAZZINELLI et al.,
2016; KABORE et al., 2017; OLVEDA et al., 2016).

Para a realizacdo de estudo de campo, a OMS recomenda 0 método Kato-Katz para o
diagndstico de esquistossomose, pois é caracterizado como uma técnica simples e de baixo
custo. Este método apresenta limitacGes, apesar de apresentar uma especificidade de 100%,
sua sensibilidade varia com a prevaléncia e intensidade da infeccdo, recomenda-se a anélise
de varias amostras, geralmente trés (FAVERO et al., 2017; SCHUWARZ et al., 2014). Outro
método de diagnostico parasitario utilizado é o por imagem, como ultrassonografia,
tomografia computadorizada e ressonancia magnética, que sdo consideradas cruciais nao so
para diagnosticar a doenca, mas também avaliar a gravidade e as complicacdes em Orgaos
alvos (GAZZINELLI et al., 2016; KABORE et al., 2017; OLVEDA et al., 2016).

O municipio de Aracoiaba-PE, que apresenta IDH de 0,637 e sua principal atividade
econdmica é a agropecuaria, foi escolhido por Favre e colaboradores (2015), para a realizacao
de um estudo, devido ao municipio ser representativo de area endémica da esquistossomose
no Brasil. Das 3.092 criancas com idade entre 6 e 15 anos, que participaram do estudo, 1.527
faziam parte de intervencGes no esquema escolar e 1.565 no esquema comunitario. No
entanto, 358 (23,4%) e 268 (17,1%) das criancas alocadas perderam o diagndstico,
respectivamente. Das criangas examinadas, 188 (16,2%) no esquema escolar foram positivas
para S. mansoni, enquanto 461 (35,2%) no esquema comunitario foram positivas, ambos
foram alocados ao tratamento. Em geral, a taxa de cura para S. mansoni foi satisfatoria, porém
o indice de reinfeccdo foi preocupante (acima de 20% no total), portanto, é de grande
importancia a realizacdo de ac¢Ges direcionadas a este grupo, bem como medidas preventivas e
educativas.

As criancas representam um grupo de alto risco de infeccdo de esquistossomose, uma
vez que estdo sujeitas a reinfeccdo rapida e intensa, assim como, a serem menos sensiveis a
terapia com o praziquantel. Outro grupo bastante vulnerdvel a doenca sdo as mulheres em
idade fértil. Estima-se que cerca de 40 milhdes sofrem atualmente de esquistossomose,
entretanto, pouco se sabe sobre as morbidades especificas infligidas em gestantes e seus filhos
(MOMBO-NGOMA et al., 2017).
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Conforme estudos véo se concretizando e & medida que emergem novas evidéncias, a
OMS vem aumentando a percepcdo de que o controle da esquistossomose na pediatria
apresenta alguns desafios. Estes incluem necessidades, como por exemplo, de um melhor
diagnostico e implantacdo das formulagBes disponiveis de PZQ. Qualquer atraso no acesso
imediato ao tratamento, essas infeccBes podem causar danos prejudiciais a satde das criangas
durantes os seus principais estagios de desenvolvimento. Apesar da necessidade de
tratamentos de bebés e criancas em idades pré-escolares, a promocao do acesso ao tratamento
com PZQ para qualquer caso infectado, independentemente da idade, torna-se cada vez mais
indispensavel (STOTHARD et al., 2013).

Em 2014, 49,2 milhdes de criangas em idade escolar foram atendidas, o equivalente a
34,6% da cobertura global para essa faixa etaria. Apesar destes progressos relevantes, a
expansdo continua a ser lenta nos paises que apresentam alto indice de carga da doenca. Para
que os objetivos da eliminacdo da esquistossomose sejam cumpridos, 0s paises endémicos
devem determinar areas de intervencdo de alta prioridade, ter acesso a droga doada
disponivel, disponibilizar mensagens de educacdo sanitaria, enfatizando a importancia da
utilizacdo de agua potavel e saneamento basico, visando a reducdo da transmissdo e
reconhecer a importancia de criangas em idade pré-escolar e sua necessidade de tratamento
(GAZZINELLI et al., 2016; KULINKINA et al., 2017; MOLYNEUX; SAVIOLI; ENGELS,
2017).

3.2.2 Ciclo parasitario e fisiopatologia

Os vermes que ocasionam a esquistossomose pertencem a dois filos: O Nematoda
(nematoides ou lombrigas) e Platyhelminthes (platelmintos). Os Schistosomas apresentam
aproximadamente 10 mm e sdo classificados como didicos, pois possuem distintamente
orgdos sexuais masculinos e femininos. Seu ciclo de vida é bastante complexo, envolvendo
hospedeiros intermediarios e definitivos. Esta doenca acarreta em torno de 300 mil mortes por
ano, principalmente na Africa Subsaariana (LEE et al., 2014; SIQUEIRA et al., 2017).

Como caracteristico de todos os trematdides, o ciclo de vida do esquistossoma é
composto por hospedeiros intermediarios (caracdis) e definitivos (mamiferos). O ciclo de vida
inicia-se através da contaminacdo de aguas por excrementos (fezes ou urina contendo ovos de
esquistossomose) de um humano infectado (CLERINX; GOMPEL, 2011; COLLEY et al.,
2014; LEE et al., 2014; WENDT; COLLINS 2016). A epidemiologia da esquistossomose e

consequentemente a intensidade da infeccdo varia consideravelmente entre regifes e
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localidades (CLERINX; GOMPEL, 2011). A figura 5 ilustra a morfologia dos ovos de S.
mansoni, o hospedeiro intermediario, a morfologia dos ovos quando eclodem e viram

miracidios e a morfologia do estagio larval de vida livre (cercaria).

Figura 5 - Morfologia dos ovos de S. mansoni em seus respectivos estagios (A); caramujo

Biomphalaria glabrata (B); Miracidio (C); Cercaria (D).

Fonte: SANTQOS, 2014.

Quando em contato com a dagua, os ovos que foram excretados por humanos
infectados eclodem, liberando as larvas ciliadas de vida livre, conhecidas como miracidios.
Estes nadam durante algumas horas até encontrar os hospedeiros intermediarios e quando séo
localizados, os miracidios os invadem. No caracol, ocorre o ciclo assexuado e apenas algumas
espécies de caracois podem transmitir a esquistossomose. S&o elas: género Biomphalaria (S.
mansoni), Bulinus (S. haematobium) ou Oncomelania (S. japonicum) (SANTOS, 2011;
SIQUEIRA, et al., 2017; TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2017).

Uma vez que o miracidio invade o caracol, ele sofre uma transformacéo, tornando-se
outro estagio larval, conhecido como esporocisto mée. Cada esporocisto mae da origem a
centenas de larvas, denominadas esporocistos filhos. Esses esporocistos filhos deixam o
esporocisto mae e deslocam-se para regides distais do caramujo. Este estagio larval, pode se

submeter a decisd@o de produzir novas geracdes de esporocistos filhos ou produzir outro
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estagio de vida livre, denominados de cercarias. (WENDT e COLLINS, 2016; SIQUEIRA,
2017; COLLEY et al., 2014; BORREGO-SANCHEZ et al., 2016; RIDI et al., 2016). As
cercarias comecam a se multiplicar durante um periodo de 4 a 6 semanas apos a infecgdo no
caramujo (SANTOS, 2014).

Quando os esporocistos filhos optam pelo estdgio de vida livre, as cercarias por
ventura irdo sair do hospedeiro intermediario na dgua, onde encontram e penetram na pele do
hospedeiro definitivo: o homem (TOMIOTTO-PELLISSIER et al.,, 2017; WENDT;
COLLINS 2016). Quando se encontram fora do caramujo, as cercarias podem sobreviver até
72 horas antes de encontrar o hospedeiro definitivo (SANTOS, 2014). Um breve contato €
suficiente para contaminacdo, aproximadamente de um a cinco minutos pode ser suficiente
para permitir a penetracio transcutdnea das cercarias (JAUREGUIBERRY; PARIS;
CAUMES, 2010), posteriormente a penetracdo, a dermatite cercariana aparece dentro de 24
horas (MERRIFIELD et al., 2016). Apbs a penetracdo, as cercarias perdem a cauda e se
transformam em esquistossdbmulos (MORAES et al., 2012).

Uma vez no seu hospedeiro definitivo, esses parasitas invadem a circulacdo, migram
para o coracdo e pulmdes e comecam a se desenvolver como parasitas do sexo masculino ou
feminino (SANTOS, 2014). Os vermes do sexo masculino e feminino se encontram dentro da
circulacdo do hospedeiro e através de reproducdo sexuada, fixam-se fisicamente um ao outro
e a fémea comega a produzir centenas de ovos. Quando estes ovos permeiam para o intestino
ou a bexiga e séo liberados do hospedeiro, inicia-se outro ciclo de vida (MARI et al., 2017,
TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2017; WENDT; COLLINS, 2016).

Quando os ovos que sdo destinados a sair do corpo atraves de fezes ou urina, penetram
nos tecidos do intestino humano ou da bexiga, a patogénese da esquistossomose humana
inicia-se. Estes ovos que se encontram presos nos tecidos, induzem inflamacéo, granulomas e
fibrose, gerando diversos impactos clinicos, como por exemplo, fibrose hepatica,
hepatoesplenomegalia, hematuria, fibrose e obstrucdo da bexiga e doenca renal cronica. A
esquistossomose causada pelo S. haematobium, pode causar também inflamacéo vaginal ou
cervical, aumentando o risco de aquisi¢do de HIV/AIDS (MERRIFIELD et al., 2016). Os
esquistossomas podem viver por diversos anos e até mesmo por décadas em hospedeiros
humanos, ocasionando doenca cronica e debilitante (MORAES et al., 2012). A figura 6

mostra o ciclo de vida da esquistossomose humana.



Figura 6 - Ciclo de vida da esquistossomose humana.
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No Brasil, o caracol da espécie Biomphalaria glabrata pode ser encontrado em

diversas localidades da regido Nordeste. Na regido sudeste, acomete parte de Minas Gerais, 0

leste do Rio Sdo Francisco e o norte do Espirito Santo. Também podem ser encontrados
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alguns focos desse molusco no Maranh&o, Para, Goiés, S&o Paulo, Paran e Rio Grande do
Sul (COSTA, 2012).

3.2.3 Principais formas de tratamento da esquistossomose

A prevencdo da esquistossomose € bastante problematica uma vez que ndo existe
vacina para essa doenga, embora a sua pesquisa ja esteja em andamento (BORREGO-
SANCHEZ et al., 2016; CIOLI et al., 2014). A terapia medicamentosa para a esquistossomose
é limitada, relacionado a sua complexidade de encontrar agentes quimioterapicos que
apresentem alta eficacia, seguranca e tolerabilidade (COSTA, 2012).

Antigamente, em meados de 1918, os primeiros tratamentos para a esquistossomose
envolviam os compostos trivalentes de antiménio, o tartarato de potassio, porém, durante os
periodos de tratamento foram observados diversos efeitos colaterais como nauseas, vémitos,
diarreia, anorexia, distarbios cardiacos, hepaticos e problemas de pele (RIBEIRO DA SILVA
et al., 2017). Em seguida comecou a ser utilizado o dimercaptosuccinato de sodio e o di-
(pirocatecol-2,4-dissulfonato) de sodio e antiménio, conhecido como estibofeno (COSTA,
2012).

Outros tratamentos também foram utilizados na clinica médica, como por exemplo,
antimdénio gliconato de sodio (Triostib®), antiménio de sddio tiomalato (Anthiomaline®), e
gluconato de antiménio de soédio (Triostan®), sempre administrados por via parentérica. Apesar
dos sais de antiménio atuarem de forma generalizada para as trés espécies de Schistossoma, eles
deixaram de ser utilizados devido ao fato de acarretarem diversos efeitos colaterais, como
trombocitopenia e outras displasias sanguineas (SIQUEIRA et al., 2017).

Outros farmacos também foram utilizados, como o cloridrato de 1-N-b-dietil-amino-etil-
amino-4-metil-9-tioxantona, a lucantona e o seu principal metabdlito, 1-N-b-dietil-amino-etil-
amino-4-(hidroximetil-9-tioxantona), hicantona, apresentam eficacia apenas contra o S. mansoni e
0 S. haematobium, e também o farmaco 1-(5-nitro-2-tiazoli) imidazolidina-2-ona, o niridazol,
apresentando eficacia apenas contra o S. haematobium e o S. japonicum. Atualmente esses
farmacos ndo sdo mais utilizados na farmacoterapia contra a esquistossomose porque apresentam
diversas reacOes adversas como lesbes hepéticas, convulsdes, psicoses, alucinagdes visuais e
auditivas e outros efeitos indesejaveis relacionados ao sistema nervoso central (COSTA, 2012).

No Brasil, exclusivamente dois farmacos sdo utilizados: a oxamniquina (OXA) e o
praziquantel (PZQ) (SANTOS, 2011). Apesar das opcdes disponiveis para a farmacoterapia
dessa doenca, o PZQ é estudado experimentalmente em animais desde 1975 (COSTA, 2012),
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sendo considerado o farmaco de escolha e recomendado pela OMS por abranger todas as
espécies de Schistossomas (MALHADO et al., 2016). Além deste fato, 0 PZQ também
apresenta atividade farmacologica muito superior em relagdo a oxamniquina, que apresenta
atividade farmacol6gica apenas contra S. mansoni, principalmente contra machos adultos
(RIBEIRO DA SILVA et al., 2017), além de apresentar efeitos colaterais no SNC, efeitos
mutagénicos e carcinogénicos (SANTOS, 2011).

A estratégia principal para tentar controlar a esquistossomose € prevenir a morbidade
através de tratamentos regulares com o PZQ, o qual é considerado a droga recomendada para
essa patologia. Uma pesquisa realizada em 1972 pelas industrias Merck® e Bayer A.G,
selecionou 0 PZQ por exibir baixa toxicidade, maior eficacia e tolerabilidade frente a outros
compostos analogos testados (COSTA, 2012). Além disso, a indUstria farmacéutica detentora da
protecdo patentaria do medicamento contendo OXA tomou a deciséo de limitar a producdo deste
medicamento, tornando o PZQ a Unica alternativa disponivel para o tratamento para esta
parasitose (SANTOS, 2011). O Brasil foi o primeiro pais que realizou ensaios clinicos com o
farmaco OXA e o medicamento contendo esse IFA foi denominado comercialmente como
Mansil®, referente a uma combinagdo de palavras entre mansoni e Brasil (ALBONICO et al.,
2015).

Infelizmente a quimioterapia para o tratamento da esquistossomose ndo € capaz de
evitar a reinfeccdo, fazendo-se necessaria a utilizacdo de tratamentos repetidos nos individuos
que vivem em &reas endémicas. A vacinagao seria certamente a melhor opgédo preventiva, pois
superaria este problema, diminuindo o fardo da doenca, limitando a transmisséo e tornando
menos intensa a morbidade da esquistossomose (MERRIFIELD et al., 2016). O
desenvolvimento de uma vacina representa uma parcela consideravel nos registros de
pesquisas referentes a esquistossomose (CIOLI et al., 2014). Um programa de promocéo de
vacinas parasitaria desenvolvido no inicio dos anos 90 através da UNICEF / PNUD / Banco
Mundial / OMS para Pesquisa e Treinamento em Desastres Tépicos (TDR) resultou em uma
lista de seis vacinas candidatas contra a esquistossomose (SANTINI- OLIVEIRA et al., 2016).

Apesar de 0 PZQ ser considerado o farmaco de escolha, hd uma preocupacao relevante
quanto ao desenvolvimento de resisténcia (BORREGO-SANCHEZ et al., 2016; CARVALHO
et al., 2015; CIOLI et al., 2014; RIBEIRO DA SILVA et al., 2017), evidenciando a
necessidade de busca por novos agentes esquistomicidas, onde essa pesquisa é realizada
principalmente buscando atividade antiparasitaria de compostos naturais e através do

desenvolvimento de sinteses de compostos com atividade anti-helmintica (SIQUEIRA et
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al.,2017). A primeira evidéncia de resisténcia ao PZQ foi registrada em 1994, atraves de
estudos experimentais realizados por Fallon e Doenhoff (RIBEIRO DA SILVA et al., 2017).

No desenvolvimento de novos agentes terapéuticos o alvo principal é o tegumento do
Schistossoma, visto que possui funcéo importante para a sobrevivéncia do parasita e gera uma
barreira contra a defesa imunoldgica do hospedeiro. Um estudo relatou que um composto
extraido da Glycyrrhiza inflata (Fabaceae) apresentou boa atividade farmacolégica e acdo contra
os vermes adultos de S. mansoni, provocando danos no tegumento do verme e promovendo a
inibicdo da postura de ovos (CARVALHO et al., 2015).

Estudos realizados por Campelo e colaboradores (2017), avaliaram a combinacédo de
farmacos como a Epiisopiloturina (EPI), piplartina (PPT) e praziquantel (PZQ). A associacao
in vitro e a atividade destas combinacbes (PZQ-PPT, PZQ-EPI e EPI-PPT) contra o S.
mansoni foram avaliadas. As combinac¢des dos farmacos in vitro apresentaram atividade anti-
helmintica contra vermes adultos de S. mansoni e que a associacao de EPI-PPT diminuiu a
citotoxicidade, quando analisada com compostos isolados em diversas linhas de células de
mamifero. Testes evidenciaram também que PPT-PZQ acarretaram em grandes mudancas na
morfologia, como por exemplo, tubérculos mal visiveis e encurtamento do tegumento. Esses
resultados indicam que as associagdes desses farmacos sdo promissoras para o tratamento da
esquistossomose.

Atualmente, as opcdes terapéuticas acessiveis para o tratamento contra os helmintos
nem sempre sdo eficazes nos diversos estagios de evolucdo do ciclo de vida dos parasitas e
apresentam diversos problemas de limitagGes, baixa eficacia, elevada toxicidade e surgimento
de resisténcias. Diversos parasitas que acometem 0s seres humanos possuem uma expectativa
de vida longa e também alta taxa de reproducdo. Infelizmente, a obtencdo do controle
proliferativo desse tipo de parasitose sO sera estdvel quando for mantido por longo prazo
(DIAS et al., 2013).

3.3 PRAZIQUANTEL

O praziquantel (PZQ), denominado quimicamente como (RS)-2-(ciclo-hexilcarbonil)-
1,2,3,6,7,11b-hexa-hidro-4H-pirazin-[2,1-a]-isoquinolina-4-ona  (SUN; BU, 2012), ¢
considerado a primeira escolha de farmaco no tratamento de todas as espécies de
esquistossomose. A Bayer A.G. e a E. Merck descobriram em 1972, que 0 grupo
pirazinoisoquinolona mostrou ser um efetivo anti-helmintico e tornou-se o primeiro a atender
os requisitos da OMS. Esta droga apresenta eficacia contra as trés principais espécies de

Schistossomas (S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum), porém, exibe algumas
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limitacBes, pois apresenta maior eficacia contra a forma adulta do esquistossdomulo do que
para a forma imatura (BORREGO-SANCHEZ et al., 2016; DUAN et al., 2012; RIBEIRO DA
SILVA etal., 2017; SANTOS, 2011; ZHENG et al.,2014).

O PZQ é um medicamento de baixo custo e amplo espectro, utilizado na medicina
humana e na medicina veterinaria. Por apresentar eficacia, seguranca e caracteristicas de
custo-efetividade, esta incluso na lista de medicamentos essenciais da OMS e apresenta uma
necessidade global estimada em 424 milhées de comprimidos por ano (BORREGO-
SANCHEZ et al., 2016; GUTIERREZ et al., 2017; MARSIK; PODLIPNA; VANEK, 2017;
RIBEIRO DA SILVA et al., 2017).

Anteriormente a inser¢do na terapéutica medicamentosa humana, o PZQ havia sido
comercializado como um cestoide para caes, sob 0 nome de Droncit®. Quando o PZQ foi
designado para a terapia humana, o seu custo representava uma grande barreira para a sua
distribuicdo em massa. Porém, em 1983, a empresa coreana Shin Poong viabilizou um novo
processo de fabricacdo, provocando uma significativa redu¢do no prego. Atualmente, por
tratamento, o custo médio do PZQ ¢ de aproximadamente US $ 0,20 (CIOLI et al., 2014).
Devido ao fato de ser um farmaco de amplo espectro, além de sua atividade esquistomicida, o
PZQ também apresenta atividade farmacoldgica contra espécies de cestodeos, principalmente
frente @ Taenia solium, T. saginata, Hymenolepis nana, H. diminuta e Diphyllobotrium
pacificum (BYGOTTI; CHIODINI, 2009; RIBEIRO DA SILVA et al., 2017; SANTOS,
2011).

Atualmente, o farmaco é comercializado na sua forma racémica, ou seja, apresenta
misturas iguais (1:1) de dois enantidmeros de uma molécula quiral. O enantiébmero (R) é o
eutdmero, apresentando atividade anti-helmintica, enquanto o enantidmero (S) é inefetivo,
porém, associado a efeitos colaterais e o principal responsavel pelo sabor extremamente
amargo do farmaco. Devido a essas caracteristicas, faz-se necessario a realizacao de estudos
espectroscépicos e outras propriedades fisico-quimicas, visando melhorar suas aplicacBes
(CIOLI et al., 2014; CUGOVCAN et al., 2017). Atualmente, o praziquantel estd disponivel
nas dosagens de 150, 500 e 600 mg, onde a posologia é realizada de acordo com 0 peso
corporal do paciente (RIBEIRO DA SILVA et al.,, 2017). Os nomes das apresentacdes
farmacéuticas disponiveis no comércio sdo Cestox® e Cisticid® (SIQUEIRA et al., 2017). A
figura 7 apresenta a estrutura quimica dos dois enantidmeros encontrados na mistura

racémica.
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Figura 7 - Estrurura quimica do praziquantel.

X

(R)-Praziquantel (S)-Praziquantel

Fonte: SIQUEIRA et al., 2017.

Por apresentar solubilidade aquosa limitada de 0,4 mg.mL'l (LINDENBERG; KOPP;
DRESSMAN, 2004), de acordo com o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica, o PZQ ¢é
classificado como um farmaco de classe II, ou seja, apresenta baixa solubilidade e alta
permeabilidade, de modo que a taxa de dissolugdo € o fator limitante de sua absor¢ao. Apesar
de ser hidrofobico, ¢ absorvido através do trato gastrintestinal e para que isto ocorra, fazem-se
necessarias doses orais altas, para que possa superar o extenso metabolismo de primeira
passagem no figado e consequentemente, alcancar concentragdes adequadas nos tecidos alvo
(BORREGO-SANCHEZ et al., 2016; CUGOVCAN et al., 2017; RIBEIRO DA SILVA et al.,
2017).

Para a solubilidade do PZQ, o metabolismo hepético e intestinal sdo fatores limitantes.
O PZQ passa por um efeito de primeira passagem no figado, ap6s a absorcao, de forma que a
biodisponibilidade pode ser aumentada se o medicamento for ingerido com alimentos e/ou
com inibidores do citocromo P450. Quando administrado com uma dieta lipidica ou de
carboidratos, pode aumentar os niveis plasmaticos de duas a cinco vezes. O estado clinico do
paciente também pode influenciar na biodisponibilidade do PZQ, por exemplo, pacientes com
doenca hepatoesplénica (considerada como nivel alto da esquistossomose), apresentam
metabolismo mais lento (RIBEIRO DA SILVA et al., 2017).

A realizagdo de exames que mensuram a excre¢do de ovos do parasita apds quatro
semanas a partir do inicio do tratamento com praziquantel (40 mg/ kg), resume de forma
bastante ampla uma taxa de cura de 60-90% sem apresentacao de ovos nas fezes e 80-95% de

reducdo média no nimero de ovos excretados em pacientes ndo curados. Apesar de ser visto
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como um resultado muito satisfatorio, 100% de cura é raramente alcancada e esses resultados
podem ser estimados de forma excessiva devido a insensibilidade dos métodos diagndsticos
(CIOLI et al., 2014).

O esquema terapéutico com o PZQ para o tratamento da esquistossomose é feito
através da ingestdo de capsulas ou comprimidos, inteiros ou fracionados, dependendo da
massa corporal do individuo. As formula¢Ges mais comuns disponiveis no mercado contém

150 ou 600 mg do insumo ativo na forma farmacéutica, como mostra a tabela 2.

Tabela 2 — Principais laborat6rios que produzem medicamentos contendo praziquantel e suas
dosagens.

INDUSTRIA NOME COMERCIAL DOSAGEM
o Cestox® 150 mg
MERCK o
Cisticid 600 mg
FARMANGUINHOS - 600 mg

Fonte: Adaptado de Siqueira et al., 2017.

Sdo recomendadas as doses de 50 mg/kg, por via oral quando a administracdo do
medicamento € destinada a adultos, podendo ser em dose Unica ou em duas ingestas, com
intervalo de 12 horas. Para criancas com idade de até 15 anos a dosagem é um pouco maior,
sendo entdo recomendadas 60 mg/kg em um dia, divididas em duas vezes (VITORINO et al.,
2012).

A OMS (2006) preconiza a administracdo do PZQ apenas para criangas com estatura
maior que 94 cm e com idade superior a 4 anos. A realizacdo desse tratamento apresenta-se
como um procedimento bastante complexo, devido aos ajustes das doses, por causa da
diferenca de peso entre adultos e as criangas, onde na maioria das vezes a posologia correta
ndo é atendida. Outro fator que também dificulta o tratamento ¢ a sua forma farmacéutica
(comprimido), ocasionando geralmente a ndo adesdo ao tratamento, devido ao sabor
extremamente amargo do fdrmaco e gerando risco de asfixia ao ingeri-los. Contudo, a
hidrofobicidade da droga torna o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas contendo o

PZQ desafiante (MALHADO et al., 2016).
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Estudos como de Coulibaly e colaboradores em 2012, mostram que doses em torno de
40 mg/kg podem ser eficazes para o tratamento da esquistossomose, 0 que diminuiria a
quantidade de farmaco dentro das formas farmacéuticas e consequentemente, o risco de
acidentes relacionados com a ingestdo destas. Porém, essa dose proposta ainda pode vir a
propiciar formas farmacéuticas volumosas, com riscos inerentes a sua administracao.

Lamentavelmente, a maioria dos individuos tornam-se rapidamente re-infectados apés
o tratamento (SCHWARZ et al., 2014). Uma das expressivas circunstancias de ndo obter a
cura, pode estar relacionado ao hospedeiro definitivo abrigar parasitas imaturos no periodo
em que estd ocorrendo o tratamento. Fato este que, provavelmente, ocorre em dareas de
transmissdo intensa da infeccdo. Uma das opgdes para solucionar a problematica relacionada
ao estagio imaturo do parasita seria a administracio de uma segunda dose de PZQ duas
semanas apoés o inicio do tratamento, dessa forma, atingindo os parasitas que evoluiram para o
estagio de maturidade. No Senegal, por exemplo, foi obtida uma taxa extraordinariamente
baixa de 18% de cura, fato este que pode estar associado a presenga de parasitas imaturos
(CIOLI et al., 2014).

Apesar de um longo periodo de tempo e milhdes de pessoas ja terem feito utilizagao
do PZQ, seu mecanismo de acdo ainda ndo foi propriamente desvendado (BORREGO-
SANCHEZ et al., 2016; BYGOTTI; CHIODINI, 2009; ZHENG et al., 2014). Estudos
sugerem que os primeiros efeitos exercidos pelo farmaco causam contragcdes no parasita,
acarretando em sua morte devido a trés fatores: influxo de calcio no parasita (considerado o
evento chave), contracdo muscular e alteracdes superficiais. Alguns autores remetem a agéo
Ca®*. Ou seja, o resultado é o aumento da permeabilidade da membrana do helminto a cétions
mono e bivalentes, com maior relevancia ao célcio, gerando a intensificacdo da atividade
muscular, seguida da contracdo e paralisia espastica (CIOLI et al., 2014; SIQUEIRA et al.,
2017).

Em decorréncia disso, os helmintos distanciam-se dos tecidos do hospedeiro
definitivo. Este fato ocasiona no S. mansoni a despolarizacdo da membrana tegumentar,
reduzindo a atividade de ATPase, o nivel de ATP e a captura da glicose. Devido a indugao do
PZQ, algumas mudancas ocorrem nas estruturas dos tegumentos. Sao elas: despolarizagao de
rede microtrabecular, vacuolizacdo e erosdo da superficie. Estes efeitos promovem o
comprometimento da fungdo do musculo e a estrutura tegumentar ocasionando o 6bito do
parasita. Outro fator também ¢ a capacidade de promover em baixas concentragdes, a inibicao

da producao de ovos pelas parasitas fémeas (SANTOS, 2011).
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Estudos indicam que a avaliacdo da toxicidade do PZQ em animais é baixa, tanto em
experimentos de longo e curto prazo. Nos seres humanos, a terapia encontra-se tolerada,
porém, a maioria dos estudos descrevem efeitos adversos. Os sintomas incluem dor
abdominal, nauseas, diarreia, anorexia e com relacdo ao sistema nervoso central, foram
relatadas sonoléncia, tonturas e dor de cabega (BYGOTTI; CHIODINI, 2009; RIBEIRO DA
SILVA et al., 2017).

Algumas reacdes secundarias como erupcao cutanea, urticaria, febre e fadigas também
sdo relatadas, porém com uma periodicidade menor. Acredita-se que a gravidade e a
frequéncia dos efeitos colaterais estdo profundamente relacionadas ao nivel da intensidade da
infec¢do. Estudo realizado evidenciou que de 422 pacientes tratados com PZQ em foco
epidémico, 352 apresentaram colicas, vomitos, urticaria e inchacos. Devido a gravidade dos
efeitos adversos terem sido superior em pacientes que apresentavam maior carga de infeccao,
sugere-se que os efeitos podem estar totalmente relacionados a agdo do medicamento no

parasita, provocando reagdes alérgicas no paciente. (RIBEIRO DA SILVA et al., 2017).

3.4 ESTUDOS E PERSPECTIVAS DE NOVAS FORMAS DE TRATAMENTO DA
ESQUISTOSSOMOSE

A procura por novas drogas que apresentem maior seletividade contra a
esquistossomose € objetivo de diversos grupos de pesquisas. Derivados heterociclicos
pentagonais imidazolodindnicos vém passando por processos de sintetizacdo e avaliagédo
frente a varias alternativas de atividades bioldgicas, como o 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-nitro-
benzilideno)-imidazolidina-2,4-diona  (LPSG/FZ4), que exibe relevante atividade
esquistossomicida em estudos in vitro. A estrutura quimica desse farmaco foi desenvolvida
com base no niridazol, farmaco este que ja pertenceu a quimioterapia da esquistossomose
(COSTA, 2012).

Estudos avaliando medicamentos como o0s antirreumaticos que apresentam habilidade
de inibicdo da enzima tiorredoxina glutationa redutase (TGR), com base na ideia de que a
TGR também é uma enzima primordial para a sobrevivéncia do S. mansoni, tornando um alvo
chave do farmaco para o tratamento da esquistossomose. Complexos de ouro também ja
foram designados como potenciais inibidores da TGR da esqusistossomose. A auranofina foi
identificada como o mais potente inibidor da TGR, demonstrando uma relevante reducdo da
carga parasitaria em camundongos infectados (COSTA, 2012).

Estudos realizados por Sayed e colaboradores (2008) identificaram que os oxadiazol
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2-Oxidos apresentam-se como potenciais quimioterapicos esquistomicidas. Essas moléculas
também se apresentam como inibidores da enzima TGR. Além disso, demonstrou capacidade
de doar NO através da acdo da enzima. Portanto, a combinacéo dessas acdes é correlacionada
a mortalidade do parasita.

Apesar da sua atividade antimalarica conhecida, a artemisinina foi identificada como
um composto que possui atividade esquistossomicida. Dois derivados da artemisinina, o
artemether e artesunato foram desenvolvidos por pesquisadores da China e foram
identificados como farmacos promissores contra 0 Schistossoma japonicum. Testes
laboratoriais evidenciaram que as artemisininas detém maior atividade farmacoldgica contra
as formas jovens do parasita, sendo confirmado através de ensaios clinicos randomizados
(ELMORSHEDY et al., 2016; MADBOULY et al., 2015).

De forma geral, os compostos originados da artemisinina apresentam capacidade de
eficacia farmacoldgica contra a forma imatura do que contra 0s esquistossomas adultos,
caracteristica essa, oposta a acdo farmacoldgica do PZQ. Contudo, a combinacao desses dois
farmacos poderia resultar em uma utilizacdo ideal. Resultados de testes clinicos mostram que
0 artesunato quando associado ao PZQ, torna-se mais eficaz do que o PZQ isolado. Porém,
uma desvantagem ao utilizar o farmaco artemisinina contra a esquistossomose esta
relacionada ao foto de que esta pode contribuir para o desenvolvimento de plasmddios
resistentes a droga em areas de co-endemia de malaria (CIOLI et al, 2014; ELMORSHEDY et
al., 2016).

Apesar dos esfor¢cos gerados por grupos de pesquisas e industrias farmacéuticas, até o
presente momento, nenhuma vacina foi desenvolvida contra as doengas parasitarias, dessa
forma o tratamento medicamentoso continua sendo o método mais competente. Porém, é
perceptivel que o indice de desenvolvimento de novos farmacos é muito baixo quando
comparado aos demais seguimentos. Desse modo, a pesquisa e 0 desenvolvimento de novos
sistemas de liberacdo de farmacos capazes de melhorar a eficacia, especificidade, tolerancia e
o0 indice terapéutico dos medicamentos antiparasitarios ja utilizados na clinica médica é uma
estratégia relevante (SANTOS, 2011).

3.5 INDUSTRIA FARMACEUTICA X DOENCAS NEGLIGENCIADAS

A indGstria farmacéutica apresenta em seu histérico um ritmo acelerado no
desenvolvimento de inovacdes tecnoldgicas e em inserir 0s novos produtos no mercado. A
maioria das empresas que geram inovacOes apresentam alto valor de investimento em

pesquisa e desenvolvimento (P&D), porém algumas mantendo estreita colaboracdo com
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outras instituicdes, geralmente puablicas ou sem fins lucrativos (SANTOS et al., 2012;
SIQUEIRA et al., 2017).

A pesquisa e desenvolvimento de medicamentos € um setor de grande importancia
para a industria farmacéutica, porém, os recursos destinados a doencas negligenciadas sdo
relativamente baixos e ha razdes para que a industria se prive em investir no desenvolvimento
desses tipos de terapias. O problema €, sobretudo, grave, principalmente porque as industrias
farmacéuticas sdo impulsionadas pelo lucro e o retorno financeiro, no qual um retorno
consideravel seria dificilmente alcangado no caso de doencgas negligenciadas (TILP et al.,
2013; WERNECK; HASSELMANN; GOUVEA, 2011).

Atualmente, as industrias farmacéuticas enfrentam grandes desafios para proporcionar
um novo farmaco bem sucedido na préatica clinica, ou seja, 0 novo medicamento deve ser
mais eficaz do que os ja disponiveis. Alem de todo o desafio clinico, as industrias
farmacéuticas visam a protecdo por patente e que o medicamento tenha capacidade de
possibilitar um retorno financeiro suficiente para sustentar a pesquisa e o desenvolvimento em
curso. Um alto indice de novos farmacos ndo consegue atender a esses requisitos (TILP et al.,
2013).

Apesar do acelerado ritmo para o desenvolvimento de inovagdes tecnologicas, 0
namero de medicamentos destinados ao tratamento de DTN ¢ irrelevante, ficando evidenciado
que o investimento em P&D voltado para essas doencas é inapropriado. Dos 1.535 novos
farmacos registrados no periodo entre 1975 e 2004, apenas 1% foi designado as doencas
tropicais. Este fato pode ser evidenciado, por exemplo, pelo reduzido investimento para a
maldria, cerca de 80 vezes menor que o para HIV/AIDS. Com o intuito de intervir nessa
situacdo, a Iniciativa de Drogas para Doencas Negligenciadas (DNDI) que pesquisa e
desenvolve novos tratamentos para DTN, no qual possui parcerias como o Instituto Pasteur,
na Franca, a FIOCRUZ, no Brasil, o Ministério da Saude da Malasia e os institutos de
pesquisa clinicas na India e no Quénia (SANTOS et al., 2012). Além de parcerias com 0
governo, ultimamente as industrias farmacéuticas estdo firmando parcerias com grandes
centros universitarios, visando a promocao de doencas negligenciadas (COHEN et al., 2014).

Estudo realizado pela DNDI, juntamente com a organizacdo de médicos sem fronteiras
a respeito da evolugdo da pesquisa e do desenvolvimento na area de doencas negligenciadas
detectou que durante o periodo de 2000 a 2011, 756 novos farmacos foram aprovados e que
um baixo percentual de apenas 3,8% foram indicados para as doencas negligenciadas. Dentre
estes, apenas quatro eram novas entidades quimicas, sendo trés com indicacdo para o
tratamento da maléria (DIAS et al., 2013).
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Nos ultimos anos, industrias farmacéuticas e governos em conjunto com a OMS se
comprometeram a realizar doacdes em grande escala de farmacos anti-helminticos, dentre
eles: ivermectina, praziquantel, albendazol e mebendazol (SIQUEIRA et al., 2017). Um
sistema de monitoramento por parte das industrias farmacéuticas também € uma das
estratégias, tendo como objetivo detectar qualquer variacdo na eficacia do medicamento anti-
helmintico. No ano de 2013, mais de 1,3 milhdes de comprimidos de anti-helminticos tratou
718 milhdes de pessoas em risco (ALBONICO et al., 2015).

Diversas acOes internacionais ja foram realizadas objetivando a reducdo do impacto
global das DTN como a alianca entre a OMS e a GlaxoSmithKline (GKS), disponibilizando
400 milhdes de comprimidos por ano de albendazol para o tratamento de criangas infectadas
com vermes intestinais. Outra parceria de grande relevancia é com a inddstria Sanofi, que
realiza doacdo de quantidades ilimitadas de eflornitina, melarsoprol e pentamidina, para o
tratamento da tripanossomiase africana. A Bayer, por exemplo, até 2017, promoveu doacao de
5 milhdes de comprimidos destinados ao tratamento das tripanossomiases americana e
africana. A Johnson & Johnson esta expandindo sua doacdo de 50 milhGes de comprimidos
para 200 milhdes por ano de mebendazol. A Novartis colabora através de doacbes de
rifampicina, dapsona e clofazimina, para o tratamento da hanseniase. A Pfizer, contribiu com
doacgOes de azitromicina para o tratamento de tracoma e a Merk KGaA, até o ano de 2017,

contribuiu com doacao de 200 milhdes de comprimidos de praziquantel (DIAS et al., 2013).

3.6 HIDROXIDOS DUPLOS LAMELARES

Os hidréxidos duplos lamelares (HDL) sdo materiais inorganicos organizados
bidimensionalmente em estruturas lamelares, conhecidos também como argilas anidnicas ou
compostos do tipo hidrotalcita (POLESE et al., 2017; TIAN et al., 2015). Esses materiais
apresentam-se promissores, devido a sua capacidade multifuncional (FERENCZ et al., 2015;
MENG et al., 2017; SIPOS; PALINKO, 2016), abrangendo uma grande variedade de
aplicacBes nas ciéncias dos materiais, ciéncias quimicas e farmacéuticas como catalisadores,
agentes adsorventes, moduladores de liberagdo de substancias biologicamente ativas,
cosméticos, aplicacdes ambientais (remocao de poluentes), industria de refinacdo de petroleo,
nanocompositos bioativos, dentre outros. Suas formas de obtencdo podem ser atraves de
sintese em laboratérios por rotas simples e de baixo custo, obtendo o isolamento do material
com alta pureza ou encontrados na natureza (CAO, LI & LI, 2016; FERENCZ et al., 2016;
FONTES, 2016; NEJATI et al., 2015; SURESH; KUMAR; PUGAZHENTHI, 2016; QU et
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al., 2016; ZHAN, et al., 2016).

Em 1842, Hochstetter descobriu a estrutura natural do material, porém s6 em 1942 o
HDL foi sintetizado pela primeira vez por Feitknech (POLESE et al., 2017; QU et al., 2016).
As estruturas dos HDL evidenciam uma férmula geral [M*?1,M*>,(OH)2]**(A™)ym.nH20,
onde M*? e M*? significam cations metélicos di e trivalentes, respectivamente, capazes de
ocuparem sitios octaédricos, A" representa o anion de compensacédo e x representa a razdo
molar. Os cations trivalentes apresentam a capacidade de substituir isomorficamente um
cation divalente da estrutura do hidroxido, gerando cargas residuais positivas que sao
compensadas através da intercalacdo de anions hidratados (AGUILERA, 2016; CAO, LI &
LI, 2016; DJEBBI et al., 2016; FERENCZ et al., 2015; FERENCZ et al., 2016; FONTES,
2016; MENG et al., 2017; POLESE et al., 2017; QU et al., 2016; ; ROCHA et al., 2018;
SURESH, KUMAR; PUGAZHENTHI, 2016; TYAGI et al., 2017).

A troca idnica € um dos métodos mais relevantes de interacdo entre moléculas
organicas e os HDL, na qual os ions interlamelares do HDL sdo trocados por moléculas
providas do ambiente. Esse fendmeno é denominado intercalacdo, podendo ser utilizado para
diversas finalidades quimicas, farmacéuticas, dentre outras. Outro tipo influente de interacdes
dos HDL com substancias organicas é através de ligagdes de hidrogénio, ocasionada devido
as hidroxilas presentes nas superficies das lamelas (AGUILERA, 2016).

Na formagdo do HDL, os diferentes octaedros partilham seus lados formando uma
camada infinita e plana e, no dominio interlamelar, encontram-se agua e espécies anidnicas
(BENDINELLI et al., 2016; CAO; LI; LI, 2016; FERENCZ et al., 2015; SURESH,;
KUMAR; PUGAZHENTHI, 2016; VARGAS et al., 2016). Cada octaedro é formado por um
cation metalico no seu centro e seus vértices formados por hidroxilas, formando as lamelas
carregadas positivamente (FERENCZ et al., 2015; ZHAN et al., 2016), como mostrado na
figura 8.

As lamelas sdo empilhadas uma sobre as outras e através de ligagdes de hidrogénio
sdo mantidas unidas. Para as lamelas conseguirem permanecer estabilizadas, elas necessitam
da presenca de anions de compensacdo interlamelares para que possa obter a
eletroneutralidade. Dessa forma, além das ligacbes de hidrogénio, ocorrem principalmente
atracOes eletrostaticas entre as lamelas e os anions de compensacdo interlamelares (FONTES,
2016; POLESE et al., 2017; TIAN et al., 2015).
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Figura 8 - Representacdo da estrutura do HDL.
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Fonte: POLESE et al., 2017.

Os HDL apresentam estrutura aberta e grande area superficial, na qual determinam sua
alta capacidade de sorcdo. Além das caracteristicas estruturais, 0 HDL apresenta diversas
propriedades essenciais, como biocompatibilidade, baixo potencial de toxicidade e
alergenicidade, estabilidade quimica e um sistema de solubilidade dependente do pH da
solucédo na qual seja submetido (Bl; ZHANG; DOU, 2014; DJEBBI et al., 2016; GAO et al.,
2014; TIAN et al., 2015).

Uma das principais vantagens dos HDL para suas aplica¢Bes esta relacionada a sua
composicgéo flexivel, ou seja, a capacidade de alternancia dos anions aumenta a possibilidade
de modificacdes das particularidades fisicas e quimicas dos HDL (CAO; LlI; LI, 2016; MENG
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etal., 2017; POLESE et al., 2017; QU et la., 2016; ROCHA et al., 2018; TYAGI et al., 2017).
Além das variacdes dos anions interlamelares, as camadas referentes aos ions metalicos di e
trivalentes podem ser alteradas, gerando também modificacfes das caracteristicas estruturais
do HDL (FONTES, 2016).

Os cétions metalicos utilizados nas sinteses de HDL devem apresentar coordenacao
octaédrica e raio idnico na faixa de 0,50 — 0,74 A, para que a estrutura possa se formar
semelhante a hidrotalcita natural, a brucita. Existe uma ampla variedade de cations que podem
ser empregados, porém é de grande importancia associar 0s cations com valores de raios
ibnicos proximos. Os cétions divalentes mais utilizados s&o Mg, Cu, Ca, Co, Zn e 0s
trivalentes sdo Al, Fe, Cr, enquanto os anions mais utilizados séo COgZ', NO3, CI' (FERENCZ
etal., 2015; FONTES, 2016). O quadro 1 apresenta diversas combinac¢6es de cations relatadas

em patentes e na literatura que podem formar HDL.

Quadro 1 — Desenvolvimento de HDL atraves de combinagdes de cations divalentes com cations
trivalentes.

M2+
Mg | Ni | Zn | Cu | Co | Mn | Fe | Ca

Al
Fe
M3+ Cr
Co
Mn
Ni
Sc
Ga

Fonte: Adaptado de Liu et al., 2006; SUN et al., 2008.

No procedimento de preparacdo do HDL, um fator de grande relevancia é a
capacidade de estabilizacdo da estrutura lamelar pelo anion interlamelar. Quanto maior a
capacidade de estabilizacdo, maior é a facilidade de formar o HDL. Nao existem limitagdes
para a intercalacdo das inUmeras espécies de natureza aniénica que podem ser utilizadas para
compensar as cargas positivas geradas pela substituicdo dos cétions das lamelas. Como
exemplo dessas espécies anionicas tém-se os haletos (F, CI, Br’, I), os oxo-anions (CO4?,
NOs5, SO.%, Crs?), anions complexos ([Fe(CN)s]*, [NiCl4]%), polioxo-metalatos (V1gO2°,
Mo;0.,%), &nions organicos (carboxilatos, oxalico, succinico, porfirinas) etc. As reaces de

intercalacdo sdo, usualmente, reversiveis e sao também transformacdes pseudomorficas, uma
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vez que a integridade da estrutura cristalina “hospedeira” ¢ mantida (AGUILERA, 2016).

Diversas metodologias sdo utilizadas para o desenvolvimento sintético dos HDL (QU
et al., 2016), como por exemplo: método de Co-precipitacdo e método de hidrdlise de ureia.
No método de co-preciptaco, que é o mais comum (MANRIQUEZ et al., 2015; MENG et al.,
2017; TIAN et al., 2015; TYAGI et al., 2017 VARGA et al., 2016), as solucdes aquosas de
cations metalicos di e trivalentes sdo utilizadas como precursores, onde sdo misturadas com
uma base, geralmente hidroxido de sddio (NaOH), para garantir o pH necessario e promover a
precipitacdo dos ions metalicos como HDL. O método de hidrolise de ureia tem como base o
mesmo principio, onde a ureia fornece o valor de pH necesséario, porém, a hidrolise da ureia é
controlada pela temperatura (FERENCZ et al., 2015; FERENCZ et al., 2016).

Outros métodos alternativos também sdo citados na literatura, entre eles: reconstrucéo
do d6xido gerado pela calcinagdo de HDL, como por exemplo, 0o HDL-CO3 a uma temperatura
moderada, seguido de intercalacdo por qualquer anion, aproveitando o efeito de “memoria”
(CAQ; LI; LI, 2016; MENG et al., 2017), método de troca ibnica, métodos hidrotérmicos,
métodos envolvendo procedimento de dissolucéo e re-coprecipitacdo (TYAGI et al., 2017).

No processo de intercalacdo de anions inorganicos e organicos, diversos
procedimentos podem ser utilizados, porém o método de co-preciptacdo apresenta-se como 0
mais favordvel. Ao pdr em pratica essa técnica, os contra-ions dos ions metélicos di e
trivalentes sdo intercalados entre as camadas. Outra circunstancia que também pode ocorrer é
a intercalacdo entre as camadas de HDL de ions que estejam presentes na solucdo basica,
onde a precipitacdo acontece. O grau da forca de interacdo entre as camadas e 0s anions pode
variar dependendo do anion (FERENCZ et al., 2016).

Uma série de ions € apresentada de acordo com ordem crescente referente a forca de
interagdo: CO5? >> SO, >> OH > F > CI' > Br > NO; > ClO4. Devido a interacdo do
anion carbonato ser tdo forte entre as camadas, torna-se quase impossivel substitui-lo. Em
decorréncia deste fato, é de grande importancia que durante o processo de intercalacdo, a
sintese apresente um sistema inerte, tornando crucial a exclusdo de CO,*. Desse modo, a
intercalacdo com ClI e NO3’, por exemplo, apresenta-se mais adequada devido a caracteristica
desses anions de apresentarem capacidades relativamente mais faceis de serem substituidos
(FERENCZ et al., 2016). Quando o objetivo é atingir a sintese de HDL isenta de CO,>, a
utilizacdo de N, como uma medida adicional, proporciona a atmosfera do ambiente da sintese
um grau inerte (QU et al., 2016).

As diversas propriedades dos HDL podem ser combinadas com as propriedades dos

compostos de interesse para intercalacdo, gerando um hibrido no qual a estabilidade quimica,
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térmica, fotoquimica entre outras sdo relevantes quando em compara¢do com 0s compostos
livres. O composto quando intercalado no HDL pode ser submetido a um processo de
liberacdo sustentada ou obter um incremento de solubilidade, quando se tratar de substancias
hidrofébicas (AGUILERA, 2016). No caso de incremento de solubilidade, por exemplo, o
HDL proporciona o aumento da solubilidade sem modificar a estrutura quimica e atividade
farmacoldgica do farmaco (RIVES; DEL ARCO; MARTIN, 2014). Essas propriedades
tornam o HDL promissor, visto que diversas substancias como farmacos, reguladores de
crescimento vegetal, porfirinas para uso em terapia fotodindmica, aminoécidos, vitaminas,
herbicidas e até mesmo a molécula de DNA em procedimentos de terapia génica podem se
beneficiar (CUNHA; FERREIRA; CONSTANTINO, 2010).

Os HDL vém mostrando uma consideravel relevancia nas &reas medicinais,
farmacologica e de tecnologia farmacéutica, devido a sua capacidade de melhorar a
biodisponibilidade e também por serem capazes de atuar como estabilizadores de
medicamentos e até mesmo como Drug Delivery System (DDS), na entrega de moléculas de
farmacos, disponibilizando formulacGes e tratamentos apropriado aos pacientes. Além de
excipientes farmacéuticos inteligentes, os HDL também sdo encontrados como
medicamentos, como é o caso do medicamento Talcid®, que é uma hidrotalcita MgAI-CO,-
HDL, patenteado pela empresa Bayer AG, comportando-se como insumo farmacéutico ativo
(IFA) (FONTES, 2016; SIPOS; PALINKO, 2016) e do medicamento Almax® que
apresentam efetividade como antiacido (ROJAS et al., 2015).

Estudo realizado por Djebbi et al., (2016) utilizando o farmaco Cloreto de Berberina
(BBC) e o ZnAl-HDL, pelo do método de co-precipitacdo, identificou, através das
caracterizagoes realizadas, que ndo houve o processo de intercalagdo dos sistemas, apenas a
adsorcdo do farmaco na superficie do HDL. No sistema que apresenta uma maior quantidade
do farmaco (1:1), a estrutura do HDL apresentou-se mais desordenada, como mostrado na
figura 9 e devido a maior proporcdo do farmaco as interacOes apresentam-se mais fortes e

consequentemente exibe uma liberacdo mais lenta do farmaco.
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Figura 9 - Representacdo esquematica da estrutura BBC/HDL.
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Fonte: Adaptado de Djebbi et al., 2016.

Estudos realizados por diversos grupos avaliaram a intercalacdo do metotrexato
(medicamento utilizado em diversos tipos de cancer) em HDL e foi identificado que quando o
farmaco MTX apresentava-se intercalado entre as lamelas do HDL, o mesmo lhe propiciava
alto grau de protecdo contra a deterioracdo e também aumentavam o efeito de supressao
tumoral (TIAN et al., 2015).

3.7 PROMOTORES DE SOLUBILIDADE

A solubilidade é uma das propriedades fisico-quimicas mais relevantes para o farmaco
e gera grandes desafios técnicos no desenvolvimento de formas farmacéuticas a serem
administradas pela via oral (SUN; LEE, 2015), uma vez que 40% dos ativos sdo classificados
como fracamente solUveis em agua (KUTHATI et al., 2015).

A tecnologia farmacéutica vem atribuindo melhorias significativas para essas

caracteristicas, fazendo uso, por exemplo, de adjuvantes inteligentes ou carreadores como
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polimeros, ciclodextrinas, agentes emulsificantes, dentre outros. Formulagdes contendo algum
componente ou mesmo uma combinacdo destes podem promover aumento da
biodisponibilidade ao criarem solugdes supersaturadas do farmaco no microambiente
gastrointestinal, gerando um aumento do aporte de insumo farmacéutico ativo soltvel a ser
absorvido, resultando no aumento da solubilidade cinética deste (LAVRA, 2016; SUN; LEE,
2015).

Uma vez existindo uma solugdo supersaturada de farmaco no limen intestinal, ha uma
tendéncia termodinamica para que ocorra precipitacdo, devido a natureza instavel em que o
IFA se encontra. O carreador deve apresentar, portanto, capacidade fisico-quimica para evitar
que eventos de nucleacdo e posterior cristalizacdo ocorram, o que impediria que a taxa de
absorcéo fosse reduzida (SUN; JU; LEE, 2012). O desenvolvimento de um sistema que
possibilite o aumento da solubilidade aquosa de farmacos insolGveis ou fracamente sollveis
em meio aquoso, implementa um papel chave no melhoramento da absorcdo e
consequentemente uma biodisponibilidade oral adequada (AGUILERA, 2016; JAGDALE et
al., 2012).

Estudos realizados por Perioli e colaboradores (2011), observaram a solubilidade do
farmaco anti-inflamatério flubirprofeno (FLUR) em meio géastrico (pH 1,2) quando
intercalado em MgAI-CI-HDL, como visto na figura 10. O FLUR é um IFA pertencente a
classe Il do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica, ou seja, que possui baixa solubilidade
e alta permeabilidade. Quando comparado com o FLUR isolado, 0 mesmo ao ser intercalado
em MgAI-CI-HDL, apresentou um aumento de solubilidade significativo. Apds os 15 minutos
iniciais do teste, a concentracdo do farmaco isolado foi de 4,46 mg/L, enquanto a
concentracdo do farmaco intercalado com o HDL foi de 38,51 mg/L. Este incremento de
solubilidade foi atribuido ao fato de que o FLUR se apresentou amorfo, quando intercalado ao
HDL.
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Figura 10 - Solubilidade aparente do MgAI-Cl—HDL/FLUR, Mistura Fisica (MgAI-CI-HDL-
FLUR e FLUR.
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Fonte: Perioli et al., (2011).

Estudo realizado por Fontes (2016) mostrou que a solubilidade do antirretroviral
efavirenz (EFZ), um farmaco de classe Il de acordo com o Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica (mesma categoria do PZQ), foi aumentada quando este produziu complexos
com os HDL obtidos a partir dos céations célcio e aluminio. As analises fisico-quimicas
realizadas identificaram que o EFZ se apresentou amorfo nos complexos combinados de
HDL-EFZ 10, 20 e 30% (relagdo farmaco/excipiente), que é uma das caracteristicas

fundamentais para que uma substancia apresente solubilizacdo em meio aquoso (Figura 11).

Figura 11 - Perfil de dissolucdo do EFZ isolado e seus sistemas HDL:EFZ e MF.
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Fonte: Fontes (2016).
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Estudos realizados por Del Arco e colaboradores (2010), avaliaram a solubilidade do
farmaco fenbufeno (Fb) intercalado com MgAI-HDL, suas respectivas misturas fisicas e o
farmaco isolado em meios com valores de pH simulando os valores reais do trato
gastrointestinal (1.2, 4.5 e 6.8). Os resultados obtidos demonstraram que o farmaco isolado
apresentou solubilidade menor do que aqueles que continham o HDL e que independente do
pH, o Fb quando intercalado com o HDL evidenciou maior solubilidade quando comparado

com a mistura fisica, como mostra a figura 12.

Figura 12 - Solubilidade aparente de Fb a partir de eFB, em compara¢do com Fb e da mistura
fisica(Fb+C)apH1,2,4,5¢6,8.

Fb 80 o SFD
S 30 - psanted J-A~‘*AAA—A~A-—A»A_L ¥ P PRrerer ey B A-h-A-4-A |
{] A""‘;_‘ ‘A"'-
g “"- -0 -0-0-0 Fbic—d 60 1 ,“
Ea0] & e ; EpsC
> 4 e Fb 4
g n AO".'. W 1‘ P 880 b=bog 000 Fb
g8 \|r A 0l B
% 10 -:’. ,_,-"‘. B i'... e L e i
(D ._,-' s ’..l
eFb
30 P
LaA-b
el Fb+C
201 P DY Sl
Aj‘ - ot Fb
,‘4 ,.0"" e ‘
hotan™™ pH 1.2
O T T T 1

Fonte: Adaptado de Del Arco et al., 2010.
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MATERIAL E METODOS
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

O insumo farmacéutico ativo (PZQ) foi doado pela indastria brasileira
Farmanguinhos®, apresentando teor de 99,73% (BR-MAC Comercial®, lote ATOON147001).

A tabela 3 apresenta os reagentes e solventes utilizados para a preparacdo da sintese de
CaAl-HDL e sistemas farmaco-HDL, bem como suas respectivas formulas quimicas,

procedéncia e grau de pureza dos reagentes.

Tabela 3 - Reagentes utilizados nas sinteses de HDL, obtencao dos sistemas e doseamento dos

sistemas e MF.

REAGENTES FORMULA PROCEDENCIA PUREZA
Acetona C3HeO Quimica Moderna® P.A
Acido Cloridrico HCI Anidrol® 36,5% - 38%
Alcool etilico C,HsO Quimica Moderna® P.A
Cloreto de potassio KCI Anidrol® P.A
Nitrato de Calcio ) e
_ Ca(NO3), . 4H,0 Sigma-Aldrich >99%
Tetrahidratado
Nitrato de Aluminio _ @
_ Al(NO3)3.9H,0 Sigma-Aldrich 99%
Monohidratado
Hidroxido de Sédio NaOH" Sigma-Aldrich® >98%

Fonte: Dados da pesquisa

4.2 METODOS

4.2.1 Sintese CaAl-HDL

Para a obtengdo do CaAl-HDL (Figura 12), foi realizada uma adaptacdo do método
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proposto por Shafiei e colaboradores (2013). O CaAl-HDL foi sintetizado a partir da adi¢éo
de 500 mL de uma solucédo contendo nitrato de aluminio monohidratado a 0,050M, nitrato de
calcio Tetrahidratado 0,085M, sobre uma solucao de hidréxido de sédio a 0,5M, através de
co-precipitacdo, apresentando um valor de pH béasico 10 e fluxo de gotejamento das solucbes
dos metais com razdo de 1mL/min, sob agitacdo constante, a 25 °C e atmosfera de nitrogénio.
Apos o término do gotejamento dos sais, a suspensdo foi mantida sob agitagdo por 14 horas, e
posteriormente foi filtrada com auxilio de um tamis, com abertura de malha de 325 um. O
HDL retido no tamis foi ressuspendido em 350 mL de agua ultra- purificada e homogeneizada
para nova lavagem do material. Este processo de lavagem foi realizado duas vezes. A
secagem foi realizada em estufa de circulagdo (Ethiktechnology®) a 60°C durante 3 horas, ou
até o material ndo apresentar mais aspecto Umido. ApOs a secagem, o0 material foi
pulverizado, com o auxilio de gral e pistilo. No processo de sintese e lavagem do HDL, foi
utilizada &gua ultra-purificada (Milli-Q System®, MA, EUA) e ausente de gases, sonicada
por 10 minutos (sonicador Limp Sonic®- LS-3D-2-X) para eliminagédo de CO,.

Figura 13 — Esquematizacdo da sintese de por co-precipitacdo, lavagem e secagem do HDL.
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Fonte: Autoria Propria.

4.2.2 Obtengao dos sistemas CaAl-HDL e praziquantel PZQ.

A obtencdo dos sistemas foi realizada pelo método descrito por Takahashi &
Yamaguchi (1991). O farmaco foi completamente dissolvido em acetona e posteriormente
adicionado o CaAl-HDL. A suspensdo formada foi colocada em recipientes abertos e
submetidas a agitacdo em mesa agitadora (MS 3 Digital) IKA® por 1 hora, para evaporacado
do solvente, a 60 rpm. Apds a evaporacédo do solvente, o residuo foi seco completamente em
estufa de circulacdo (Ethiktechnology) a 60 °C, para evaporagio total do solvente, conforme
esquema da Figura 14.



65

Desta maneira, proporcdes molares de HDL e PZQ foram utilizadas (sistema 1 - 1:1,
sistema 2 - 2:1, sistema 4 - 4:1), tomando por base os pesos moleculares de 316,4 e 312,4
g.mol™, respectivamente. Para comparacdo com os sistemas HDL:PZQ, foram obtidas as
misturas fisicas (MF) entre o0 HDL e o PZQ, por homogeneiza¢cdo do farmaco e carreador
utilizando almofariz e pistilo, nas mesmas proporc¢des utilizadas para a formacdo dos

sistemas.

Figura 14 - Método de obtencéo por solvente dos sistemas HDL:PZQ

P20 + ACETONA PZQ + ACETONA + HOL Suspensdo HOL + PZQ
X o SISTEMA HOL:PZQ
Adicho do HOL ! Aceadicionamento
—= — = — —
Solubiizagio Salutizagdo - :
oo farmaoco do HDL Agtagiopor 1 h Evegoragéo comoleta
{Evaporagdo) do solvente

Fonte: Autoria Propria (Imagens do Google Imagens).

4.2.3 Caracterizacdo do praziquantel, HDL, sistemas ¢ MF.

As técnicas para caracterizacdo, descritas a seguir, foram utilizadas para avaliar as
propriedades fisico-quimicas dos materiais obtidos a fim de corroborar a formacdo dos
sistemas. Para fins comparativos, foi realizada também a caracterizacdo do HDL, do PZQ e
das Mistura Fisica (MF).

4.2.3.1 Espectroscopia de absor¢do no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absorcao no infravermelho do PZQ, HDL, dos sistemas e MF, foram
analisados utilizando espectrometro de IV (PerkinElmer® - Spectrum 400), com dispositivo
de reflectancia total atenuada (ATR) com cristal de selénio. Os espectros de IV foram obtidos

por meio de 16 varreduras, em comprimento de onda de 4000 a 400 cm™ e resolugdo de 4 cm™
1

4.2.3.2 Difratometria de raios-x (DRX)

As anélises difratométricas apresentam grande relevancia nas Ciéncias Farmacéuticas,
uma vez que sdo empregadas para caracterizar provaveis modificagdes no comportamento
cristalino dos componentes de uma mistura quando comparado ao perfil cristalino dos

componentes isolados.
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As difracOes de raios-x das amostras foram analisadas utilizando o equipamento
Shimadzu® modelo XRD-700, com radiagio CuKo (1,5418 A), equipado com anodo de
cobre. O preparo das amostras foi feito utilizando suportes de vidro, de modo que uma fina
camada do material pulverizado fosse disposto e analisado no intervalo de 0<26<50° a uma
velocidade de 0,01%s. O célculo do espacamento basal do composto lamelar foi obtido através
da lei de Bragg:

nA=2dsene

Onde: n é a ordem de reflexdo do pico (n=1), A é o comprimento de onda da radiagdo de raios

X, d é a distancia basal em &ngstroms e e é 0 angulo de Bragg.

4.2.3.3 Termogravimetria (TG)

As curvas de TG foram realizadas por meio de termobalanca (Shimadzu® TA-60WS),
com atmosfera de nitrogénio de 100 mL.min™, sendo a massa da amostra de 3 + 0,5 mg para 0
PZQ, HDL, sistemas HDL:PZQ e as MF, acondicionados em cadinho de platina e analisados
na faixa de temperatura de 30 a 600 °C com razdo de aquecimento de 10 °C.min™, e prévia

calibracdo da termobalanca utilizando um cadinho de platina vazio.

4.2.3.4 Calorimetria exploratdria diferencial

As curvas de DSC foram obtidas utilizando calorimetro (Shimadzu® DSC-60
interligado ao software Shimadzu® TA-60WS), sob atmosfera de nitrogénio, com fluxo de
100 mL.min e razdo de aquecimento de 10°C.min™, na faixa de temperatura 30 a 450 °C. As
amostras foram acondicionadas em porta-amostra de alumina hermeticamente fechada com
massa de cerca de 2 + 0,5 mg para o PZQ, HDL, sistemas HDL:PZQ e as MF. As

determinagGes foram realizadas em triplicata.

4.2.3.5 Anélise de tamanho de particula

Foi determinado o tamanho de particula de CaAl-HDL, PZQ, sistemas e MF, através
do equipamento Microtac® S3500. As amostras foram dispersas em agua e agitadas no banho
ultrassonico Unique®. Mod USC-1400%, com poténcia ultrassdnica 135 watts, durante 3
minutos, antes de serem analisadas em quintuplicata. Esse equipamento emprega um sistema
de trés lasers operando em conjunto com um arranjo de fotodetectores que varre angulos de
espalhamento unificado da luz (UST- Unified Scatter Technique). Desta forma, a técnica

utilizada se baseia no espalhamento que a luz aplicada sofre ao entrar em contato com
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matérias particuladas de diferentes tamanhos.

4.2.3.6 Analise da area superficial

A area de superficie especifica foi calculada com base no método Brunauer-Emmett-
Teller (BET). Foi utilizado o equipamento ASAP2420 Micromeritcs®, munido de software

proprio para determinar os resultados.

4.2.4 Estudo de liberagdo in vitro dos sistemas e misturas fisicas de PZQ-HDL

4.2.4.1 Curva de calibragao do praziquantel

Uma curva de calibragdo de PZQ foi preparada em triplicata no intervalo de 50, 120,
270, 420, 570 e 720 pg.mL™ e varreduras destas solucdes padrdo foram obtidas entre 190-
1000 nm a uma velocidade de 100 nm.min. A segunda derivada das absorbancias (d2A) foi
obtida em 279 nm e, em seguida, os dados foram estudados em um modelo linear por
regressdo de minimos quadrados ordinarios.

A qualidade do ajuste do modelo foi avaliada por inspecdo visual do gréafico de
dispersdo dos dados e dos residuos, além do coeficiente de determinacdo (R2). O desvio
padrdo relativo [DPR (%)] e a exatiddo média (%) de cada nivel de calibracdo foram

calculados para averiguar a precisao e exatiddo da calibracdo, respectivamente.

4.2.4.2 Solubilidade de equilibrio do PZQ

Uma das variaveis necessarias para determinar o Sink Index de um estudo de liberacéo
in vitro sob condigdo non-sink ¢ a solubilidade de equilibrio do farmaco.

Os ensaios foram realizados em condicdes experimentais proximas as do trato
gastrintestinal (tamp&o HCI com pH 1.2 e tampé&o fosfato com pH 6.8, ambos preparados
conforme a USP). Foi utilizado um banho-maria (Ethiktechnology®) munido de aparato de
agitacdo, com temperatura de 37 °C + 0,5 °C (temperatura fisolégica do organismo vivo),
onde solucdes saturadas do farmaco, nos tampdes citados, permaneceram por um periodo de
96 horas sob uma frequéncia de agitacdo (simulando o peristaltismo) de 100 rpm (adaptado
de TORRE et al., 1999). Ao final do 5° dia, o sobrenadante das solugGes foi centrifugado
(3000 rpm, 10 minutos) e submetido a leitura em espectroscopia UV-Vis (Espectrofotdmetro

Shimadzu® UV 1240 PC). Foi utilizada uma curva de calibragdo do farmaco, nos mesmos
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tampdes utilizados no teste, nas concentragdes de 50 a 720 ug.mL™. Todos os ensaios foram

conduzidos em triplicata.

4.2.4.3 Revalidagdo do método analitico para quantificagdo do PZQ por espectrofotometria no
UV-VIS

O método foi desenvolvido e validado por Mourdo (2012) e a revalidacdo foi

procedida de acordo com a RDC 166 de 24 de julho de 2017, onde foram contempladas as

avaliacOes dos seguintes parametros: linearidade, efeito matriz, repetibilidade e robustez.

4.2.4.3.1 Equipamentos

Foram utilizados no processo de revalidacdo: Balanca analitica (Bioprecisa®-
FA2104N), Ultrassom (Limp Sonic® LS-3D-2-X), Espectrofotometro UV-Visivel
(Shimadzu® UV 1240 PC)

4.2.4.3.2 Revalidacdo do método analitico

O proposito da revalidacdo do método se d& devido a uma pequena alteracdo na
preparacdo da amostra. O método desenvolvido por Mourdo (2012) requer apenas diluicdo do
PZQ em alcool etilico absoluto. Ja 0 método desenvolvido para o sistema HDL-PZQ requer a
adicdo de &cido cloridrico para evitar a turbidez deixada pelo HDL em suspensao, fazendo

com que 0 mesmo se dissolva.

4.2.4.3.2.1 Linearidade

Com a finalidade de analisar a capacidade do método em demonstrar que as respostas
analiticas obtidas sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito da amostra, foi
realizada regressdo linear de duas curvas, utilizando ajuste dos dados pelo método dos
minimos quadrados dos pontos médios.

Preparo das solu¢bes mées:

Ensaio 1: Método de Mourdo (2012).

Foi preparada uma solucdo-mée com 500 mg de PZQ para bal&o volumético de 50 mL

(concentracdo de 10 mg/mL de PZQ), solubilizado em etanol.
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Ensaio 2: Método de Mourdo (2012) com adicdo de acido cloridrico (método ajustado).

Foi preparada uma solucdo-mae com 500 mg de PZQ para baldo volumético de 50 mL
(concentracdo de 10mg/mL de PZQ), solubilizada em etanol, posteriormente adicionado 20

mL HCI 0,1M, completado o baldo com etanol e sonicado por 10 minutos.

Os ensaios foram realizados em triplicatas obtidas em seis niveis de concentragdes
diferentes: 50, 120, 270, 420, 570 e 720 pg.mL™.

4.2.4.3.2.2 Efeito Matriz

Com a finalidade de averiguar possiveis interferéncias causadas pelas substancias que
compdem a matriz da amostra, foi realizada a curva da mesma forma que no método de
linearidade, utilizando os mesmos niveis de concentracdo 50, 120, 270, 420, 570 e 720

ng.mL™, em triplicata.
Ensaio 3: Método ajustado com adi¢do de HDL (Efeito Matriz).

Foi preparada uma solucdo-mée com 500 mg de PZQ para baldo volumétrico de 50
mL (concentragdo de 10 mg/mL de PZQ), solubilizado em etanol, posteriormente adicionado
1,953g de HDL, seguido da adig¢do de 20 mL de HCI 0,1M, completando o baldo com etanol e

sonicado por 10 min.

4.2.4.3.2.3 Robustez

A robustez é determinada através da capacidade que o método apresenta em se manter
constante através de pequenas e deliberadas modificagdes intencionais das condicbes
analiticas e que sejam capazes de fornecer indicacGes de seguranga durante o uso normal. Na
espectrofotometria, o parametro robustez pode ser averiguado pela variacdo de pH da solucéo,
diferentes lotes ou fabricantes (BRASIL, 2017; SANTANA et al., 2007).

A robustez do método proposto foi verificada através da variacdo de pH devido a
adicdo de HCI 0,1M, onde, no ensaio 1 foi preparada uma solu¢do-mée com 500 mg de PZQ

para baldo volumético de 50 mL (concentracdo de 10 mg.mL™ de PZQ), solubilizado em
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etanol, apresentando um valor de pH de 6,5 e no ensaio 2: foi realizado o0 mesmo método do
ensaio 1, sonicado por 10 minutos e com adicdo de 20 mL HCI 0,1M, apresentando valor de
pH de 1,7. As concentracdes de PZQ utilizadas para as solu¢des-filhas foram: 50, 270 e 720
ng.mL™?, representando um ponto baixo, médio e alto da curva. Todas as anélises foram
realizadas em triplicata.

Os resultados da robustez foram expressos através da relacdo entre a concentracéo
média, determinada experimentalmente e pela concentracéo tedrica correspondente, dada pela

equacdo 01:

Concentragio média experimental

Recuperagdo = X100 (01)

Concentracio tedrica

4.2.4.3.2.4 Precisdo

A precisdo é um parametro que avalia a proximidade dos resultados obtidos através de
ensaios com amostras preparadas de acordo com o método analitico a ser validado. O teste de
precisdo pode ser expresso atraves da avaliacdo dos critérios de repetibilidade, da precisdo
intermediaria ou da reprodutibilidade (BRASIL, 2017).

4.2.4.3.2.4.1 Repetibilidade

A precisdo do método foi avaliada através da repetibilidade, visando avaliar a
concordancia entre os resultados sob as mesmas condi¢gdes de operagdo, mesmo analista e
mesma instrumentagdo, em uma unica corrida analitica. O método foi verificado a partir da
preparacdo de uma solucdo-mée com concentracio de 10mg.mL™ de PZQ em etanol e 20 mL
de HCI 0,1M, onde seis réplicas da concentracdo correspondente a concentracdo de trabalho
(270 pg.mL™) no intervalo linear foram preparadas individualmente. A repetibilidade foi
alcancada através da andlise do desvio-padrdo relativo (DPR) entre as determinagdes

quantitativas realizadas seguindo a equacédo 02:
DPR = 22 X 100 (02)
CMD

Onde, DP corresponde ao desvio padrdo e CMD a concentracdo média determinada.

4.2.4.4 DOSEAMENTO DO PZQ NOS SISTEMAS E MISTURAS FISICAS

Para quantificacdo do PZQ contido nos sistemas e MF obtidos, foram produzidas
amostras de concentraco tedrica final de 1 mg.mL™" em solugdo de etanol com HCl a 0,1M.
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A presenca do acido se faz necessaria para que a turbidez gerada pela insolubilidade dos HDL
em solvente organico (necessario para a solubilizacdo do farmaco a ser quantificado) seja
cessada e assim se torne possivel a leitura das amostras no espectrofotémetro. Para cada
propor¢cdo molar de sistema ou MF, uma concentracdo tedrica de praziquantel distinta foi
obtida, ficando da seguinte maneira: sistema 1 (499,84 pg.mL™), sistema 2 (312,4 pg.mL™) e
sistema 4 (203,06 pg.mL™). Uma curva de calibracio do farmaco foi utilizada no intervalo de
50 a 720 pg.mL™ para quantificagdo do mesmo, partindo de uma solugdo-méae de 10 mg.mL™
contendo etanol e HCI a 0,1 M (método revalidado), tendo as aliquotas seus volumes
completados com etanol. Para a quantificagdo do PZQ nos sistemas e MF, foi empregada a
espectrofotometria derivatizada de segunda ordem, uma alternativa menos dispendiosa em
relacdo a métodos analiticos sensiveis como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(SUN & LEE, 2013; DONATO, 2010).

4.2.4.5 Analise Elementar

Como metodologia ~ complementar/confirmatéria ao  doseamento  por
espectrofotometria de derivadas para determinacdo do percentual de farmaco nos sistemas e
misturas fisicas obtidos, a analise elementar (CHN) foi realizada em equipamento
PerkinElmer® modelo 2400 (Perkin Elmer Japan Co. Ltda). As amostras foram dissolvidas na

concentracdo de 1mg.mL™ em solucéo de 4cido nitrico 1% (v/v).

4.2.4.6 Ensaios de dissolugao

Com o intuito de analisar a eficiéncia dos sistemas e misturas fisicas em relacdo a
liberacdo de praziquantel no meio, ensaios de dissolugdo em condicéo sink foram realizados.
Empregou-se o equivalente a uma quantidade de farmaco igual a 100 mg, tampéo HCI pH 1.2
(USP), dissolutor Varian® modelo VK 7010, aparato 2 de dissolucdo (pés), 150 rpm,
temperatura de 37 + 0,5 °C, aliquotas de 2 mL para cada coleta (10, 20, 30, 60, 120, 180,
240, 360, 480, 1440 minutos) com reposic¢do do meio de dissolucéo, centrifugagdo a 3000 rpm
durante 10 minutos, varredura do sobrenadante em espectrofotdmetro UV/VIS Shimadzu®
modelo Mini1240 (velocidade baixa, comprimentos de onda entre 1000-190 nm). Uma curva
de calibracdo do farmaco foi utilizada no intervalo de 50 a 720 pg.mL™ para quantificacio do
mesmo durante a dissolucdo, partindo de uma solucdo-mae de 10 mg.mL™ em etanol
absoluto. As solucBes-filhas, foi adicionado tampdo HCI pH 1.2 para preenchimento do

volume final, apds a adicdo das aliquotas referentes a cada ponto da curva.
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A eficiéncia da dissolugcdo (ED%) foi calculada no tempo correspondente a finalizagéo
da dissolucdo (8 h=480 min) para o0 PZQ, sistemas 1, 2 e 4 e misturas fisicas 1, 2 e 4. A ED%
¢ a area sobre a curva no tempo t da curva de dissolucdo expressa como porcentagem da area
do retangulo em y 100% no mesmo tempo t (KHAN, 1975; KHAN e RHODES 1972). O
célculo de area sob a curva (AUC) e ED% foi realizado com auxilio do software Origin®8 da
Origin Lab Solutions e Microsoft Excel®2010.

Para avaliacdo da capacidade dos HDL de manter o PZQ solGvel em condicdes de
supersaturacao, fez-se uso da técnica de dissolucdo non-sink. Foi adotado um valor de sink
index de 0,5 e fez-se uso da férmula proposta por Sun e Lee (2012), utilizando os valores
experimentais obtidos para a solubilidade de equilibrio e volume de meio de 250 mL. Sendo
assim, pode-se determinar a concentracdo de farmaco a ser utilizada no experimento. Essa
condicdo numérica de Sink Index (SI) significa que se trabalhou com volume de meio em
torno de cinco vezes menos do que seria necessario para solubilizar todo o PZQ inserido no

meio. As demais caracteristicas experimentais foram similares as utilizadas na condicao sink.

4.2.5 Estudo de estabilidade térmica do PZQ e do sistema 4 (HDL:PZQ) por analise térmica

4.2.5.1 Cinética de degradacdo

O estudo de cinética de degradagdo ndo isotérmico do PZQ e do sistema 4 foram
obtidos a partir dos dados de TG conforme modelo proposto por Flynn-Wall-Ozawa (1966).
Foram utilizadas razdes de aquecimento de 2,5; 5; 10; 15 e 20 °C.min’, na faixa de
temperatura entre 30-600 °C, em cadinho de platina com 5 = 0,1 mg de amostras e atmosfera
de nitrogénio (N,) de 100 mL.min™.

4.25.1.1 Modelos matematicos isoconvencionais empregados no estudo cinético de
decomposic¢do térmica

Através de dados obtidos por meio de curvas TG/DTG, é possivel a realizacdo do
estudo da estrutura da decomposicdo térmica de um material, por meio da determinacdo da
triplice cinética das substancias solidas, denominada como a triplice de Arrhenius. A
percepcdo detalhada deste processo é relevante visto que, permite o calculo dos parametros
termodindmicos, a estabilidade térmica pertinente ao prazo de validade e estimar quais as

melhores condig¢des de temperatura em processos de estocagem de produtos desenvolvidos.
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Na termogravimétria, a curva gerada através da variacdo de massa em funcdo do
tempo e temperatura € denominada fracdo de conversdo de massa (o) (KHAWAN;
FLANAGAN, 2006), no qual esse grau de conversao em experimento ndo isotérmico pode ser
determinado pela Equagéo 01:

mo—mg

a=———x100 (01)

mo—mf

Onde m, representa a massa inicial, m; ¢ a massa em um tempo ou temperatura de reacao

estabelecido e m; representa a massa final do experimento. Em condic¢des ndo isotérmicas, a
~ ~ doc o .-
equacdo geral que descreve a taxa de conversdo de massa (E) em uma reacdo cinética de

estado solido é representada pela Equacdo 02 (BROWN, 2001):

@ =k f( (02)

No qual a representa a fragdo de conversdo de massa, k representa a constante de
proporcionalidade dada pela expressdo empirica de Arrhenius e f(a) representa a funcdo de
conversao de massa que concede informacgfes da forma no qual o processo de degradacéo
ocorre (BROWN, 2001).

k =Aexp— Ea (03)
RT

A equacdo 03 expressa o perfil cinético de degradacdo térmica, onde A é representado
pelo numero total de colisdes entre as moléculas e E, representa a energia de ativacdo capaz
de romper um mol de ligagbes entre os atomos das moléculas. Os pardmetros R e T
representam a constante dos gases ideais (8,31451 J/mol K) e a temperatura absoluta (Kelvin),
respectivamente.

Dessa forma, as equacdes 01 e 02 podem ser reescritas sob a forma da Equagéo 04:

Zp = A(exp— —)f (@) (04)

Com base na equacdo de taxa basica foram desenvolvidos varios métodos
direcionados ao estudo do perfil cinético de degradacdo térmica dos materiais com a
finalidade de obtencdo dos pardmetros adequados para descrever esse processo. A resolucao

da equacdo 04 pode ser realizada através de aproximac6es diferenciais ou integrais. Como
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parametros cinéticos, destaca-se o método “Model Free Analysis”: como o de Friedman, de
Kissinger-Akahura-Sunose e Flynn-Wall-Ozawa (COSTA, 2016; TITA et al., 2013).

4.2.5.1.2 Método Flynn, Wall, Ozawa (FWO)

O método FWO (FLYNN; WALL, 1996; OZAWA, 1965) foi proposto como um

método independente com o uso da aproximacédo de Doyle:

p(x) = (—0,4567.x — 2,315) (5)

Através da equacdo 04, a reorganizacdo da equagdo pode ser realizada da seguinte

forma:

AE,
Rg(a)

logB = log — 2,315 - 0,4567 =2 (6)
Dessa forma, quando a= constante, é possivel calcular a energia de ativacdo a partir
do gréafico log f vs I/T obtidos através dos termogramas relacionado a diferentes razdes de

aquecimento por meio da obtencdo do coeficiente angular.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Espectroscopia de absor¢do no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

O espectro de absor¢do no infravermelho do CaAl-HDL evidenciou bandas
caracteristicas do composto (figura 15), comprovando que os dados de sua identificacdo
espectroscopica sao similares aos ja descritos na literatura para o carreador (SHAFIEI et al.,
2013; FONTES, 2016). Em 3694 e 3082 cm™, verificou-se uma banda larga correspondente &
deformacéo axial de O-H referente a presenca de hidroxilas e &gua interlamelar. Em 1643
cm™ evidenciou-se uma pequena banda, ou seja, com intensidade mais fraca, caracteristica da
deformacdo angular de moléculas de agua interlamelar. Em 1350 cm™, evidenciou banda
referente a presenca de anions nitrato. Em virtude de apresentar essa banda com alta
intensidade e indicio de um duplo pico, percebeu-se que ha vibracbes correspondente a ions
carbonato, que normalmente encontram-se entre 1360-1370 cm™, oriundo do ar atmosférico
residual, durante o processo de sintese do CaAl-HDL. Bandas abaixo de 1050 cm™ sdo

resultantes de deformac®es axiais entre metais e oxigénio.

Figura 15 — Espectro de infravermelho do CaAl-HDL.
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Fonte: autoria propria.
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No espectro de absor¢do do PZQ (Figura 16), foram verificadas bandas em 2930 e
2853 cm™, indicando as vibragdes C-H das deformacdes axiais assimétricas e simétricas
(CH,), respectivamente. Pdde-se observar uma banda de alta intensidade em 1643 cm™
referente a presenca dos grupos carbonilas (C=0) existentes na molécula do PZQ. Entre 1352
e 1000 cm™, foram observados bandas de intensidade média a fraca, indicando a presenca de
deformacdo axial C-N. O espectro também apresenta, em 764 cm™, caracteristicas de
deformacdo angular fora do plano de C-H, referente ao anel aromatico, corroborando a
presenca de deformagéo axial C=C do anel aromatico através das bandas 1446 e 1420 cm™,
dados estes que se assemelham com os observados por Campos et al. (2013), Lima (2009),
Mourdo et al. (2012) e Perissutti et al. (2017).

Figura 16 — Espectro de infravermelho do Praziquantel.
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Fonte: autoria propria.

Os espectros dos sistemas HDL-PZQ (Figura 17) apresentaram alteracdes quando
comparados aos seus precursores (PZQ e HDL isolados). Foram observadas diminuicGes de
intensidade das bandas caracteristicas, como pdde ser visto entre 2930 e 2854 cm™ referentes

as vibragdes C-H do PZQ. Foi verificada uma reducéo significativa nas bandas relativas aos
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estiramentos das carbonilas (C=0), onde a medida que a concentra¢do do farmaco diminui, a

intensidade dessa banda torna-se menos perceptivel, apresentando maior semelhanca ao

espectro de HDL isolado. Foi verificado também sobreposicdo de bandas entre a regido de

1352 a 1000 cm™ aproximadamente, onde o desaparecimento dessas bandas do PZQ, que

indicam deformacdo axial C-N, pode estar associado a interacfes entre o anel isoquinolinico

do PZQ e os HDL, uma vez que, em estudos realizados por Mourao (2012), foi sugerido que o

desaparecimento dessas bandas do PZQ, poderia ser indicativo da entrada do anel

isoquinolinico na cavidade da B-CD nas preparacdes obtidas por malaxagem e liofilizacéo.

Para que a interacdo entre o carreador e o farmaco seja de fato afirmada de acordo com os

resultados obtidos, estudos complementares como Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN)

devem ser realizados para que possa ter uma confirmacao destas interacdes.

Figura 17 — Espectro de infravermelho dos sistemas e misturas fisicas.
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Os espectros das misturas fisicas (figura 17) apresentaram sobreposi¢do do conjunto
de bandas dos precursores (HDL e PZQ). Algumas bandas caracteristicas sofreram reducéo de
intensidade, mas ndo tao significativas quanto o comportamento observado nos sistemas.
Diante disso, pressupde-se um melhor grau de interacfes entre o farmaco e os HDL quando
estes sdo unidos por uma metodologia que exceda apenas interaces fisicas.

5.2 Difratometria de Raios-x (DRX)

A natureza cristalina do praziquantel pode ser verificada através dos planos
caracteristicos do farmaco, como ilustrado na figura 18. O trabalho de Cugovcan e
colaboradores (2017) descrevem picos de intensidade bastante similares para o PZQ (4.01°,
intensidades variadas entre 6.7 e 8.5° 15.42° 16.74° e 20.09°), revelando a autenticidade do
insumo farmacéutico ativo adquirido.

O difratograma dos CaAl-HDL apresentou picos caracteristicos do material (figura
18), tipicos de estruturas lamelares, de acordo com o encontrado por Fontes (2016) e Gao et
al. (2014) .

Figura 18 — Difratogramas dos CaAl-HDL e do praziquantel.
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Fonte: autoria propria.
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Em relacdo aos sistemas (figura 19) obtidos atraves da técnica de co-solubilizagdo,
pOde-se observar, que nos sistemas 1 e 2, o0 comportamento de reflexdo do PZQ ainda é
evidente, enquanto que no sistema 4, enxergam-se picos semelhantes ao dos HDL. Isso é
sugestivo de que as intera¢fes quimicas entre o carreador e o farmaco foram suficientes para
gerar uma desorganicao na estrutura cristalina do PZQ quando se tem uma maior proporc¢ao
do HDL, deixando o PZQ em estado amorfo, no sistema 4, o que vem a contribuir com a taxa
de dissolucdo do IFA (COSTA, 2016).

Figura 19 — Difratogramas comparativos dos HDL-CaAl, praziquantel e sistemas HDL-PZQ.
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Fonte: autoria propria.

Ao se observar o comportamento de reflectancia das particulas das misturas fisicas
(figura 20), € possivel notar que, em todas as proporcdes, ainda ha presenca de picos relativos
ao praziquantel e aos HDL, evidenciando apenas uma sobreposi¢do de bandas, sugerindo que

ndo héa alteracdo no estado cristalino do farmaco.
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Figura 20 — Difratogramas comparativos dos HDL-CaAl, praziquantel e misturas fisicas
HDL-PZQ.
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Fonte: autoria propria.

A aplicacdo da Lei de Bragg permitiu a constatacdo do espacamento interlamelar dos
HDL isolados e ap6s a complexacdo com o PZQ. O tamanho de 8,7 A correspondeu aos
hidroxidos duplos lamelares isolados (VARGA et al., 2016) e medidas muito idénticas
também foram encontradas nos sistemas 1, 2 e 4, o que significa dizer que ndo houve
intercalacdo do farmaco dentro da estrutura do carreador, sugerindo portanto um fenémeno de

adsorcdo na sua superficie.

5.3 Termogravimetria (TG)

A analise termogravimétrica do CaAl-HDL apresentou uma curva com trés eventos
referentes a decomposi¢des/perdas de massa (figura 21). A primeira etapa de decomposicdo
corresponde a perda de agua interlamelar e perda de 4gua que possivelmente apresentava-se
adsorvida na superficie do material. O primeiro evento iniciou-se em temperatura ambiente
até 132°C, equivalendo a uma perda de massa de 12,44% (0,377 mg). O segundo evento

iniciou-se em 252 °C estendendo-se até 281,56 °C, apresentando perda de massa de 11,68%
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(0,354 mg), relacionada a decomposicdo das hidroxilas presentes nas estruturas das lamelas e
relacionada também a reducdo dos ions nitrato (anion interlamelar do CaAl-HDL) em nitrito.
O terceiro evento estd relacionado a remocao extra de hidroxilas e a decomposicdo dos
nitritos, havendo inicio em 517,03 °C até 567,89 °C, apresentando perda de massa de 9,01%
(0,273 mg). Os resultados obtidos aproximam-se dos que foram descritos nas analises

termogravimeétricas realizados por Shafiei et al. (2013).

Figura 21 — Curvas TG do CaAl-HDL e PZQ isolados.
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Fonte: autoria propria.

Observando a curva termogravimétrica do PZQ, pdde-se observar um Gnico evento
térmico, que se inicia em cerca de 307 °C e finaliza em 340 °C, apresentando um total de
96,8% de decomposicdo da amostra (Figura 21). Resultado similar foi obtido por Mourao
(2012), onde também foi identificado apenas uma Unica etapa entre 280 e 330 °C.

A figura 22 apresenta o perfil termogravimétrico dos sistemas 1, 2 e 4:
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Figura 22 — Curvas TG do CaAl-HDL, PZQ e seus sistemas.
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No sistema 1, identificou-se a presenca de dois eventos, sendo o primeiro entre 47 °C
a 86,5 °C, com perda de massa de 7,59% (0,230 mg) e o segundo evento ocorrendo entre
255,54 °C e 295,17 °C, com perda de massa de 30,43% (0,922 mg). No sistema 2, visualizou-
se também a presenca de dois eventos, onde o primeiro inicia-se em 51,3 °C até 92 °C,
apresentando uma perda de massa de 8,88% (0,281 mg) e o segundo evento entre 250,1 °C e
283,42 °C, com perda de massa de 21,43% (0,678 mg). Porém, no sistema 4 foram
identificado trés eventos, onde o primeiro iniciou em 57,4 °C até 91,68 °C, apresentando
perda de massa de 10,7% (0,322 mg), o segundo em 253,12 °C até 278,87 °C, com perda de
massa de 19,16% (0,577 mg) e o terceiro evento ocorreu entre 543,36 °C até 563,54 °C,
apresentando perda de massa de 3,55% (0,107 mg). Portanto, pode-se observar que nas curvas
dos sistemas 1 e 2, ha um perfil semelhante a curva TG do HDL isolado, onde seus eventos
estdo relacionados a perda de agua interlamelar, perda de agua adsorvida nas superficies,
decomposicdo de hidroxilas e reducdo de nitrato em nitrito. Porém, no sistema 4, foi
encontrado um terceiro evento e este pode estar relacionado a perda de hidroxilas e
decomposicdo de nitritos, eventos semelhantes aos que foram vistos por Fontes (2016) e
Shafiei et al. (2013) para os HDL.
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A figura 23 apresenta o perfil termogravimétrico das MF 1, 2 e 4 e de antemdo, pode-
se observar perfis semelhante aos obtidos nos sistemas 1, 2 e 4.
Figura 23 — Curvas TG do CaAl-HDL, PZQ e suas misturas fisicas.
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Fonte: autoria propria.

Na MF 1, foi identificada a presenca de dois eventos, o primeiro entre 63,6 °C e 83,14
°C, apresentando perda de massa de 6,12% (0,185 mg), o segundo evento ocorreu entre 268
°C e 303,2 °C com perda de massa de 38,56% (1,165 mg). Na MF 2, também foi identificada
a presenca de dois eventos, onde o primeiro iniciou em 47,13 °C até 84,8 °C, com perda de
massa de 8,82% (0,270 mg), o segundo evento iniciou em 261,3 °C até 292,94 °C, com perda
de massa de 28,1% (0,859 mg). A MF 4, também apresentou dois eventos, sendo o primeiro
iniciado em 50,38 °C a 86,15 °C, com perda de massa de 9,56% (0,291 mg) e o segundo
evento entre 249, 27 °C até 286,22 °C, com perda de massa de 24,14% (0,735 mg). A
expectativa era que os comportamentos das MF apresentassem caracteristicas distintas dos
sistemas, visto que estes ultimos apresentam uma probabilidade de maior interacdo entre o
HDL e o PZQ e que as MF deveriam apresentar todos os eventos ocorridos nos TG
semelhante ao dos precursores. Esse comportamento pode estar associado ao fato do calor
empregado na técnica atuar como um catalisador de reacdes e poder ter provocado interacdo
entre 0 HDL e PZQ durante a andlise, acarretando em curvas semelhantes aos sistemas
(ALBU, 2015).
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5.4 Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC)

Os resultados do DSC referentes ao PZQ, CaAl-HDL e sistemas estdo descritos na

figura 24.

Figura 24 — Curvas DSC do PZQ, HDL e sistemas HDL-PZQ.
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Fonte: autoria propria.

Um pico endotérmico pode ser observado em torno de 142°C evidenciando o
comportamento térmico do PZQ, referente a seu ponto de fusdo (AH=120,28 J/g),
corroborando com a literatura (PERISSUTI et al., 2017). O CaAl-HDL apresentou um evento
também de natureza endotérmica entre 85 e 141 °C, aproximadamente, sendo caracteristicos
da dessorcdo de agua adsorvida e interlamelar. Houve ainda um segundo evento endotérmico,
com pico caracteristico em 275 °C, referente a desidroxilagdo das lamelas do composto
(CHAKRABORTY; MITRA; CHAKRABORTY, 2017).

A analise do comportamento térmico dos sistemas revela a auséncia do pico de fusdo
do farmaco a medida em que aumenta a proporcdo do carreador em relacdo a ele. A alteracéo

da cristalinidade do IFA é observada nos sistemas 2 e 4, onde o ponto de fusdo do farmaco
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ndo € mais visivel, o que é sugestivo de uma amorfizacdo da estrutura (TRASTULLO et al.,
2015), principalmente para o sistema 4, onde a técnica de DRX corrobora ilustrando o
desaparecimento dos planos cristalinos do farmaco. No caso do sistema 1, ainda nota-se a
presenca do pico de fusdo do praziquantel, porém foi constatada uma diminuicdo da entalpia
envolvida neste evento (AH= 38,62 J/g), o que resulta em uma menor quantidade de energia
necessaria a solubilizagdo do farmaco (FERRAZ, 2017), revelando que devem ter ocorrido
modifica¢Bes na natureza cristalina do mesmo.

Nas misturas fisicas, pdde-se observar que o evento endotérmico referente ao pico de
fusdo do PZQ esteve presente em todos os compostos (Tpico wr1=139,97 °C, TpicO mp=
139,52 °C e Tpico wrs= 139,45 °C), independentemente da propor¢do molar entre carreador e
farmaco (figura 25).

Figura 25 — Curvas DSC do PZQ, HDL e misturas fisicas HDL-PZQ.
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Dessa forma, foi possivel perceber a diferencga entre as energias envolvidas na fuséo
do farmaco contido nos referidos materiais, observando um decréscimo a medida que
aumenta a quantidade de HDL na mistura (AHwri1= 52,46 J/g, AHmeo= 31,65 J/g ¢ AHwmpa=
22,31 J/g). Os resultados obtidos com o DRX atestaram que, de fato, na mistura fisica 1, a
estrutura cristalina do material apresenta-se muito similar a do PZQ, conforme observado nos
planos de difragcdo, mostrando a incapacidade que o processos de obtengdo destes compostos

(processo fisico) tem de alterar a cristalinidade do farmaco.
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5.5 Tamanho de Particulas

O tamanho de particulas € um dos pré-requisitos que complementam as analises de
caracterizacdo estrutural, no qual, sdo capazes de fornecer parametros de distribuicéo e
homogeneidade do material (AGUILERA, 2016).

O comportamento do perfil de dissolucdo estd associado a capacidade de
molhabilidade e dispersibilidade das particulas do farmaco, onde os melhores desempenhos
geralmente podem ser observados quando as particulas apresentam tamanhos pequenos
(GOMES et al., 2015). Dessa forma, a reducdo do tamanho de particulas é uma estratégia de
grande relevancia para alcancar melhores resultados a medida em que favorece a solubilidade
do farmaco (COSTA, 2016).

A tabela 04 e o gréfico de distribuicdo granulométrica do HDL, PZQ, sistemas e MF
(figura 26) apresentam os tamanhos de particulas obtidos. O PZQ isolado apresentou
tamanhos de particulas entre 4,37 a 160,5 um e o CaAl-HDL apresentou tamanhos de
particulas entre 7,22 a 68,61 um. Quando comparado com o PZQ isolado, os sistemas e MF

apresentaram tamanhos médios de particulas inferiores.

Tabela 04 — Tamanho de particulas dos sistemas e MF.

Amostra Tamanho (um) Média do tamanho (pum)
HDL 7,22 a 68,61 28,04
PZQ 4,37 a 160,5 43,67
Sistema 1 1,27 a 79,62 18,64
Sistema 2 5,34 a 59,14 21,90
Sistema 4 5,94a79,54 30,86
MF 1 1,26 a 30,41 8,23
MF 2 3,94 a 209,6 25,35
MF 4 3,10a52,73 14,58

Fonte: Autoria propria.
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Figura 26 — Gréafico de tamanho de particula por granulometria a laser do HDL, PZQ,

sistemas e MF.
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Fonte: autoria propria

Para evidenciar a prevaléncia dos tamanhos das particulas do HDL, PZQ, sistemas e MF,
devido ao fato de que, na tabela 04, foi identificado um tamanho de particula até 209,6 um para a
MF 2, a tabela 05 apresenta tamanho de particulas referente a 80% das amostras, visto que, esta

porcentagem representa uma parcela significativa quando em compara¢do com o todo. Pode-se
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verficar que as particulas dos sistemas e MF apresentaram-se bem inferiores quando comparados

ao PZQ que apresentou tamanhos de até 82,03 um.

Tabela 05 — Tamanho de particulas referente a 80% do total de particulas analisadas.

Amostras Tamanho (pm)
HDL 7,22 a 44,62
PZQ 4,37 a 82,03

Sistema 1 1,27 a 36,69

Sistema 2 5,34 a 36,21

Sistema 4 5,94 a 36,21
MF 1 1,26 a 14,04
MF 2 3,94 2 43,63
MF 4 3,10 a 24,45

Fonte: Autoria propria.

Experimentalmente, os resutados de tamanho de particulas corroboram com o0s
resultados obtidos nos testes de dissolugcdo, onde os melhores desempenhos foram atribuidos
aos sistemas e MF, devido ao fato da reducdo do tamanho de particulas favorecer a melhor

solubilidade do farmaco quando comparado ao PZQ isolado.

5.6 Area superficial

A area superficial dos HDL € considerada uma propriedade relevante, visto que, esta
proporciona o0 conhecimento da capacidade adsorvente do material (AGUILERA, 2016). A
érea superficial obtida para o CaAl-HDL(sintetizado com o NOs) foi de 9.0481 m%.g™, valor
relativamente maior ao encontrado por Zhang e colaboradores (2012), onde o valor obtido
para area superficial do CaAl sintetizado com CI” foi de 6.26 m®.g™, visto que o nitrato
apresenta tamanho maior quando comparado com o cloreto. O aumento da area superficial é
uma das estratégias voltadas para a melhoria do carreamento e liberacdo de grandes

biomoléculas (Zhang et al., 2014).
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Algumas condi¢Ges como a concentragdo e a velocidade de adi¢cdo dos sais no
processo da sintese sdo capazes de influenciar as propriedades de area superficial dos HDL.
Estes fatores quando ndo apresentam conformacao, acarretam em modificacdes na formacéo e
porosidade das particulas, ou seja, apresentando total influéncia sobre a area superficial
(REIS, 2009).

Como visto na tabela 06, em geral, a area superficial dos sistemas e MF apresentaram-
se inferiores ao valor obtido do HDL isolado, devido as intera¢Ges deste com o farmaco.
Porém, quando comparado ao PZQ, as areas superficiais dos sistemas e MF obtiveram
resultados superiores. Esses resultados corroboram com os obtidos no tamanho de particula,
visto que a reducdo do tamanho de particulas propicia 0 aumento da area superficial,
possibilitando o aumento da absorcdo do farmaco (ALTON, 2005; COSTA, 2016). Estudo
realizado por AGUILERA (2016) identificou que, quando existe o envolvimento de anions
organicos, a area superficial observada pode ser menor do que a area superficial real do HDL,

devido ao processo de adsorcdo dos anions na superficie do material.

Tabela 06 — Area superficial referente ao HDL, PZQ, sistemas e MF.

Amostra BET (m“/g)
CaAl-HDL 9,0481
PZQ 3,6892
Sistema 1 9,2196
Sistema 2 5,7715
Sistema 4 5,7648
MF 1 7,0093
MF 2 8,3446
MF 4 5,7782

Fonte: Autoria propria.

5.7 Estudo de liberagdo in vitro dos sistemas e misturas fisicas de PZQ-HDL

5.7.1 Curva de calibragdo do praziquantel

A segunda derivada das absorbancias (d2A) de PZQ foi obtida através do calculo
diferencial de segunda ordem, tomando como fonte os dados das varreduras de cada leitura

das concentracGes padrdo de PZQ, com n=3, para cada concentracao (Figura 27).
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Figura 27 — Espectro derivatizado de PZQ em concentracdes crescentes de 50—720 pg/mL (n
= 3). A linha tracejada indica o comprimento de onda (1) de 279 nm onde os valores de d?A

foram retirados para regressdo e construcao da curva de calibracdo de PZQ.
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Fonte: autoria propria.

A Figura 28 representa o gréafico de dispersdo dos dados, no qual observa-se que o
modelo linear € apropriado para relacionar a concentracdo de PZQ (eixo x) e d2A (eixo y),
onde o R2 foi igual a 0,99879.°

Figura 28 — Grafico de dispersdo dos dados da regressdo de concentracdo de PZQ e d2A.
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Fonte: autoria propria.
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A regressdo linear foi realizada por minimos quadrados ordinarios (sem pesos), o qual
estimou uma relacdo entre a concentracdo de PZQ (ug/mL) e d2A pela equacao do primeiro

grau (Equacéo 1):
y = 8,4819 x 10 6x — 2,00738 x 1075 (1)

sendo y a resposta analitica (d2A) e x a concentracdo de PZQ em pg/mL dentro do intervalo
50-720 pg.mL™.

Pode-se observar que os residuos (Figura 29) demonstram dispersdo aleatoria, ausente
de tendéncias ou autocorrelacdo, afirmando o carater linear do modelo para o intervalo
testado. Os residuos deixados pela regressdo (i.e., a diferenga entre os valores preditos vs
observados) estdo préximos de zero, sendo a soma quadratica residual igual a 8,36 x 10¢,

considerado nulo no contexto.

Figura 29 — Grafico de dispersdo dos residuos da regressao linear entre as concentracdes de
PZQ e d2A. Os pontos indicam os residuos deixados pela regresséo.
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Fonte: Autoria propria

A Tabela 7 apresenta os valores utilizados para a regressdo e o0s resultados dos

calculos de DPR (%) e exatiddo média dos niveis de calibracéo.
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Todos os niveis apresentaram exatiddo média entre 90-110%, demonstrando grau
aceitavel para o carater dos experimentos de bancada. O desvio padrao relativo variou entre
0,9% (nivel 720 pg/mL) e 5,49% (nivel 50 pg/mL), sendo caracteristico de quantificacdo de
compostos organicos em espectrofotometria, onde esse comportamento de variacdo pode ser
observado com frequencia nos menores niveis. No caso do PZQ, o nivel de 50 pg/mL

encontra-se proximo do limite de quantificacdo do espectrofotémetro (Figura 29).

Tabela 7. Dados utilizados para regressao e calculo de precisdo e exatiddo dos pontos no
intervalo de 50-720 pg/mL. Os céalculos de concentracdo foram realizados utilizando a

equacdo do primeiro grau obtida da regressao linear por minimos quadrados ordinérios.

Nivel de Resposta Concentracéao L Exatiddo
. . . Precisao o
calibracao analitica calculada média
o Desvio DPR
Hg/mL n d2A ug/mL  Media %

padrao (%)

1 0,0004438 49,96

50 5 0,0004000 44,79 47,24 2,60 5,494606 94,49
3 0,0004186 46,98
1 0,0010200 117,89

120 2 0,0009772 112,84 117,39 431 3,674332 97,82
3 0,0010500 121,43
1 0,0023900 279,41

270 2 0,0023900 279,41 277,05 4,08 1,474132 102,61
3 0,0023300 272,34
1 0,0035100 411,46

420 2 0,0034800 407,92 420,49 18,80 4471447 100,12
3 0,0037700 44211
1 0,0048100 564,72

570 2 0,0049100 576,51 570,62 5,89 1,033074 100,11
3 0,0048600 570,62
1 0,0061000 716,81

720 2 0,0061600 723,89 717,20 6,49 0,905365 99,61
3 0,0060500 710,92

Fonte: dados da pesquisa.
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5.7.2 Revalidagdo de doseamento por espectrofotometria do praziquantel

5.7.2.1 Linearidade

As linearidades das curvas dos ensaios 1 e 2 foram comprovadas nas concentracfes
propostas por meio da analise de regressao linear atraves do método dos minimos quadrados.

No ensaio 1, foi possivel determinar o valor de coeficiente de correlagdo r= 0,99975 e
o coeficiente de determinagdo r’= 0,999501, como mostra a figura 30. O valor de r® indica que
99,95% da variacdo total relacionado a média sdo explicadas pela regressdo. A obtencéo
desses resultados confirma que ha uma correlacdo linear entre a absorbancia e a concentracdo
das amostras, uma vez que os parametros encontram-se dentro dos limites preconizados pela
ANVISA, superiores as 0,99.

Figura 30 - Gréafico de regressdo linear do parametro linearidade referente ao ensaio 1.
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Fonte: Autoria Propria.

O célculo dos residuos da linearidade do ensaio 1 foi obtido por meio da regresséo
linear, onde demonstra os valores estimados e os dados observados. Os residuos distribuiram-
se em torno do zero, mostrando que a dispersao é aleatdria e sem tendéncia, indicativo de um

bom resultado, como mostrado na figura 31.
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Figura 31- Gréfico dos residuos da linearidade atraves do calculo de regressao linear referente

ao ensaio 1:
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Fonte: Autoria propria.

No ensaio 2, contendo HCI 0,1M, foi possivel determinar o coeficiente de correlacdo
r= 0,99968 e o coeficiente de determinacdo r’= 0,99936, confirmando que ha uma correlacio

linear entre a absorbancia e a concentracdo das amostras, como mostrado na figura 32.

Figura 32 — Gréafico de regressdo linear do parametro linearidade referente ao ensaio 2 (com
HCI 0,1M).
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Fonte: Autoria propria.
O calculo de residuos da linearidade do ensaio 2 também apresentou resultados

satisfatorios, visto que, os residuos foram distribuidos em torno do zero, representando uma

dispersdo aleatdria e sem tendéncia, como mostrado na figura 33.
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Figura 33 - Grafico dos residuos da linearidade através do calculo de regresséo linear

referente ao ensaio 2:
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Fonte: Autoria propria.

5.7.2.2 Efeito matriz

Através do resultado das inclinacGes do ensaio 1 e do ensaio 3 (com HCI 0,1M e
HDL) pdde-se obter o resultado do efeito matriz, onde foi obtido um valor proximo de 1
(1,026077), resultado este considerado satisfatorio em relagcdo ao paralelismo das restas das
duas curvas, indicando auséncia de interferéncia dos constituintes da matriz. Ou seja,
satisfeita as premissas e confirmada a linearidade do analito em matriz. Na figura 34, pode-se

observar o paralelismo entre as retas das duas curvas.

Figura 34 — Paralelismo entre as retas das curvas no efeito matriz.
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Fonte: Autoria propria.



5.7.2.3 Precisdo

5.7.2.3.1 Repetibilidade
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A repetibilidade foi realizada apenas com o método contendo HCI, em sextuplicata e 0s

resultados encontram-se expostos na tabela 08.

Tabela 08 — Resultados da repetibilidade do método.

Repetibilidade

Amostras 1 2 3 4 5 6 Média

ABS 0,270 0,290 0,273 0,289 0,270 0,285 10,2795

DPR
(%0)

0,009524  3,40739

Fonte: Autoria propria.

De acordo com os resultados expostos na Tabela 08, pdde-se concluir que o método

apresenta uma boa repetibilidade visto que produz um resultado com baixo valor de DPR.

5.7.2.4 Robustez

A robustez foi dada através da analise em diferentes concentragdes do farmaco

(concentracdo baixa, média e alta da curva) sem e com adicdo de HCI. Os resultados da

robustez foram expressos pela equacdo 01 e podem ser verificados na tabela 09.

Tabela 09 — Resultado da robustez através da variacao intencional de pH com HCI 0,1M.

Robustez

[ ]Tedrica de [ ] Calculada
) 1 DPR
Metodo PZQ (ug.mL™) de PZQ o

o (Média)
(Média)

Ensaio 2 50 57,567 0,907
Ensaio 2 270 288,567 0,784
Ensaio 2 720 776,900 0,664
Ensaio 1 50 53,633 8,005
Ensaio 1 270 274,633 2,533
Ensaio 1 720 733,633 1,291

% de Recuperacao

115,1333333
106,8765432
107,9027778
107,2666667
101,7160494
101,8935185

Fonte: Autoria propria.
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De acordo com o artigo 61 da RDC 166/17 da ANVISA, os resultados da robustez
devem apresentar capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variacbes das condicdes
analiticas. O método objetiva o doseamento de sistemas contendo HDL-PZQ. Como visto nos
DPR das amostras contendo HCI, todas possuem baixa variabilidade intrinseca. Foi possivel
observar um pequeno aumento no percentual de recuperacdo do analito nas amostras de
concentracdo mais baixa (50 pug.mL™), pois estas tornam-se mais susceptiveis a variacdes
devido a sensibilidade do método, ja que a concentracdo de trabalho fica em torno de 270
ng.mL™. Dessa maneira, 0 método encontra-se com uma % de recuperagdo mais préximo de
100% nas amostras mais concentradas. Estes valores ndo inviabilizam a revalidacdo do
método, visto que a RDC 166 ndo determina valores para os resultados, mas sim uma
jsutificativa para os mesmos. Vale ressaltar que o método mostrou-se linear, preciso, como

demonstrado anteriormente.

5.7.3 Doseamento do PZQ nos sistemas ¢ misturas fisicas

Uma vez soltvel no meio, os HDL promovem uma interferéncia na absor¢do de luz do
PZQ, acarretando em resultados de concentracdes ndo fidedignos do farmaco. Na figura 35,
pode-se observar que, para uma mesma concentracdo de PZQ em solucdes contendo etanol e
HCI 0,1 M, com concentragdes distintas de HDL, a absorbancia do praziquantel aumenta

conforme o aumento da concentragdo do carreador no meio.

Figura 35 — Comparacao das absorbancias do PZQ em concentracgdes distintas de HDL.

PZQ 400 py/mi

0,9 ~ MHOL (200 pgiml) + PZQ 400 pg/mi

08 MOL (380 pg/ml) » PZO 400 pgimil,
HOL (400 ugymLi) « PZQ 400 pg/ml

0.7 -

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2 4

01

0.0 ~

- T - v T - . - r - 3
240 250 280 270 280 290 300

Comprimento de onda

Fonte: autoria propria.
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Para a correcdo deste problema no tratamento dos dados das dissolucdes, fez-se uso da
espectrofotometria de derivadas, uma alternativa menos dispendiosa em relacdo a métodos
analiticos sensiveis como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), que também é
capaz de separar diferentes compostos contidos em uma mesma amostra, que absorvem luz na
mesma regido do espectro ou que gerem uma dispersao da luz de modo a prejudicar a leitura
de outro (SUN & LEE, 2013; DONATO et al., 2010).

Com base nos dados de concentracfes obtidos através da curva analitica proposta,
pOde-se dosear o percentual de PZQ que, de fato, estava contido nos sistemas e misturas
fisicas. Tomando por base as concentracdes tedricas do IFA, a partir do que foi inserido no
ato da obtencdo dos sistemas e misturas fisicas, os resultados obtidos podem ser observados
na tabela 10:

Tabela 10 — Doseamento de PZQ por espectrofotometria.

- CONCENTRACAO % DE PZQ EM % DE PZQ
CONCENTRAGCAO N
AMOSTRA 3 1 CALCULADA RELACAO A NOS
TEORICA (ug.mL™) L .
(Mg.mL™) [1 TEORICA SISTEMAS
SISTEMA 1 499,84 303,03 64,05 31,99
SISTEMA 2 312,4 178,79 56,42 17,63
SISTEMA 4 203,06 121,21 53,53 10,87
MF 1 499,84 484,87 102,85 51,37
MF 2 312,4 293,94 100,49 31,39
MF4 203,06 193,94 97,06 19,71

Fonte: dados da pesquisa.

O doseamento revelou que a metodologia utilizada para a obtencdo dos sistemas por
co-solubilizagéo ndo se mostrou a mais adequada, sendo reflexo disso, as concentragdes finais
de PZQ foram reduzidas em relacdo ao que foi inserido no ato da producéo. Isso certamente
esta atrelado ao movimento de agitacdo que o material foi submetido para homogeneizacéao e
evaporagdo parcial do solvente, onde foi observado um acumulo de massa nas paredes do

recipiente em que 0s sistemas estavam contidos.
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As nomenclaturas 1, 2 e 4 dos sistemas e misturas fisicas foram denominadas
baseando-se na proporcdo molar entre HDL e farmaco, de modo que houvesse 1, 2 e 4 partes
de carreador para 1 de PZQ. Em outras palavras, resultaria em uma relacdo de
aproximadamente 50%, 30% e 20% de farmaco-HDL, o que ndo foi constatado no

doseamento, como ilustrado na ultima coluna da tabela 10.

5.7.4 Analise elementar

A estrutura quimica do praziquantel apresenta 19 carbonos no total, e estes somam
uma massa molar de 228 g.mol™. Levando em consideracdo que a massa molar do farmaco
totaliza 312,4 g.mol™, o percentual de carbonos na molécula corresponde a 73%. Diante da
composi¢do quimica dos sistemas e misturas fisicas, somente pela quantidade de carbono
encontrada na analise elementar, pode-se determinar o teor de farmaco incorporado, pois
somente ele detém esse elemento.

A tabela 11 mostra o percentual de carbono obtido experimentalmente, bem como o

teor de PZQ calculado para cada amostra:

Tabela 11 — Doseamento de PZQ por analise elementar.

AMOSTRA % CARBONO % PZQ
SISTEMA 1 258 35,34
SISTEMA 2 14,49 19,85
SISTEMA 4 10,48 14,35
MF 1 38,09 52,18
MF 2 22,39 30,67
MF 4 16,82 23,04

Fonte: dados da pesquisa.

Levando em consideracdo os dados obtidos no doseamento por espectrofotometria
derivatizada, os resultados dos dois experimentos mostraram-se bastante similares. O
percentual levemente superior de farmaco encontrado na analise elementar pode estar atrelado
a pequenas contaminacdes do material pelo CO, atmosférico no momento do preparo da

amostra. Desta forma, € possivel inferir que esta técnica foi comprobatoria para determinar a
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confiabilidade do método analitico de doseamento por espectrofotbmetria, que teve seus
resultados utilizados para a correcdo das massas de farmaco utilizadas na dissolucéo.
5.7.5 Ensaios de dissolugdo

Os perfis de dissolugéo do PZQ, sistemas e MF HDL:PZQ sob condicéo sink estdo

dispostos na figura 36:

Figura 36 — Perfis de dissolucdo do praziquantel, seus sistemas e misturas fisicas com os

HDL.
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Fonte: autoria propria.

Experimentalmente pdde-se observar que nos primeiros minutos da dissolucdo, tanto
os sistemas quanto as MF foram capazes de propiciar concentracdes de PZQ de até 90%
liberado. Esta rapida liberacdo esta atrelada ao fato dos HDL apresentarem boa solubilidade
em meios &cidos, favorecendo a liberacdo imediata da forma mais soltuvel (amorfa) do PZQ.
Em relacdo aos sistemas, os melhores desempenhos foram atribuidos aos de nimero 2 e 4,
onde as proporcdes do carreador pareceram ser mais eficazes para a taxa de dissolugdo do
PZQ. Pode-se observar um incremento da taxa de dissolugéo bastante relevantes para todos 0s

sistemas e misturas fisicas propostas, sendo chamada a atencéo para estas Ultimas, onde de
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acordo com dados obtidos através das técnicas de DRX e espectroscopia de infravermelho,
alteracdes do ponto de vista cristalino da molécula do farmaco (amorfizacdo), ndo foram
evidenciadas, o que possivelmente impactaria em sua dissolucdo. O calor e o cisalhamento
durante o experimento da dissolu¢cdo podem ter propiciado mais interacdes entre farmaco e o
carreador, além daquelas geradas na maceragdo para obtencdo do material.

Os resultados dos perfis de dissolugdo podem ser confirmados através da anélise da
area sobre a curva (AUC) e da eficiéncia de dissolucdo (ED%), onde no final da dissolucao
pOde-se verificar que tanto os sistemas quanto as MF apresentaram valores mais altos de
eficiéncia quando em comparacgdo com o PZQ isolado. Os resultados obtidos de acordo com a
tabela 12 confirmam a eficacia dos sistemas e MF desenvolvidos no tocante a modulagdo da

liberacdo do farmaco e a obtencédo de incremento de solubilidade do mesmo.

Tabela 12 — Valores de AUC e ED obtidos a partir do perfil de dissolu¢do do PZQ, sistemas e
MF.

AMOSTRA AUC [PZQ (%) x h] ED (%)
PZQ 422,79 52,85
SISTEMA 1 650,15 81,27
SISTEMA 2 744,17 93,02
SISTEMA 4 749,62 93,70
MF 1 784,72 98,09
MF 2 776,98 97,12
MF4 784,64 98,08

Fonte: autoria propria.

Trabalhos envolvendo dispersfes solidas como o de Dametto e colaboradores (2017)
mostraram que a associagdo entre PZQ e polimeros € uma alternativa viavel quando se almeja
o incremento da solubilidade cinética do farmaco. Sistemas contendo PZQ e Gelucire®
(associacgdo entre ésteres e glicerideos) mostraram que até a primeira hora de dissolucédo foi
possivel alcancar 55% da concentragdo méaxima proposta versus 20% do PZQ isolado. As
dispers6es desenvolvidas por Lima (2009) utilizando polivinilpirrolidona (PVP K-30) e PZQ
trazem resultados superiores, ilustrando 85% de farmaco dissolvido no mesmo tempo
anteriormente citado. Todavia, para obtencdo do material, foi empregada a técnica de fluido

supercritico, o que viria a gerar um custo-produtividade a ser analisado com mais critério. Em
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relagdo a complexos de inclusdo, o trabalho de Cugovcéan (2017) mostra que as ciclodextrinas
(metil-B-ciclodextrina e hidroxipropil-p-ciclodextrina) produzem resultados bastante
significativos, com o0s quais os resultados do presente trabalho se assemelham com mais
equivaléncia: em 10 minutos de dissolugdo, os complexos de inclusdo conseguem atingir mais
de 90% da concentracdo méaxima proposta, mantendo-se constante pelo resto do experimento.

As dissolucbes realizadas sob condi¢bes non-sink levaram em consideracdo a
solubilidade de equilibrio encontrada para o PZQ experimentalmente (3155 pg.mL™). A

figura 37 ilustra o perfil de dissolucdo dos sistemas de HDL e PZQ:

Figura 37 — Perfis de dissolu¢do non-sink do PZQ e seus sistemas com os HDL. A linha

tracejada representa a solubilidade de equilibrio do praziquantel.
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Fonte: autoria propria.

Como pdde ser observado, o PZQ isolado ndo consegue solubilizar-se de modo a
atingir a sua propria concentracdo de equilibrio. Isso esta atrelado ao fato da quantidade de
meio de dissolucéo ser insuficiente para gerar uma solucédo saturada a partir do farmaco em
seu estado cristalino. Além disso, é evidenciado que a sua taxa de dissolucdo é mais lenta em
relacdo aos sistemas. Um comportamento similar ocorreu com o sistema 1, no qual a
proporcao do carreador ndo foi suficiente para gerar alteracdes na estrutura do farmaco e
tornar o sistema capaz atingir concentracfes superiores a sua oncentracdo de equilibrio (Cs).

Ja em relacdo a rapida liberacdo do PZQ no meio, o sistema 1 mostrou-se eficiente, como ja
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comentado na dissolucdo sob condicgdo sink. Para os sistemas 2 e 4, as proporgdes de HDL
exerceram forte influéncia sobre o PZQ, onde além da rapida liberacdo do farmaco no meio,
houve a formacao de solucdes supersaturadas e, desse modo, o farmaco conseguiu manter-se
em solucdo durante varias horas. Tal resultado pode impactar diretamente na
biodisponibilidade do praziquantel no sistema gastrointestinal, que uma vez estando em
solucdo e por mais tempo, 0 mesmo esta apto a ser absorvido em maior taxa (SUN; LEE
2015a), podendo vir a possibilitar uma menor administracdo de doses de farmaco ao paciente.
Sun & Lee (2015) explicam que a capacidade de um carreador soltivel no meio de dissolugéo
de manter essa supersaturagdo, ou seja, de poder inibir/retardar a nucleacdo e posterior
recristalizacdo do farmaco, pode estar atrelada a sua propriedade de atuar como surfactante
apos estar solubilizado.

Em estudo realizado por Miinster et al. (2017), foram realizados testes de dissolugéo
sob condicdo non-sink, em pH 1,2, comparando o perfil do PZQ com dispersdes solidas
binarias do IFA contendo diversos tipos de polimeros: Eudragit® (E PO, RL, L100, S100) e
Kollidon® SR (PVP). Pdde-se observar que o PZQ isolado apresentou o mesmo perfil do que
foi observado no presente trabalho e dentre os polimeros, o Eudragit® E PO apresentou
liberacdo imediata do farmaco, promovendo supersaturacdo no decorrer dos primeiros
minutos da dissolucédo e tendo o processo de recristalizagdo do PZQ ocorrendo a partir de 60
minutos, onde a concentragdo do fA&rmaco no meio foi reduzida. Outro polimero que chamou a
atencdo e principalmente utilizado na tecnologia farmacéutica, foi o PVP que apenas
consegue atingir aproximadamente metade da concentragdo que o Eudragit® E PO promove

de supersaturacdo do farmaco e que logo decai também aos 60 minutos.
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5.8 Cinética de degradacao térmica

A cinética de degradacdo térmica vem sendo um método bastante utilizado para a
determinacdo de parametros cinéticos, como por exemplo, ordem de reagdo, energia de
ativacdo (Ea) e fator de frequéncia (A), possibilitando a caracterizagdo e determinacdo de
estabilidade térmica de farmacos e formulacdes farmacéuticas (COSTA, 2016). O método de
Flynn, Wall e Ozawa esta entre os mais descritos na literatura, contribuindo para os estudos
de novos materiais. Este procedimento pode ser realizado através da termogravimetria como
também pela calorimetria exploratéria diferencial (CLEMENTE et al., 2014).

Na figura 38, sdo mostradas as curvas TG do PZQ isolado obtidas através das
diferentes razGes de aquecimento. Pode-se observar atraveés do grafico que as reacOes
ocorreram em uma Unica etapa e o inicio de cada evento térmico aumentou a medida que foi

utilizado razdo de aquecimento mais alta, 0 mesmo acontece com o final do evento térmico.

Figura 38 — Curvas TG do praziquantel obtido em cinco razdes de aquecimento sob atmosfera de

nitrogénio no método ndo isotérmico.
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Fonte: Autoria propria.

Na figura 39, pode-se observar as curvas TG do sistema 4 obtidas a partir das diferentes

razdes de aquecimento.
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Figura 39 — Curvas TG do sistema 4 obtidas em cinco razBes de aquecimento sob atmosfera de

nitrogénio no método néo isotérmico.
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O método foi realizado através das curvas TG (Figuras 38 e 39). Para determinacédo da
cinética de degradacdo ndo isotérmica a obtencdo destas curvas proporcionou a correlagdo de
logB x 1.K™. Posterior ao tratamento dos dados foram obtidos os graficos do tipo Converséo
de massa /o vs Temperatura /K. Em seguida foram calculados os valores do grau de
conversédo (a) em fungdo da razao de aquecimento (), para os niveis conversionais entre 10 a
90%. Com base nesses dados a determinacdo dos parametros cinéticos foi realizada aplicando
0 método de Flynn-Wal-Ozawa. As figuras 40 e 41 apresentam os graficos referente ao
método de FWO e da energia de ativagdo (Ea) em relagdo a fracdo de conversdo (o) do PZQ

isolado e do sistema 4.
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Figura 40 — (a) Gréafico de FWO; (b) gréfico evidenciando a Ea em relagdo a fracdo de

converséo (a) do PZQ isolado.
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Figura 41 — (a) Gréafico de FWO; (b) gréfico evidenciando a Ea em relagdo a fracdo de

conversdo (a) do sistema 4.
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De acordo com os parametros analisados, a Ea € o que apresenta maior relevancia

visto que apresenta capacidade de avaliar a estabilidade de compostos farmacéuticos. O

estabelecimento deste parametro acarreta em um perfil comparativo referente a estabilidade
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entre farmacos e suas respectivas associagdes, onde quanto maior Ea atingida, maior sera a
estabilidade térmica dos compostos (COSTA, 2016).

Com base no método realizado de Flynn-Wal-Ozawa, tanto para o PZQ isolado
quanto para o sistema 4, as retas obtidas através do ajuste linear apresentaram um
espacamento irregular entre as curvas para as fracoes de 10 a 40% e 10 a 30%,
respectivamente. O paralelismo das retas pode ser observados a partir de 50% para o PZQ
isolado e 40% para o sistema 4 (figuras 40a e 41a), apresentando um comportamento cinético
semelhante, no qual provavelmente o mecanismo de reacdo para essas faixas de conversdo é
equivalente, ou que ha uma unificagdo dos mecanismos de rea¢cdes multiplas (ORNAGHI et
al., 2013).

As figuras 40b e 41b apresentam a relacéo entre a Ea e a fragcdo de converséo (o)
para as amostras de PZQ e sistema 4, atingindo o maior valor, em aproximadamente 222
kJ/Mol em 70 % (apesar de apresentar um comportamento praticamente linear) e 334
kJ/Mol em 40 e 50%, respectivamente. A tabela 13 apresenta a relagéo entre os valores de
coeficiente de correlacdo linear e os valores de energia de ativacdo. De acordo com o método
de FWO, a fracdo que melhor descreve o processo é aquela que apresenta o coeficiente de

correlagdo linear (R%) mais préximo da unidade.

Tabela 13 — Relagdo entre os valores de coeficiente de correlacdo linear e os valores de

energia de ativacao para cada fracdo de conversdo do PZQ e sistema 4.

PZQ Sistema 4

Fracdo  Energiade Coeficiente de Energia de Coeficiente de
(%) ativacdo (Ea) correlacéo linear ativacéo (Ea) correlagéo linear

10 218,80 0,989 294,29 0,931
20 218,45 0,993 318,67 0,969
30 219,20 0,995 329,36 0,983
40 220,23 0,995 334,41 0,990
50 220,78 0,995 334,58 0,992
60 221,66 0,995 326,69 0,991
70 222,44 0,995 312,27 0,986
80 222,31 0,995 302,58 0,983
90 222,26 0,995 297,64 0,983

Fonte: Autoria Propria.
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Apesar das vantagens que um farmaco no estado amorfo apresenta, como por
exemplo, um perfil de dissolucdo mais rapido quando em compara¢do com a sua estrutura
cristalina, algumas desvantagens também podem ocorrer como estruturas quimica e
fisicamente menos estaveis, pelo fato de que pode favorecer a recristalizacdo do produto no
decorrer do periodo de vida atil de sua utilizagdo (ALVES et al.,2012).

Através da técnica de DRX foi possivel identificar que o sistema 4 apresentou
caracteristicas de estado amorfo, fato este que corroborou para uma boa taxa de dissolucdo do
IFA. Apesar da literatura relatar algumas desvantagens para farmacos amorfos como a
diminuicdo da sua estabilidade, este estudo de cinética de degradacdo apresentou
resultados promissores, visto que, de acordo com a figura 40b e 41b pode-se observar um
aumento da Ea para o sistema 4 quando comparado com o PZQ isolado. Este resultado
preconiza uma auséncia de incompatibilidade entre 0 HDL e o farmaco, assim como também

sugere um aumento na estabilidade térmica.
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6. CONCLUSAO

e A sintese do CaAl-HDL foi obtida com éxito, onde a sua propriedade estrutural
apresentou-se adequada e similar a trabalhos previamente descritos na literatura. A
area superficial obtida proporcionou uma alta capacidade de adsor¢do do farmaco ao

CaAl-HDL, este fato demonstra sua aplicabilidadecomo carreador de farmacos.

e As obtengdes dos sistemas e das misturas fisicas atraves de diferentes proporcdes
molares foram corroboradas mediante as técnicas de caracterizacdo aplicadas,
evidenciando a formacao dos sistemas, particularmente quando em comparacdo com

0S seus precursores isolados.

e O estudo de cinética de degradacdo térmica do sistema 4 apresentou resultados
promissores, uma vez que, farmacos em seu estado amorfo apresentam diminuicdo de
sua estabilidade. Portanto, um aumento na energia de ativacdo do sistema 4 foi
observado quando comparado com o PZQ isolado. Desta maneira, o resultado
evidencia a auséncia de incompatibilidade entre 0 HDL e o PZQ, assim como reflete

no aumento de estabilidade térmica.

e O método de quantificagdo do PZQ, revalidado de acordo com a RDC 166 de 2017 da
ANVISA demonstrou-se linear, preciso e robusto para os parametros avaliados. Além
disso, comprovado também pelo efeito matriz. A metodologia se mostrou adequada
para substituir o método ja validado, pois ndo houve diferencas significativas entre 0s

resultados obtidos quando com a adicdo do acido.

e Nos ensaios de dissolucdo in vitro, sob condicdes sink e non-sink, os hidréxidos
duplos lamelares mostraram-se bastante promissores, promovendo aos sistemas e MF
o0 incremento de solubilidade quando comparado ao PZQ isolado. Esta peculiaridade
apresenta grande potencial para a aplicacdo em medicamentos, inclusive para o
desenvolvimento de formas farmacéuticas, com o intuito de otimizar a terapial atual,
através de possivel diminuicdo de dosagem e consequente reducao de efeitos adversos,

imprescindivel para a adesdo do tratamento ao paciente pediatrico.
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7. PERSPECTIVAS

e Realizar estudo de Ressonancia Magnética Nuclear dos sistemas, para melhor elucidar

as interacdes ocorridas entre as moléculas.

e Desenvolver formulacdo liquida pediatrica a partir do melhor sistema de liberacéo.
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ANEXO C - Apresentacao de trabalho (Importancia das caracteristicas fisico-quimicas para a
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ANEXO D — Apresentacao de trabalho (Inovagdes tecnologicas no uso do praziquantel para o

tratamento da esquistossomose).
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ANEXO E - Apresentagdo de trabalho (Esquistossomose: um panorama sobre a doenga,
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ANEXO F - Apresentacao de trabalho (Characterization of complex composed of CaAl

layered double hydroxide and anthelmintic drug praziquantel).
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