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A esquistossomose é uma das principais doencas negligenciadas no mundo,
atingindo milhGes de pessoas, sendo que as principais vitimas sdo criangcas menores de
seis anos. O tratamento usual é realizado com o farmaco praziquantel (PZQ), que
apresenta baixa solubilidade em &gua e sabor amargo caracteristico. O PZQ ¢
disponibilizado na forma de comprimidos, ndo havendo formulacdes pediatricas
especificas. As nanoparticulas poliméricas (NPPs) apresentam grande potencial para uso
como carreadores de farmaco, por apresentaram boa resisténcia quimica e alta taxa de
eficiéncia de encapsulamento. Nesse contexto, o presente trabalho estudou o
encapsulamento do PZQ em nanoparticulas poliméricas a base de metacrilato de metila
(MMA) e dos comondmeros catidnico metacrilato de dietilaminoetila (DEAEMA) e
metacrilato de dimetilaminoetila (DMAEMA), pela técnica de polimerizagdo em
miniemulsdo. As NPPs foram obtidas de diferentes formas, utilizando um iniciador polar
e um apolar e surfactantes anionico e catiébnico. As NPPs foram caracterizadas para
avaliar as propriedades dos copolimeros produzidos, a eficiéncia de incorporagdo do
farmaco e a interacdo existente entre o f&rmaco e o polimero. Por fim, foram conduzidos
ensaios de liberacdo do PZQ para analisar a viabilidade da aplicacdo real do produto. As
NPPs foram obtidas com altas conversdes e taxas de eficiéncia de encapsulamento
maiores que 98%. Os resultados obtidos mostraram que os diferentes comonémeros e o

teor de farmaco afetam significativamente a estabilidade e o desempenho das NPPs.
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Schistosomiasis is one of the most neglected diseases in the world in which
millions of people are infected, but the young children are the most affected by this
disease. The treatment is performed with the drug praziquantel (PZQ), which has poorly
soluble and a characteristic bitter taste. The PZQ is mainly available in the form of tablets,
but there are no specific pediatric formulations. Polymer nanoparticles (PPNs) have great
potential as drug carriers, because of their chemical resistance and high rate
encapsulation. The main objective of this work is to encapsulate the PZQ in nanoparticles
of poly (methyl methacrylate) copolymerized with cationic comonomers (DEAEMA
(diethylaminoethyl methacrylate) and DMAEMA (dimethylaminoethyl methacrylate))
by miniemulsion polymerization. PPNs were obtained through different compositions,
evaluating the use of a polar and nonpolar initiator and an anionic and cationic surfactant.
The PPNs were characterized evaluating the properties of the copolymers, drug
incorporation and drug-polymer interaction. Also, PZQ release tests were conducted to
analyze the feasibility of the final product. Nanoparticles were obtained with conversion
around of 100% and the encapsulation efficiency was greater than 98%. The results
obtained show that the different comonomers together with the drug content significantly

affect the stability and performance of PPNs.
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Capitulo |

Introducao

1.1 Motivacao

A esquistossomose € causada pela infecgdo de parasitas (Schistosoma mansoni,
Schistosoma haematobium, Schistosoma Japonicum) e pode resultar em problemas
graves e cronicos, tais como atrofia, anemia, desnutricdo, prejuizo ao crescimento e ao
desenvolvimento cognitivo e redugdo da capacidade de trabalho, além de poder levar a
morte. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), hd milhGes de pessoas
acometidas pela esquistossomose no mundo, sendo 24 milhdes de criangas em idade pré-
escolar e 65 milhdes em idade escolar (OMS, 2016; ZONI e CATALA, 2014).

O praziquantel (PZQ) é o farmaco mais usado para o tratamento da
esquistossomose no mundo, disponivel usualmente na forma de comprimidos de 600mg.
Os comprimidos devem ser, no entanto, administrados de acordo com a massa corporea
do paciente, tornando o fracionamento muitas vezes necessario, 0 que pode resultar em
perdas e reducdo de eficicia do tratamento. O formato de comprimidos pode tornar a
degluticéo dificil para criancas, especialmente entre as idades de 2 e 6 anos. Além disso,
a particdo do comprimido revela o sabor amargo caracteristico do PZQ, o que causa
repulsa e dificulta o tratamento (CIOLI et al., 2014). Até o momento ndo existe no Brasil
uma formulacdo do farmaco adequada para uso pediatrico (Pediatric Praziquantel
Consortium, 2017)

O PZQ é classificado como um farmaco da classe 11, de acordo com o Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), referente aos farmacos de baixa solubilidade e alta
permeabilidade no trato gastrointestinal (SILVA et al., 2017). Desta forma, a taxa de
dissolucdo no meio aquoso constitui um fator limitante para sua absorcéo.

Nanoencapsulamento de farmacos que apresentam baixa solubilidade em agua em
polimeros biocompativeis constitui uma alternativa de grande potencial para

aprimoramento e desenvolvimento de novos produtos da industria farmacéutica.



Diferentes inovacdes baseadas na nanotecnologia tém sido desenvolvidas e adotas pela
indUstria farmacéutica. Dentre elas, pode ser destacado o desenvolvimento de sistemas
para administracdo de farmacos com um melhor perfil farmacocinético, com aumento da
biodisponibilidade e da solubilidade no meio organico, assim como maiores estabilidade
e taxa de dissolucdo (TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2017). De forma geral, o farmaco
pode ser dissolvido, aprisionado, encapsulado ou ligado quimicamente a nanoparticula
polimérica (NPP). De forma similar, nanoparticulas podem ser sintetizadas por varios
métodos, dependendo dos requisitos da aplicacdo e das caracteristicas fisico-quimicas do
farmaco. Convencionalmente, as NPPs dopadas com os farmacos sdo preparadas por dois
métodos principais: a precipitacdo de polimeros pré-formados e a polimerizacéo in situ
de mondémeros por miniemulsdo (VRIGNAUD et al., 2011; FORBES et al., 2013).

O tipico sistema de polimerizacdo em miniemulsdo consiste de uma fase organica
(monémeros, co-estabilizante e farmaco) emulsionada em solucdo aquosa (agua, agentes
emulsificantes e iniciador) com auxilio de um equipamento dispersor de alta energia e
posteriormente submetida a polimerizacdo em um reator. As gotas de mondmero originais
comportam-se como "nano-reatores”. A principal vantagem do processo de polimerizagédo
em miniemulsdo é a capacidade de produzir nanoestruturas em um Unico passo,
promovendo a reagdo e o encapsulamento in situ (JEEVANANDAM et al., 2016;
MANGANIELLO et al., 2012).

Em particular, a eficiéncia e eficacia terapéutica das NPPs podem ser aprimoradas
por meio da modificacdo das estruturas moleculares dos carreadores, que podem ser
sensiveis a multiplos estimulos, tais como temperatura, pH, feixe de fétons, feixe de
elétrons, enzimas, campo magnético, forca iénica ou forca elétrica. Por exemplo, na
administracdo oral de farmacos, o uso de polimeros sensiveis ao pH pode facilitar o
inchamento da cadeia polimérica, possibilitando a liberacdo do farmaco de acordo com a
alteracdo do pH fisiolégico (LIANG et al., 2015; YOU e AUGUSTE, 2008), permitindo
projetar a regido do organismo em que o farmaco deve ser liberado. Portanto, o uso de
nanoparticulas poliméricas sensiveis ao pH constitui uma proposta promissora para
solucionar alguns problemas associados com a utilizagdo do praziquantel no tratamento
da esquistossomose, como o mascaramento do gosto e a melhoria da disponibilidade no

organismo.



1.2 Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo principal estudar o encapsulamento de
praziquantel em nanoparticulas poliméricas sensiveis ao pH baseadas no mon6émero
metacrilato de metila (MMA) com mondmeros catidnicos metacrilato de dietilaminoetila
(DEAEMA) e metacrilato de dimetilaminoetila (DMAEMA), tendo como finalidade a

obtencdo de dosagens flexiveis e mascaramento do sabor amargo caracteristico do PZQ.

1.2.1 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos conseguidos no presente estudo foram:

e Produzir nanoparticulas a base de MMA com os monémeros catiénicos DEAEMA
e DMAEMA, pela técnica de polimerizagdo em miniemulséo, tendo em vista que
esses sistemas de reacdo tém sido pouco estudados.

e Avaliar o efeito do uso de surfactantes aniénicos na presenca de monémeros
cationicos.

e Analisar a influéncia dos iniciadores polar e apolar persulfato de potassio (KPS)
e azobisisobutironitrila (AIBN), respectivamente, no andamento da reacao.

e Encapsular o praziquantel em nanoparticulas poliméricas a base de MMA,
DEAEMA e DMAEMA.

e Analisar o perfil de liberacdo do praziquantel encapsulado nas nanoparticulas

produzidas em condi¢des similares as do meio fisiologico.

1.3 Estrutura da dissertacao

A presente dissertacdo de mestrado € composta por 6 capitulos, incluindo essa
breve introducéo, que exp6s as motivagdes para realizar o trabalho e os objetivos que se
pretendem alcangar.

No Capitulo 2 é apresentada uma revisdo bibliografica que contextualiza o
problema associado a esquistossomose, discutindo o impacto da doenca e como

tratamento é realizado. Também descrevem-se as propriedades, as caracteristicas fisico-



quimicas, 0 mecanismo de acdo e as limitaces do farmaco de referéncia, praziquantel.
As nanoestruturas poliméricas mais comuns séo relatadas, com énfase particular nas
nanoparticulas poliméricas, descrevendo-se as técnicas usuais para sua producdo. Os
mecanismos cinéticos de polimerizacdo sdo brevemente comentados, para melhor
compreensdo da sintese das nanoparticulas, destacando o processo escolhido para o
trabalho: a polimerizacdo em miniemuls&o. S&o discutidos alguns trabalhos que fizeram
uso dessa técnica para o encapsulamento in situ de farmacos. O capitulo finaliza com uma
discussdo sobre os modelos matematicos de liberacdo e as vantagens da utilizacdo de
polimeros catiénicos para aplicacdes de liberagéo.

O Capitulo 3 apresenta os materiais e métodos empregados ao longo do trabalho,
especificando os principais reagentes e equipamentos utilizados. S&o apresentadas ainda
as técnicas utilizadas para a caracterizacdo dos ensaios e produtos obtidos: conversao de
mondmero por gravimetria, andlise termogravimétrica (TGA), cromatografia de
permeacdo em gel (GPC), calorimetria exploratoria de varredura (DSC), microscopia
eletronica de varredura (MEV), espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), ressonancia magnética nuclear (RMN), espalhamento de
luz, potencial zeta e testes de eficiéncia de encapsulamento e liberacdo do farmaco.

Os resultados sdo discutidos no Capitulo 4, que esta dividido em trés secOes
principais, associadas as caracteristicas quimicas das nanoparticulas produzidas. As
principais conclusdes obtidas com base nas analises dos resultados sdo apresentadas no
Capitulo 5, assim como propostas para trabalhos futuros.

As atividades relacionadas ao presente trabalho foram realizadas no laboratério
do Grupo Interdisciplinar de Fendmenos Interfaciais (GRIFIT), no Laboratério de
Modelagem, Simulacdo e Controle de Processos (LMSCP) e no Laboratério de
Engenharia de Polimeros (EngePol) do Programa de Engenharia Quimica do Instituto
Alberto Luiz Coimbra de P6s Graduacdo e Pesquisa de Engenharia (PEQ/COPPE/UFRJ).
Ressalta-se ainda a colaboracdo de outros laboratdrios, como do: Laboratério de
Cromatografia e Adsor¢do (LABCADS/UFRJ), para as analises de HPLC, do Laboratério
Multiusuério de RMN em Solucdo (LABRMN-2/UFRJ), para as anélises de H-RMN e
do Laboratoério de Apoio Instrumental (LAPIN-1/IMA/UFRJ), para as analises de DSC e
de FTIR.



CAPITULO II
Reviséo Bibliografica

2.1 Esquistossomose

A esquistossomose, conhecida também como Xistose, barriga d’agua, doenga dos
caramujos ou bilharziase, € uma infeccdo parasitaria crénica causada por vermes do
género Schistosoma, com trés espécies principais adaptadas a infeccdo humana: S.
haematobium, S. mansoni e S. japonicum. O parasita tem como hospedeiros
intermediarios os caramujos de agua doce do género Biomphalaria, Bulinus (S.
haematobium) e Oncomelania (S. japonicum), sendo muito comum nas populac@es rurais
e empobrecidas (TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2017; SILVA et al., 2017).

Os hébitos de vida do ser humano podem propiciar novos e extensos ambientes
para 0s moluscos hospedeiros e para os parasitas. O contato da populacdo com a agua
contaminada possibilita a infeccdo através da pele e mucosas. A movimentacdo do ser
humano contaminado pode levar o parasita a novos e extensos ambientes em que existam
0s moluscos hospedeiros. Esses fatores se relacionam e favorecem a transmissdo da
doenca, em maior ou menor intensidade, de acordo com a realidade local (BRASIL, 2014)

Embora seja dificil avaliar as taxas de mortalidade associadas a esquistossomose,
estima-se que esta doenca cause aproximadamente 280.000 mortes por ano, podendo
ainda causar graves danos de satde ao hospedeiro (GRYSEELS et al., 2006).

2.1.1 Distribuicdo da doenca

Dentre as parasitoses que afetam o homem, a esquistossomose € uma das mais
disseminadas no mundo. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a
esquistossomose ocupa o segundo lugar dentre as parasitoses mais frequentes depois da
maldria, caracterizando sua importancia e repercussao socioeconémica. Particularmente
uma das doengas de maior predominancia, dentre aquelas veiculadas pela agua. Nos

paises em desenvolvimento, a esquistossomose representa um dos principais riscos a
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salde das populagdes rurais e das periferias das cidades, abrangendo 76 paises de forma
endémica (MDULUZA e MUTAPI, 2017; SIQUEIRA et al., 2017; SILVA et al., 2017).

Segundo dados da OMS, pelo menos 258 milhGes de pessoas necessitaram de
tratamento contra a esquistossomose em 2014, incluindo 24 milhdes de criancas em idade
pré-escolar e 65 milhGes em idade escolar, sendo que apenas 61 milhdes de criangas
receberam tratamento apropriado (OMS, 2016). Recentemente, a doenca tem surgido
também na Europa, na ilha francesa de Cdrsega, o que mostra a capacidade de
espalhamento da doenca (SIQUEIRA et al., 2017).

As esquistossomoses originaram-se nas bacias dos rios Nilo, na Africa, e do
Yangtze, na Asia. Ovos de Schistosoma foram encontrados em visceras de mimias
egipcias, originarias de 1.250 a.C. Igualmente, existem relatos de que na cidade de
Cehang-lha, na China, foram encontrados ovos de S. japonicum em cadaver de cerca de
2.000 anos (BRASIL, 2014).

Em 1852, no Cairo, Theodor Bilharz identificou pela primeira vez, em necrépsia
de veias mesentéricas, 0s vermes que ficaram conhecidos como “esquistossomos”. Dai a
denominagdo de “bilharziose” ou “bilharziase” como sinGnimo para esquistossomose
(DOENHOFF et al., 2008). Das seis espécies de Schistosoma que parasitam o homem,
somente o S. mansoni existe nas Américas do Sul e Central. A migracao de escravos é
considerada como o principal fator responsavel pela introducéo da doenca no continente.
No século XVIII, com o inicio do ciclo do ouro e diamante e o declinio da producao
acucareira no Nordeste, um fluxo migratério intenso permitiu a penetragdo da doenga em
outros territorios (SIQUEIRA et al., 2017).

O Brasil é o pais nas Américas com a maior area de incidéncia, totalizando 16
unidades federadas. A migracdo de pessoas contaminadas para outras regides contribui
para a ampla dispersdo da doenca. Conforme pode ser observado na Figura 2. 1 e na
Tabela 2.1 , a esquistossomose abrange quase toda a costa litordnea do Nordeste e do
Sudeste, a partir do Maranh&o e em direc¢do ao Sul.
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Figura 2. 1 - Distribuicao da esquistossomose segundo percentual de positividade em
inquéritos coproscopicos — Brasil, 2012. Fonte: Sistema de Informag&o do Programa de
Vigilancia e Controle da Esquistossomose — SIS/PCE/SVS/MS

Segundo a OMS, no Brasil apenas aproximadamente 15% das crian¢as que vivem
nas areas de risco recebem desparasitacdo regular (HOTEZ et al., 2014). Apesar de existir
um programa nacional para controle da esquistossomose desde 1975, que inclui a
administracdo de medicamentos, a OMS estima que menos de 3% dos quase 1,5 milhdes
de brasileiros infectados com S. mansoni recebem tratamento adequado com praziquantel
ou oxamniquina. (OMS, 2017)

Além do saneamento, outros fatores como nivel socioeconémico, ocupacao, lazer,
grau de educacdo e informacdo da populacdo alvo atuam como condicionantes e
contribuem para a ocorréncia da esquistossomose. Esses fatores se relacionam e
favorecem a transmissdo da doenga, em maior ou menor intensidade, de acordo com a
realidade local (ZONI e CATALA, 2015).



Tabela 2.1- Dados epidemioldgicos da esquistossomose por regido no Brasil.

NUmero de NUmero de
. Populacao Resultados
Regido exames . pessoas
trabalhada ] Positivos
realizados tratadas
Norte 15.948 11.997 244 244
Nordeste 3.630.669 2.590.010 115.258 85.043
Sudeste 1.323.220 985.040 28.509 24.218

Fonte: DATASUS (2017). PCE - Programa de Controle da Esquistossomose nos ultimos
cinco anos (2012-2017).

Nos paises em desenvolvimento, a esquistossomose representa um dos principais
riscos a saude das populacdes rurais e das periferias das cidades. No Brasil, a extensa
distribuicdo geografica amplia a magnitude desse problema de salude publica. Além disso,
a ocorréncia de formas graves da doenca e os Obitos dela decorrentes fazem da
esquistossomose uma das parasitoses de maior transcendéncia. A morbidade da
esquistossomose representa grande problema de satde publica, prejudicando a qualidade
de vida das familias pobres e causando muitas perdas de natureza social e econémica
(HOTEZ et al., 2007).

2.1.2 Ciclo vital do parasita e sintomas

Os vermes que causam a esquistossomose pertencem a dois filos principais:
Nematoda (nematodes ou lombrigas) e Platyhelminthes (vermes achatados) (LEE et al.,
2014). Os esquistossomas adultos sdo vermes brancos ou acinzentados, com 7 a 20 mm
de comprimento, com um corpo cilindrico que apresenta duas ventosas terminais, um
complexo tegumento, um trato digestivo e 6rgdos reprodutivos (GRYSEELS et al., 2006).

A Figura 4.2 ilustra o ciclo vital do parasita. O macho e a fémea encontram-se
geralmente em tinico “corpo” acasalados. A fémea aloja-se no canal ginecéforo do macho
e, por ser mais longa, ultrapassa-o para diante ou para tras, recurvando-se em uma ou duas
flexdes (ZONI e CATALA, 2015). No ser humano, principal hospedeiro, é onde o ciclo
sexual ocorre. No caracol, hospedeiro intermediario, é onde ocorre o ciclo assexuado.

Os vermes adultos se localizam no figado e nos ramos terminais das veias
mesentéricas, depois migram para as vénulas da submucosa intestinal, onde se da a

postura dos ovos. A migragdo dos ovos para a area intestinal provoca micro-hemorragias

8



e areas de inflamag&o responsaveis pelo aparecimento de diarreia mucossanguinolenta e
de outros distdrbios gastrointestinais (ZONI e CATALA, 2015).

A patogénese da esquistossomose humana comega quando 0S 0v0s Se incorporam
aos tecidos do intestino ou bexiga humana. No figado, podem ocluir total ou parcialmente
a passagem do sangue, causando fibrose periportal e ocasionando os efeitos mais
acentuados da doenca (LEE et al., 2014). Os ovos maduros medem cerca de 150 pum de
comprimento e 60 pum de largura. Por ocasido da postura, 0s ovos contém o embrido ainda
em formacdo. Somente apds seis a sete dias o0 miracidio, que representa a primeira forma
larvéria do S. mansoni, torna-se maduro. O tempo de vida dos ovos maduros nos tecidos
é de aproximadamente 20 dias, levando & morte do miracidio, caso a expulsdo pelas fezes
ndo ocorra. Uma fémea de S. mansoni produz cerca de 300 ovos por dia, dos quais talvez
metade seja eliminada nas fezes (ZONI e CATALA, 2015). Os ovos requerem o contato
com a 4gua para continuarem a evolucéo. Depois que a 4gua penetra por 0Smose no oVo
e rompe sua casca, 0 miracidio movimenta-se ativamente em busca do caramujo,
hospedeiro intermediario (BRASIL, 2014; TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2017).

O miracidio sobrevive até 24 horas na 4gua, se as condi¢des de temperatura forem
adequadas. Este organismo procura o hospedeiro intermediario guiado por estimulos
quimicos, gracas a sua mobilidade, proporcionada pelos numerosos cilios que revestem a
delgada cuticula e se conectam ao sistema muscular (MALHADO et al., 2016). Depois
de penetrar o caracol, os miracidios se multiplicam assexuadamente na forma de
esporocistos multicelulares e, depois de 4 a 7 dias, na forma de larvas cercérias
(GRYSEELS et al., 2006).
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Figura 2.2 - Ciclo biolégico do parasita da esquistossomose (Retirado de DDTHA,
2017).

E na forma de cercéarias (chamadas furcocercarias, por apresentarem a cauda
bifurcada) que o S. mansoni infecta o0 hospedeiro definitivo, seja 0 homem ou qualquer
outro vertebrado suscetivel (ZONI e CATALA, 2015). As cercarias comegam a deixar o
caracol entre 4 a 6 semanas depois da infeccao, podendo ficar na 4gua por até 72 h, na
busca por um hospedeiro definitivo adequado (GRYSEELS et al., 2006; SIQUEIRA et
al., 2017).

Uma vez nos tecidos do hospedeiro definitivo, as cercarias perdem a cauda e se
transformam em esquistossomulos. Isto permite que circulem na corrente sanguinea ou
linfatica, podendo atingir a circulacdo venosa, e consequentemente 0 coracdo e aos
pulmdes, onde permanecem algum tempo e podem causar alteracdes morbidas. Além
disso, podem causar danos ao figado, 6rgdo preferencial de localizacdo do verme. No
figado, estas formas jovens se diferenciam sexualmente e crescem, alimentando-se de
sangue. Ainda imaturos, os parasitas migram para as veias, passando para as veias
tributérias mesentericas, onde completam sua evolucao apds 27 dias da penetracao pelas
cercéarias (LEE et al., 2014; SIQUEIRA et al., 2017; ZONI e CATALA, 2015).

A sintomatologia apresentada depende da localizacdo, da quantidade do parasita
nos diferentes 6rgéos, das reaces do organismo humano e da resposta ao tratamento. Na

maioria dos casos de infec¢do, os efeitos patoldgicos mais importantes sdo observados na
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fase cronica da doenca, podendo ocorrer o agravamento hepético. Entretanto, na forma
inicial pode também ocorrer consequéncias graves, como a paraplegia ou a morte
(MDULUZA e MUTAPI, 2017).

A doenca se manifesta inicialmente comofebre, fadiga, mialgia, mal-estar, tosse e
eosinofilia. Os sintomas abdominais podem se desenvolver mais tarde, causada pela
migracdo e deslocamento dos vermes. A maioria dos pacientes recupera-se
espontaneamente apds 2 al0 semanas de tratamento, embora em alguns casos 0s sintomas
se tornam persistentes. Nestes casos, a doenca se torna mais grave, com perda de peso,
dispneia, diarréia, toxemia e erupcOes cutaneas generalizada (GRYSEELS et al., 2006).

No grupo de alto risco (5-15 anos), os sintomas aparecem na forma de desnutricao,
pobre desenvolvimento cognitivo, anemia e reducdo no desempenho escolar
(MDULUZA e MUTAPI, 2017). As criancas constituem um grupo de alto risco e
geralmente estdo sujeitas a reinfeccdes mais rapidas e intensas, apresentando maior

sensibilidade a terapia com praziquantel (SIQUEIRA et al., 2017).

2.1.3 Tratamento

Os primeiros tratamentos para esquistossomose foram realizados com potassio e
tartarato de antimonio (tartaro emético, introduzido em 1918), dimercaptosuccinato de
sodio e antimdnio e di-(pirocatecol-2,4-dissulfonato) de sodio e antiménio (conhecido
como estibofeno). Nos anos seguintes, outros sais de antiménio foram introduzidos, tais
como antimonilgluconato de sodio (Triostib®), antimoniato de sédio tiomielizado
(Anthiomaline®) e gluconato de antiménio (Triostan®), administrados sempre por via
parenteral. Os sais de antimdnio, embora atuem eficazmente contra as espécies principais
do género Shistosoma, ndo sdo mais utilizados no tratamento desse helminto, porque
causam diversos efeitos colaterais, como a trombocitopenia e outras displasias sanguineas
(SILVA etal., 2017).

A lucantona (Miracil D) e o seu principal metabolito, a hicantona (N-b-dietil-
amino-etil-amino-4 (hidroximetil)-9-tioxantona), séo eficazes especificamente contra S.
mansoni e S. haematobium. O farmaco (1-(5-nitro-2-tiazolil)imidazolidina-2-ona),
niridazol, é eficaz contra S. haematobium e S. japonicum. Esses medicamentos,
administrados oralmente, ja ndo sdo usados porque provocam reacfes adversas, cOmo

danos no figado e nos rins, convulsdes, psicoses, alucinagdes visuais e auditivas, estados
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confusos e outros efeitos indesejaveis no sistema nervoso central (SIQUEIRA et al.,
2017; SILVA et al., 2017).

A oxamniquina é efetiva contra o S. mansoni, sendo usada principalmente no
Brasil. Entretanto, pode provocar efeitos colaterais mais pronunciados, como sonoléncia,
inducdo do sono e convulsoes epilépticas (GRYSEELS et al., 2006; SILVA et al., 2017).

Os derivados de artemisinina, que sdo medicamentos usados para o tratamento de
maldria, sdo eficazes contra os estagios imaturos de S. japonicum e S. mansoni. Contudo,
0 uso ndo desses medicamentos é aconselhavel em areas endémicas de malaria porque
pode provocar a resisténcia dos parasitas desta doenca (SILVA et al., 2017; GRYSEELS
et al., 2006).

Atualmente, o controle da esquistossomose é baseado no monitoramento do
caracol hospedeiro, com acGes de educacdo em salde, com programas de promocao de
higiene e com saneamento melhorado. O medicamento de primeira escolha para o
tratamento é o praziquantel, que atua contra todas as espécies Schistosoma (TOMIOTTO-
PELLISSIER etal., 2017; SILVA et al., 2017; CIOLI et al., 2014).

2.2 Praziquantel

O praziquantel (PZQ), descoberto em 1972, foi desenvolvido pela primeira vez
para uso veterinario contra a classe de parasitas cestddeos. Uma pesquisa conduzida pelas
empresas Merck e Bayer para encontrar novos tranquilizantes, resultou em uma série de
compostos, que foram avaliados em termos de atividade anti-helmintica (SIQUEIRA et
al., 2017). O PZQ e mais 400 compostos similares foram testados com ratos infectados e
testes in vitro com diferentes parasitas (CIOLI et al., 2014; SILVA et al., 2017).

@) PZQ (2-(ciclo-hexilcarbonil)-1,2,3,6,7,11b-hexaidro-4H-pirazino-[2,1-
aJisoquinolin-4-ona) € um derivado pirazino-isoquinoleinico, do grupo dos
tioxant6nicos, que possui um centro assimétrico, sinalizado na Figura 2. 3. O praziquantel
é praticamente insolGvel em agua, moderadamente solivel em etanol, mas muito soltvel
em cloroférmio e dimetilsulfoxido (SILVA et al., 2017; SIQUEIRA et al., 2017).
Atualmente o PZQ é o unico medicamento utilizado pelos programas de controle da
esquistossomose no mundo, sendo usado para tratamentos em grande escala, com
seguranca e bons resultados (BRASIL, 2014; GRYSEELS et al., 2006).
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Figura 2. 3 - Férmula molecular do Praziquantel (o carbono quiral é o carbono 3).

Nas condi¢cdes ambientes, 0 PZQ é um pé branco, com sabor amargo e estavel,
nas condigdes normais de armazenamento, apresentando ponto de fuséo na faixa de 136
al142°C (SILVAetal., 2017; ANVISA, 2010). Os motivos principais do sucesso do PZQ
no tratamento da esquistossomose sdo justificados por sua alta eficacia, alta seguranca e

baixo custo.

2.2.1 Eficacia

A acgdo anti-helmintica do praziquantel é incerta; no entanto, pesquisadores
sugerem que a inibicdo da ATPase de sodio-potassio (Na*- K*) em vermes adultos leva o
aumento da permeabilidade da membrana do verme para determinados ions monovalentes
e divalentes, especialmente Ca®*, o que conduz a intensificacdo da atividade muscular,
seguida de contracdo e paralisia espastica (TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2017).

Os efeitos do PZQ podem ser avaliados pela analise do nimero de ovos dos
parasitas eliminados em cerca de quatro semanas ap6s o tratamento com doses diarias de
40 mg/kg. Observa-se a reducdo média de 80 a 95% do nimero de ovos excretados,
quando comparados com pacientes ndo tratados (CIOLI et al., 2014; DOENHOFF et al.,
2008).

E importante ressaltar que o farmaco néo é eficaz contra vermes imaturos, devido
ao rapido metabolismo apds a administracdo oral, o que reduz a chegada até a corrente
sanguinea (DOENHOFF et al., 2008). Isto requer a administragdo de altas dosagens,
capazes de manter as concentraces de farmaco necessarias para eliminagdo das formas
mais imaturas encontradas na circulacdo sanguinea (TOMIOTTO-PELLISSIER et al.,
2017).
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O PQZ esta comercialmente disponivel na forma racémica; isto é, na forma de
misturas equimolares dos dois enantiomeros. Contudo, a conformacéo (R) — Praziquantel
é a que tem atividade antihelmintica, enquanto a forma (S) — Praziquantel causa apenas
efeitos colaterais, como o sabor desagradavel (DOENHOFF et al., 2008; CIOLI et al.,
2014). O eutdbmero, (R) — PZQ, quando administrado isoladamente permite reduzir
parcialmente efeitos secundarios quando comparado & mistura racémica (COSTA et al.,
2016; ARRUA et al., 2015). No entanto, mesmo que a outra forma néo apresente efeitos
colaterais graves, 0 medicamento estd comercialmente disponivel na forma de mistura
racémica por razGes econdmicas (SILVA et al., 2017), associados a dificuldade técnica e
ao custo de separacao.

2.2.2 Seguranca

Ao longo dos anos foram realizados diferentes estudos sobre a seguranca do PZQ,
tanto em relacdo aos efeitos imediatos quanto de longo prazo. Os dados mostraram que o
PZQ pode ser considerado como o mais seguro dentre os farmacos anti-helminticos
(DOENHOFF et al., 2008). Concluiu-se que o PZQ apresenta baixa toxicidade e nédo
apresenta risco mutagénico, cancerigeno ou teratogénico (SILVA et al., 2017).

As reacdes adversas, a curto prazo, ocorrem em numero significativo de relatos;
porém, geralmente sdo de baixa intensidade e por pequeno intervalo de tempo (CIOLI et
al., 2014). Os efeitos mais comuns sdo nduseas, vomitos, desconforto abdominal,
anorexia e diarreia. Em relacdo ao sistema nervoso, foram registrados efeitos adversos
como dor de cabeca, tonturas e sonoléncia (SILVA et al., 2017).

A frequéncia e a gravidade dos efeitos colaterais estdo diretamente associadas a
intensidade da infeccdo, sugerindo que uma parcela das reacGes esta relacionada a acao
do farmaco nos parasitas (CIOLI et al., 2014). Os dados também sugerem que a morte ou
migracdo dos vermes do mesentério para o figado podem causar embolia e cdlica

intestinal.

2.2.3 Custo

O custo de producdo do PZQ constitui grande desafio para a sua utilizacdo em
grandes quantidades na terapia humana. No entanto, em 1983 a empresa coreana Shin

Poong desenvolveu um processo de fabricagdo que resultou na reducgdo substancial do

preco.
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Atualmente, o Praziquantel esta disponivel no mercado como comprimido, nas
doses de 150 (Cestol®), 500 (Cisticid ®) e 600 (Biltricide®) mg, sendo os dois primeiros
fabricados pela Merck e o ultimo pela Bayer. A posologia depende do peso corporal do
paciente e o tratamento é comumente aplicado na forma dose Unica (GRYSEELS et al.,
2006; DOENHOFF et al., 2008; TRASTULLO et al., 2015). No Brasil, o0 comprimido é
produzido pelo Ministério da Saude, na fabrica de Farmanguinhos/Fiocruz (Fundagédo

Oswaldo Cruz), na dosagem de 600 mg.

Figura 2. 4 - Aspecto do comprimido (Biltricide) fabricado pela Bayer, com 22 mm de
comprimento (Fonte: Pediatric Praziquantel Consortium).

2.2.4 Mecanismo de Acéo do Praziquantel

O mecanismo principal de a¢éo do praziquantel ainda é desconhecido; no entanto,
a hipdtese mais aceita é de que os efeitos iniciais exercidos pelo farmaco podem ser
resumidos em trés categorias principais: (i) influxo de célcio, (ii) contragdo muscular e
(iii) modificacdes superficiais (CIOLI et al., 2014). A acdo provavelmente esta associada
a uma mudanca na fungdo dos canais de Ca?*, que exercem um papel critico para
regulacéo dos niveis intracelulares de Ca* e sdo essenciais para uma variedade de eventos
celulares dos parasitas, como a contragdo muscular, expressdo génica e a liberacdo de
neurotransmissores. E provavel que o PZQ provoque contragdes musculares
incontrolaveis e alteracdes nos tegumentos dos vermes (SILVA et al., 2017; NOVAES et
al., 1999; BORREGO-SANCHEZ et al., 2016).

A atividade anti-helmintica do PZQ pode ser parcialmente inibida por alguns
inibidores classicos do canal de calcio (nicardipina, nifedipina), sendo completamente
abolida se os esquistossomas forem pré-incubados com o agente despolimerizante da
actina, a citocalasina D (CIOLI et al., 2014; DOENHOFF et al., 2008).
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2.2.5 Limitacoes

O PzQ ¢ classificado, como um farmaco classe Il (pouco soltuvel em agua e
altamente permeéavel), devido a baixa solubilidade em &agua (apenas 0,04 g/100 mL)
(COSTA et al.,2016). Deste modo a taxa de dissolucdo do PZQ € um fator limitante para
sua absorcdo e uma das principais razdes para a aplicacdo de altas dosagens. A melhora
dessa taxa constitui fator importante e desafiador para o desenvolvimento de novas
formulac@es (SILVA et al., 2017).

Devido a baixa biodisponibilidade e baixa solubilidade em agua, diferentes
estudos tém buscado desenvolver alternativas para melhorar a absorcdo oral deste
medicamento. Além disso, estuda-se o desenvolvimento de novos farmacos, que possam
vir a ser utilizados para a prevencdo e tratamento desta doenca (TOMIOTTO-
PELLISSIER et al., 2017).

No que se refere ao uso em criancas, 0s principais desafios estdo associados ao
tamanho do comprimido, a alta dosagem e a palatabilidade. A necessidade de
fracionamento para administracdo da dosagem adequada revela o sabor amargo do
principio ativo, dificultando o tratamento e aumentando a rejeicdo ao medicamento
(MDULUZA e MUTAPI, 2017).

Para obtencdo de formulagdes pediatricas do praziquantel, algumas consideracoes
devem ser seguidas:

e boa tolerancia ao medicamento, minimizando efeitos colaterais;

e apresentacdo que evite 0 engasgo;

e desintegracdo oral facil,

e apresentacdo que permita a administracdo com agua;

e mascaramento do sabor amargo;

e apresentacdo que permita uma dose ajustavel, para evitar o
fracionamento do comprimido;

e estabilidade em condigdes Umidas e quentes.

Além disso, a dose padrdo de 40 mg/kg ministrada em adultos pode ser alterada
em criangas uma vez que varios estudos sugerem que a farmacocinética e a
farmacodindmica do PZQ podem ser diferentes em adultos e criangas (MDULUZA e
MUTAPI, 2017).
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2.2.6 Sistemas contendo praziquantel

Diante dos problemas associados com o PZQ, varias tecnologias tém sido
estudadas para a melhoria das propriedades biofarmacéuticas. Dentre estas, destaca-se 0
uso de microemulsdes, nanoemulsdes, dispersdes solidas, nanoparticulas solidas
lipidicas, lipossomas e ciclodextrinas, como veiculos para o encapsulamento de PZQ,
constituindo alternativas para a producdo de novos medicamentos contra a
esquistossomose.

O Consorcio Praziquantel Pediatrico (Pediatric Praziquantel Consortium, 2017)
foi estabelecido em julho de 2012 como a primeira parceria publico-privada internacional
sem fins lucrativos, relacionada ao desenvolvimento de uma nova formulagédo pediatrica
para combater a esquistossomose. A iniciativa € apoiada por lideres especializados
mundialmente em doencas infecciosas parasitarias tropicais. Estratégias para o
encapsulamento do PZQ s&o estimuladas por esse consorcio.

MOUSTAFA et al. (2013) encapsularam praziquantel em um processo continuo,
polimerizacdo em microemulsdo, de metracrilato de metila e metacrilato de 2-hidroxietila
(MMA/HEMA), na presenca de surfactantes biocompativeis (PVP/PEG), sintetizando
nanoesferas copoliméricas com composi¢Ges massicas de monémero MMA/HEMA
iguais a 90/10, 70/30 e 50/50. Os resultados mostraram que o PZQ altera as propriedades
das nanoesferas obtidas. Observou-se que o aumento do teor de HEMA leva ao aumento
do didametro, da turbidez e da carga negativa e diminuicdo da tensdo superficial. Além
disso, o teor de HEMA afeta a taxa de encapsulamento e a hidrofobicidade do produto.
Taxas de encapsulamento na faixa entre 69,5 e 94,6% foram observadas, dependendo da
relacdio MMA/HEMA, sendo os melhores resultados obtidos para a relagdo MMA/HEMA
de 50/50. Verificou-se que o teor de HEMA exerce grande efeito sobre as propriedades
coloidais dos latices produzidos. A taxa de liberacdo do farmaco foi examinada com
respeito a relacdo MMA/HEMA, ao pH e a propor¢do monémero:farmaco. Ensaios in
vitro foram conduzidos a 37 °C em pH 1,2 e 7,4, condi¢6es que simulam o fluido gastrico
e intestinal, respectivamente. A taxa de liberacdo do farmaco para o copolimero
MMA/HEMA 50/50 em pH 1,2 atingiu 45% apds 4 h; no entanto, em pH 7,4, a liberacao
atingiu 80,5% apds 4 h. Essas taxas podem ser consideradas baixas para as aplicagdes
reais.

A formulacéo de granulos que permitam a dosagem flexivel apresenta a vantagens

em relacdo do produto tradicional porque permite a administracdo na forma de solucéo,
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dispersdo em bebidas ou com alimentos, permitindo melhorar a formulagdo, a
palatabilidade e a adeséo a terapia. TRASTULLO et al. (2015) produziram granulos pelo
processo de granulacdo umida em leito fluidizado, incorporarando PZQ tanto na mistura
em po quanto na fase liquida, estabilizada por surfactantes. Varios excipientes (Avicel
PH102, Flowlac 100, PVP (Polivinilpirrolidona) K30, Neorsob P100, GalenlQ 721,
Sucrose, Sweet Pearl P90) e surfactantes (Lutrol micro 68, Cremophor RH 40 e Tween
80) foram testados, com contetdosl0 a 20% em massa de farmaco. Os resultados
mostraram boas propriedades de fluxo e boas taxas de encapsulamento, com melhores
resultados na faixa de 150 a 250 um de didmetro médio do p6. Os autores sugeriram a
ocorréncia de interacbes quimicas entre os componentes de mistura por meio da andlise
de DSC. As amostras apresentaram o pico endotérmico caracteristico do PZQ (143 °C) e
verificou-se o efeito do deslocamento desse pico nas misturas de PZQ e com 0s
excipientes. Os resultados de FTIR sinalizaram o surgimento de uma banda em 1625 cm-
! (correspondente ao grupo carbonila do PZQ), sugerindo que o grupo carbonila atua
como receptor de protons e forma uma ligacdo de hidrogénio com os varios grupos
hidroxila dos excipientes. A analise por difracdo de raios X mostrou, no entanto, que o
PZQ permanece no seu estado cristalino original. A formulacdo de granulos compostos
por Lutrol, Neorsob, Flowlac contendo 20% em massa de PZQ, foram selecionadas para
dispersdo em leite e sucos de frutas. Os autores observaram que a solubilidade do farmaco
aumentou quando administrado com leite, provavelmente devido a capacidade do leite
para emulsionar o farmaco e formar micelas. Os resultados mostraram ainda que o
processo de producdo baseado na granulacdo Umida em leito fluidizado foi rapido e de
facil controle. Os granulados que continham 20% em massa de PZQ podem ser
administrados com agua, leite ou suco de frutas formando uma suspenséo fina que é facil
de engolir. A manipulacdo da dose pode contribuir para aumentar a conformidade e a
biodisponibilidade dos farmacos.

COSTA et al. (2016) estudaram misturas fisicas (MF) e dispersdes solidas (DS)
de polivinilpirrolidona (PVP) com PZQ pelo método de evaporagdo de solvente,
utilizando etanol (E/E) ou misturas de etanol/agua (E/A) na proporcao de 1:1, 2:1 e 3:1
em massa. Esses sistemas promovem o aumento da area especifica do produto final por
conta da reducdo do tamanho de particula, além de promover outras alteracées, como a
manutenc¢do do farmaco no estado amorfo. A presenca de PVP aumenta a solubilidade de
PZQ de 0,31+0,01 mg/mL para um valor maximo de 1,29+0,03 mg/mL para DS 3:1
(E/E). A escolha do solvente na preparacdo de DS de PVP: PZQ é importante, pois pode
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alterar dramaticamente a distribuicdo do farmaco no meio. A quantidade de polimero e o
método de preparacdo sdo fatores importantes para determinar a concentragdo de PZQ na
solucdo. Os pesquisadores observaram com dados de RMN-C no estado sélido e DSC
que as misturas fisicas apresentam farmaco no estado cristalino, enquanto as dispersoes
apresentam graus de amorfizacdo do PZQ, dependendo do solvente. A presenca de dgua
induz a cristalizacdo, enquanto a presenca de etanol promove a formacéo de PZQ amorfo.
A quantidade de PZQ amorfo presente nas amostras ndo se correlacionou com a
quantidade de PVP presente, visto que o polimero promove o aumento da solubilidade do
farmaco, embora o teor de agua prejudique a formacdo de uma fase amorfa. Amostras
com alto teor de farmaco preparadas em etanol resultaram em PZQ na fase amorfa. A
principal diferenca entre as amostras de dispersdo solida preparadas com razdo 3:1
parecem estar associada com o tamanho dos cristais produzidos e a formacdo de
aglomerados.

Os sistemas baseados em lipidios, como no caso de lipossomas e de
nanoparticulas lipidicas solidas (NLC), tém encontrado muitas aplicacGes relacionadas a
liberacdo de farmacos pouco solUveis em agua. Os lipossomas tém recebido atencéo
consideravel como sistemas de administracdo de farmacos, devido a capacidade de
incorporar tanto farmacos hidrofilicos como hidrofobicos, apresentando boa
biocompatibilidade e baixa toxicidade. Os lipossomas sdo veiculos microscopicos
constituidos por uma ou mais esferas concéntricas de bicamadas lipidicas e separadas por
compartimentos aquosos. As NLCs sdo particulas constituidas por uma matriz lipidica
solida na temperatura corporal. FREZZA et al. (2013) avaliaram a a¢&o de lipossomas
contendo PZQ (lip.PZQ) em diferentes concentra¢bes contra S. mansoni. A eficiéncia
desse sistema foi avaliada por meio da contagem de vermes (recuperados pela perfusédo
do sistema hepético) e do numero de ovos encontrados no intestino e no figado. A
concentracdo mais promissora para todos os parametros foi de 300 mg/kg de lip.PZQ, que
permitiu diminuir o nimero total de vermes em 68,8%, 0 nimero de ovos no intestino em
79% e o numero de granulomas hepaticos em 98,4%, em comparagdo com 0s controles
ndo tratados. Além disso, essa concentracdo resultou na diminuigdo da contagem de ovos
em 55,5%. A eficacia melhorada do tratamento com lip.PZQ, especialmente quando
administrada 45 dias ap0s a infec¢do, em comparagdo com o grupo de controle positivo
e 0S grupos que receberam PZQ livre, pode ser explicada pelo aumento da
biodisponibilidade do PZQ no organismo hospedeiro. Os resultados dos testes in vivo

indicaram que o farmaco atua sobre o tegumento, células vitelinas e ovarios dos vermes,
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0 que pode ser explicado pela afinidade das particulas por fosfolipidios, resultando na
absorcdo mais fécil do PZQ. Resultados similares foram encontrados por KOLENY AK-
SANTOS et al. (2014), que estudaram o uso de carreadores lipidicos nanoestruturados,
que apresentaram melhora do perfil de seguranca do farmaco contra S. mansoni. Contudo,
o transporte no intestino do PZQ livre e das NLC foram semelhantes; porém, a quantidade
de PZQ absorvido foi melhor para a NLC.

As técnicas de extrusdo e spray drying permitem eficientes taxas de
encapsulamento de farmacos, constituindo alternativas para melhorar a solubilidade e o
mascaramento do sabor. MUNSTER et al. (2017) investigaram um sistema
multiparticulado formado por polimero e lipidio com objetivo de mascarar o sabor e
prover liberacdo imediata do PZQ no trato gastrointestinal. Para gerar as particulas
lipidicas solidas, foram usadas técnicas de extrusdo e spray drying. A combinacdo que
apresentou melhores resultados foi PZQ-Eudragit® EPO (copolimero a base de
metacrilato de dimetilaminoetila, metacrilato de butila e metacrilato de metila). A
dispersdo do farmaco neste polimero melhorou a solubilidade e a hidrodindmica nos
ensaios de dissolucdo. As particulas secas apresentaram grandes diferencas em relacdo a
distribuicdo de tamanhos e caracteristicas morfolégicas do PZQ encapsulado quando
processadas por spray drying ou extrusdo. Os pesquisadores observaram a formacéo de
uma dispersdo solida amorfa de PZQ ap0s secagem por spray drying, ao contrario dos
extrudados moidos. Essa caracteristica explica resultados dos estudos de liberacdo do
farmaco, ja que a fase amorfa permite melhor liberacdo em pH 6,8. Os ensaios de
liberacdo foram realizados em meios simulados de saliva (SSF), fluido gastrico (SpSGF)
e fluido intestinal (FaSSIF). Os extrudados moidos induziram uma liberacdo retardada
eficiente em SSF e liberacdo imediata e supersaturacdo em spSGF e FaSSIF PZQ. As
amostras de spray drying mostraram uma cinética de solubilidade rapida e saturacédo até
5 vezes maior em meios biorrelevantes, contrariando o desejado efeito de mascaramento
do sabor. Resultados de DRX indicaram a recristalizacdo de PZQ nas amostras de spray
drying durante o armazenamento, o que altera os perfis de dissolucdo. O sistema obtido
por extrusdo lipidica sdlida combinada com o Eudragit® EPO possibilitou o
mascaramento do gosto do PZQ em SSF e uma dissolugédo rapida em meios gastricos e
intestinais simulados. COSTA et al (2016) também observaram o0 aumento na
solubilidade do PZQ para amostras que continham PZQ na forma amorfa.

As ciclodextrinas (CD) sdo oligossacarideos ciclicos, com unidades de glicose (-

D-glicopiranose) unidas por ligacdes tipo (a-1,4) e rearranjadas na forma de um cone.
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Enquanto a superficie externa é hidrofilica, a lipofilicidade da cavidade interna é
comparavel a de uma solucdo etandlica. Os complexos com CD podem servir para
aumentar a solubilidade e biodisponibilidade de farmacos lipofilicos em ambientes
aquosos. CUGOVCAN et al. (2017) avaliaram o processo de ativagdo mecanoquimica,
fazendo uso de diferentes aditivos de co-moagem para melhorar as propriedades
fisicoquimicas e biofarmacéuticas do PZQ. O farmaco foi submetido a moagem na
presenca de diversos aditivos, incluindo diferentes acidos organicos e derivados de
ciclodextrina, como os acidos citrico (AC), méalico (AM), salicilico (AS) e tartarico (AT),
levando a solubilidades e taxas de dissolucdo dependentes do pH. No entanto, o cocristal
mais soluvel de PZQ, preparado com AM, mostrou instabilidade quimica. Os resultados
indicaram que o complexo hidroxipropil-beta-ciclodextrina amorfa (HP-beta-CD) com
PZQ apresentou um perfil quimico aceitavel. Entretanto, a presenca de MA resultou em
produto uma vez mais altamente solvel e quimicamente instavel. Os autores verificaram
a biocompatibilidade do complexo PZQ/HP-beta-CD por meio de estudos com células
Caco-2 e mostraram que o processo ndo afetou negativamente a permeabilidade do PZQ.
JESUS et al. (2010) também realizaram experimentos com a beta-ciclodextrina (B-CD) e
determinaram a fracdo de PZQ ligada a B-CD (37%), avaliando a atividade em ratos
infectados com S. Mansoni. Apds 15 dias, foram obtidos dados de eficacia de remocao
de vermes de 99%, contra 59% no caso do PZQ livre.

Dentre os polimeros biodegradaveis mais estudados na area biomédica, o poli(L-
acido lactico-co-acido glicolico), PLGA, tem taxa de degradacdo associada ao peso
molecular e & composicdo. MAINARDES e EVANGELISTA (2005) desenvolveram
nanoparticulas de PLGA dopadas com 10 a 30% em massa de PZQ, preparadas pelo
método de emulsdo e evaporacdo de solvente. Os autores observaram que o tamanho da
particula aumentou com aumento da incorporacdo do farmaco, mas que a eficiéncia de
encapsulamento foi igual a 82,5 + 5% para todas as amostras. Os ensaios de liberacao in
vitro mostraram que as nanoparticulas liberaram entre 6 e 20% de PZQ apos 24h,
enquanto o PZQ livre atinge liberacdo total em 2h. Na prética, esses resultados parecem
inadequados para aplicagdes médicas reais.

Os trabalhos do grupo EngePol com encapsulamento de praziquantel iniciaram
com FONSECA et al. (2013a) investigando a producédo de nanoparticulas poliméricas de
poli(metracrilato de metila), PMMA, dopadas in situ com PZQ por meio da técnica de
polimerizagdo em miniemulsdo. Os ensaios que empregaram 0 homogeneizador para o

preparo de emulsdes resultaram em prepara¢Ges com maior estabilidade e deslocamento
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para tamanhos menores com didmetros médios menores que 100nm. Os resultados
mostraram que a presenca do farmaco nédo afetou a alta conversdo de mondmero; porém,
os dados de distribuicdo de massas molares sugeriram que o farmaco atua como um
agente de transferéncia de cadeia, conduzindo a producdo de polimero com massas
molares menores na presenca de PZQ. Em relagdo ao processo de secagem, ambos 0S
processos de liofilizacdo e spray drying foram eficazes, embora o Gltimo com menor
rendimento. O 6leo mineral usado como co-estabilizante proporcionou o preparo de
nanoparticulas mais porosas; como consequéncia, foi obtida uma faixa de liberacdo de
65-70% apds 30 min, contra 13% no caso das que ndo continham o 6leo na composigao.
Com o objetivo de melhorar o perfil de liberacdo, os autores (FONSECA et al., 2013b)
avaliaram o desempenho de nanoparticulas de PMMA produzidas na presenca
dimetacrilato de etileno glicol (EGDMA) e Eudragit® E100, um copolimero catidnico
formado por metacrilato de dimetilaminaetila e ésteres metacrilicos neutros. As
nanoparticulas produzidas na presenca de EGDMA apresentaram melhor perfil de
liberacdo, de 85% de PZQ em 15 min nos ensaios de liberacdo in vitro para todas as faixas
de pH (1,2 e 6,8). A carga de 12% de farmaco em relacédo ao polimero foi a que levou as
melhores taxas relativas de liberagdo. Os ensaios conduzidos in vivo destacaram que 0
PZQ néo perde a eficiéncia no processo, ndo tendo sido observada alteracdo da sua
atividade. As analises de toxicidade ndo apontaram potencial citotoxico das particulas.
Por sua vez, 0 mascaramento do sabor amargo foi alcancado por periodo de cerca de 10
minutos em contato com a &gua, 0 que permitira a producdo de saches sem gosto.
VIEIRA (2014) avaliou o preparo de microparticulas de PMMA na presenca de
aditivos, como O EGDMA e o cloroférmio, por meio da técnica de polimerizacdo em
suspensdo e com incorporacao in situ do PZQ. O EGDMA, foi usado como agente
reticulante e o cloroférmio, como solvente do PZQ, foi empregado com o intuito de tornar
as particulas poliméricas porosas e aumentar a solubilidade do farmaco nas gotas de
mondmero. As microparticulas foram obtidas com altas conversdes de monémeros e taxa
de eficiéncia de encapsulamento cerca de 80%. Os resultados mostraram que a liberagdo
de PZQ ¢ afetada pelo grau de reticulagdo do polimero. O aumento excessivo de agente
reticulante no meio reacional, resultou em taxas de liberagdo menores. As microparticulas
produzidas apresentaram perfil de liberagdo, com o maximo de 20% de PZQ em 15 min
nos ensaios de liberagdo in vitro para o pH 6,8. Observou-se que as particulas lavadas e
ressuspendidas foram capazes de manter a suspensdo sem gosto por pelo menos 30

minutos. O trabalho de VIEIRA (2014) apresentou como principal diferenca o tamanho
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da particula influenciando no ensaio de liberagdo, quando comparado com os resultados
obtidos por FONSECA et al. (2013b).

PAIVA (2017) preparou microparticulas de PMMA pela técnica de polimerizacao
em suspensao na presenca de aditivos, como EDGMA e cloroférmio, dopadas com PZQ.
A autora obteve microparticulas com altas massas molares e alta taxa de eficiéncia de
encapsulamento. Os ensaios de liberagcdo foram avaliados de acordo com o tamanho das
particulas, mostrando a existéncia de resisténcia difusional, resultando em baixa taxa de
liberacdo para todas as faixas de tamanho (<10% em 1 hora). Por isso, estudos foram
realizados com polimeros catidnicos, & base de metacrilato de dietilaminoetila
(DEAEMA) e metacrilato de dimetilaminoetila (DMAEMA), para a producgdo de
copolimeros sensiveis a pH acido e melhores taxas de liberacdo. Foi usada a técnica de
polimerizacdo em suspensdo com base em resultados de H-RMN, foi possivel observar a
ocorréncia de copolimerizacdo com sucesso. Os copolimeros também permitiram obter
alta conversdo de mondmeros e alta eficiéncia de encapsulamento. Nos ensaios de
liberacdo conduzidos in vitro, foram observados os efeitos relacionados ao pH e ao

tamanho da particula.
2.3 Nanoestruturas Poliméricas

Dentre os sistemas apresentados como alternativas para encapsulamento do PZQ,
0s materiais nanoestruturados poliméricos (MNP) podem ser destacados, ja que
encontram muitos usos, tanto para o diagnéstico como para o tratamento de doencas. A
evolucdo de MNPs como biomateriais tem permitido avangos na qualidade dos
tratamentos de salde, com a introducdo de técnicas de liberacdo de drogas sitio dirigidas
e a administracdo de doses mais baixas, com mais elevados efeitos terapéuticos (TANG
et al., 2016; NAAHIDI et al., 2013). Outras vantagens significativas relacionadas ao
MNPs sdo 0 aumento da solubilidade dos farmacos, a maior biodisponibilidade, a reducao
dopotencial de desativacdo, a atividade antigénica reduzida e a diminuicéo da toxicidade
sistémica. Esses sistemas baseados em MNPs incluem micelas, nanogeis, nanofibras,
dendrimeros, nanocompositos e nanoparticulas, que podem ser preparados de diversas
formas (JEEVANANDAM et al., 2016).

Transportadores a base de MNPs tém sido projetados para a liberagdo de farmacos
em sitios especificos e para obter a biodisponibilidade maxima na circulagdo. Assim, a

absorcéo, a distribuicéo e a eliminagéo do farmaco durante o transporte no organismo séo

23



determinadas simultaneamente pelo medicamento e pelas propriedades fisico-quimicas
do nanocarreador (HUNTER et al., 2012).

Existe uma divergéncia a respeito da faixa de tamanho das particulas que
caracteriza o sistema como nanoestruturado, tendo sido propostas a faixas em que ao
menos uma dimenséo do sistema varia entre 1 a 1000 nm, 100 a 1000 nm ou 10 a 100
nm. Essas nanoparticulas dopadas podem ser definidas como farmacos sélidos ou
transportadores nanométricos, que podem ou ndo ser biodegradaveis (REIS et al., 2006;
JEEVANANDAM et al., 2016; NAAHIDI et al., 2013; WILCZEWSKA et al., 2012).

A primeira geracdo de nanoparticulas utilizadas para aplicagdes biomédicas foi
baseada em lipossomas e conjugados de polimero e farmaco. Em 1994, o conjugado
PEG(polietileno glicol)-L-asparaginase (Oncospar, Enzon) tornou-se 0 primeiro
conjugado a receber aprovacdo para uso do Orgdo americano Food and Drug
Administration (FDA), para o tratamento de leucemia linfocitica aguda. Lipossomas sdo
carreadores com estrutura de uma bicamada lipidica, que pode ser usado para encapsular
ativos hidrofilicos e hidrofébicos. O primeiro medicamento baseado em lipossomas foi a
Doxorrubicina (Doxil, OrthoBiotech), aprovado pelo FDA em 1995 para o tratamento de
sarcoma de Kaposi relacionada ao HIV, posteriormente aprovado para o tratamento do
cancer de ovario e multiplos mielomas. (PETROS e DESIMONE, 2010). A Tabela 2. 2
apresenta produtos farmacéuticos a base de nanoparticulas terapéuticas que ja receberam

aprovacao do FDA.

Tabela 2. 2 - Produtos farmacéuticos a base de nanoparticulas (PETROS e DESIMONE,
2010).

Produto Empresa Indicacao
Sandimmune® Novartis Acrtrite reumatoide
Zoladex® Astrazeneca Cancer de mama e prostata
Adagen® Enzon Deficiéncia de adenosina

desaminase (ADA)
Bristol-Myers

Taxol® Squibb Cancer
Abelcet® Teva Infeccdes flngicas

Doxil® OrthoBiotech Sarcoma de Kaposi
Gliadel® Eisai Cancer no cérebro
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2.3.1 Nanoparticulas poliméricas (NPP)

Dentre os MNPs, as nanoparticulas poliméricas ocupam lugar de destaque, sendo
geralmente classificados como nanoesferas ou nanocépsulas. Nas nanocapsulas o farmaco
é usualmente confinado por um invélucro formado por uma membrana polimérica,
podendo estar localizado na casca polimérica ou no nucleo liquido. Em contraste, as
nanoesferas sdo sistemas constituidos por uma matriz polimérica, podendo o farmaco
estar disperso na superficie ou no interior da particula (Figura 2. 5) (HUNTER et al.,
2012; RAO e GECKELER, 2011).

Membrana
Polimérica

Matriz
Polimérica

Farmaco =

Figura 2. 5 - Esquema ilustrativo de (a) nanoesferas e (b) nanocépsulas.

De forma geral, as NPPs podem ser adequadas para quase todas as rotas de
administracdo, incluindo injec6es intravenosas ou intramusculares, absor¢des dermaticas
ou nasais e administracao oral. Algumas vantagens das NPPs como sistemas de entrega
de ativos estdo relacionadas as altas razdes superficie/volume, o que tende a aumentar a
porcentagem de moléculas ou &tomos em contato com a superficie, proporcionando maior
absorcéo intracelular e biodisponibilidade (YUAN et al., 2013; LU et al., 2011).

As nanoparticulas podem estar baseadas em polimeros ndo biodegradaveis, como
poliestireno (PS), poli(cianoacrilatos) (PCA), polieterimida (PEI) e poli(metacrilato de
metila) (PMMA), ou polimeros biodegradaveis, como poli(L-acido lactico-co-acido
glicolico) (PLGA), poli (&cido glicdlico) (PGA), poli(caprolactona) (PCL) e outros
materiais de origem natural, como a quitosana. Esses materiais tém sido usados para a
formulacdo de farmacos que contém estradiol, paclitaxel, tamoxifeno, vincristina e
insulina. Por exemplo, a biodisponibilidade in vivo aumentou 10 vezes para o Taxol®
formulado com NPPs, enquanto para nanoparticulas dopadas com tamoxifeno
comprovou-se um incremento de 3,8 vezes da biodisponibilidade, em comparagdo com o
farmaco livre (HUNTER et al., 2012).
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A biodisponibilidade é uma caracteristica muito importante, em particular quando
associada a toxicidade, imunogenicidade e auséncia de respostas trombogénicas e
cancerigenas. Contudo, a biocompatibilidade é anatomicamente dependente, ja que as
reacOes a materiais especificos sdo diferentes em tecidos do corpo (NAAHIDI et al.,
2013).

O poli(metacrilato de metila) (PMMA) é um polimero que apresenta
biocompatibilidade, baixo custo de producao, boa resisténcias mecéanica e quimica, sendo
classificado como um termoplastico. O PMMA é um material duro e rigido, com
caracteristicas quebradicas, com transicdo vitrea na faixa de 105 °C. Por ter destacada
baixa toxicidade, o uso biomédico é aprovado pelo FDA, podendo ser utilizado
amplamente em muitas aplicacbes biomédicas, principalmente nos campos da
odontologia e ortopedia (CASA-RESINO et al., 2014; PEIXOTO et al., 2016; ADINOLF
etal., 2017). A estrutura molecular do PMMA ¢ ilustrada na Figura 2. 6.

C

n

H,C N
o7 X0

Figura 2. 6 - Estrutura quimica do PMMA.

Diversos autores tém investigado a aplicagdo do PMMA para a producdo de
nanoparticulas voltadas a area biomédica, como para o tratamento de distrofia muscular
de Duchenne, do cancer, entre outros. A citoxicidade das nanoparticulas de PMMA foi
avaliada e ndo se observou qualquer efeito adverso sobre a viabilidade celular (MENDES
et al., 2012). Além disso, outros estudos mostraram que NPs de PMMA administradas in
vivo foram excretados em fezes em quantidades de até 80% (administracdo
intraperitoneal) ou 100% (administracdo oral), sem qualquer toxicidade significativa para
os animais (ADINOLF et al., 2017).

LEKSHMI et al. (2010) realizaram estudos in vitro e in vivo com nanoparticulas
de PMMA dopadas com repaglinida, medicamento usado no tratamento de diabetes e que
apresenta baixas biodisponibilidade e absorgdo intestinal. As nanoparticulas, com
didmetro médio de 108 nm, foram produzidas pela técnica de evaporacgdo de solvente.

Dentre as trés composicdes farmaco e polimero estudadas, a que apresentou melhor
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resultado foi a de 1:4 (base massica), com 90 +0,6 de eficiéncia de encapsulamento.
Anélises térmicas ndo indicaram a existéncia de interacdo quimica entre o farmaco e o
polimero. Os ensaios de liberacdo resultaram em liberacédo rapida no inicio e depois uma
taxa menor e praticamente constante. Os autores atribuiram a liberacdo rapida inicial ao
farmaco adsorvido na superficie das particulas. Os ensaios de toxicidade in vivo, apds
administracdo oral, indicaram desenvolvimento seguro dessas nanoparticulas.

YUAN et al. (2013) investigaram o efeito do iniciador, de surfactantes, da
temperatura de reacdo e da carga de monémeros 0 tamanho das particulas e a massa
molar do PMMA, produzido com auxilio da técnica de polimerizacdo em microemulséo.
Foi observado que o aumento da temperatura da reacdo (70-95 °C) e da quantidade de
iniciador (0,01-0,13g) alteram de forma significativa o tamanho final da particula,
permitindo a producdo de particulas menores nas mais altas taxas de reacéo.

A proteina survivina € um marcador usado para o tratamento do cancer.
ADINOLF et al. (2017) desenvolveram nanoparticulas de PMMA do tipo casca-nucleo
dopadas com survivina. Os resultados obtidos permitiram mostrar a alta eficiéncia do
encapsulamento da proteina pelas nanoparticulas, que passaram a gerar um sinal
fluorescente, potencializando uma avaliagdo em tempo real e constituindo uma alternativa
promissora para a detecgdo intracelular e monitoramento da proliferacdo de células

cancerigenas.

2.3.2 Métodos de preparo de nanoparticulas

Nanoparticulas poliméricas tém sido sintetizadas principalmente por duas
técnicas: polimerizacdo de mondmeros meios dispersos e dispersdo de polimeros pré-
formados em n&o solventes.

A disperséo de polimeros pré-formados em néo solventes engloba varios métodos,
tais como o método de evaporacdo do solvente (VIJAYAN et al., 2013), de emulsificacéo
espontanea, de salting out, nanoprecipitagéo, dialise e expansao de fluidos supercriticos.
Todos esses métodos se iniciam com a dissolugdo do polimero em meio solvente e em
seguida provocam a precipitacdo do polimero por conta de alguma perturbagédo
termodindmica, como mudanca de temperatura, pressdo ou composigdo. Estes métodos
levam a produtos com melhores biodistribuicdo e propriedades farmacocinéticas e
maiores homogeneidade estrutural e quimica, o que ¢é altamente benéfico para aplicacao
farmacéutica (JEEVANANDAM et al., 2016). Dentre estes métodos, 0 mais comum € o
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de evaporagdo do solvente (Figura 2. 7). O método consiste na dissolugédo inicial do
polimero em um solvente organico na presencga do farmaco (por exemplo, diclorometano,
cloroférmio ou acetato de etila), seguida do preparo de uma emulsdo de éleo em agua
(O/A) na presenca de um surfactante e com auxilio de equipamento dispersor de alta
energia. Apos a formacdo da emulséo estavel, o solvente é evaporado sob agitacdo a
temperaturas elevadas ou pressdes reduzidas para obtencdo das nanoparticulas (AKAGI
et al., 2007). Em etapa posterior, as nanoparticulas sdo lavadas com agua destilada e
passam pelo processo de ultracentrifugacao para remover aditivos. Finalmente, o produto
é normalmente liofilizado (RAO e GECKELER, 2011).

Solugdo Organica :

Polimero +

farmaco Evaporagédo

do solvente

Solugdo Aquosa :

Surfactante na agua

Figura 2. 7 - Esquema do processo de evaporagdo do solvente (adaptado de AKAGI et
al., 2007).

Visto que a dispersdo dos polimeros frequentemente faz uso de solventes
organicos toxicos, fluidos supercriticos e ambientalmente amigaveis podem ser usados
para a sintese de nanoparticulas. Existem dois métodos principais baseados em fluidos
supercriticos: expansdo rapida da solucdo supercritica (RESS) e expansdo rapida da
solucdo supercritica em solvente liquido (RESOLV). O soluto deve ser inicialmente
dissolvido em um fluido supercritico na presenca de um farmaco, sendo depois a solu¢do
expandida através de um bico capilar em uma atmosfera gasosa (RESS) ou em um liquido
(RESOLYV). A principal desvantagem desses métodos é que polimeros de alta massa
molar apresentam baixa solubilidade em fluidos supercriticos (JEEVANANDAM et al.,
2016).
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2.4  Processos de polimerizagao

Os avangos relacionados a produgdo de nanoesferas polimericas dopadas com
farmacos para aplicacdo de liberacdo controlada tém sido crescentes. Tendo em vista a
producdo in situ a partir da polimerizacdo de mondmeros, faz-se a seguir uma breve

revisao sobre os principais mecanismos de polimerizacdo em cadeia.

2.4.1 Mecanismos cinéticos da polimerizacdo em cadeia

A polimerizagdo por adigdo, também denominada de polimerizacdo em cadeia,
consiste na adicdo de uma molécula a outra por meio da quebra de uma dupla ligacao
insaturada de uma molécula de mondmero de forma sucessiva, originando a cadeia
polimérica. O processo de polimerizacdo pode ser dividido em ao menos trés etapas:
iniciacdo (geracdo de um centro ativo), propagacdo (crescimento da cadeia, com a
transferéncia do centro ativo para cada nova molécula de monémero adicionada) e
terminacdo (desaparecimento do centro ativo) (CANEVAROLO, 2007).

i. Iniciacdo
A iniciacdo ocorre com auxilio de um iniciador. No caso de reacdo de radicais
livres, os centros ativos sdo formados por meio de decomposicdo de um iniciador,
usualmente por adicdo de energia térmica ou por acdo da radiacdo. Os radicais livres
(centros ativos) sdo gerados pela cisdo homolitica de uma ligacdo covalente fraca na
molécula do iniciador. A espécie ativa gerada reage com a dupla ligacdo do monémero
(M), transferindo o centro ativo e dando inicio a polimerizacdo (CANEVAROLO, 2007).

1 % ope 2.1

R*+M - P; 2.2

Em que P; é o macrorradical formado por uma unica molécula de mondémero. Na Equacao

2.1. O iniciador (1) se decompde para dar origem a dois radicais R”*, denominados radicais
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primarios. A constante de velocidade especifica para essa reacdo a uma determinada
temperatura é ks (CANEVAROLO, 2007).

ii. Propagacao

A etapa de propagacao € a etapa de crescimento, em que acontece a transferéncia
do centro ativo uma outra molécula de monémero de forma sucessiva (MANO e

MENDES, 1999), como expresso na Equacao 2.2.
Pi+M = Py '
iii.  Terminacdo

A etapa de terminacdo é responsavel pela desativacdo do macrorradical que
contém o centro ativo. Para a obtencdo de massas molares elevadas, € necessario que nao
haja excesso de centros ativos no meio reacional. Quando a finalizacdo da polimerizacao
ocorre pela reacdo entre dois centros ativos, 0 processo € chamado de terminagdo por
combinacdo. A ligag&o entre os carbonos ativados produz uma Unica cadeia morta. Esse
tipo de terminacgdo produz polimeros com massa molar mais alta (MANO e MENDES,
1999).

k
Bi+ P Pum 23

Quando existe a transferéncia de um atomo de hidrogénio de uma cadeia ativa
para outra, saturando uma extremidade e origina-se uma dupla ligacdo na extremidade da
outra cadeia. Este processo é chamado de terminacdo por desproporcionamento. O
mecanismo de desproporcionamento é favorecido na presenca de um grupo lateral
volumoso, que causa impedimento estérico para a aproximacdo dos carbonos ativos das
duas cadeias (CANEVAROLO, 2007).

Pi+ Py, —> B, +PB, 2.4

Durante o crescimento da cadeia, se pode obter um préton de outra molécula com
algum carater acido, interrompendo o crescimento da cadeia. Esse processo é chamado
de transferéncia de cadeia (PAINTER e COLEMAM, 2008).
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Bi+X- B +X 2.5

Em que, X é uma espécie presente no meio reacional.

Durante o decorrer das reacGes de polimerizacdo, pode ocorrer o fendmeno
chamado de efeito gel, efeito de Trommsdorff ou autoaceleracdo da reacdo. Esse
comportamento esta associado ao aumento da viscosidade no meio, que afeta a difusdo
das moléculas, em particulas das moléculas grandes, e por consequéncia a velocidade da
reacdo. Por envolver moléculas grandes, esse efeito causa a redugdo pronunciada das
taxas de terminacdo levando ao acimulo de radicais e ao aumento global da velocidade
da reagdo (PAINTER e COLEMAM, 2008).

Quando o efeito gel ocorre, grande quantidade de calor é repentinamente liberada,
porque a polimerizacdo é um processo altamente exotérmico. Como o meio de reacdo é
muito viscoso, o calor liberado pelo efeito gel é de dificil dissipacdo, provocando aumento
rapido da temperatura no meio reacional (BITYURIN et al., 1981), o que pode levar ao
descontrole térmico e a acidentes (CIOFFI et al., 2002).

Esse fendmeno é especialmente importante para monémeros acrilicos e vinilicos,
resultado em polimero de alta massa molar e alto indice de polidispersdo. Fatores que
podem influenciar este fenbmeno sdo a temperatura, a viscosidade do meio e a
composicao de mistura (GRIFFIN e SULLIVAN, 1990).

2.4.2 Sintese de nanoparticulas poliméricas

Dentre as vérias técnicas usadas para conduzir polimerizacbes de mondmeros,
podem ser citadas as polimeriza¢fes em emulsdo, em miniemulsdo, em microemulséo,
interfacial, em suspensao, entre outras. As duas primeiras técnicas sdo as mais reportadas
na literatura para a producdo de nanoparticulas poliméricas (ANTONIETTI e
LANDFESTER, 2002).

No sistema convencional de polimerizacdo em emulsdo (Figura 2.8), 0s
mondmeros sao inicialmente dispersos numa fase continua, geralmente composta por
agua e surfactante. O inicio da polimerizacdo ocorre por meio da decomposicao térmica
do iniciador soltvel na fase continua. No final da reacdo, as nanoparticulas séo formadas
como misturas de muitas cadeias poliméricas, apresentando-se como uma disperséo de
polimero denominada latex (RAO e GECKELER, 2011). O uso de 4gua como meio de
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dispersdo é ambientalmente amigével e permite excelente taxa de dissipacdo de calor
durante o curso da polimerizacdo. A quantidade de surfactante presente deve estar acima
da concentracdo micelar critica (CMC), formando micelas inchadas com monémeros.
Gotas de mondmero estabilizadas pelo surfactante sdo formadas e funcionam como
reservatorios. Segundo o modelo de nucleagdo micelar, primeiramente os radicais livres
reagem com moléculas de mondmero formados na dgua que estdo dissolvidas na fase
aquosa, resultando no aumento da hidrofobicidade dos radicas oligoméricos. Quando um
tamanho critico da cadeia é alcancgado, os radicais migram principalmente para dentro das
micelas, que apresentam &rea especifica muito elevada por conta do pequeno diametro,
inferior a 10 nm. Devido a pressdo osmdtica, 0s monémeros das gotas migram para as
micelas, onde ocorre a propagacdo das cadeias. A etapa de nucleacdo da particula
(Intervalo I) termina quando acontece a exaustdo das micelas. A etapa de crescimento da
particula (Intervalo 1) termina quando as gotas de mondmero desaparecem, sendo que 0
consumo do mondmero residual ocorre nas particulas de polimero no Intervalo Il
(CHERN, 2006).

| Micela

Monémem\\,:.'.: .: _m_ :* .:* *\polimero
* .

Mondmero /)"%:.%: ‘%‘-%: m ':é:*: i‘,\\poll’mero

*® ¥ -
Figura 2. 8 - Esquema ilustrativo dos processos de polimerizagdo miniemulséo e
emulsdo (a) antes e (b) depois da polimerizacdo (Adaptado de RAO e GECKELER,

2011).

O processo de polimerizacdo em miniemulséo (Figura 2.9) tem sido amplamente
reportado na literatura, sendo aplicado no desenvolvimento de uma ampla gama de
materiais poliméricos. A formulacéo tipica utilizada na polimerizagdo em miniemulséo
consiste em agua, mondmeros, co-estabilizador, surfactante e iniciador (Figura 2.9). A

principal diferenca entre a polimerizagdo em emulsdo e a polimerizagdo em minemulséo
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é a utilizacdo de um composto de baixa massa molecular como co-estabilizador, além do
uso de um dispositivo de alto cisalhamento (ultrassom, homogeneizador de alta presséo,
turrax) para formar uma dispersao inicial suficientemente fina. As miniemulsées ndo séo
termodinamicamente estaveis, exigindo alta quantidade de energia para a disperséo inicial
(RAO e GECKELER, 2011).

Disperséao

Fase oleosa

Fase aquosa

M — Monomeros Bl — Syrfactante

M — Iniciador — Co-estabilizante
M — Farmaco

Pré-emulsdo B Miniemulsdo B Polimerizaca

Figura 2. 9 - Esquema ilustram do processo de polimerizagdo em miniemulséo.

A miniemulsdo é composta por gotas estabilizadas por surfactante, de modo a
evitar a coalescéncia, e por um co-estabilizante, que gera uma pressdao osmética
desfavoravel ao processo de degradacdo das gotas, minimizando a degradacéo difusa de
Ostwald (SHORK et al., 1999). Na auséncia de co-estabilizante, as moléculas de
mondmero presentes na interface das pequenas gotas tendem a migrar para as gotas
maiores, para reduzir a energia do sistema.

O equipamento de ultrassom ou sonicador produz ondas de ultrassom que fazem
com que as moléculas oscilem em torno da posicao principal, a medida que as ondas se
propagam. As ondas de pressao de alta frequéncia geram nanocavidades que tendem a
desagregar a fase dispersa. Para garantir com sucesso a quebra de todas as gotas de
mondmero, é necessario manter o sistema sob agitacdo. O tempo de sonicacdo € essencial
para o processo (ASUA, 2002).

De acordo com ASUA (2002) e ANTONIETTI e LANDFESTER (2002), supondo
a utilizacdo de um iniciador hidrofilico, o processo de polimerizacdo em miniemulséo
envolve as seguintes etapas:

i.  Formacdo de radicais na fase aquosa, devido a decomposicao térmica do iniciador;
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ii.  Polimerizacéo dos radicais na fase aquosa, gerando oligbmeros;

iii.  Migracdo dos oligdbmeros, apds adquirirem hidrofobicidade suficiente, para as
gotas de mondémeros (nucleacdo nas gotas) e micelas (nucleacdo micelar), ou se
tornarem insolUveis na dgua e precipitarem (nucleacdo homogénea);

iv.  Nucleacdo e crescimento das particulas no interior das gotas, que funcionam como
um “nano-reatores”. Nesta etapa, as gotas de mondmero podem desaparecer por
coalescéncia com outras gotas ou com particulas de polimero. Pode ainda ocorrer

degradacéo difusional, caso um co-estabilizante ndo esteja presente.

Para que a nucleacdo micelar ndo seja favorecida, o ideal é que a concentracao de
surfactante na fase aquosa esteja abaixo da CMC. Geralmente, a nucleagdo nas gotas € o
mecanismo predominante quando a distribuicdo de tamanhos das particulas ndo varia ao
longo da reacdo (CHERN et al., 2006). A alta estabilidade da miniemuls&o é necesséria
para uma eficiente nucleacdo das particulas (ASUA, 2014).

Por conta do apelo ambiental, a polimerizacdo em miniemulsdo é muito
conveniente, por fazer uso de solventes ndo toxicos, como agua, e devido a reducdo da
quantidade de surfactante. Destacam-se também outras vantagens, como a boa
estabilidade do latex e a possibilidade de realizar o encapsulamento in situ.

Apds mais de 40 anos do trabalho pioneiro e da vasta literatura disponivel, o
processo em miniemulsdo ainda ndo é comumente usado em aplicacBes comerciais,
devido a dificuldades para o controle da distribuicdo de tamanhos de particula, da
funcionalidade e morfologia da particula e da distribuicdo de massas molares. Os desafios
para tornar o processo industrialmente viavel exigem a sintese de um material de alto
desempenho, e condic¢des seguras e ambientalmente amigaveis para a operacgdo, além de
boa reprodutibilidade (ASUA, 2014).

MOREIRA et al. (2014) usaram a técnica de polimerizagdo em miniemulséo para
produz nanoparticulas de PMMA dopadas com tamoxifeno, um farmaco utilizado no
tratamento de cancer de mama e com baixa solubilidade. Avaliaram a polimerizacéo por
radicais livres convencionais e controlada (RAFT) e obtiveram éxito na incorporacéo do
farmaco por ambos métodos, com taxa de encapsulamento na faixa entre 80 e 90 %. As
particulas apresentaram distribuicdes de tamanhos estreitas e unimodais, refletindo a
eficiéncia da etapa de nucleacdo das particulas. Mesmo obtendo particulas maiores pela
polimerizagdo RAFT, o latex mostrou boa estabilidade e ndo foram detectadas interacdes

quimicas entre o farmaco e o polimero. Resultados similares foram encontrados por
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CAMPOS et al. (2016) para o preparo de nanoparticulas de PMMA com é&cido acrilico
(PMMA-co-AA). Os autores verificaram com auxilio de dados de potencial zeta que a
estabilizacdo do latex ocorre pela repulsdo de cargas.

PEIXOTO et al. (2016) investigaram mondmeros hidrofilicos, como acido
acrilico (AA), é&cido metacrilico (MAA), 2-hidroxietil metacrilato (HEMA) e
metacrilamida (MAM), com o objetivo de controlar o tamanho da particula produzida por
copolimerizacdo em miniemulsdo com MMA, e adicionar grupos reativos na superficie.
As distribuicbes de tamanhos da particula do homopolimero PMMA indicaram efeitos
dos iniciadores persulfato de potéassio (KPS) e peroxido de benzoila (BPO) sobre o
mecanismo de nucleacdo da particula. Na presenca do iniciador hidrofilico (KPS), a
distribuicdo era bimodal ap6s 15 minutos de reacdo e o didmetro aumentava para
aproximadamente 100 nm ao final da reacdo, indicando a ocorréncia de mecanismos de
nucleacdo secundéaria. Quando presente o iniciador solGvel na fase organica (BPO), ndo
foi observada a nucleacdo secundaria. Observou-se que a polimerizacdo em miniemulsdo
conduzida na presenca de comonémeros hidrofilicos e promovida por iniciadores soltveis
na fase organica pode prevenir a nucleacdo secundéria de particulas, levando a produtos
com distribuicBes de tamanhos de particulas mais homogéneas, o que constitui um efeito

benéfico para aplicacGes biomédicas de PMMA.

2.5 Liberacdo Controlada

A liberacdo controlada de farmacos constitui assunto de grande importancia,
envolvendo o desenvolvimento de novos materiais, com novas funcdes e maior
complexidade, com objetivo de maximizar a biodisponibilidade, a eficacia e facilitar a
aplicabilidade clinica.

O controle da taxa de liberacdo de farmacos em sistemas com dimensdes
nanométricas constitui um desafio devido a alta razdo superficie/volume da particula e a
falta de um método universal para quantificar a liberagdo in vitro. O objetivo principal
para exercer esse controle esta relacionado a manutencéo da concentracéo de farmaco na
corrente sanguinea dentro do intervalo terapéutico, entre a concentragdo minima efetiva
(CME) e a concentragdo minima toxica (CMT) (Figura 2. 10), melhorando assim o nivel
de eficacia (PARK, 2014). A liberacdo do farmaco a partir da matriz polimérica é

influenciada por varios fatores, como a composi¢do do sistema, as interagdes fisicas e
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quimicas do ativo com os componentes da formulagdo e o método de preparagéo (LEE e
YEO, 2015; FUO e KAO, 2010).
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Figura 2. 10 - llustracéo dos perfis caracteristicos de liberagdo do farmaco.

A denominagdo “Burst Release” é aplicada para uma liberacao rapida e curta no
inicio do processo de liberagdo, seguida por um platd estavel. Em algumas situacdes esse
comportamento pode ser desejavel; no entanto, na maioria dos casos é indesejavel. Isso é
particularmente verdadeiro quando o objetivo € mascarar o sabor. Os fatores que levam a
esse comportamento incluem: (i) condi¢bes de armazenamento, permitindo que o farmaco
difunda para a superficie; (ii) matriz polimérica heterogénea ou apresentando defeitos na
estrutura; (iii) coeficiente de particdo do farmaco inadequado, principalmente quando séo
usadas grandes concentracdes; (iv) dano na estrutura durante o processo de secagem das
particulas. A reducdo da hidrofilicidade da matriz polimérica pode afetar a taxa de
liberacdo inicial, minimizando a entrada de agua na particula e reduzindo o tamanho dos
poros da matriz polimérica (RAMBHIA e MA, 2015; HUANG e BRAZEL,2001).

De modo geral, a liberacdo do farmaco pode ocorrer por difusdo, inchamento ou
erosdo da matriz polimérica, podendo também ocorrer simultaneamente por mais de um
mecanismo (FREDENBERG et al., 2011). Quando o mecanismo de liberacdo é
controlado pela difusdo, as moléculas do farmaco difundem através da matriz polimérica,
sendo importante principalmente para farmacos hidrofobicos dispersos em uma matriz
polimérica orgénica. Se a difusdo é a principal forga motriz para a libera¢do do farmaco,
a taxa é influenciada pelas propriedades morfoldgicas da particula polimérica (como

tamanho, permeabilidade e espessura) (KAMALY et al., 2016). As mudangas na
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mobilidade e densidade da cadeia polimérica também afetam a taxa de difusdo do farmaco
através do polimero. A mobilidade e a densidade da cadeia podem ser afetadas pela
hidrolise, por efeitos de plastificacdo do polimero e pela cristalizacdo de oligdmeros
retidos no interior da matriz. Em sistemas carreadores do tipo matriz polimérica, o
mecanismo de difus&o normalmente resulta em alta taxa de liberacdo inicial, seguida pelo
decréscimo gradual da liberacdo do farmaco incorporado na matriz (FREDENBERG et
al., 2011).

A imerséo de um sistema polimérico em solvente (fluido corporal ou 4gua) pode
conduzir a um aumento do teor do solvente no sistema particulado por causa da absorgéo
do solvente. O aumento do teor de solvente resulta no inchamento das particulas
poliméricas, permitindo a liberacdo do farmaco através dos poros formados na matriz
(liberacdo controlada pelo inchamento). Nesse caso, a taxa de liberacdo do farmaco é
determinada pela taxa de absor¢cdo do solvente e pela taxa de relaxacdo da cadeia
polimérica (LEE e YEO, 2015).

Para que o mecanismo de erosdo da matriz seja predominante, € necessario que a
taxa de difusdo de farmaco através do polimero seja baixa (FREDENBERG et al., 2011).
No mecanismo de erosdo, que ser tanto superficial ou bulk, ocorre a degradagcédo do
polimero, de forma que o tamanho da particula é reduzido lentamente, liberando o
farmaco. Esse tipo de mecanismo é adequado para muitas aplicacdes de medicamentos
(KAMALY et al., 2016; PEPPAS e NARASIMHAN, 2014).
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Figura 2. 11 - Mecanismo de liberacdo de farmaco a partir de nanoparticulas

poliméricas: (A) difusdo a partir da matriz polimérica, (B) erosao “bulk”, (C) difusdo

através dos poros formados pelo solvente.

A erosdo superficial ocorre quando a taxa de erosdo excede a taxa de permeacéo
no meio solvente (quase sempre dgua) no volume do polimero. Nesse caso, 0 tamanho da
particula é reduzido, mas a particula mantém a forma geométrica original. Durante a

degradacdo da matriz, oligbmeros e muitos residuos de degradagédo séo gerados, o que
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pode comprometer a seguranca da aplicacdo. A erosdo de polimeros é mais complexa
porque depende de muitos processos, como a reacdo de degradacdo, o inchamento da
particula, a dissolugo, a difusdo dos oligbmeros e residuos de degradagdo (GOPFERICH,
1996; UHRICH et al.,1999).

2.6 Polimeros Cationicos

Um grupo de compostos macromoleculares é conhecidos como polimeros
inteligentes ou polimeros sensiveis ao estimulo. Estes polimeros sdo sensiveis aos
estimulos fisicos, exibindo mudancas das propriedades fisico-quimicas como resposta a
pequenas mudancas das propriedades do ambiente circundante, como por exemplo, a
temperatura, o pH, a presenca de luz, de campos elétricos e de estresse mecanico
(KAROLEWICZ , 2016). As respostas de um polimero a perturbacdes de estimulos
quimicos sdo usualmente associadas a destruicdo e formacdo de forcas secundarias,
incluindo liga¢des de hidrogénio, das forcas de VVan der Waals e de interacdo eletrostatica
(PRYIA JAMES et al., 2014).

Em particular, os polimeros sensiveis ao pH sdo usualmente polieletrélitos. Um
polieletrolito € uma macromolécula que pode dissociar-se para dar origem a ions quando
dissolvidos em &gua ou outros solventes ionizantes. Se os ions macromoleculares forem
positivos, sdo chamados de polimeros catidnicos; caso contrario, sdo polimeros anidnicos.
Ao diminuir o pH, o polimero catidnico pode ser ionizado (carregado positivamente),
ocorrendo repulsdo entre cargas na cadeia polimérica e expansdo devido ao inchamento
(Figura 2. 12). O caso contrario, ocorre com polimeros polianiénicos, sensivel a ionizagdo
com aumento do pH. Os polieletrélitos incluem em sua estrutura grupos acidos ou basicos
fracos que aceitam ou libertam prétons em resposta a uma mudanga no pH do meio. O
grupo &cido ou basico desses polieletrélitos pode ser ionizado com grupos &cidos ou
basicos de monoacidos ou monobases fortes; no entanto, a ionizacdo completa destes
sistemas € mais dificil devido aos efeitos eletrostaticos exercidos por outros agentes
adjacentes (REYES-ORTEGA, 2014).
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M — Polimero
M — Farmaco

Figura 2. 12 - Esquema ilustrativo da resposta ao pH de uma nanoparticula formada por

um polimero catidnico.

Metacrilato de dietilaminoetila (DEAEMA) e metacrilato de dimetilaminoetila
(DMAEMA) (Figura 2. 13) sdo as polibases poliméricas mais frequentemente utilizadas
para produzir polimeros sensiveis ao pH, podendo apresentar a capacidade de mascarar o
sabor das substancias ativas administradas (KAROLEWICZ , 2016). O grupo amina é
protonado a pH baixo, podendo servir também como sitios para formacéo de reticulacao.
A quaternizagdo de sais de amonio resulta em maior hidrofilicidade, o que leva também
a maior capacidade de absorcdo de agua e, assim, a maior mobilidade das cadeias para
liberacdo de medicamentos (BASF, 2015; PRYIA JAMES et al., 2014).

(A ®
/ N
%ON“\ YKN

Figura 2. 13 - Estrutura quimica do DMAEMA (A) e DEAEMA (B).

O DMAEMA e DEAEMA sdo mondmeros muito versateis. O estado da carga
nestes materiais € facilmente revertido ao retornar o pH da solugdo. Assim, o
comportamento de comutacdo de materiais inteligentes sensiveis ao pH preparados com
esses monémeros também é reversivel (REYES-ORTEGA, 2014; PLAMPER et al.,
2014). A constante de transicéo critica pKa do polimero a base de DMAEMA é igual 7,6
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e & base de DEAEMA é igual 8,8 em &gua pura e a temperatura critica minima da solucéo
(LCST) de ambos em meio aquoso esté na faixa entre 38 e 50°C (HU et al.,2014; WU et
al., 2011; DAI et al., 2008; DARABI e CUNNINGHAM, 2017). Abaixo da LCST, o
PDEAEMA é soltvel em fase aquosa; contudo, apresenta insolubilidade em condi¢cbes
fisiologicas normais (KANELLOU et al., 2015). PDEAEMA tem uma conformacéo
hiper-enovelada porque tem a presenca de grupos hidrofébicos mais longos, tais como os
grupos etila, que induzem interacdes hidrofébicas mais fortes como forcas de agregacao,
resultando em conformacao mais compacta (PRYIA JAMES et al., 2014). O PDEAEMA
é um polimero biocompativel e ndo tdxico (JIA et al., 2017).

O desafio farmacol6gico em relacdo ao mascaramento do sabor é alcancar uma
liberacdo tardia na saliva e uma liberacdo imediata em meios gastricos e intestinais, para
garantir a alta absorcdo do farmaco (MOGOSANU et al., 2016). Uma grande vantagem
dos carreadores sensiveis ao pH é a capacidade para responder especificamente a um
“gatilho” fisioldgico, melhorando a eficécia terapéutica e a0 mesmo tempo minimizando
os efeitos colaterais indesejaveis. Esse sistema inteligente pode ser uma plataforma muito
promissora para a administracdo de farmacos, pois o corpo exibe variacdes extremas do
pH fisiologico ao longo do trato gastrointestinal (Gl), que podem variar de pH 2 no
estdbmago a pH 7 dentro do colon. Existem varios exemplos deste tipo de polimeros ja
comercializados, incluindo Eudragit L® e Eudragit S® da Evonik Réhm GmbH (& base de
acido metacrilico e metacrilato de metila); ou CMEC, da Freund Sangyo Co.; e PAC, da
Wako Pure Chemicals Ltda. A geometria esférica tem sido a morfologia mais utilizada
para o preparo de sistemas inteligentes (PLAMPER et al., 2014; MUNSTER et al., 2017).

HOREV et al. (2015) desenvolveram nanoparticulas copoliméricas dibloco
constituidos por DMAEMA, metacrilato de butila (BMA) e acido 2-propilacrilico (PAA)
(p (DMAEMA)- b - p(DMAEMA-co-BMA-co-PAA ) capazes de funcionalizar
hidroxiapatita (HA), a HA revestido com saliva (SHA) e exopolissacarideos. Devido aos
nacleos hidrofdbicos, uma carga de 22% em peso de farnesol foi incorporada. O tempo
de meia-vida (tempo necessario para a concentracdo decair em 50%) do farmaco foi de
tie = 7h e 15h para pH 4,5 e 7,2 , respectivamente. As aplicacdes topicas das
nanoparticulas carregadas com farmaco interromperam o crescimento de filamentos de
Streptococcus mutans de forma quatro vezes mais eficaz do que o farnesol livre. Testes
in vivo foram realizados, utilizando um regime de tratamento topico clinicamente
relevante (2x/dia) em um modelo de doenca de cérie dentéria de roedores. Os autores

observaram que o tratamento com nanoparticulas carregadas com farnesol reduziu tanto
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0 numero como a gravidade das lesdes cariosas, enquanto o farnesol livre ndo exerceu o
mesmo efeito. As nanoparticulas carregadas com farnesol aumentaram de forma robusta
a solubilidade aquosa dos farmacos, o que poderia facilitar o desenvolvimento da

formulacéo adicional.

2.7 Comentarios finais

Diante da revisdo apresentada, pode-se concluir que a esquistossomose é uma
doenca negligenciada que afeta em grande parte a populacédo pobre, sendo este um motivo
para ndo atrair atencdo das industrias farmacéuticas para resolver os varios problemas
associados ao uso do praziquantel, farmaco de referéncia. A falta de dosagem pediatrica
€ uma das principais problematicas associadas a esse farmaco, pois as criangas constituem
a grande maioria da populacdo atingida por essa doenca. As nanoparticulas poliméricas
apresentam grande potencial como alternativa para a solucdo desses problemas, usando
comdmeros catidnicos, que permitem modificar as particulas, tornando-as sensiveis ao
pH. Dessa forma, a liberagéo poderia ser controlada, permitindo o mascaramento do sabor
amargo do farmaco e simultaneamente a liberacdo no trato gastro intestinal. Dentre as
técnicas usadas para a sintese de nanoparticulas, pode se destacar a polimerizacdo em
miniemulsdo, que permite o encapsulamento in situ numa Unica etapa, sendo por isso a

técnica escolhida para conduzir o trabalho experimental da pressente dissertacao.
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Capitulo 1

Material e Métodos

3.1 Material

Os reagentes e equipamentos utilizados nas reacdes de polimerizacdo e para
caracterizacdo das nanoparticulas poliméricas sdo listados a seguir, em ordem alfabética

e com suas especificacdes basicas.

3.1.1 Reagentes

e Acetona com 99,5% de pureza, fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de
Janeiro, Brasil), usada para limpeza das vidrarias.

e Acetonitrila com grau HPLC, fornecido pela Tedia (Rio de Janeiro, Brasil), usado
como fase mdvel no HPLC.

e Acido cloridrico (1N), fornecido pela Merck (Darmstadt, Alemanha), usado para
preparo do meio do ensaio de liberacao.

e Agua ultrapura (Gehaka, Master System MS 2000, S&o Paulo, Brasil), usada nas
reacOes de polimerizacao.

e Azobisisobutironitrila (AIBN) de marca Akzo Nobel (Arnhem, Holanda) com
pureza minima de 99%, usado como iniciador organico.

e Bicarbonato de Sodio P.A, fornecido pela Proquimios (Rio de Janeiro, Brasil),
usado como agente tamponador nas reagdes de polimerizagéo.

e Brometo de cetil trimetil amonio (CTAB) P.A, fornecido pela REAGEN
(Colombo, Parana), usado como surfactante do meio preparado para as reagdes de
polimerizac&o.

e Cloroférmio deuterado com pureza minima de 99,8%, fornecido pela Cambridge
Isotope Laboratories Inc. (Tewksbury, Estados Unidos); utilizado nas analises de

ressonancia magnética nuclear (RMN).
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Cloroférmio P.A. estabilizado com amileno, fornecido pela Vetec Quimica Fina
(Rio de Janeiro, Brasil), usado para as analises de viscosidade.

Fosfato de sddio difasico P.A. anidro, fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de
Janeiro, Brasil), usado para o preparo do tampdo de pH 6,8 para os testes de
liberacdo.

Fosfato de s6dio monobasico monohidratado com pureza minima de 98% e
contendo 2% de &gua, fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil),
usado para o preparo do tampéo de pH 6,8 para os testes de liberacéo.
Hexafluoropropan-2-ol (HFIP) com grau HPLC, fornecido pela Apolo Scientific
Limited (Manchester, EUA).

Hidroxido de sodio P.A., fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro,
Brasil), usado para ajustes de pH do tampdo utilizado nos ensaios de liberacao.
Hidroquinona P.A, fornecido por MPBio (Solon, Estados Unidos), usado como
inibidor da reacdo de polimerizacéo.

Lauril sulfato de sédio (LSS) com pureza minima de 90% e contendo 10% de
agua, fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil), usado como
surfactante do meio preparado para as reaces de polimerizacdo e ensaio de
liberacdo.

Metacrilato de dietilaminoetila (DEAEMA) com pureza minima de 99% e
contendo 1.500 ppm do inibidor hidroquinona monometil éter, fornecido pela
Sigma Aldrich (Missouri, EUA), utilizado como comonémero nas reagdes de
polimerizacéo.

Metacrilato de dimetilaminoetila (DMAEMA) com pureza minima de 98 % e
contendo entre 700 a 1.000 ppm do inibidor hidrogquinona monometil éter,
fornecido pela Sigma Aldrich (Missouri, EUA), utilizado como comondémero nas
reacOes de polimerizacao.

Metacrilato de metila (MMA) com pureza minima de 99,5% e contendo cerca de
100ppm de terc-butil catecol, fornecido pela Sigma Aldrich (Missouri, EUA),
utilizado como mondmero nas reacdes de polimerizacao.

Oleo mineral (Vaselina Liquida), fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de
Janeiro, Brasil), usado como co-estabilizante para as reagdes de polimerizacao.
Persulfato de potéssio com pureza minima de 99%, fornecido pela Proquimios

(Rio de Janeiro,Brasil), usado como iniciador hidrossoltvel.
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e Praziquantel (PZQ) com pureza minima de 99%, fabricado por Yixing City Xing
Yu Medicine Chem., fornecido pela Fiocruz/Farmanguinhos (Rio de Janeiro,
Brasil), usado como farmaco a ser encapsulado nas rea¢6es de polimerizagéo.

e Tetrahidrofurano (THF) com grau HPLC, fornecido pela Tedia (Rio de Janeiro,
Brasil), usado nas analises de GPC.

3.1.2 Equipamentos

e Balanca analitica — U210A, BEL Equipamentos Analiticos Ltda., Sdo Paulo —
Brasil.

e Calorimetro Exploratorio Diferencial - DSC Q1000, TA Instruments, New Castle
— EUA.

e Centrifuga - Megafuge 16R , Thermo Scientific, Massachusetts — EUA.

e Cromatografo de permeacdo em gel - modelo GPC Max VE 2001, Viscotek,
Worcestershire - Inglaterra, equipado com detector refratométrico (modelo VE
3580) e conjunto de colunas lineares (Shodex (modelos KF-48804L e KF-805L),
Téquio - Japdo) com tamanhos méaximos de poro de 1,5x10°% e 5x10° A.

e Cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia (CLAE) - JASCO, S&o Paulo — Brasil,
equipado com injetor automatico (JASCO AS-2059 Plus), detector UV-VIS
(JASCO UV-2075) e uma bomba dosadora (JASCO PU-2087).

o Dispositivo de ultrafiltracdo equipado com membrana de celulose regenerada de
100 kDa -AMICON Ultra-15 100 K, Merck Millipore, Darmstadt — Alemanha.

e Espectrofotdmetro UV-VIS — M51, BEL Photonics, Sdo Paulo — Brasil.

e Espectrometro na regido do infravermelho - FTIR 3100 (Excalibur Series),
Varian, Palo Alto — EUA.

e Espectrdmetro de ressonancia magnética nuclear - AVIII-500, Bruker,
Massachusetts — EUA.

e Estufa de circulagdo - Q317M-72, Quimis, Sdo Paulo — Brasil.

e Ultrassom — Branson Sonifier 450, Fisher Scientific, Hampton — EUA.

e Microscopio eletronico de varredura (MEV) — Quanta FEG 250, Bruker,
Massachusetts — EUA.

e Mini-reator para polimerizagdo — EasyMax 102, Mettler Toledo, Ohio — EUA.

e Placa de Agitacédo - C-MAG HS7, IKA, Staufen — Alemanha.
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e Analisador de potencial zeta e distribuicdo de tamanho de particula — Zeta Sizer
Nano ZS, Malvern Instruments, Malvern — Reino Unido.

e Medidor de pH de bancada — PG 1800, GEHAKA, S&o Paulo — Brasil.

e Viscosimetro — SVM 3000, Anton Paar, Graz — Austria.

3.2 Métodos

3.2.1 Sintese das Nanoparticulas Poliméricas

As reacdes de polimerizacdo neste trabalho foram realizadas por meio da técnica
de polimerizacdo em miniemulsdo iniciada por radicais livres. Para concepcdo dos
sistemas emulsionados, foram necessarias trés etapas, descritas a seguir.

A primeira etapa consistiu na preparacdo das fases aquosa e organica
separadamente, para depois misturd-las. A preparacdo da fase aquosa consistiu na
solubilizacdo do surfactante (LSS ou CTAB) e do agente tamponador (bicarbonato de
sodio, NaHCOs) em &gua. A fase organica foi preparada solubilizando o praziquantel
(PZQ) no monémero metacrilato de metila (MMA) com o comonémero DMAEMA ou
DEAEMA e o co-estabilizante (6leo mineral) a 35 °C, para a completa solubilizacdo do
farmaco. Quando usado o iniciador organico (AIBN), ap6s a adi¢do era usado banho de
gelo para garantir que ndo ocorresse o inicio da polimerizacdo. As fases foram misturadas
com o auxilio de um agitador magnético por 5 minutos, para obtencdo da pré-emulséo.

A segunda etapa consistiu na preparacdo da miniemulsdo, realizada por
homogeneizagdo com ultrassom, usando uma amplitude de 40% igual a 160 W durante 5
min.

Na terceira fase, a miniemulsdo foi adicionada ao mini-reator, constituido com
vidro encamisado, com volume de 100 mL (Figura 3.1), e contendo uma tampa de seis
orificios, sendo a entrada central utilizada para a haste do agitador. As demais entradas
foram empregadas para adicdo da amostra e do iniciador, inser¢do do termdémetro,
conexdo do condensador e retirada de aliquotas durante o processo. Os orificios que ndo
foram utilizados permaneceram tampados durante a reacao.

As reagdes de polimerizagdo com iniciador hidrossoluvel (KPS) foram iniciadas
apos a adicdo do iniciador ao mini-reator e ocorriam a 80 °C e sob agitacdo de 500 rpm,

com um tempo de reacédo de 2 horas.
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Figura 3. 1 - Unidade Experimental: Mini-reator.

O controle da temperatura do meio reacional foi mantido por meio de circulagéo
de &gua através da camisa do reator, usando um banho termostatico. Foi conectado um
condensador, resfriado com agua, em um dos orificios do reator para evitar a perda do
mondmero do meio reacional por evaporacao e arraste.

As nanoparticulas obtidas foram secas a 50 °C por um periodo de 5 a 7 dias em

estufa com circulagdo, até peso constante.

3.2.2 Caracterizacdo das Nanoparticulas Poliméricas

3.2.2.1 Andlise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica permite determinar a temperatura caracteristica de
inicio da degradacdo das amostras, permitindo também determinar as condicGes de
trabalho adequadas para que as propriedades sejam mantidas dos materiais. As analises
foram realizadas no equipamento Perkin EImer (modelo STA 6000) na faixa de 25 a 700
°C, conduzidas em atmosfera inerte, com fluxo constante de nitrogénio a 20 mL/min e

razdo de aquecimento constante a 10 °C/min.
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3.2.2.2 Calorimetria Exploratoria de Varredura (DSC)

Esta técnica mede o fluxo de calor gerado durante o aquecimento ou resfriamento
de uma amostra e comparada com uma referéncia, colocadas em capsulas idénticas e
posicionadas sobre um disco termoelétrico (CANEVAROLO, 2007). As analises foram
realizadas no equipamento calorimetro exploratério diferencial (DSC Q1000) com cerca
de 6 mg de amostra aquecidas na faixa de 25 °C a 250 °C, com taxa de aquecimento de
10 °C/min, usando fluxo de nitrogénio numa vazao de 50 mL/min e cadinho de aluminio
com tampa furada. Analises térmicas possibilitam a avaliacdo de ocorréncia de interacoes
entre o farmaco e o polimero e a obtencdo de informacbes sobre interacdes
intermoleculares. Desta forma € possivel obter dados sobre a incompatibilidade do
farmaco com o sistema, sobre a morfologia do polimero cristalino e do estado solido e
sobre a dispersdo molecular do farmaco no sistema polimérico (MAINARDES et al.,
2006).

A andlise de DSC permite a avaliacdo rapida de ocorréncia de possiveis
incompatibilidades, revelando mudancas na aparéncia, mudanca ou desaparecimento do
ponto de fusdo e ocorréncia de processos endotérmicos ou exotérmicos (SCHAFFAZICK
et al., 2003).

3.2.2.3 Conversao por gravimetria

A analise de conversdo por gravimetria foi determinada como a razdo entre a
massa de polimero seco e a massa de mondmero alimentada que gerou o polimero.

Os cadinhos eram inicialmente pesados (mco). Logo apds, adicionavam-se 3 gotas
da solucdo do inibidor (hidroquinona 1,0% m/m). O cadinho era pesado novamente (mc1)
e uma vez mais apoés a retirada da aliquota (mc2). As amostras eram colocadas na estufa
de circulacdo por um periodo de 5 a 7 dias a 50 °C, até peso constante. Apos esse periodo,
0 residuo seco obtido era novamente pesado (mcf). Para o calculo da massa do polimero
era necessario subtrair a massa de hidroquinona (HQN). As aliquotas foram coletadas em
1,5, 15, 30, 60, 120 minutos.

(mcf — Mgy — mHQN)

X 1009 3.1
(mcz - ch) X FO %

Conversao =
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Em que, myqy = (M1 — M) X 0,01 e FO € o teor da fase organica.

3.2.2.4 Cromatografia de permeacéo em gel (GPC)

A técnica empregada para determinar a distribuicdo de massas molares do
polimero foi a cromatografia de permeagdo em gel (GPC), que permite o fracionamento
das cadeias poliméricas de um polimero. Ap6s a amostra ser solubilizada em um
determinado solvente, ela é injetada nem umacoluna de gel poroso. A separacdo €
realizada de acordo com o volume hidrodindmico que a cadeia ocupa em solugdo. As
cadeias mais curtas penetram os poros da coluna e demoram mais a sair.

As analises que utilizaram tetrahidrofurano (THF) foram realizadas em um
equipamento da marca Viscotek (modelo GPC Max VE 2001), composto por um detector
refratométrico da marca Viscotek (modelo VE 3580) e um conjunto de colunas lineares
da marca Shodex (modelos KF-804L e KF-805L), com tamanhos méximos de poro de
1,5 x 10% e 5 x10° A. A calibracdo do equipamento foi realizada com padrdes de
poliestireno com massas molares na faixa de 5.10% a 1.10” Da. As analises que utilizaram
hexafluoropropan-2-ol (HFIP) foram realizadas em um equipamento da marca Viscotek
(modelo GPC Max VE 2001), composto por um detector refratométrico da marca
Viscotek (modelo VE 3580), bomba isocratica fabricada pela YL Instruments, modelo
YL9112, por um forno fabricado pela Phenomenex, modelo Thermasphere TS-430. Um
conjunto de colunas lineares da marca Shodex (modelos HFIP-803, HFIP-804 e HFIP-
805), com tamanhos méaximos de poro de 5 x10?, 1,5 x10% e 5 x10® A, foi usado nas
analises. A calibracdo do equipamento foi realizada com padrdes de poli (metacrilato de
metila) com massas molares na faixa de 7x10? a 2x10° Da.

As anélises foram realizadas a 40 °C e o solvente THF ou HFIP foram utilizados
como fase moével e mantido a uma vazdo constante de 1,0 mL/min. Foi necessario

solubilizar 9 mg da amostra em 3 mL de THF ou HFIP para conduzir as analises.
3.2.2.5 Determinacéo de pH
As anélises de pH foram realizadas logo ap6s o término das reacdes usando o

pHmetro da GEHAKA PG1800. A calibracdo foi realizada com as solugdes tampdo de
pH 7,0 e 4,0 (Merck), na temperatura ambiente.
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3.2.2.6 Determinacéo da Viscosidade

A viscosidade de solucgdes diluidas é funcdo do volume hidrodindmico do soluto
na solucdo (isto é, sua massa molar). Quanto maior € a massa molar do soluto, mais
viscosa € a solugdo. Medidas da viscosidade de solugdes poliméricas diluidas permitem
o calculo de uma massa molar média viscosimétrica (CANEVAROLO, 2007).

A viscosidade foi medida para determinar a viscosidade intrinseca, com base na
relacdo de Mark-Houwking-Sakurada, e entdo calcular a massa molar do polimero, na
forma:

[n] = KM* 3.2

Em que, [n] é a viscosidade intrinseca, M é a massa molar viscosimétrica, K e a sdo as
constantes de Mark-Houwking-Sakurada (WAGNER, 1987). Esse método ndo ¢é
absoluto, visto que a viscosidade depende de uma série de outras propriedades molares,
além da massa molar.

As andlises foram conduzidas com solugfes na concentracdo de 0,1% (m/v) de
amostra em cloroférmio, preparadas em balGes volumétricos de 10 mL, com auxilio do
viscosimetro (SVM 3000, Anton Paar) a 25 °C.

3.2.2.7 Distribuicdo de tamanho da particula (DTP)

Para analise da distribuicdo de tamanhos de particula, as amostras (em suspenséo)
foram analisadas pela técnica de espalhamento dindmico da luz (DLS), também
conhecida como espectroscopia de correlacdo de fotons (PCS) ou dispersao de luz quase
elastica (QELS). Quando a luz incide sobre uma particula, ela espalha luz em todas as
direcdes. A técnica de DLS é uma técnica ndo invasiva que fornece a média da intensidade
de espalhamento de luz das particulas que estdo em movimento browniano em um sistema
de suspenséo coloidal. Supondo que as particulas sejam esféricas, a equacao de Stokes-
Einstein pode ser usada para o calculo do didmetro efetivo (Def) ou hidrodindmico (BRAR
e VERMA, 2011).

As alteracOes da distribuicdo do tamanho da particula ao longo do tempo podem
sugerir tendéncias para aglomeracdo e sedimentacdo das nanoparticulas
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Para as medidas de tamanho, uma ou duas gotas do latex

eram adicionadas ao meio de analise e o volume da cubeta era completado com agua
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ultrapura. As andlises foram feitas no equipamento Malvern Instruments ZetaSizer

(modelo Nano-ZS) na temperatura ambiente.

3.2.2.8 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho (IR) é uma técnica de grande
relevancia permitindo obter informacdes sobre as principais ligacdes e grupos funcionais
de uma determinada substancia organica. Assim, torna-se possivel propor uma estrutura,
dado que uma molécula absorve apenas algumas frequéncias especificas da radiacéo
infravermelha. Além disso, a técnica pode informar a ocorréncia de associacdo do
farmaco a nanoparticulas (LOPES e FASCIO, 2004).

Um espectro de infravermelho determina as posicdes e os tamanhos relativos de
todas as absorc¢Bes, ou picos, na regido infravermelha. O gréfico de intensidade de
absorcdo versus nimero de onda (ou comprimento de onda) é chamado de espectro
infravermelho do composto (PAVIA et al., 2009).

As analises foram realizadas na regio do infravermelho médio (4.000-600 cm™)
no equipamento FTIR 3100 (Excalibur Series), Varian com 120 varreduras para a geragao
do espectro. As medidas foram feitas diretamente na fase sélida, usando um dispositivo

de amostragem no modo ATR (refletancia difusa atenuada).

3.2.2.9 Estudo do perfil de liberacao

O ensaio de liberagcdo do praziquantel a partir da matriz polimérica ocorreu em
condicdes que simulassem as condi¢cdes do trato gastrointestinal. A metodologia foi
baseada em FONSECA et al. (2013), PAIVA (2017) e na Farmacopeia Brasileira
(ANVISA, 2010).

Os ensaios foram realizados em béquer de 50 mL contendo 25 mL do meio
receptor, em uma placa multiponto aquecida com agua, para manter de modo homogéneo
a temperatura de 37 °C nos meios. A agitacdo foi mantida constante igual a 100 rpm por
um periodo de trés horas. Os meios receptores foram preparados com pH 6,8 (intestinal)
e 2,0 (géstrico) e estdo descritos abaixo:

e pH 6,8 —tampdo fosfato de sédio 0,1M — Pesaram-se 0,7 g de fosfato de sddio

dibésico e 0,8166 g de fosfato de sddio monobasico monohidratado no baldo
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volumétrico de 100 mL, que foi avolumado com agua destilada.

e pH 2,0 — HCI (0,AM) — Diluiram-se 10 mL de HCI (1M) em um baldo
volumeétrico de 100 mL com &gua destilada.

Em todos os meios foram adicionados 2% (p/v) de LSS, para que aumentasse a
solubilidade do farmaco no meio, alternativa utilizada pela Farmacopeia Brasileira
(ANVISA, 2010). As solucdes também foram aferidas quanto ao pH e ajustados, quando
necessario, com solucdo de hidroxido de sodio ou &cido cloridrico.

As nanoparticulas, apds secagem na estufa, e o latex foram submetidos aos ensaios
para obtencdo dos perfis de dissolucdo, utilizando uma quantidade correspondente a 0,67
g/L de praziquantel. Nesta concentracdo, a condicdo sink € mantida; isto €, que a
concentracdo de farmaco no meio de liberacdo seja aproximadamente 1/3 da concentragdo
de saturacdo (ROSA e VILHENA, 2012).

Aliguotas de 3 mL foram retiradas nos tempos de: 5, 10, 15, 30, 60, 120, 180 min
e submetidas a técnica de ultrafiltracdo-centrifugacéo, em que a aliquota era filtrada numa
membrana de celulose regenerada de 100 kDA (AMICON Ultra-15 100kDa — Milipore)
e depois centrifugada a 6000 rpm por 5min. Logo depois de filtradas com filtros de
seringa de 0,20 um, os filtrados foram levados para analise por cromatografia liquida de

alta eficiéncia (CLAE ou HPLC), no cromatdgrafo da JASCO, nas seguintes condices:

e coluna empacotada com silica quimicamente ligada a grupo octadecilsilano
(C18), com dimensdes de 4 mm x 25 cm x 10 pm da marca Fortis®

Technologies;
o fase movel: acetonitrila: dgua (60:40) em base volumétrica;
e detector UV: 210 nm - detector UV-VIS (JASCO UV-2075);
e vazdo: 1,0 mL/min;
e volume de injecdo: 7 uL;

e temperatura: 30 °C.
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A curva de calibracdo foi obtida para determinacdo do farmaco presente nas
aliquotas. O tempo de analise foi fixado em 8,5 min. Em cada intervalo de tempo, foi

quantificado o PZQ no meio, conforme a equacgéo proposta por PAIVA (2017):

_ CtVtotal + VaCa,t—l
Creal -

3.3

Vtotal

Em que, Creal € concentracdo de PZQ acumulada no tempo t, C; € a concentracéo de PZQ
medida no tempo t, Viotal € 0 Volume total da solugéo receptora, Va é o volume da aliquota
retirada no tempo t -1 e C, +1 € a concentracao de PZQ da aliquota do tempo t-1 (refere-

se a concentracdo de PZQ acumulada no tempo t - 1).

3.2.2.9.1 Ensaio de liberacéo no dissolutor

Os ensaios de liberacdo no dissolutor foram realizados no equipamento da
LabIndia modelo DS8000, com 8 cubas, empregando o aparato 2 (pa), com 0S mesmos
meios utilizados na etapa anterior, porém para manter a condicdo sink no meio foi
adicionado 0,25% (p/v) de LSS. O volume utilizado foi de 900 mL. A velocidade de
agitacdo usada foi de 50 rpm e a temperatura do meio de dissolucéo nas cubas foi de 37
°C. As nanoparticulas ap6s secagem foram pesadas para ter a dose equivalente 0,18 mg
de PZQ no meio. Os tempos de obtencdo das aliquotas foram os mesmos da etapa anterior,
mas as aliquotas foram de 5 mL, filtradas com filtro Millex de 0,20 um (Millipore) e
posteriormente levadas para analise no HPLC conforme descrito anteriormente.

3.2.2.10 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A técnica de MEV foi utilizada para analisar a morfologia das nanoparticulas e
realizada no equipamento MEV FEG 250, da Bruker. O detector empregado foi de
elétrons secundarios (ETD), com tensdo de 10 kV e magnitudes de 5.000, 7.000, 80.000,
120.000 vezes. As amostras foram dispersas numa fita de dupla face de carbono, que foi
aderida ao suporte. Pelo fato de o polimero apresentar baixa condutividade elétrica, foi

necessario metalizar a amostra com ouro por 15 min.
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3.2.2.11 Potencial zeta

A determinacdo do potencial zeta foi realizada com auxilio da técnica de
eletroforese das amostras em suspensdo. Este método é baseado no movimento de uma
particula carregada em relacdo ao liquido em que est& suspenso, sob a influéncia de um
campo elétrico aplicado. As forcas viscosas que atuam sobre as particulas tendem a se
opor a esse movimento. Quando o equilibrio é alcancado entre essas duas for¢as opostas,
as particulas se movem com velocidade constante. A velocidade de uma particula em um
campo elétrico unitario é referida como sua mobilidade eletroforética. O potencial zeta
estd relacionado com a mobilidade eletroforética pela equacdo de Smoluchowski
(MORFESIS, 2010).

Para as medidas, todas as amostras foram diluidas 500 vezes em agua ultrapura
com auxilio de uma micropipeta, transferidas para uma cubeta especifica. Depois as
amostras foram analisadas no equipamento Malvern Instruments ZetaSizer (modelo
Nano-ZS).

3.2.2.12 Taxa de encapsulamento de PZQ

A eficiéncia de encapsulamento foi avaliada pela técnica de ultrafiltracdo-
centrifugacdo, em gque uma aliquota obtida apds o final da reacdo de polimerizacao foi
filtrada na membrana de celulose regenerada de 100kDA (AMICON Ultra-15 100kDa —
Milipore) com auxilio da centrifuga (Thermo Scientific, modelo Megafuge 16R) a 6.000
rpm por 10 min. O filtrado, correspondente a fracdo livre de farmaco, foi analisado no
espectrofotobmetro UV-VIS — Bel Photonics (modelo UV-M51).

A partir de uma curva de calibracdo de farmaco em agua, tendo como solu¢do mae
uma solucdo preparada na concentragdo de 0,01 g/L de PZQ, foram realizadas dilui¢cdes
nas concentracGes de 0,002, 0,004, 0,006, 0,008 g/L de PZQ em &gua. As solucdes foram
lidas no espectrofotdmetro no comprimento de 196 nm, que corresponde ao pico de maior
absorcdo determinado pela varredura na faixa de 190 a 500 nm. As aliquotas filtradas
foram ent&o analisadas no espectrofotdbmetro. Sendo assim, a concentragdo de farmaco
encapsulado foi calculada com a diferenca entre a fracéo livre de PZQ e o total esperado

de praziquantel.
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3.2.2.13 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A técnica de RMN é um método de espectroscopia em que as moléculas séo
colocadas sobre a acdo de um campo magnético externo e a absorcao de radiacao de baixa
energia (radiofrequéncias) causa excitacao de certos nucleos, sendo medida de uma forma
muito precisa a frequéncia e intensidade da radiacdo absorvida pelos diversos &tomos (por
exemplo, *H e 13C) (PAVIA et al., 2009). A técnica de RMN de hidrogénio foi empregada
para avaliar a ocorréncia da copolimerizacdo, sendo realizada no equipamento da Bruker
(modelo AVI111-500), na frequéncia de 500.1 MHz e com sonda de 5 mm, utilizando 25

mg de amostra dissolvidas em cloroférmio deuterado.
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Capitulo IV
Resultados e Discussaos

4.1 Reac0Oes de Polimerizacdo em Miniemulsdo

Neste capitulo sdo apresentados os resultados das caracteriza¢cdes dos produtos
obtidos conforme a metodologia descrita no Capitulo 3. Esse capitulo foi dividido em trés
secOes. Na Secdo 4.2 sdo apresentados os resultados para a primeira composicdo
reacional, que usou um iniciador polar e um surfactante anidnico. Esta etapa teve por
objetivo avaliar a influéncia dos mondmeros catidnicos no sistema previamente estudado
pelo grupo de pesquisa (FONSECA et al. 2013a; PEIXOTO et al. 2016; LORCA et al.,
2012).

Na Secdo 4.3 ocorreu uma alteracdo relevante na composicao reacional passando-
se a utilizar para um iniciador apolar, porque as reagdes com praziquantel apresentaram
melhor desempenho na presenga desse iniciador. Além disso, a quantidade de co-
estabilizante, farmaco e comondmero foram alteradas, com a finalidade de obter
nanoparticulas com melhores propriedades.

Na Secdo 4.4 ¢é apresentada a terceira composicdo reacional que possui um
surfactante catidnico com o objetivo de estudar o efeito das cargas nos perfis de liberacéo.
A Tabela 4. 1 resume as composicGes reacionais, com base nos iniciadores persulfato de
potassio (KPS) e azobisisobutironitrila (AIBN) e nos surfactantes lauril sulfato de sédio
(LSS) e brometo de cetil trimetil amonio (CTAB).

Tabela 4. 1 - Sistemas reacionais utilizados.

Meio Iniciador Surfactante
| KPS LSS
I AIBN LSS
1 AIBN CTAB
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4.2 Reac0Oes de Polimerizacéo — Meio |

Inicialmente, as rea¢Ges foram conduzidas com 3% (p/p) de surfactante em relagéo
a fase organica e com temperatura de 80 °C. Estes sistemas ndao permitiram a formacao
de um latex estavel, sendo observada baixa estabilidade da miniemulséo e aglomeracgéo
durante o tempo de 2horas. Por isso, a carga de LSS foi aumentada para 5% (p/p) em
relagdo a fase organica, objetivando manter a emulsdo estavel, por tempo suficiente para
evitar a aglomeracdo durante a fase de manipulacdo e a fase inicial de reacdo. A
concentracdo de LSS no sistema ficou acima da concentracdo micelar critica (CMC),
como detalhado no APENDICE I. Contudo, ressalta-se que a quantidade de surfactante
pode influenciar os mecanismos de nucleagdo das gotas e alterar o processo de
polimerizacdo. A Figura 4.1 apresenta a estrutura quimica do LSS, um surfactante
aniénico com massa molar de 288,38 g/mol e CMC a 25 °C de 0,0024 g/mL (DALTIN,
2011).

O
Na" O "

Figura 4. 1 - Estrutura quimica do surfactante aniénico LSS.

As composices reacionais experimentais empregadas nesta primeira etapa,
conduzida sem praziquantel, sdo apresentadas na Tabela 4.2 e Tabela 4. 3 com relagdo de
70:30 entre fase aquosa e fase organica em massa. As reacoes foram realizadas com os
dois comonémeros DMAEMA e DEAEMA, utilizando os teores de 5% e 10% em massa
em relagdo ao mondmero, além de 5% de surfactante em relacdo a fase organica. Destaca-
se gque esses comondmeros aparentemente ainda ndo foram estudados com MMA e que
os teores escolhidos foram definidos de forma arbitraria para avaliar a sensibilidade da

reacao.
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Tabela 4. 2 - Quantidades dos componentes utilizados nas reac6es para o Meio 1.

Componente [g]

N Fase organica Fase aquosa
Reac0es Bleo -
MMA Mineral DMAEMA DEAEMA |LSS NaHCOz KPS Agua
RO 17,7 53 0 0 09 0,069 014 52
R1 16,85 53 0,887 0 09 0,069 014 52
R2 15,9 53 1,77 0 09 0,069 014 52
R3 16,85 53 0 0,887 09 0,069 014 52
R4 15,9 53 0 1,77 09 0,069 014 52

Todas as condigdes reacionais usadas levaram a formacao de um latex estavel ao
longo de 12 meses. As interacOes entre polimero e surfactante sdo importantes para
compreender a estabilidade da emulsdo. Em particular, os polimeros catidénicos podem
ser protonados em pH baixo, como discutido na Secdo 2.6. No entanto, todas as reacdes
terminaram com pH acima de 7. Havia a expectativa de que pudesse ocorrer instabilidade
promovida pela mudanca das cargas na superficie das particulas com a introducéo dos
mondmeros catibnicos, 0 que ndo parece ter sido importante por conta do pH elevado.

PETKOVA et al. (2013) relataram que as intera¢6es entre espumas formadas por
um polimero catidnico (polivinilamina, P\VAm) e diferentes surfactantes aniénicos, como
LSS e dodecil oxietileno sulfato de sddio (LSP1S), provoca instabilidades nas espumas
em pHs inferiores a 6, sendo que a interacdo pode depender significativamente do grupo

principal caracteristico do surfactante.

4.2.1 Conversao

A Figura 4. 2 mostra o perfil dindmico da conversdo ao longo das rea¢des, em que
altas conversdes foram obtidas para todas as reacdes ap6s 10 minutos, resultado ja
esperado para a polimerizacdo de MMA. Ademais, as reacfes ndo levaram a diferencas
significativas da conversao final para os diferentes copolimeros, nas distintas propor¢des
utilizadas. Esses resultados sdo muito importantes porque mostram que a adi¢do dos

comondmeros catidnicos no meio reacional em grandes quantidades nao afeta de modo
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pronunciado as taxas de reacdo, ndo sendo possivel identificar efeitos inibitorios

significativos, o que incentiva o desenvolvimento dos copolimeros catiénicos.

Tabela 4. 3 - Nomenclatura das rea¢fes da composicao I.

Reaces Legenda
RO PMMA
R1 P(MMA-co-DMAEMA) 95-5
R2 P(MMA-co-DMAEMA) 90-10
R3 P(MMA-co-DEAEMA) 95-5
R4 P(MMA-co-DEAEMA) 90-10
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Figura 4. 2 - Perfil de conversdo das rea¢fes conduzidas com o meio | a 80 °C.

4.2.2 Distribuicdo de Tamanho e Potencial Zeta

As distribuicfes de tamanhos das particulas ao longo das reacdes estéo ilustradas
na Figura 4.3, onde é possivel observar que as amostras polimeéricas produzidas
apresentaram didmetro médio abaixo de 80 nm. De modo geral, as nanoparticulas de
PMMA apresentaram distribuicdes unimodais com baixo indice de polidispersdo como
pode ser visto na Tabela 4.4. Além disso, o0s dois copolimeros apresentaram
comportamentos similares, em que o aumento do teor massico dos mesmos promoveu um

singelo deslocamento da distribuicdo para tamanhos menores.
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Figura 4. 3 - Distribui¢des de tamanhos das particulas para os produtos das reaces
conduzidas com o Meio | (a) PMMA (b) P(MMA-co-DMAEMA) 95-5 (c) P(MMA-co-
DMAEMA) 90-10 (d) P(MMA-co-DEAEMA) 95-5 (e) P(MMA-co-DEAEMA) 90-10

E possivel notar na Figura 4. 3 que as distribuicdes de tamanho ao longo da reac&o
ndo sofrem alteracdes significativas. Isso se deve ao fato das reacdes terem terminado

apos cerca de 10 min e de os latices serem estaveis. Portanto, ndo é possivel afirmar que
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0 mecanismo de nucleacdo nas gotas foi 0 predominante, devido a alta concentragdo de
LSS.

Consequentemente, ndo se pode afirmar que as nanoparticulas foram obtidas pela
técnica de polimerizacdo em miniemulsdo, ja que pode ter ocorrido nucleacdo micelar,
embora as distribuicOes estreitas sugiram que a nucleagdo micelar ndo foi dominante.

No presente trabalho ndo foi observado efeito significativo dos comonomeros
sobre a estabilidade coloidal da emulsdo, apesar da possibilidade de interacdo do
mondmero catidnico com o surfactante aniénico, como mencionado anteriormente.
PEIXOTO (2013) observou o efeito do comonémero DMAEMA sobre a producéo de
nanoparticulas de P(MMA-co-DMAEMA) produzidas com dois iniciadores, KPS e 0
perdxido de benzoila (BPO). As reacfes, no entanto, apresentaram desestabilizacdo ap6s
15 min de reacdo para o0 KPS e 1h e 30min, no caso do BPO, ao contrario dos resultados
obtidos no presente trabalho. As quantidades de surfactante (LSS) e DMAEMA utilizadas
por PEIXOTO (2013) foram iguais 1% e 7% em relagdo ao monémero, confirmando a
necessidade de usar cargas elevadas de surfactante para o presente estudo.

Os resultados de potencial zeta das nanoparticulas sdo mostrados na Tabela 4. 4.
Foram obtidos valores negativos, justificados pela presenca da carga do surfactante
anidnico na superficie, indicando que a estabilizacdo ocorre principalmente por repulsao
eletrostatica. Como esperado, a presenca dos monémeros catiénicos reduziu o potencial
zeta absoluto das nanoparticulas em relacdo ao PMMA, em todos o0s casos, porém ndo o
suficiente para causar a desestabilizacdo do latex. Um valor absoluto maior do potencial
zeta pode indicar que a particula apresenta maior densidade de cargas e espessura da
camada de Stern, de forma que a energia de atracdo originaria das forcas de Van der
Waals serd menor do que as forcas de repulsao, resultando na estabilidade coloidal da
miniemulsdo (MORFESIS, 2010). No modelo de Stern para a dupla camada elétrica, a
primeira camada de Stern ¢ uma regido compreendida pelos ions adsorvidos na
superficie e a segunda é composta por contra-ions, formando uma camada difusa.
O aumento da espessura da camada de Stern implica na melhora da estabilidade
do sistema (BUTT et al., 2003). E curioso, no entanto, observar que o potencial zeta
em ambos os casos foi mais negativo para as particulas produzidas com maiores teores
do comondmero, o que pode indicar a ocorréncia de efeitos secundarios sobre as
distribuices de cargas no sistema estudado. E também curioso observar que os potenciais

zeta sdo menos negativos na presenca do DEAEMA, provavelmente por conta da menor
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solubilidade do monémero na &gua e maior incorporacao final nas particulas, por conta

de sua maior hidrofobicidade.

Tabela 4. 4 - Propriedades das nanoparticulas poliméricas obtidas ao final das reacoes

conduzidas com o Meio .

Tamanho
Massa Molar comondmero médio da .
. . . Potencial
Reac0es incorporado particula Zeta
Mnx10° Mwx 10° IP (%) @dnm 1P
(Da) (Da) (Mw/Mn) '
RO 617 1478 2,4 - 60,1 0,26 -43,30%2,47
R1 1518 1934 1,27 3,64 742 014 -305%5,0
R2 1583 1985 1,25 7,52 80,1 0,20 -37,101,67
R3 138 688 4,97 4,46 57,6 0,22 -20,70+3,61
R4 86 523 6,04 8,49 62,6 0,43 -35,21+3,39

*1P: Medida da amplitude da distribuicdo de tamanhos (variancia relativa), calculada a partir da

curva de analise cumulativa dos dados, de acordo com a ISO 13321:1996: IP= 62/ x (o ¢é o desvio padrio

e X é o tamanho médio), valores menores que 0,04 sdo considerados monodispersos (NIST, 2015)

Em alguns aspectos, a interacdo entre um surfactante anidnico e um polieletrdlito
catiénico poderia ser similar a de um surfactante com uma superficie carregada com carga
oposta, implicando na adsorcédo do surfactante com sua parte polar voltada para superficie
e sua parte apolar para a fase continua, formando (hemi) micelas, como estudado por
WESLEY et al. (2005) para copolimeros dibloco hidrofilico-hidrofébico (PMMA-b-
PDMAEMA) na presenca de LSS. Esses autores observaram que os copolimeros adotam
uma estrutura do tipo “estrela”, com um nucleo de PMMA, especialmente se o pH acido
permite a protonacdo do PDMAEMA. Conforme as moléculas do surfactante se ligam ao
polimero catidnico, isso leva a um arranjo mais eficiente das cadeias poliméricas,
induzindo o crescimento micelar. Os autores acreditam que, em altas concentracfes de
LSS (10000 ppm), as fracdes de PMMA podem ser solubilizadas pelas micelas, enquanto
os blocos de PDMAEMA interagem com o surfactante, gerando uma estrutura tipo “colar
de pérolas”. No presente trabalho, os copolimeros tém estrutura aleatéria por conta da
natureza radicalar da reacéo, de forma que esse efeito nao é esperado. Assim, a presenca
do comondmero na superficie pode deslocar moléculas de surfactante e inverter a
orientacdo espacial das cadeias de LSS, levando em ambos 0s casos a reducdo em termos

absolutos do potencial zeta.
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4.2.3 Distribuicéo de Massa Molar

As analises de distribuicdes de massa molares foram realizadas para obter
informacdes sobre o processo de polimerizagdo. Os resultados de caracterizacao,
apresentados na Figura 4.4 e Tabela 4. 4, mostram a obtencéo de altas massas molares,
na faixa de 10° Da, para as nanoparticulas poliméricas de PMMA, como esperado
((FONSECA et al., 2013a). No entanto, é possivel observar um pequeno deslocamento
para massas molares maiores nas distribui¢des dos copolimeros com DMAEMA (Reac¢éo
R1 e R2) em relacdo ao PMMA (Reagdo R0). Por outro lado, os copolimeros produzidos
com DEAEMA (Reacdes R3 e R4) apresentaram distribuicGes mais largas e deslocadas
para massas molares menores. Na Tabela 4.4 estdo apresentados os valores das massas
molares médias e do indice de polidispersdo. Os altos indices de polidisperséo (IP>3) para
amostras dos copolimeros produzidos com DEAEMA refletem a producdo de cadeias

heterogéneas.

Resposta Normalizada

Massa Molar (Da)

Figura 4. 4 - DistribuicGes de massas molares dos produtos das reagdes conduzidos
com o Meio 1. (R0) PMMA (R1) P(MMA-co-DMAEMA) 95-5 (R2) P(MMA-co-
DMAEMA) 90-10 (R3) P(MMA-co-DEAEMA) 95-5 (R4) P(MMA-co-DEAEMA) 90-
10

Em contrapartida, os copolimeros produzidos com DMAEMA apresentaram
indices de polidispersdo muito baixos, indicando a formagdo de cadeias mais
homogéneas. A Figura 4.5 mostra a influéncia do didmetro médio das particulas nas

massas molares média. Observa-se um aumento das massas molares média com aumento
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do didmetro, o que contraria 0 mecanismo classico de polimerizacdo em emuls&o.
Portanto, as variagbes de massas molares ndo podem ser associados a variagdes de
tamanho no presente caso. Possivelmente isso pode estar relacionado a alta solubilidade
do iniciador e dos comondmeros na fase aquosa, promovendo 0 mecanismo de adsor¢édo
e dessorc¢do dos radicais da particula para 0 meio aquoso e vice-versa, ndo permitindo um
completo confinamento do radical na gota. Também foi notado que a massa molar mais
alta foi obtida para 0 DMAEMA, mondmero que apresenta maior afinidade pela agua, o

que pode estar associado a formacdo de PDMAEMA na fase aquosa.
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Figura 4. 5 - Efeito do diametro médio da particula nas massas molares média.

Os resultados ndo indicaram a ocorréncia de distribuigdes bimodais para os
produtos das reacdes, apenas uma larga distribuicdo para o DEAEMA. Apesar de ter sido
utilizado um iniciador soluvel em agua, o que poderia propiciar um mecanismo de
nucleacdo micelar, ndo se pode confirmar esse efeito com base nas distribuicbes de
massas molares. Segundo GUO e ZETTERLAND (2011), a ocorréncia de distribuicoes
multimodais de massas molares pode estar relacionada com diferentes mecanismos de
nucleacdo de particulas. Caso exista nucleacdo secundaria significativa, a massa molar
formada nas particulas pequenas seria maior do que nas goticulas maiores de monémero,
levando a geracdo de distribui¢cGes bimodais. Com base na Figura 4.4 e na Tabela 4. 4, é
importante observar que o alargamento das distribuicdes de massa molar na presenca de
DEAEMA provavelmente refletem a mudancga das condigdes de reacdo ao longo do
tempo, como esperado nos casos em que as razdes de reatividade sdo distintas de 1
(KANELLOU et al., 2015). Contudo, as estreitas distribuicbes de massas molares
produzidas na presenca de DMAEMA néo refletem o carater usual das polimerizagdes
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radicalares e sugerem a existéncia de carater vivo na reacdo (OLIVEIRA et al., 2013).
Esse interessante aspecto de reacdo devera ser investigado mais profundamente no futuro

préximo.

4.2.4 Analises Térmicas

As caracterizacBes térmicas foram realizadas com o objetivo de determinar a
estabilidade térmica dos materiais sintetizados e a influéncia do comondmero sobre o
desempenho térmico do produto. Os resultados obtidos estdo sumarizados na Figura 4.6,
que apresenta as curvas de TG do PMMA puro e de amostras preparadas com 0s
diferentes comondémeros. As curvas de TGA mostram que acima de 180 °C, o
homopolimero comeca a se degradar, ou seja, € o inicio da despolimerizacdo de
metacrilato de metila (MMA) (LUCAS et al., 1993). A decomposi¢do dos copolimeros
inicia a uma temperatura maior que a do PMMA. Estes resultados mostram que a presenga
dos comondmeros catibnicos aumentou a estabilidade térmica do produto final em todos
0S Casos.

A curva de DTG (derivada da curva TGA) do PMMA puro mostra que a
temperatura em que ocorre a velocidade méxima de perda de massa é proxima de 370 °C,
como esperado (PAIVA, 2017), enquanto para os copolimeros é aproximadamente 400
°C. Todas as amostras apresentam dois estagios de degradacdo, no primeiro com uma
perda de massa na faixa de 22-30% se estende até 315 °C e o segundo estagio na faixa de
67-75%. Esse resultado tem importancia préatica e incentiva 0 uso dos comonémeros

catidnicos para preparacao do produto final.
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Figura 4. 6 - Analise termogravimétrica de amostras dos produtos preparados com o
Meio I. (RO) PMMA (R1) P(MMA-co-DMAEMA) 95-5 (R2) P(MMA-co-DMAEMA)
90-10 (R3) P(MMA-co-DEAEMA) 95-5 (R4) P(MMA-co-DEAEMA) 90-10.

As analises de DSC usadas para caracterizar a temperatura de transicdo vitrea (Tg)
das amostras. As curvas de DSC da Figura 4.7 ndo indicaram qualquer deslocamento
significativo para temperaturas menores, por conta da presengca dos mondmeros
catidnicos, sendo determinada a Tgem torno de 105 °C. A Tq reportada na literatura para
0 PMMA é aproximadamente igual a 112,9 °C, enquanto sdo iguais a 18,5°C e 19,85 °C
para 0 PDMAEMA e PDEAEMA, respectivamente (ROY et al., 2013) (KANELLOU e
SPILIOTI, 2015). Esses resultados sdo provavelmente associados ao baixo teor utilizado
dos comondmeros catidnicos e a possivel formacao de blocos de PMMA que controlam

a Ty do produto final.
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Figura 4. 7— Curvas de DSC para amostras dos produtos finais das reacdes conduzidas
com o Meio I. (R0) PMMA (R1) P(MMA-co-DMAEMA) 95-5 (R2) P(MMA-co-
DMAEMA) 90-10 (R3) P(MMA-co-DEAEMA) 95-5(R4) P(MMA-co-DEAEMA) 90-
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4.2.5 Ressonancia Magnética Nuclear

A técnica de H-RMN foi aplicada para avaliar a incorporacdo dos comonémeros
nas nanoparticulas poliméricas finais. As Figura 4.8, 4.9 e 4.10 mostram espectros de
RMN de amostras das nanoparticulas copoliméricas obtidas e as estruturas quimicas,
assim como os atomos de hidrogénio sinalizados e utilizados nos calculos.

Segundo PAVIA et al. (2001), os deslocamentos quimicos localizados em 0,8 a
1,5 ppm estdo relacionados com os hidrogénios dos grupos metila (A3, B3) e dos grupos
metilénicos (Al, B1). Ademais, os sinais posicionados em aproximadamente 3,6 ppm
esta relacionado ao hidrogénio da metila do éster do PMMA, enquanto o sinal localizado
4,1 ppm é tipico dos comondmeros esta associado ao hidrogénio presente no grupo O-
CH2-R (ROY et al., 2013; KANELLOU e SPILIOTI, 2015; MANGANIELLO et al.,
2012).

Os célculos da quantidade incorporada por H-RMN estdo detalhados no
APENDICE Il e baseou-se na area do pico referente aos atomos de hidrogénio presentes
no grupo metila do éster do PMMA (A2) e na area do pico referente aos atomos de
hidrogénio existentes no grupo O-CH2-R caracteristico dos comonémeros (B2). Os

valores das areas respectivas foram divididas pelo nimero de atomos de hidrogénios
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associados ao pico (3 para A2 e 2 para B2). Foi observada uma boa formacdo de
copolimeros e altas incorporagbes em massa, em relacdo aos teores nominais iguais a
3,64% e 7,52% para DMAEMA e 4,46 e 8,49% para DEAEMA. Os resultados obtidos
estdo de acordo com os resultados reportados por ROY et al. (2013) e PEIXOTO (2013),
que observaram altas taxas de incorporacbes de DMAEMA em nanoparticulas de
P(MMA-co-DMAEMA). Esse resultado € muito importante do ponto de vista préatico
porque confirma a incorporagdo de comondémero no produto final em grandes

quantidades.
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Figura 4. 8 - Espectro de H-RMN do produto final da reacdo de PMMA.
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4.2.6 Nanoparticulas dopadas com Praziquantel

Com base nos resultados apresentados, pode-se afirmar que as nanoparticulas
poliméricas de P(MMA-co-DMAEMA) e P(MMA-co-DEAEMA) foram
satisfatoriamente obtidas pela técnica de polimerizacdo em miniemulsdo na presenca de
um surfactante anidnico, apresentando boa estabilidade. Além disso, a metodologia
empregada permitiu obter copolimeros com boa taxa de incorporagdo, potencializando
seu uso como carreadores de farmacos. Diante deste resultado, foi iniciada a etapa de
estudo da incorporacdo do praziquantel (10%) em massa em relacdo a carga organica,
adotando a metodologia acima descrita.

Os experimentos conduzidos com a formulagdo P(MMA-co-DMAEMA)95-5
foram avaliados na presenca de dois iniciadores, sendo um soltvel em agua (KPS) (R5)
e outro na fase organica (AIBN). O objetivo foi o de verificar se a iniciacdo na fase aquosa
poderia afetar a reacdo, dado que os comondmeros sdo parcialmente sollveis em agua.
Observou-se uma redugéo de cerca de 30% na converséo final do monémero na presenca
do farmaco, utilizando KPS (Figura 4.11).
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Figura 4.11 - Perfil de converséo nas reagdes P(MMA-co-DMAEMA) 95-5 conduzidas

na presenca e auséncia de 10% PZQ em relagdo a carga organica

Com base na Figura 4.11, o farmaco parece exercer um efeito inibidor relevante
na cinética da reagédo. A presenca do PZQ no meio pode modificar a resisténcia difusional
e superficial para os radicais no processo de adsorc¢ao/dessorcdo, modificando as taxas de
polimerizagdo. Como a molécula do PZQ é complexa e multifuncional, diferentes

interacBes podem ocorrer com os radicais, fazendo com que a taxa de reagdo menor.
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OLIVEIRA et al. (2012) notaram que a presenca de doxorrubicina afeta a taxa de
copolimerizacdo de PVAc-co-PMMA, gerando conversfes mais baixas. FONSECA
(2012) observou também uma cinética mais lenta com o aumento do teor de PZQ nas
nanoparticulas de PMMA, atingindo conversdes em torno de 60%, muitos similares as
que foram aqui obtidas. No entanto, na presenca de AIBN as reagdes PMMA-PZQ (R6),
P(MMA-co-DMAEMA) (R7) e P(MMA-co-DMAEMA)-PZQ (R8) resultaram em altas
conversdes, conforme revelado na Figura 4.12. Provavelmente, o carater apolar do
iniciador e a auséncia da migracdo de radicais da fase aquosa para a fase organica
minimizam as interacbes com o farmaco e reforcam a interpretagdo de que o efeito
inibitorio pode estar associado as taxas de sor¢do e dessorcao de radicais. Esse resultado
€ muito importante e sugere gque as nanoparticulas carregadas com PZQ sejam produzidas
com iniciadores hidrofobicos, como AIBN.
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Figura 4.12 — Perfis de conversao dos produtos obtidos na presenca de AIBN nas
reaces PMMA-PZQ e P(MMA-co-DMAEMA) 95-5 na presenca e auséncia de 10%

PZQ em relacdo a carga organica.

Nas Figura 4.13 e 4.14 estdo apresentadas as distribuicdes de tamanho de
particulas das nanoparticulas obtidas nessa etapa. Os resultados apresentados na Figura
4.13 para a reacdo P(MMA-co-DMAEMA) 95-5 —-PZQ (R5) mostram o deslocamento
para tamanhos maiores, indicando uma instabilidade ao longo da reacdo ou a ocorréncia
de nucleagdo micelar. Observou-se que 4h apds o término da reacdo, o latex coagulou,
reforgando a possivel instabilidade do meio. A aglomeracéo indica que as forcas de Van
der Waals superaram as forcas de repulséo, no caso estudado e que a presenca do PZQ
pode afetar a estabilidade do meio reacional.
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Figura 4.13 - Distribui¢des de tamanhos de particula do produto final da reacdo R5,

conduzida na presenga de KPS.
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A Figura 4.14 mostra que as DTPs dos produtos finais iniciados na presenca de
AIBN eram monomodais e ndo apresentaram deslocamentos muito significativos ao
longo da reacdo. Isso reforca a interpretacdo de que a reacdo segue o processo classico de
miniemulsdo de forma predominante. Observou-se que 24h apds o término da reacdo
ocorreu uma aglomeragdo com as nanoparticulas de P(MMA-co-DMAEMA) na presenca
de PZQ, constatando-se que o farmaco afeta o equilibrio de cargas e a estabilidade do

meio. A Figura 4. 15 ilustra os aspectos do latices obtidos na presenca do PZQ.

R8:P(MMA-co-

RE:PMMA-PZQ 1 reMatpza

Figura 4. 15 - Aspectos dos latices obtidos na presenca de PZQ.

ZHANG et al. (2015) também observaram diferencas na producdo de
nanoparticulas de poliacrilonitrila (PAN) na presenca dos iniciadores KPS e AIBN. Os
resultados indicaram que a estabilizacdo mais eficiente das nanoparticulas foi possivel
para o sistema AIBN-LSS. Como a taxa de polimerizacdo do monémero era mais baixa
nesse caso, tanto a aglomeracdo de radicais oligoméricos do nucleo primario quanto o
crescimento das particulas eram mais lentos, facilitando a estabilizacdo. No sistema
preparado com KPS, os radicais livres gerados na fase aquosa podem iniciar a
polimerizacdo e gerar oligbmeros, afetando a estabilidade e qualidade do produto final.
Resultados similares foram encontrados por GUO e ZETTERLAND (2011).

PEIXOTO et al. (2016) estudaram a influéncia do iniciador soltvel em agua
(KPS) e na fase organica (BPO) com monémeros hidrofilicos e concluiram que a
combinacdo de iniciador organico com mondmeros parcialmente sollveis em agua pode
resultar no controle melhor do mecanismo de nucleagdo. HU et al. (2014) obteve
nanoparticulas de P(S-co-DMAEMA) com boa estabilidade e altas conversdes via técnica

de polimerizacdo em emulsdo, utilizando como iniciador AIBN, LSS como surfactante e
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um farmaco hidrofébico. De forma geral, parece unénime a observagéo de que o0 uso de
iniciadores hidrofdbicos ou hidrofilicos pode afetar de distintas formas a evolucdo da
reacao.

Na Tabela 4.5 estdo dispostos os valores de potencial zeta, massa molar e tamanho
médio da particula dos produtos finais dopados com PZQ. Observa-se 0 aumento do
didmetro médio com a incorporacdo do PZQ na reacdo R5 como observado por
MOUSTAFA et al. (2012). A presenca do farmaco induz ainda uma leve reducéo do valor
absoluto do potencial zeta, refletindo o efeito do PZQ sobre o balanco de cargas. Segundo
a literatura, valores absolutos de potencial zeta acima de 60 mV proporcionam excelente
estabilidade; acima de 30 mV proporcionam boa estabilidade; cerca de 20 mV
proporciona estabilidade a curto prazo; enquanto valores entre -5 mV e +5 mV indicam
rapida agregacdo (HONARY e ZAHIR, 2013). Esses dados ajudam a explicar o efeito

deletério da presenca do PZQ sobre a estabilidade do latex.

Tabela 4.5 - Propriedades dos produtos finais obtidos na presenca e auséncia de PZQ
com iniciador KPS e AIBN.

Tamanho médio
Massa Molar

Reacses Legenda da particula Potencial
¢ 9 Mo X 10° My X 10° 1P dom 1P Zeta
(Da) (Da) (Mw/Mn) '

P(MMA-co-DMAEMA

R5 ( ion* ) 401 995 202 1332406 005 -2861+135

R6 PMMA-PZQ 58 186 318 542405 021 -440+30

R7  P(MMA<o-DMAEMA) 26 108 413  503+022 018 -29.91+ 143
P(IMMA-co-DMAEMA

RS (MMA-co ) 30 77 256  601+010 0,12 -19.31+035

PZQ

*Iniciador KPS

As distribui¢des de massas molares dos produtos obtidos na presenca de PZQ séo
mostrados na Figura 4.16 e sugerem a influéncia do farmaco sobre a cinética da
polimerizagdo. Além do efeito inibidor do farmaco, observaram-se massas molares
menores na presenca do farmaco, associado a mecanismos de transferéncia de cadeia
mencionados na Secdo 2.4.1. O praziquantel pode atuar como um agente de transferéncia
de cadeia doando protons para as cadeias em crescimento, por conta dos multiplos grupos
funcionais. FONSECA (2012) e PAIVA (2017) também destacaram esse efeito do PZQ

sobre a cinética de polimerizacéo. A presenca dos comondmeros causa também reducéo
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das massas molares, indicando a possivel existéncia de mecanismos distinto de interagdo

do PZQ com os radicais terminados por cada um dos mondmeros estudados.

R5
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L 2> o ¢

0,8

0.6+

044

Resposta Normalizada

0,24

0,0 S

Massa Molar (Da)
Figura 4.16 - DistribuicGes de massas molares dos produtos finais das reacdes (R5)
P(MMA-co-DMAEMA) PZQ-KPS, (R6) PMMA-PZQ, (R7) P(MMA-co-DMAEMA)
95-5, (R8) P(MMA-co-DMAEMA) 95-5 —PZQ.

4.2.7 Conclusoes parciais

As polimerizacBes conduzidas em miniemulsdes compostas por MMA,
comondmeros catidnicos, iniciador KPS e surfactante anidnico permitem a sintese de
nanoparticulas estaveis com tamanhos médios abaixo de 100 nm, e com eficiente
copolimerizacdo. No entanto, nas reacfes conduzidas na presenca de praziquantel, a
obtencdo de um latex estavel apos o final da reacdo ndo foi possivel.

A instabilidade do latex, no entanto, ndo representa necessariamente um obstéaculo
para a industrializacdo desta formula, uma vez que ao final da polimerizacdo o produto
deve ser submetido as etapas de secagem. Observou-se ainda que o uso de AIBN permite
a obtencéo de produtos com melhor estabilidade na presenca do PZQ, indicando que as
reacOes na fase aquosa séo relevantes para explicar o andamento da reacao.

Com base nestes resultados iniciais, definiu-se que a continuidade do trabalho
utilizaria o iniciador AIBN, devido ao seu melhor desempenho, como também relatado

por outros autores para outros sistemas reacionais (PEIXOTO et al., 2016; ASUA, 2002).

74



4.3 Reac0Oes de Polimerizacdo — Meio |1

Nesta secdo serdo apresentados os resultados das reacdes conduzidas com o
iniciador AIBN, devido aos resultados apresentados na sec¢do anterior. Com o objetivo de
verificar a influéncia do teor do co-estabilizante na reagéo, foram realizadas diferentes
reacOes com 10% de farmaco em massa em relacdo a fase organica, na auséncia e presenca
de 10% de 6leo em relacao a fase organica, sendo fixado em 5% em massa a percentagem
do comonémero em relacdo ao MMA. Trabalhos da literatura utilizaram quantidades
menores, em torno de 1% do coestabilizantes em relacédo a fase orgénica (LORCA et al.,
2012; MOREIRA et al., 2014; PEIXOTO et al.,, 2016) enquanto outros trabalhos
utilizaram até 30% de 6leo na fase organica (FONSECA et al., 2013). Com a quantidade
de 10% de 6leo estabelecida, foi fixado o teor de 5% de comondmero e aumentou-se 0
teor de farmaco em até 30%. Posteriormente, com a carga de farmaco definida, a carga
de comondémero foi aumentada para 20%.

Na Tabela 4.6 estdo apresentadas as quantidades que foram mantidas constantes
neste bloco de reagdes. O iniciador AIBN apresenta taxa de decomposicéo de kq = 3,7 X
10° s a 80 °C, menor do que a do KPS (k¢ = 6,9 x 10 s a 80 °C), levando a reagfes
um pouco mais lentas. O iniciador foi utilizado na concentracdo de 1% em relacdo ao
mondmero, exigindo o ajuste das demais quantidades para manter as propor¢oes corretas
entre fase organica e fase aquosa.

Tabela 4.6 — Composi¢do do meio reacional do Meio 1.

Componentes Quantidade (g)
LSS 1,21
Bicarbonato de sodio 0,073
Agua 54,95
AIBN 0,24

4.3.1 Efeito do co-estabilizante

O 6leo mineral funciona como um co-estabilizante e agente de pressdo osmdtica,
com a funcdo de minimizar a degradacéao difusional de Ostwald, que leva a formac&o de
particulas maiores, através da difusdo de mondmeros das pequenas goticulas para as

grandes goticulas. No entanto, este fendbmeno pode ndo influenciar significativamente o
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didmetro medio final da particula, j& que a presenca do co-estabilizante diminui a
atividade do mondmero nas gotas. A Tabela 4.7 exibe a nomenclatura das reagdes feitas

com 0 e 10% de 6leo mineral.

Tabela 4.7 - Nomenclatura das reacdes realizadas para verificar o efeito do 6leo

mineral.
Reaces Legendas Oleo Mineral
R9 PMMA 0
R10 PMMA-PZQ 0
R11 P(MMA-co-DMAEMA) 0
R12 P(MMA-co-DMAEMA)-PZQ 0
R13 P(MMA-co-DEAEMA) 0
R14 P(MMA-co-DEAEMA)-PZQ 0
R15 PMMA 10
R16 PMMA-PZQ 10
R17 P(MMA-co-DMAEMA) 10
R18 P(MMA-co-DMAEMA)-PZQ 10
R19 P(MMA-co-DEAEMA) 10
R20 P(MMA-co-DEAEMA)-PZQ 10

A Figura 4.17 mostra que a auséncia de 0Oleo retarda um pouco a evolucdo da
conversdo, especialmente na presenca de praziquantel (R10, R12, R14), em que este
efeito € mais pronunciado. Este efeito é mais expressivo para os copolimeros (R12, R14),
dificultando o processo de polimerizacdo. A reacdo R12 foi interrompida ap6s 30 min
devido a formacdo de um aglomerado em torno da haste de agitacdo e do termopar,
conforme apresentado na Figura 4.18. O mesmo fend6meno foi observado na reagédo R14
que, no entanto, foi levada até o tempo final de 2 horas. Esses resultados sugerem que a
carga de 6leo mineral deve ser usada, ja que ela favorece ndo apenas a estabilidade do
meio, mas também favorece a evolucao de reacdo. Nesse caso, 0 efeito deve ser devido a

diluicdo de carga na gota.
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Figura 4.17 - Perfis de converséo nas reagdes (a) PMMA, (b) P(MMA-co-DMAEMA)
e (c) P(MMA-co-DEAEMA) conduzidas na presenca e auséncia do praziquantel com 0

e 10% de 6leo.

Figura 4.18 - Aspecto do aglomerado observado ao final da reacdo R12.
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Intensidade (%)

154

Observou-se também em todas as reacdes, com excecao das reacbes R12 e R14
que nao foram estdveis, que as distribuicbes de tamanhos das particulas ndo foram
afetadas significativamente pelo teor de co-estabilizante. Nestas duas condi¢des foram
obtidas nanoparticulas com diametros médios em torno de 100 nm, com distribuicdes
estreitas e baixos indices de polidispersdo, conforme apresentado na Tabela 4.8 e Figura
4.19. GUO e ZETTERLAND (2011) observaram que a variacdo de hexadecano (0-7) %
em relacdo ao mondmero na producdo de nanoparticulas de estireno ndo afetou
significativamente o curso das reacGes. Portanto, pode-se inferir que o fenémeno de
degradacédo de Ostwald ndo é muito importante nas condi¢des avaliadas, provavelmente

por causa das altas taxas de reacéo.
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Figura 4.19 - Distribui¢Ges de tamanho de particula dos produtos finais das reacdes (a)
PMMA, (b) P(MMA-co-DMAEMA) e (c) P(MMA-co-DEAEMA) conduzidas na
presenca e auséncia do praziquantel com 0 e 10% de dleo.
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Resposta Normalizada

Os perfis das distribuicbes de massas molares apresentados na Figura 4.20
mostram que o efeito do 6leo € pouco relevante, tendo sido observada mudanca de
distribuicdo em apenas um caso (Figura 4.20b). Esse efeito reforca a observacdo de que
a adicéo de 6leo é pouco importante para a producdo das nanoparticulas nas condicdes

avaliadas.
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Figura 4.20 - Distribui¢cdes de massas molares dos produtos finais das reacées (a)
PMMA, (b) P(MMA-co-DMAEMA) e (c) P(MMA-co-DEAEMA) conduzidas na
presenca e auséncia do praziquantel com 0 e 10% de 6leo mineral.

Os resultados associados a determinacdo do potencial zeta das nanoparticulas,
apresentados na Tabela 4.8, mostra uma vez mais a interferéncia do praziquantel sobre a
carga da superficie das particulas copoliméricas, aumentado o valor do médulo de 16,8
para 43,1 (R17 e R18) e de 16,1 para 34,9 (R19 e R20), com consequente aumento da
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estabilidade. No entanto, é preciso registrar que foi observada a instabilidade do latex
apos periodos de 4 horas de término da reacdo para as nanoparticulas de P(MMA-co-
DMAEMA) e P(MMA-co-DEAEMA) com praziquantel (R18 e R20), de forma que as
particulas avaliadas e mantidas em suspensdo podem nao representar de fato o sistema. A
nanoparticula de PMMA-PZQ (R16) com potencial zeta semelhante as produzidas em
R18 e R20 apresentou boa estabilidade ap6s o termino da reacdo, 0 que sugere que 0

mondmero catiénico pode exercer um papel importante para estabilizacao do latex.

Tabela 4.8 - Propriedades dos produtos finais obtidos na presenca e auséncia de PZQ

com 0 (R9 a R14) e 10 (R15 a R20) % de 6leo mineral em relacédo a carga organica.

Tamanho médio

Massa Molar . .
N da particula Potencial
Reacoes “Mnx10°  Mw x 10° IP dom) 1P Zeta
(Da) Da) (MM O
R9 452 1001 2,21 75,4+0,1 0,1 -
R10 83 215 2,60 67,8+0,2 0,2 -
R11 32 87 2,75 75,0+0,9 0,1 -
R12 44 94 2,12 73,6155 0,2 -
R13 141 379 2,69 66,5+0,1 0,1 -
R14 44 97 2,20 64,1+0,6 0,2 -
R15 410 930 2,26 73,6£1,3 0,3 -38,9+2,3
R16 74 211 2,85 68,1+1,7 0,3 -39,5+7,4
R17 35 144 4,07 57,3t0,4 0,3 -16,8+3,6
R18 33 68 2,07 71,3t49 0,3 -43,1+2,2*
R19 159 432 2,71 58,6£1,6 0,3 -16,1+0,6
R20 121 214 2,22 51,741,1 0,2 -34,9+45*

*QObservada a coagulacdo do latex final.

Os resultados obtidos mostram que a reducdo do teor original de 23% de 6leo
usado no Meio | pode ser reduzido para 10%, possibilitando a producdo de nanoparticulas
com melhores propriedades e menor custo. Na auséncia de 6leo, o processo de
aglomeracédo lenta do latex dificulta a operacdo e pode inviabilizar a aplicacdo desta

formulacdo em escala industrial.
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4.3.2 Efeito da carga do farmaco e comondémero

As reacOes a seguir foram realizadas com o objetivo de aumentar os teores de
farmaco e de comondmero nas nanoparticulas. Numa primeira etapa, foi fixado em 5% a
quantidade de comondémero em relagdo a carga organica (DMAEMA ou DEAEMA) e
variado o teor de farmaco na faixa de 10-30%. Numa segunda etapa, apds o ajuste do teor
de farmaco, foi variado o teor de comondmeros na faixa de 5-20%. Os resultados obtidos
estdo apresentados, ao longo desta Secdo e sumarizados nas Tabelas 4.9 a 4.11 e nas
Figuras 4.21 a 4.32.

Tabela 4. 9 - Nomenclatura das reacdes realizadas para verificar o efeito do teor do

farmaco e comon6mero sobre as propriedades do produto final.

Reacdes Legendas PZQ (%) DMAEMA(%) DEAEMA(%)
R21 PMMA-PZQ 20 - -
T1 PMMA-PZQ 30 - -
R23 P(MMA-co-DMAEMA)-PZQ 20 5 -
R24 P(MMA-co-DMAEMA)-PZQ 30 5 -
R25 P(MMA-co-DEAEMA)-PZQ 20 - 5
R26 P(MMA-co-DEAEMA)-PZQ 30 - 5
R26 P(MMA-co-DMAEMA) 0 10 -
R27 P(MMA-co-DMAEMA)-PZQ 20 10 -
T2 P(MMA-co-DMAEMA)-PZQ 20 20 -
R28 P(MMA-co-DEAEMA) 0 - 10
R29 P(MMA-co-DEAEMA)-PZQ 20 - 10
T3 P(MMA-co-DEAEMA)-PZQ 20 - 20

No que se refere a0 aumento da carga de praziquantel, foi observado que o
aumento do teor para 20% em relacdo a fase organica, requer o aumento da temperatura
de mistura para 40 °C e uma maior tempo de agitacdo para a solubilizacdo na fase
organica. Sabendo que a solubilidade do PZQ em MMA a 25 °C ¢ igual 42,8 mg/mL e
250 mg/mL a 90 °C, (FONSECA et al., 2013) a quantidade de 20% permanece abaixo da
concentracdo de saturagdo para a temperatura programada no mini-reator, enquanto a
carga de 30% fica proxima da concentracdo de saturagdo do PZQ em MMA.

As reacOes R24 e R26, que foram produzidas com comondémeros e 30% de PZQ,
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foram interrompidas ap6s 15 min, devido a expressiva aglomeracdo em torno da haste do
reator (Figura 4. 22a). Estes materiais ndo foram caracterizados porque nédo foi observada
a producdo do latex nestes experimentos. No experimento realizado com homopolimero
PMMA (T1), o final da reacdo (t=2h) foi alcancado; contudo, observou-se aglomeracao
logo apos a interrupgdo da agitacao.

Para as reagfes R21, R23 e R25 foram obtidas altas conversdes apds 30 min de
reacao, como mostrado na Figura 4. 22. No entanto, como ja observado, o efeito inibitdrio

do PZQ parece nitido, com tempos mais longos de reacéo.
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Figura 4. 21 - Perfil de Conversdo do PMMA e copolimeros (5%) com PZQ.

(A) (B)
Figura 4. 22 -Aspecto dos aglomerados formados na presencga (A) comonémero
DMAEMA (5%) com 30% de PZQ e (B) comonémero DMAEMA (20%) com 20% de
PZQ.
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As andlises das distribui¢Ges de tamanhos de particula (Figura 4.23) das amostras
com 5% de comondmero e com 20 e 30% de PZQ revelaram distribui¢cdes mais largas e
intensidades deslocadas para diametros maiores, embora os indices de polidispersao
tenham ficado abaixo de 1 (Tabela 4.10). Isto provavelmente aponta para uma tendéncia
de aglomeracdo, o que foi observado 6 horas ap6s o término da reacdo, induzido pelo
PZQ, em funcdo do efeito do fa&rmaco sobre a distribui¢do das cargas superficiais.

Com base nos resultados de estabilidade, parece claro que a incorporacédo de 30%
de PZQ parece ser excessiva nas condicdes avaliadas.

15— —— PMMA - PZQ. (20%)
——PMMA - PZQ (30%)
~——— P(MMA-co-DMAEMA) - PZQ, (20%)
——— P(MMA-co-DEAEMA) - PZQ (20%)

Intensidade (%)
3
1

w
1

A

T T

1 T
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Tamanho (nm)

Figura 4.23 - Distribui¢Oes de tamanhos de particula do homopolimero PMMA e dos

copolimeros produzidos na presenca de 5% de comonémero e com 20 e 30% de PZQ.

Tabela 4.10 - Propriedades dos produtos finais obtidos com 20 e 30% de PZQ.

Tamanho médio da particula

ReacOes Legenda (d. nm) IP
R21 PMMA-PZQ (20%) 68,8+1,8 0,28
T1 PMMA-PZQ (30%) 81,3+0,3 0,41
R23 P(MMA-co-DMAEMA)95-5 — PZQ(20%) 63,0+0,6 0,20
R25 P(MMA-co-DEAEMA)95-5 — PZQ (20%) 75,9104 0,35

Os resultados associados a avaliagdo do efeito do teor de comondmero, usando
20% farmaco, sdo apresentados nas Figuras 4.24 a Figura 4.26. Os experimentos (T2 e
T3) foram iniciados usando 20% de comondmero e 20% praziquantel, tendo sido
observada aglomerag@o em torno da haste e do termopar apds 15 min de rea¢do, como
pode ser visualizado na Figura 4.21b. Este resultado mostra que o aumento do teor de

comondmero causou um desequilibrio de cargas, responsavel pela instabilidade da
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reacdo. Essas amostras ndo foram caracterizadas. E provavel que esses sistemas formem
particulas do tipo “hairy particles” ou particulas “peludas”, que sdo compostas por um
nucleo hidrofébico e uma camada de cadeias hidrofilicas de polimero que séo aderidas na
superficie do nucleo por ligacbes covalentes e estendidas no meio aquoso por conta de
suas propriedades hidrofilicas. Essas particulas podem ser projetadas para exibir
diferentes estruturas e propriedades, ajustadas para diferentes condi¢cbes dos meios
fisioldgicos (LI et al., 2014). Este comportamento pode estar associado a exposi¢ao na
superficie da particula dos grupamentos amina dos comondmeros. Particulas do tipo
“hairy” foram sintetizadas por MARTIN-FABIANI et al. (2016) em polimerizagdo de
poli (&cido metacrilico). Em pHs baixos, as cadeias desses polimeros polares séo
protonadas e permanecem colapsadas contra o nlcleo da particula; a medida que o pH
aumenta, as cadeias desprotonam e se estendem.

No que se refere ao efeito do praziquantel sobre a estabilidade da emulsdo, o
farmaco afeta o equilibrio de cargas e afeta a estabilidade da emulsdo, principalmente no
momento em gue as taxas sao mais elevadas. Por exemplo, alteragdes foram visualizadas
por meio da formacdo de espuma e aumento de volume do meio reacional, sendo
necessario diminuir a temperatura e/ou agitacdo da reacdo para manter o controle.
VIEIRA (2014) também relatou efeito da na adicdo de PZQ na reacdo de polimerizacao
em suspensdo de MMA. Dessa forma, as demais reacdes foram realizadas com 10% de
comondmero e 20% de praziquantel. Nestas condi¢cdes, foram sempre atingidas altas
conversdes e obtidas nanoparticulas poliméricas estaveis ap6s 30 minutos de reacao
(Figura 4.24).
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Figura 4.24 - Perfis de conversdo nas reagdes P(MMA-co-DMAEMA) e P(MMA-co-
DEAEMA) conduzidas na auséncia e presenca (20%) de praziquantel.
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Os resultados obtidos para distribuices de tamanhos de particula para as reacdes
R26 a R29, em que foram usados 10% de comondmero e 20% de praziquantel, sdo
apresentados na Figura 4.25. Observa-se que foram geradas nanoparticulas com
distribuicbes mais estreitas. Novamente destaca-se o aumento do diametro com a
incorporagdo do farmaco. As particulas produzidas na presenca de DMAEMA
experimentaram alteracdes mais acentuadas, de 42,1 nm (R26-sem PZQ) para 141,2 nm
(R27-com PZQ) com uma populacdo razoavel acima de 200 nm, enquanto para o
DEAEMA foi de 53,4 nm (R28- sem PZQ) para 87,7 nm (R29- com PZQ).

Estes resultados apresentaram diametros maiores que os obtidos para as reacoes
R23 e R25, com a mesma quantidade de PZQ e menor carga de comonémero, indicando
qgue o aumento da carga do comonémero gera mais instabilidade. Neste caso, para as
reacfes R27 e R29 foi observada aglomeracdo 1h apds finalizar a reacdo. No entanto,
essas nanoparticulas foram caracterizadas com a finalidade de avaliar melhor os
fendmenos ocorridos, ja que existem métodos industrialmente empregados para o

tratamento das particulas apds o fim da reacéo.
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Figura 4. 25 - Distribui¢des de tamanhos de particula dos produtos finais das reagdes
conduzidas na presencga de 10% comondmeros e 20% de praziquantel.

As distribuicdes de massas molares apresentadas na Figura 4.26 apontam para o

mesmo comportamento relatado anteriormente sobre a influéncia do praziquantel,

DMAEMA, DEAEMA sobre a cinética de polimerizagdo. O aumento dos teores desses
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reagentes causou a reducdo das massas molares, embora tenham sido obtidas altas massas
molares, na ordem de 10° e 10° Da.

FREIBERG e ZHU (2004) observaram varias vantagens para nanoesferas
produzidas com altas massas molares. Nesses sistemas, a quantidade de produtos de
degradacdo e a massa do polimero permaneceram essencialmente constantes por longo
tempo enquanto que nas esferas constituidas por cadeias de baixa massa molar a
quantidade de produtos de degradacdo aumentou com o tempo, levando também a
diminuicdo de massa do polimero. Alem disso, as propriedades térmicas e mecanicas de
nanoesferas sdo menos sensiveis ao método de producdo quando apresentam massas

molares suficientemente altas.
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Figura 4.26 - Distribui¢cdes de massas molares de produtos finais das reagdes
conduzidas com 10% de comondmero e 20% de praziquantel.

A Figura Figura 4. 27 registra os resultados a respeito do efeito do diametro médios
de particula sobre as massas molares médias. Observa-se que 0 aumento do didmetro
médio provoca a diminuicdo da massa molar média, sugerindo que o0 mecanismo de
polimerizag&o pode ter sido controlado pela teoria cléssica de polimerizagdo em emulséo,
sendo o efeito de compartimentalizacdo dos radicais nas particulas responsavel pela
geracdo de polimeros com alta massa molar. Tal efeito ndo foi observado quando o
iniciador KPS foi usado. Observando-se um resultado contrario ao observado com o
iniciador AIBN, sua hidrofobicidade permitiu um melhor confinamento do radical na gota

de mondémero. De qualquer forma, é importante observar uma vez mais que o PZQ
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interage com o sistema reacional, exercendo papel classico de agente de transferéncia de

cadeia.
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Figura 4. 27 - Efeito do didmetro médio da particula nas massas molares médias nas

reacdes conduzidas com 10% de comondmero e 20% de PZQ.

As andlises térmicas permitiram avaliar as interagfes do farmaco com o polimero.
A curva de DSC do praziquantel, apresentada na Figura 4.28, mostra um pico
endotérmico em 140,65 °C, que € caracteristico do ponto de fusdo da mistura racémica do
farmaco conforme registros da literatura (ANVISA, 2010; TRASTULO et al., 2015;
MAINARDES et al., 2006). Devido ao estado amorfo do polimero ndo se observa
nenhum pico de fusdo para as nanoparticulas. Na Figura 4.28, as nanoparticulas (R21,
R27) carregadas com o farmaco também ndo mostraram o pico endotérmico caracteristico
do praziquantel. Este resultado mostra que o farmaco esta disperso no seu estado amorfo
na matriz polimérica, o que € adequado para aplicacdes de liberacdo de farmaco.
Enguanto, a nanoparticula derivada da reacdo R29 (PMMA-co-DEAEMA-PZQ)
apresenta o pico endotérmico com menor intensidade deslocado para esquerda, sugerindo
indicios de cristais de PZQ. O deslocamento do pico de fusdo do PZQ provavelmente esta
associado ao PMMA, pois nesse sistema se comporta como um diluente.

As analises de caracterizacdo por FTIR foram realizadas para avaliar possiveis
interacdes entre farmaco e polimero por meio das alteragdes na frequéncia e intensidade
dos picos de absorgdo de vibracOes caracteristicas de grupamentos quimico da amostra.
(MAINARDES et al., 2006). No entanto a copolimerizag¢do nao pode ser identificada por
esta técnica devido a sobreposicdo das bandas, uma vez que PMMA, PDMAEMA e

87



PDEAEMA possuem um grupo carbonila C=0 associados a banda posicionada em 1720
cmt (HU et al., 2014).
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Figura 4. 28 - Termogramas de DSC dos produtos finais das rea¢cdes conduzidas com

10% de comondmero e 20% de praziquantel.

A Figura 4.29 mostra o espectro de FTIR do praziquantel livre e das
nanoparticulas produzidas nas reacdes R15, R26, R27, R28 e R29, mostrando bandas
caracteristicas dos seus grupos funcionais do farmaco. As absorcdes fortes em 2900 cm™*
e 3000 cm™ correspondem aos grupos —CH, —CH,, —CHs, com bandas localizadas em
1640 cm™ (—~C=0), 1000-1350 cm™ (-C-N) e 1630 cm™ (anel aromatico), conforme
reportado na literatura (TRASTULO et al., 2015; MAINARDES et al.,2006). As demais
bandas estdo relacionas com absor¢do dos grupos funcionais constituintes da estrutura
polimérica. A banda localizada em aproximadamente 2950 cm™ corresponde & ligagéo C-
H dos carbonos alifaticos, O-CH3 (2850-2815 cm™), -C=0 (1650-1790 cm™), —CHjs
(1430-1470 cm™), de acordo com SHI et al. (2015) e MENDES et al. (2012).

Os resultados de FTIR mostram semelhanga para os espectros das nanoparticulas
poliméricas, uma vez que ambos possuem bandas caracteristicas semelhantes. Os
espectros das nanoparticulas carregadas com praziquantel mostram a banda localizada em
1640 cm™, referente ao farmaco, sugerindo a presenca de farmaco e a auséncia de
interacdo quimica entre farmaco e polimero, resultado que reafirma a observacdo da

caracterizagéo por DSC.
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Figura 4. 29 — Espectros de FTIR dos produtos finais das reacdes conduzidas com 10%

de comonémero e 20% de PZQ.

A Figura 4.30 mostra os espectros de correlacdo dos produtos obtidos em relagédo
aos espectros dos produtos obtidos sem PZQ, ficando claro que a presenca do PZQ
perturba os espectros, confirmando a sua presenga.

ARAUJO et al. (2017) estudaram o efeito do 6leo de soja para producdo de
dispersoes liquidas de praziquantel e observaram que farmaco pode interagir tanto com a
fase oleosa quanto com o surfactante na interface 6leo/agua. Dessa forma, os autores
sugerem que uma quantidade do farmaco fica adsorvida no filme de surfactante. Assim,
a ancoragem de PZQ na interface dleo/agua poderia induzir uma adsor¢do competitiva
com moléculas de surfactantes, deslocando-as e induzindo um efeito desestabilizador.
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Figura 4. 30 - Correlagéo entre as transmitancias dos espectros de FTIR dos produtos
finais obtidos nas reagdes com 10% de comonémero (a) PMMA, (b) P(MMA-co-
DMAEMA) e (c) P(MMA-co-DEAEMA), com e sem PZQ.

As micrografias para as particulas R15, R21, R26-R29, amostras preparadas com
teores maximos de PZQ e comondmeros, estdo apresentadas na Figura 4.32. As imagens
de microscopia eletrénica de varredura (MEV), que propiciam conhecimento sobre a
morfologia e tamanho, mostram diferentes estruturas na forma de aglomerados e bastes.
Durante as analises de MEV, houve dificuldades para a geracdo de imagens com boa
resolucdo devido ao carregamento eletrostatico, proveniente do acumulo de cargas na
amostra. As imagens, obtidas com uma régua de 1um, possibilitaram a visualizagdo das
nanoparticulas aglomeradas, comportamento comum ap06s processo de secagem segundo
registros da literatura (HUNTER et al., 2012; ULBRICH et al., 2016). Nas imagens das

particulas com praziquantel, podem ser identificados bastfes referentes aos cristais do

90

1
125



farmaco sinalizados por setas, assim como verificado por FONSECA et al. (2013a) e
LORENA (2014).

Os cristais estdo associados com a existéncia de praziquantel ndo encapsulado ou
originados a sua cristalizacdo de PZQ dissolvido na agua. COSTA et al. (2016)
observaram que o PVP aumentou a solubilidade do fA&rmaco na presenga de &gua utilizada
na composicdo do solvente, induzindo a recristalizagdo. ARAUJO et al. (2014)

observaram o efeito similar em emulsdes O/A.

11/27/2017 |dwell| HV | WD | mag OI| det |spot| —— 2 pm ———

11:16:09 AM ‘ 10 ps | 10.00 kV|10.0 mm 40 000 x |[ETD| 2.5 | IME

(Figura 4.31 — Micrografias das nanoparticulas obtidas ao final das reagdes (A)R15:
PMMA, (B)R21: PMMA-PZQ (C) R26:P(MMA-co-DMAEMA), (D) R27:P(MMA-co-
DMAEMA)-PZQ, (E) R28:P(MMA-co-DEAEMA), (F) R29:P(MMA-co-DEAEMA)-

PZQ - continua na préxima pagina).
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Figura 4.32 - Micrografias das nanoparticulas obtidas ao final das reacdes (A)R15:
PMMA, (B)R21: PMMA-PZQ (C) R26:P(MMA-co-DMAEMA), (D) R27:P(MMA-co-
DMAEMA)-PZQ, (E) R28:P(MMA-co-DEAEMA), (F) R29:P(MMA-co-DEAEMA)-
PZQ.

A Tabela 4.11 apresenta os valores de potencial zeta, mostrando cargas negativas
e com o maior em valor absoluto para 0 PMMA. Observa-se a mesma influéncia dos
comondmeros sobre a carga da superficie. A presenca do farmaco impactou pouco nos
valores de potencial zeta. Este resultado mostra que estabilidade do latex formado com
comondmeros e PZQ exige uma maior repulsdo eletrostatica, ou seja, maiores valores
absolutos de valores de potencial zeta uma vez que as nanoparticulas copoliméricas (R26
e R28) ndo apresentaram aglomeracao.

No que se refere a influéncia dos comondmeros, a diminuicdo do potencial mostra,
mais uma vez, que as bases poliméricas DMAEMA e DEAEMA tendem a acumular na
superficie das particulas. A presenca dos grupos de amina terciaria na superficie altera o
potencial zeta e a hidrofilicidade das nanoparticulas, propriedades importantes para o
comportamento das nanoparticulas in vivo.

HU et al. (2014) avaliaram nanoparticulas de P(S-co-DMAEMA) obtidas via
técnica de polimerizagdo em emulsdo, utilizando como iniciador AIBN, LSS como
surfactante e um farmaco hidrofobico como modelo. Os autores observaram uma
quantidade consideravel de unidades de DMAEMA na superficie, influenciando a
hidrofilicidade e o potencial zeta das nanoparticulas.

Os resultados das analises para eficiéncia de encapsulamento a partir do latex, séo
apresentados na Tabela 4. 11, sendo igual a 98,93 % para o PMMA (R21), igual a 95,74%
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para 0 PMMA-co-DMAEMA (R27) e igual 97,47 % para 0 PMMA-co-DEAEMA (R29).
As particulas apresentaram altas taxas de eficiéncia de encapsulamento, umas das
caracteristicas da incorporacdo in situ nas reacdes de polimerizagdo (MOREIRA et al.,
2014). Como discutido anteriormente, a afinidade dos comondmeros pela fase aquosa
pode viabilizar, juntamente com o LSS e temperatura de 80 °C, o transporte parcial do
PZQ para a agua. A nanoparticula com DMAEMA (R27) por conta da sua maior
hidrofilicidade, permite que uma quantidade de 192 mg de praziquantel permaneca na
forma livre e ndo encapsulada. Embora esse valor seja baixo, segundo FONSECA (2012),
é suficiente para conferir o caracteristico sabor amargo para o produto. Por isso, a
eventual remocdo de fase aquosa pode ser importante para o produto final.

A incorporacdo de comondmero nas nanoparticulas iniciadas por AIBN foi baixa,
igual a 6,18% para 0 DMAEMA e 2,22 % para 0 DEAEMA. Portanto, a polimerizacao
na fase aquosa permite aumentar o contedo de comondmero no produto final como
imaginado. Isto possibilita a migracdo do comondmero para a fase aquosa diminuindo a

eficiéncia da copolimerizacdo se o iniciador € apolar.

Tabela 4. 11 - Propriedades dos polimeros finais obtidos na auséncia e presenca de
(20%) de praziquantel

Tamanho médio

Massa Molar da particula Potencial Eficiénciade Comondmero
Reagdes ro v 10° Mwx 10° IP Encapsulamento incorporado

(d.nm) IP Zeta o o

(Da) (Da)  (Mw/Ma) (%) (%)
R15 410 930 2,26 73,6 0,25 -38,9+2,9 - -

R26 74 1213 16,34  42,1+0,2 0,13 5,2+2,6 - 6,18

R28 52 152 292  534+0,6 0,29 -17,1+£0,6 - 2,22
R21 60 146 242 68,8+1,8 0,27 -41,5£0,3 98,93 £0,06 -
R27 25 46 1,83  141,2+0,7 0,21 -19,3£3,9 95,74+ 0,27 -
R29 29 55 1,89  87,7+0,8 0,25 -18,8+0,7 97,47+0,13 -
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4.3.3 Ensaios de liberacdo do PZQ a partir da matriz polimérica

Os ensaios de liberacdo foram primeiramente realizados com o latex. Contudo, a
viscosidade do latex dificultava a determinacdo experimental, gerando perfis de liberacéo
ndo confidveis. Por esse motivo, os ensaios foram conduzidos com as nanoparticulas
secas.

O comportamento desejado da liberagdo de farmacos deve estar diretamente
relacionado a estabilidade do farmaco e aos resultados terapéuticos. A taxa de liberacao
a partir das nanoparticulas como mencionadas anteriormente depende de muitos fatores,
como: (1) dessorcdo do farmaco ligado/adsorvido a superficie, (2) difusdo nas
nanoparticulas, (3) erosdo das nanoparticulas, (4) existéncia de processos combinados de
erosao/difuséo.

Na Figura 4.33 estdo apresentados os perfis de liberacdo obtidos para as
nanoparticulas secas em pH 6,8 e 2,0, simulando condig@es do trato gastrointestinal. E
possivel notar que existe um efeito de “burst release”, com uma liberagdo répida nos
primeiros minutos. Este comportamento pode ser atribuido a liberacdo de uma fracdo do
farmaco localizado nas proximidades da superficie das particulas, de acordo com
MOUSTAFA et al. (2012) e LU et al. (2011). A intensidade da liberagdo depende da
afinidade do farmaco com o polimero e a fase aquosa, assim como da natureza do
polimero. Também deve ser considerada a possibilidade de haver farmaco localizado na
superficie das particulas, resultante também de recristalizacdo, como identificado nos
ensaios de FTIR e de MEV.

Apos cerca de 30 mim, a liberacdo permaneceu praticamente estagnada num
méaximo de 21,4 % para R29 no pH 6,8. Este resultado contraria 0 comportamento
esperado para um polimero catibnico, ja que se esperava obter a maior liberacdo no pH
2, devido a protonacdo do polimero e inchamento das particulas. Além deste
comportamento inesperado para o pH, os valores de liberacdo foram baixos. Esperava-se
que o uso de teor adicional de 6leo mineral poderia conduzir a formacgdo de uma matriz
mais porosa, permitindo a liberacdo com maior eficiéncia, como observado por
FONSECA (2012), que também realizou ensaios de liberagdo com nanoparticulas de
PMMA produzidas a 80 °C. Neste trabalho foi observado que em pH 2 e na auséncia de
oleo foi obtida uma liberagéo de 10%. Aumentando o teor de 6leo para 30% foram obtidos

aproximadamente 39% de liberagéo de PZQ.
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Os resultados mostram que ndo houve diferenga expressiva para os dois pHs
analisados, mas os resultados foram muito similares aos obtidos por FONSECA (2012).
Logo, parece importante destacar que ha efeitos secundarios que controlam a taxa de
liberacdo, ndo diretamente associados a composicdo do copolimero, nas condicbes
avaliadas. Um desses fatores pode ser a barreira elétrica imposta pelo surfactante, como
discutido por ARAUJO et al. (2017).

A PMMA-pH2 O PMMA-pH6.8
. A P(MMA-CO-DEAEMA) 90-10PH2 @ p(MMA-co-DEAEMA) 90-10 pH 6.8
P(MMA-co-DMAEMA) 90-10 pH 2 P(MMA-co-DMAEMA) 90-10 pH 6.8
80 +
;\? 60 <
o
T
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o
S 40
0
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Figura 4. 33 - Perfis de liberacdo do praziquantel a partir nas nanoparticulas de PMMA,
P(MMA-co-DMAEMA), P(MMA-co-DEAEMA) contendo 10% de comondmero e
20% de PZQ em relacédo a carga organica permitiu obter pH 6,8 e 2,0.

4.3.4 Conclusdes Parciais

A reducdo do teor de co-estabilizante de 23% para 10% em relacdo a carga
organica permitiu obter garantiu nanoparticulas com tamanhos inferiores a 100 nm, com
altas conversdes de mondmero, distribui¢cGes de tamanho estreitas e massas molares com
baixos indices de polidispersdo. Nessas condi¢des foram obtidas altas taxas de eficiéncia
de encapsulamento do farmaco. No entanto, a presenca de praziquantel afetou a
estabilidade do latex, conforme resultados apresentados por potencial zeta, FTIRe MEV.
Através das analises de DSC observaram que o farmaco esta disperso no seu estado
amorfo e na matriz polimérica.

As taxas de liberacdo do praziquantel foram muito baixas. Nas condigdes
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estudadas, foram definidos como adequado os teores de 10% de comondmero e 20% de
PZQ para os ensaios, ndo tendo sido observadas diferencas expressivas para os diferentes
pHs. Como o estado da superficie das nanoparticulas pode afetar os perfis de dissolucéo,
entdo, procurou-se utilizar um surfactante catiénico para estabilizar as cargas positivas na

superficie e melhorar o desempenho do sistema.

4.4 Reac0Oes de Polimerizacdo — Meio 111

Nesta secdo sdo apresentados os resultados obtidos usando um surfactante
catibnico. A nova composi¢do tinha como objetivo de aprimorar a estabilidade da
emulsdo apds o término da reacdo e melhorar o desempenho do processo. O brometo de
cetil trimeti amonio (CTAB) é largamente usado para esse fim, apresentando uma cabeca
hidrofilica com carga positiva, massa molar de 364,5 g/mol e CMC a 25°C de 0,092 mol/L
(DALTIN, 2011). A Figura 4.34 mostra a estrutura molecular do CTAB.

-
sl N N e W ol W PR

Br

Figura 4.34 - Estrutura quimica do surfactante catiénico CTAB.

Inicialmente foram realizados testes preliminares com o surfactante CTAB e 0
iniciador KPS na presenca do comondmero DMAEMA (1%) sem o praziquantel; porém,
depois de 15 min de reacdo, ocorreu aglomeracdo, comprometendo as andlises de
caracterizacdo que nédo foram realizadas. Resultado similares ocorreram na presenca do
iniciador AIBN, tanto na presenca como na auséncia do farmaco. Provavelmente, a
interacdo do surfactante catidbnico com o DMAEMA ndo é sinérgica para este sistema
com a consequente impossibilidade de obtencdo de um latex estavel. Provavelmente este
comportamento esta associado a densidade de carga desse sistema, 0 que sera melhor
discutido na Secéo 4.4.2.

As quantidades utilizadas no estudo estdo apresentadas na Tabela 4. 12. O novo
teor de 3% (0,72 g) de surfactante, em relacéo a fase organica, foi baseado no trabalho de
CAMPOS et al. (2017). As demais quantidades dos componentes da fase aquosa sao
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0,073g, 0,249 e 55¢g, de agente tamponante, iniciador e agua. O teor de co-estabilizante

foi mantido em 10% em relag&o a carga organica (2,49).

Tabela 4. 12- Quantidades dos componentes utilizados nas reacdes de Meio I11.

Componentes (g)

ReacOes Legenda

MMA  DMAEMA DEAEMA PZQ
R30 PMMA 21,6 0 0 0
R31 PMMA-PZQ 21,6 0 0 4,8
R32 P(MMA-co-DMAEMA) 19,4 2,16 0 0
R33 P(MMA-co-DMAEMA)-PZQ 19,4 2,16 0 4,8
R34 P(MMA-co-DEAEMA) 19,4 0 2,16 0
R35 P(MMA-co-DEAEMA)-PZQ 19,4 0 2,16 4,8

4.4.1 Conversao

Os perfis de conversdo obtidos estdo apresentados Figura 4.35 para comparacéo

dos dois surfactantes utilizados nesse trabalho. Na auséncia do praziquantel (Figura 4.

35a) e ap6s 30 min de reacdo, a conversdo atingiu valores cerca de 100% e o CTAB nao

apresentou qualquer efeito inibidor. Porém, na presenca do praziquantel (Figura 4.35b),

a conversao caiu para 78,3% (R35) e 82,9 (R31), confirmando uma vez mais o efeito

inibidor sobre a cinética de polimerizacdo. VIEIRA (2014) encapsulou praziquantel em

microcépsulas de PMMA preparadas a partir da técnica de polimerizacdo em suspensao.

Nestes ensaios foi observada uma autoaceleracdo da conversdo na presenca do farmaco,

atribuida ao aumento da viscosidade no meio.
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Figura 4. 35 - Perfis de conversédo das rea¢cdes conduzidas na presenca dos surfactantes
CTAB e LSS na auséncia (A) e presenca (B) de PZQ.

4.4.2 Distribuicdo de Tamanho e Potencial Zeta

Os resultados das anéalises de DTP (Figura 4.36a) mostram que a distribuicéo
estreita e similares em todos o0s casos indica a predominancia do mecanismo de nucleagéo
nas gotas para este sistema. Os tamanhos foram, contudo, maiores que 0s obtidos com
LSS (Tabela 4. 14).

Os calculos usados para a quantificacdo do percentual de surfactante livre e
apresentados no APENDICE I, mostram que ndo devem existir micelas por excesso de
surfactante nessas condigdes.

As medidas de potencial zeta, expostas, na Tabela 4. 14 indicam valores positivos
proveniente da carga do surfactante catiénico. Resultado de acordo com os obtidos por
CAMPOS et al. (2017). Conforme pode ser observado na Tabela 4. 14, o potencial zeta
€ menor para as particulas com DMAEMA, que possui uma carga relativamente baixa,
quando comparado com o DEAEMA, com peso molecular similar. O grupo etila torna a
molécula de DEAEMA mais positiva, pelo fato de ser um melhor doador de elétrons do
que o grupo metila associado ao DMAEMA. Consequentemente, a repulsdo eletrostatica
é maior com 0 DEAEMA, permitindo assim a formagédo de um latex mais estavel, como
descrito por MANGANIELLO et al. (2012).

As nanoparticulas carregadas com praziquantel exibem menores valores do

potencial, sugerindo uma vez mais que a presenca do PZQ afeta o balanco de cargas da
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superficie. Nesse caso, 0 praziquantel parece atuar como uma carga negativa, reduzindo
0 potencial positivo. A reagdo R32 conduzida na presenca de DMAEMA com AIBN,
formou aglomerados apds 1 h de inicio da reacéo.

——PMMA —— P(MMA-co-DEAEMA) 15 -

154 ——PMMA-PZQ ——— p{MMA-ca-DEAEMA}-PZQ — 120 min
——1Dia
— 7 Dias

Intensidade (%)
Intensidade (%)

| 0

T T T T

T T T T T 1
0.1 1 10 100 1000 10000 0.1 1 10 100 1000 10000

Tamanho {d. nm) Tamanho {d. nm)
(A) (B)

Figura 4. 36 - (A) Distribuicdes de tamanhos de particula dos produtos obtidos nas

reacdes conduzidas com CTAB e (B) evolugédo dos tamanhos ao longo dos dias do
produto da reagdo P(MMA-co-DEAEMA)-PZQ.

O valor de o potencial zeta estd relacionado com a estabilidade coloidal, pois
indica o grau de repulsdo eletrostatica entre particulas dispersas. No caso das reagdes com
comondémero e PZQ (R33 e R35), um valor absoluto do potencial zeta acima de 50mV
indica uma composicdo estavel e com boa resisténcia contra a agregacdo de particulas.

A superficie das nanoparticulas € muito importante para sistemas de entrega de
farmacos. Geralmente, nanoparticulas convencionais (sem modificacdo da superficie) e
particulas carregadas negativamente podem ser rapidamente opsonizadas e massivamente
liberada pelos macréfagos. O sistema reticuloendotelial, principalmente o figado e baco,
constitui um grande obstaculo para a circulacdo das particulas, devido a capacidade de
reconhecer 0s sistemas nanoestruturados, removendo-os da circulacdo e,

consequentemente, evitando a entrega efetiva dos farmacos (REIS et al., 2006).

4.4.3 Distribuicéo de massas molares

A determinacdo da distribuicdo de massa molar das nanoparticulas, preparadas

com surfactante CTAB, foi realizada pela analise de viscosidade devido sua solubilidade
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parcial em THF. Também foi utilizado outro meio fluido (HFIP) para gerar as
distribuicfes de massas molares como expostas na Figura 4.37. I1sso mostra a mudanca de
natureza dos polimeros produzidos.

A analise de massa molar das reacdes R31 e R34 apresentaram distribuicGes largas
e indice de polidispersdo altos. Ademais, ndo seguiram 0 mesmo comportamento
observado nas outras SecOes. Parecem existir muitas varidveis que devem ser
consideradas simultaneamente, requerendo investigacdo mais profunda sobre o
mecanismo de polimerizacdo. Na Tabela 4. 13 estdo dispostas as massas molares médias
obtidas para as condigdes propostas. A massa molar viscosimétrica (My) € um valor
obtido a partir da viscosidade intrinseca e esta situada entre My e M.

Observa-se uma vez mais o efeito de agente de transferéncia de cadeia exercido
pelo PZQ, em particular na analise do My, dado que a presenca do PZQ afeta a viscosidade

do meio que escoa no capilar e reduz a massa efetiva de polimero na amostra.

PMMA
PMMA-PZQ
P(MMA-DEAEMA)
P(MMA-DEAEMA}-PZQ)

*4L 0D

Resposta Normalizada

Massa Molar (Da)
Figura 4. 37 - Distribuicdo de massa molar das nanoparticulas obtidas com CTAB.

100



Tabela 4. 13 - Massas molares obtidas os produtos finais obtidos nas reagdes

conduzidas com o Meio IlI.

Massa Molar
Reacdes Legenda My x 10° Mnx 100 Mw x 10° IP
(Da) (Da) (Da) (Mw/Mn)

R30 PMMA 519 466 812 1,74
R31 PMMA-PZQ 14 77 320 4,15
R32 P(MMA-co-DMAEMA) 456 - - -
R33 P(MMA-co-DMAEMA)-PZQ 97 - - -
R34 P(MMA-co-DEAEMA) 423 232 1445 6,21
R35 P(MMA-co-DEAEMA)-PZQ 71 351 725 2,06

4.4.4 Analises Térmicas

As andlises térmicas permitem avaliar a interacdo entre o farmaco e o polimero,
mostraram resultados similares as obtidas para as nanoparticulas produzidas com
surfactante anibnico; ou seja, a alteracdo do surfactante, manteve a dispersdo do
praziquantel na forma amorfa dispersa em uma solucdo com a matriz polimérica (Figura
4.38). LEKSHMI et al. (2010) também ndo observaram interacdes da carga de repaglinida

em nanoparticulas de PMMA por meio das analises de DSC.

| P(MMA-co-DEAEMA) - PZQ

T P(MMA-co-DEAEMA)

P(MMA-co-DMAEMA) - PZQ.

P(MMA-co-DMAEMA

T N

T T T T T T - T T T . ]
25 50 75 100 125 150 175 200

Fluxo de Calor - Endo Up (mW)

Temperatura (2C)
Figura 4. 38 - Termograma de DSC dos produtos finais obtidos nas rea¢6es conduzidas

com CTAB.
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A Figura 4.39 mostra os resultados para as caracterizagdes por FTIR e apresenta
resultados similares aos obtidos na se¢do anterior. A analise dos espectros mostra que o
farmaco ndo apresenta interacdo molecular com o polimero uma vez que a banda
caracteristica em 1640 cm™ e associado ao grupo (-C=0) do praziquantel aparece no
espectro das nanoparticulas carregadas com PZQ. A Figura 4.40 mostra as correlacfes
espectrais para as nanoparticulas preparadas com CTAB e ndo apontaram uma
modificacdo tdo acentuada em decorréncia do uso do farmaco, como as que foram obtidas
com LSS (Figura 4.30). Estes resultados indicam que o praziquantel pode estar
principalmente disperso na matriz polimérica e pouco disponivel na superficie, mas

suficiente para afetar o balango de cargas como apresentado nos resultados de potencial

zeta.
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Figura 4. 39 - Espectros de FTIR das nanoparticulas obtidas com CTAB.

A anélise de eficiéncia de encapsulamento e incorporagdo do comondmero para
amostras preparadas obtidas com a reacdo R33 (P(MMA-co-DMAEMA)-PZQ) néo foi
realizada devido sua aglomeracdo ainda no reator. As demais reagdes resultaram em alta
eficiéncia de encapsulamento cerca de 98% da quantidade inicial inserida (Tabela 4. 14),
mostrando que a alteracdo de surfactante ndo impactou esses resultados. A quantidade
ndo encapsulada pode ser atribuida & perda de material ou migracdo para a fase aquosa.

FONSECA et al. (2013a) que obtiveram 80% de eficiéncia de encapsulamento para NPs
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de PMMA com 6% de PZQ e sem co-estabilizante a 80 °C. Apenas nas reacgdes

conduzidas a 90 °C alcancaram 99% de eficiéncia de encapsulamento. Isso pode indicar

uma vantagem comparativa do uso do surfactante catiénico.
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Figura 4. 40 - Correlacdo entre as transmitancias dos espectros de FTIR dos produtos
finais obtidos nas rea¢6es conduzidas com CTAB (a) PMMA, (b) P(MMA-co-
DMAEMA) e (c) P(MMA-co-DEAEMA) com e sem PZQ.

minimizou migracdo do comonémero para fase aquosa.

A anélise de H-RMN permitiu calcular a incorporagdo do monémero DEAEMA
e apontou 10,54% da quantidade inserida inicialmente, que corresponde a total
incorporagdo do material. A alteracdo do surfactante possibilitou o aumento de

incorporacdo de comondmero, provavelmente porque a carga positiva da superficie

103



Tabela 4. 14 - Propriedades das nanoparticulas poliméricas obtidas com CTAB.

Tamanho médio Eficiéncia de Comondmero

; Potencial .
Reagdes  da particula Zeta Encapsulamento incorporado

(d.nm) IP (%) (%)
R30  82,7£0,9 0,16 59,3+2,3 - -
R31  932+1,0 025 453+2.4 98,82+0,5 -
R32  120,740,9 0,18 48,2+0.8 - -
R33 2482404 021 43,9+0,1 - -
R34 953422 0,18 59,0+2,1 - 10,54
R35 106,6+0,6 0,18 54,7+1,3  98,84+0,12 -

4.4.5 Microscopia Eletrénica de Varredura

As imagens de MEV apresentadas na Figura 4.42 mostram, apds processo de
secagem, nanoparticulas com formato esférico e agregadas, ndo sdo observados vestigios
de cristais de praziquantel na superficie, como observado no Meio Il. A carga elevada de
superficie pode prevenir a migracdo do PZQ e do monémero para a fase aquosa,

minimizando o efeito de recristalizacdo do PZQ.

(Figura 4. 41 - Micrografias das nanoparticulas obtidas nas reacdes concitizidas
com CTAB (A) PMMA, (B) PMMA-PZQ, (C) P(MMA-co-DEAEMA), (D) e (E)
P(MMA-co-DEAEMA)-PZQ — continua na proxima pagina)
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Figura 4. 42 - Micrografias das nanoparticulas obtidas nas rea¢des conduzidas com
CTAB (A) PMMA, (B) PMMA-PZQ, (C) P(MMA-co-DEAEMA), (D) e (E) P(MMA-
co-DEAEMA)-PZQ.

4.4.6 Ensaios de liberacdo do PZQ a partir da matriz polimérica

Os ensaios de liberagdo do PZQ em meio fisioldgico (pH 2 e 6,8) foram realizados
com latex em béquer com 25 mL de meio e com nanoparticulas secas no dissolutor com
900 mL de meio, objetivando determinar a influéncia do surfactante CTAB no processo
de dissolucdo do farmaco a partir da matriz polimérica. Os perfis de liberacdo obtidos séo

apresentados nas Figura 4.43 e 4.44 mostram diferencas na cinética de dissolucdo entre
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0s ensaios conduzidos no béquer e no dissolutor. Os resultados foram similares entre si,
embora 0s ensaios no béquer apresentem “burst” inicial mais intenso.

A maior concentracdo de farmaco no meio (0,67 g/L) nos ensaios com béquer
possa ter ocorridos maiores erros durante a retirada de aliquotas, através de remocéo de
particulas do meio, dando origem aos resultados obtidos. E importante destacar que o uso
do filtro na faixa micrométrica ndo garante uma eficiente filtracdo das nanoparticulas. No
entanto, os resultados convergem ao final da anélise, para os dois métodos, indicando a
mesma intensidade de liberagé&o.

As nanoparticulas apresentam boa redispersdo no meio, porém os valores de
liberagcdo para ambos os pHs ainda sdo muito baixos. O valor desejado para liberacao
seria de 70% em 1lh (BRASIL, 2010). Também ndo foram observadas variacdes
expressivas de desempenho entre os pHs testados, apesar de ter sido incorporado 10,5 %
de DEAEMA na auséncia do praziquantel. A protonacgao do grupo amina néo resultou em
aumento da taxa de liberacdo do farmaco.

Da mesma forma a sintese de nanoparticulas com grande area superficial ndo foi
efetiva para promover altas taxas de liberacdo. Como afirmado anteriormente, existem
outros fatores que estdo relacionados também com a liberacdo do farmaco, incluindo a
estrutura do polimero, a concentracdo do polimero, a de expanséo do volume da particula
e a interacdo entre o polimero e o farmaco. Além do mais, (YOU e AUGUSTE (2008)
comentam que o inchamento pode estar associado com a capacidade de o farmaco
desenvolver interagdes fortes com a matriz polimérica e que a alta viscosidade do meio
pode causar resisténcia ao transporte do farmaco para o meio.

Nesse ponto, € preciso considerar alguns fatos. Em primeiro lugar, os resultados
aqui obtidos sdo similares aos obtidos por (FONSECA, 2012), quando usou MMA puro
e baixo conteudo de 6leo. Isso confere consisténcia aos valores apresentados. Para atingir
taxas de liberacdo préximas de 100%, FONSECA (2012) adicionou 30% de 6leo e um
agente reticulante (EGDMA) para formar uma estrutura porosa e de baixa resisténcia a
difusdo. Em segundo lugar, PAIVA (2017) mostrou que a adicdo de mondmeros
catiénicos a0 MMA em polimerizagdes em suspensao introduz o efeito de sensibilidade
ao pH de forma marcante, permitindo altas liberagfes do farmaco em menos de 1 hora
em pHs acidos, quando particulas de 75 pm sdo usadas nos ensaios.

Combinando esses dados, parece razoavel admitir que a resisténcia ao transporte
do PZQ nas nanoparticulas é oferecida pela barreira elétrica do surfactante e pela

viscosidade elevada do meio polimérico. Sendo assim, o sistema devera ser adaptado as
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condicBes mais proximas das sugeridas por FONSECA (2012), como meio de permitir o

melhor controle sobre as taxas de liberacdo do farmaco, na presenca dos monémeros
catidnicos.
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Figura 4. 43 - Ensaio de liberacdo em pH 2 dos produtos das reacdes R31 e R35

realizados no béquer e no dissolutor.
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Figura 4. 44 - Ensaio de liberagdo em pH 6,8 dos produtos das reacdes R31 e R35

realizados no béquer e no dissolutor.
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4.4.7 Conclusdes Parciais

A alteracdo de surfactante para um com natureza cationica possibilitou a producéo
de nanoparticulas estaveis, sem ocorréncia de aglomeracdo depois de finalizada a reacao.
A caracterizacdo dos produtos preparados, identificaram-se boas propriedades para uso
como carreadores de farmacos.

No entanto, como os perfis de liberagcdo do praziquantel continuaram a revelar o
comportamento similar aos da etapa anterior, com baixas taxas alcancadas e diferencas
de desempenho pouco significativas entre os pHs. Isso permite especular que outros
fatores estejam controlando as taxas de liberacao, além do possivel inchamento da cadeia
polimérica promovida pela protonagdo dos comondmeros catidnicos, como a intensidade
de barreira elétrica e a viscosidade do meio. Sugere-se, portanto, a continuidade dos
estudos com uso de maiores quantidades de Oleo e de agentes reticulantes, como
recomendado por FONSECA (2012).
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CAPITULO V

Conclusodes

O trabalho desenvolvido permitiu demonstrar a viabilidade da producédo de
nanoparticulas poliméricas baseadas em MMA com mondmeros cationicos pela técnica
de polimerizagdo em miniemulsdo na presenca de surfactante anidnico, com alta
incorporagdo dos comonémeros verificada pela analise de H-RMN.

Constatou-se que a presenca do praziquantel afeta o equilibrio do processo,
podendo promover a aglomeracdo depois de finalizada a reacdo. Além do mais, o
farmaco e o comonémero exercem efeitos significativos sobre a cinética da
polimerizag&o, deslocando as massas molares para valores menores.

Destaca-se que o iniciador AIBN possibilitou obter nanoparticulas com maior
conversao, melhor controle dos tamanhos de particula e melhor estabilidade na presenca
do PZQ.

A reducdo do teor de co-estabilizante ndo provocou diferenca expressiva nas
caracterizacdes das nanoparticulas. Por isso, decidiu-se definir o teor de 10% de 6leo
mineral como co-estabilizante.

O aumento dos teores de fa&rmaco e comondmeros exercem forte influéncia sobre
a estabilidade da reacdo. O teor maximo e que se conseguiu incorporar nas nanoparticulas
foi 20% de PZQ em relacdo a carga organica e 10% de comondmeros em relacdo a carga
de monbémeros. Essas nanoparticulas ndo apresentaram nas analises de DSC e FTIR
interagcBes entre farmaco e polimero, porém anélises de FTIR e MEV atestaram a
modificacdo da superficie, sendo detectados cristais de PZQ na forma de bastdo,
sugerindo a cristalizacdo do farmaco. Os ensaios de liberacdo de PZQ geraram taxas
baixas e sem diferenca de desempenho nos diferentes pHs analisados.

As nanoparticulas preparadas com surfactante catidbnico mostraram boas
propriedades fisico-quimicas, evitando em particular a aglomeracéo e a cristalizagdo do
PZQ. Ademais, verificou-se atraves de resultados de potencial zeta que o uso do
comondmero DEAEMA resulta em maior densidade de carga na superficie das particulas,

quando comparado com o DMAEMA. Entretanto, os ensaios de liberacdo continuaram a
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apresentar taxas de liberacdo baixas, de modo que outros fatores controlar as taxas de
liberacdo, como a barreira elétrica de superficie e a viscosidade interna das particulas.

5.1 Perspectivas para trabalhos futuros

Para pesquisas futuras, sugerem-se estudos para avaliar a cinética de
polimerizagdo do MMA na presenca dos comondmeros, a fim de compreender seu efeito
sobre as massas molares e a composi¢do do copolimero. Além disso, outras andlises,
como de variacdo do potencial zeta com o pH, de microscopia de forca atdmica e de
microscopia eletrénica de transmissdo devem ser realizados com a finalidade de
caracterizar melhor a superficie das particulas e permitir estudar melhor a distribuigdo das
cargas expostas.

Visto que o surfactante catidnico proporcionou melhor estabilidade do latex, seria
interessante realizar outras reacdes na tentativa de aumentar o teor de praziquantel e do
mondmero DEAEMA, com a finalidade de obter melhores perfis de liberagdo. Assim,
como maiores teores de 6leo e agente reticulante para promover uma matriz mais porosa
e facilitar o transporte do farmaco. O aumento do teor de praziquantel € um ponto critico,
porque pode alterar a estabilidade do sistema e estd associado com a dosagem do
medicamento, considerando que serd adicionado outros componentes na formulagéo,
influencia na quantidade a ser ingerida.

Recomenda-se realizar testes de citotoxicidade para analisar se 0s componentes
oferecem algum dano celular.

Por fim, como ndo existe um protocolo estabelecido para conduzir os ensaios de
liberagdo a partir das nanoparticulas, os melhores resultados obtidos devem ser usados
como base para conduzir ensaios de liberacdo in vivo, para verificagdo de eficiéncia do

carreador e de liberacéo.
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APENDICE |

Calculo da massa do surfactante livre para

formacao de micelas

Area especifica da emuls3o:

6 m?
a; = — 1.1
pmuma-Csurr-k.X32 " g
Massa de surfactante adsorvida nas particulas:
A 6M
Msad _ total _ (g) 1.2
as Pmma- 4. as
Massa de surfactante livre:
Mg = M? — M2 (g) 1.3
Concentracéo de surfactante na agua:
o
=, 1.4
Volsgua mL
Simbolo Legenda Referéncia
M, Massa do surfactante disponivel para formar micela

a; Area ocupada pelo surfactante/eficiéncia de cobertura

mga Massa de surfactante adsorvido na interface
Atotal Avrea total das goticulas de mondmero
M Massa dos mondmeros alimentada
PrmA Volume especifico do mondmero
d Diametro médio da gota
M¢ Massa de surfactante alimentada
0] Fracdo da fase organica

(PEIXOTO, 2013)

(PEIXOTO, 2013)
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X3 Diédmetro médio de Sauter
Fator de correlacéo que leva em conta a concentragao (HECHT etal.,
dissolvida no meio continuo 2011)

Courf Concentracdo de surfactante em massa total

Para a reacdo R2 — P(MMA-co-DMAEMA) 90-10, por exemplo:

6.(0,3) m?

a; = g =2,68.103 — 15
(0,94.10°5).0,0112.0,8.(80. 10~9m) g
A 6.(17,67
Mad = total _ ( 9) = 0,539 "
% (9410 %) .(80.1079m). (2,68.103 ) '
Mg = M2 — M2 =0,9—-0,53 =0,37g 1.7
M, 0,37
Cg=—-—=—"—=7,118. 1032 > CMCis 1.8
Volygua 52 mL
Sendo que:

CMCygs = 2,36.1073g/mL *
CMCCTAB = 5,7 10_3g/mL *
*(DALTIN, 2011)
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APENDICE II

Calculo da incorporacéo dos comonomeros
via técnica de H-RMN

Exemplo de célculo para a reagédo R1 - P(MMA-co-DMAEMA) 95-5.

O resultado da analise de RMN ¢ gerado em termos de relacdo molar, logo é

necessaria a conversdo da massa inicial dos mondémeros para 0 niamero de mols.

1° Passo: Converter nimero de mols

Malimentada 168592
- = = 0,1684 mol 1
e MM 100,121 g/mol mols
Malimentada 0,8926
= = = 0,0057 mol 2
NpMAEMA MM 157,2 g/mol mols

2° Passo: Calcular a porcentagem de mols do comondmero em relacdo ao MMA.

0,0057
% DMAEMA;osrica = m X 100% = 3,37% 3

3° Passo: A partir do resultado do RMN, obter a integral do pico correspondente do

hidrogénio caracteristico de cada molécula.

PMMA: 0 — CH; = 47,56 = 15,85 4
' 7 3 (hidrogénios) ~
0,78
PDMAEMA: O — CH, = 0,39 5

2 (hidrogénios) -

4° Passo: Calcular a porcentagem real de mols do comonémero em relacdo ao MMA.

0,39
% DMAEMAreq = 722z X 100% = 2,46% 6

127



5° Passo: Converter a porcentagem teorica de mols do comondmero em relacao ao

MMA para valor massico.
2,46 X 5

% DMAEMAreq = ~——-— = 3,65 % 7

Logo, na realidade foram incorporados 3,65% da quantidade inicial de 5% em massa de
DMAEMA.
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