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RESUMO

SILVA, Andressa Daniele Artico. Desenvolvimento de micro e nanocristais de
praziquantel racemato e do isbmero L-praziquantel. 2020. 194f. Dissertacao Mestrado
Profissional em Gestédo, Pesquisa e Desenvolvimento na Indastria Farmacéutica —
Fundacao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2020.

O praziquantel € o farmaco de primeira escolha para o tratamento e controle da
esquistossomose, no entanto, seu uso envolve alguns desafios uma vez que sua baixa
solubilidade aquosa € um dos fatores limitantes em sua absorcéo oral. Além disso, 0
sabor amargo do farmaco dificulta a adesdo de criancas ao tratamento, sendo a
questdo da palatabilidade relevante quando se trata de formulacdes pediatricas.
Nesse sentido, a abordagem de reducao do tamanho de particula pode promover um
incremento na solubilidade e dissolu¢ao do farmaco, impactando diretamente em sua
biodisponibilidade. Além disso, existe indicacdo na literatura de que a utilizacdo do
isémero L-PZQ puro resultaria em vantagens como: metade da dose atual, menos
reacoes adversas e melhora na palatabilidade. Assim, o objetivo do presente trabalho
foi a moagem por via umida para incremento no perfil de dissolucao do praziquantel
racemato e do isOmero L-PZQ. Dessa maneira, suspensdes de rac-PZQ foram
preparadas em moinho coloidal, para a obtencdo de microcristais e em moinho de
pérolas, para a obtencdo de nanocristais. As suspensfes foram caracterizadas por
técnicas de retroespalhamento de luz (Turbiscan®), para verificacdo da estabilidade
fisica; LD e DLS para determinacdo da distribuicdo e tamanho de particula. As
suspensdes foram secas por spray dryer. A caracterizacdo das amostras secas foi
feita por técnicas de espectroscopia de IV, para identificacdo da estrutura quimica;
DRX para verificacdo da cristalinidade; DSC e TGA para avaliacdo das propriedades
térmicas; MEV a fim de observar a morfologia das particulas formadas e LD para
determinacdo do tamanho de particula dos pds. Também foi realizado ensaio de
dissolucdo por dispersdo, no qual os perfis de dissolugcdo foram comparados
estatisticamente. As amostras mais promissoras (estabilizadas utilizando LSS e
Poloxamero 407) apresentaram d50 de 6,84 um e diametro médio de 346,2 nm,
respectivamente. Apds a secagem, os valores de d50 obtidos foram proximos (11,77
um e 8,76 um, respectivamente) e apesar disso, a estrutura cristalina da matéria-prima
foi mantida mesmo apO6s o0 processamento. Foi observado um consideravel
incremento no perfil de dissolugédo das amostras, tanto em relagcédo a mistura fisica dos
componentes quanto ao farmaco puro, e a porcentagem dissolvida foi préxima a 100%
no inicio do tempo avaliado, sendo a eficiéncia de dissolu¢cdo maior para o0s
nanocristais. Por fim, o processamento foi otimizado e entdo, os parametros aplicados
ao L-PZQ. As amostras finais foram avaliadas em relacéo a palatabilidade utilizando
lingua eletrénica, sendo que o método se mostrou efetivo para discriminagdo entre as
diferentes amostras testadas.

Palavras-chave: Praziquantel. Micro e nanocristais. Moagem via umida. Perfil de
dissolucéo. Palatabilidade.
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ABSTRACT

Praziquantel remains the drug of choice for the worldwide treatment and control
of schistosomiasis, however, its formulation is challenging considering its low aqueous
solubility, which is one of the limiting steps for its oral absorption. Furthermore,
consideration should be given to palatability, once the bitter taste of the drug can
compromise children adherence. In this context, particle size reduction approach can
increase solubility and dissolution rate of the drug, enhancing then its bioavailability.
In addition, the use of the pure L-PZQ isomer would offer advantages such as: half the
current dose, less adverse reactions and improved palatability. Thus, the aim of the
present work was to prepare micro (MCs) and nanocrystals (NCs) applying wet milling
methods, to increase the dissolution profile of racemate praziquantel and the L-PZQ
enantiomer. In this way, rac-PZQ suspensions were prepared in a colloid mill for
obtaining MCs, and in a pearl mill for obtaining NCs. The suspensions were
characterized by techniques such: Turbiscan® backscattering, to assess the physical
stability; LD and DLS for determination of particle size and distribution. Then, the
suspensions were spray dried. The characterization of dry powders was carried out by
different techniques such as IR spectroscopy, to identify the chemical structure; XRPD
to determine crystallinity; DSC and TGA for evaluation of thermal properties; SEM in
order to observe the morphology of obtained particles and LD to determine the particle
size of samples. A dispersion dissolution test was also conducted and the dissolution
profiles were statistically compared. The most promising samples (LSS and Poloxamer
407 as stabilizers) had a d50 value of 6.84 um and an average diameter of 346.2 nm,
respectively. After drying, the d50 values obtained were similar (11.77 pum and 8.76
pum, respectively) and despite this, the original crystalline structure of the raw material
was not affected after the processing techniques applied. The dissolution profiles of
samples were significantly improved in comparison to both the physical mixture of the
components or to the pure drug, and the dissolved drug percentage was close to 100%
at the beginning of the evaluated time, with the dissolution efficiency being higher for
the NCs. Finally, the process was optimized and then, the parameters applied to the
L-PZQ. The final samples had palatability evaluated by using an electronic tongue, and
the results exhibited good discrimination between the different samples tested.

Key-words: Praziquantel. Micro and nanocrystals. Wet milling. Dissolution profile.
Palatability.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Férmula estrutural do PZQ, D-PZQ € L-PZQ .........uuvviriiiiiiiiiiiiiiiiiiininnininnnnns 4
Figura 2. Esquema ilustrando as estratégias para enfrentar a baixa solubilidade de
L= 1 1 F=Tot0 S J PP 11
Figura 3. Formagcéo e estabilizacdo de nanoparticulas cristalinas. ............cccccceeeenee 19
Figura 4. Esquema do processo de moagem com PEerolas. ...........ccoevuvvvrieeeeeennnnnns 22
Figura 5. Crescimento no tamanho de cristais por coalescimento de Ostwald. ........ 25

Figura 6. Esquema do processo para obtencdo de micro e nanocristais e
Caracterizagao dOS MESIMOS. .....cceeiiieeeee e 34
Figura 7. Formagéo de espuma durante moagem coloidal. Amostra antes do processo
(a) e espuma remanescente apos a retirada da amostra (b)..........ccccceeeeieeeriiieiiiinnnnn. a7
Figura 8. Reducdo da espuma durante moagem com Perolas..........ccccceeeeeeeeeeeennnnns 48
Figura 9. Formacdo de espuma apds moagem coloidal e adeséo de parte do pé ao
recipiente (amostra MC6 COmM L-PZQ)..........uuuuumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 48
Figura 10. Moagem com pérolas da amostra MP6 com L-PZQ. ..........ccccceeveeeeeennnnns 49
Figura 11. Distribuicdo de frequéncia do tamanho de particula (um) da amostra MC1
antes e depois da MOAGEIM. .....cooo i 50
Figura 12. Distribuicdo de frequéncia do tamanho de particula (um) da amostra MP1
A0 [0NQO O PrOCESSO. .. .o 51
Figura 13. Distribuicdo de frequéncia do tamanho de particula (um) da amostra MC2
antes € depois da MOAGEIM. ........ii i e e e e e e e e e e e e e 52
Figura 14. Distribuicdo de frequéncia do tamanho de particula (um) da amostra MP2
A0 [ONQO O PrOCESSO. ... 53
Figura 15. Distribuicdo de frequéncia do tamanho de particula (um) da amostra MC3
antes € depois da MOAGEIM. ........iii i e e e e e e e e e e e e e 54
Figura 16. Distribuicdo de frequéncia do tamanho de particula (um) da amostra MP3
A0 [0NGO O PrOCESSO. ... 55
Figura 17. Representacdo do tempo 6timo de processamento das amostras MP1, MP2
LY TSRS 56
Figura 18. Comparacao entre os dados retroespalhamento ABS(%) das amostras
MC1, MC2 e MC3. O eixo das abcissas € composto pela altura da cubeta de amostra
(0 TP 63



Figura 19. Comparagao entre os dados de retroespalhamento ABS(%) das amostras
MP1, MP2 e MP3. O eixo das abcissas € composto pela altura da cubeta de amostra
(0] 1) PR 64
Figura 20. Comparacao entre os dados retroespalhamento ABS(%) das amostras
otimizadas MC4 e MC5. O eixo das abcissas € composto pela altura da cubeta de
=10 00153 1= W (2 012 1) TP 65
Figura 21. Comparagéao entre os dados de retroespalhamento ABS(%) das amostras
otimizadas MP4 e MP5. O eixo das abcissas € composto pela altura da cubeta de
=10 010153 (= W (2 012 ) TSP 66
Figura 22. Comparacéo entre os dados de retroespalhamento ABS(%) das amostras

MC6 e MP6. O eixo das abcissas é composto pela altura da cubeta de amostra (mm).

Figura 23. Comparacao entre TSI global das amostras MC1, MC2 e MC3 ao longo de
2 N0ras de @n@liSE. ......coooeeeeeeee 68
Figura 24. Comparacéo entre TSI global das amostras MP1, MP2 e MP3 ao longo de
17 NOras de @NAlISE. ........uuuuuiiiiiiiii e nnnnnnnna——_, 69
Figura 25. Comparacao entre TSI global das amostras otimizadas MC4 e MC5 ao
longo de 2 horas de @nAlISE. ........ccooeeeiiiiiiiici e e 69
Figura 26. Comparacao entre TSI global das amostras otimizadas MP4 e MP5 ao
longo de 17 horas de @nAlISE. .......coueiiiiiiiiiie e 70
Figura 27. TSI global da amostra otimizada MC6 ao longo de 2 horas de andlise. ..71
Figura 28. TSI global da amostra MP6 ao longo de 17 horas de andlise. ................. 71
Figura 29. Padrdes de difracdo das amostras em comparacdo com padréo de difracédo
da matéria-prima e padrao calculado rac-PZQ..........ccceeveieiiiiiiiiiiiiiieeee e 72
Figura 30. Padrdes de difracdo das amostras otimizadas em comparacéo com padrao
de difracdo da matéria-prima e padréo calculado rac-PZQ............ccccoeveeeeiiiiiiinnnnnnnn. 73

Figura 31. Padrbes de difracdo das amostras com L-PZQ em comparac¢do com padrao

de difracdo da matéria-prima e padréo calculado. .........cccooeeeviiiiiiiiiiiiiiie e, 74
Figura 32. Curvas TGA/DTG do rac-PZQ e das amostras MC1, MC2 e MC3. ......... 76
Figura 33. Curvas TGA/DTG do rac-PZQ e das amostras MP1, MP2 e MP3. .......... 77
Figura 34. Curvas TGA/DTG do rac-PZQ e das amostras MC4 e MC5. ................... 78
Figura 35. Curvas TGA/DTG do rac-PZQ e das amostras MP4 e MP5. ................... 79
Figura 36. Curvas TGA/DTG do L-PZQ e das amostras MC6 e MP6. ...................... 80

Xi



Figura 37. Curvas DSC do rac-PZQ e das amostras MC1, MC2 e MC3................... 83

Figura 38. Curvas DSC do rac-PZQ e das amostras MP1, MP2 e MP3. .................. 83
Figura 39. Curvas DSC do rac-PZQ e das amostras MC4 e MC5. ..........cccccvvvvvnnnnnne 85
Figura 40. Curvas DSC do rac-PZQ e das amostras MP4 e MP5............ccccccvvvinnnee 85
Figura 41. Curvas DSC do L-PZQ e das amostras MC6 € MP6..............cccoeeeeeeennnnns 87

Figura 42. Comparacdo entre os espectros de absorcdo das amostras iniciais e
Materia-prima PZQ. ... 88
Figura 43. Comparacgao entre os espectros de absorcdo das amostras otimizadas e
MaAteria-prima PZQ. .....cooo i a e 89
Figura 44. Comparacao entre os espectros de absorcdo das amostras com L-PZQ e
(o Fo W 1 F= =] g T= T o] 1o F- VPRSPPI 91
Figura 45. Representacao grafica dos diametros de corte para diferentes percentis da
distribuicdo acumulada e indice de polidispersao (span) do rac-PZQ.........cc............ 92
Figura 46. Representacao grafica dos diametros de corte para diferentes percentis da
distribuicdo acumulada das amostras em p6 MC1, MC2 e MC3 e os respectivos
indices de POolidiSPEISA0 (SPAN).....cccuurriiiiiiee ettt e e e e e e et e e e e e e e e eeeeeeaeas 93
Figura 47. Representacao grafica dos diametros de corte para diferentes percentis da
distribuicdo acumulada das amostras em p6 MP1, MP2 e MP3 e os respectivos indices
(o Lol o To] [0 (1Y o =T EST= Lo I (] 0= L) PR PSS 94
Figura 48. Representacao gréafica dos diametros de corte para diferentes percentis da
distribuicdo acumulada das amostras em p6 otimizadas MC4 e MC5 e 0s respectivos
indices de polidiSPErSA0 (SPAN). .....iiieeiiiiieiiicie e e e e e e e e e 95
Figura 49. Representacao grafica dos diametros de corte para diferentes percentis da
distribuicdo acumulada das amostras em p6 otimizadas MP4 e MP5 e os respectivos
indices de pOolidiSPErSA0 (SPAN). .....ccuuuuriiiieiee et e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeas 96

Figura 50. Micrografias da matéria-prima do PZQ com magnitude de aproximacéao de

1000 (esquerda) € 2000 (dIreita) VEZES. .......uuieeeiiiiiieeeeeiie e eeee e 97
Figura 51. Micrografias das amostras MC1, MC2, MC3, MP1, MP2 e MP3 com
magnitude de aproximacao de 5000 VEZES. ...........uuuuuummmmmmmmuniiiiiiiiiiiiiieiiinieieeeienaaee 99

Figura 52. Micrografias das amostras MC4, MC5, MP4 e MP5 com magnitude de
aproxXimacao de 5000 VEZES.......ouii ittt e ettt e et e e 100
Figura 53. Micrografias da matéria-prima do L-PZQ com magnitude de aproximacao
de 1000 (esquerda) e 2000 (direita) VEZES. .......coeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 101

Xii



Figura 54. Micrografias das amostras MC6 e MP6 com magnitude de aproximacao de

D000 VEZES. ..ottt ettt 102
Figura 55. Comparacao dos perfis de dissolucdo das amostras iniciais em p6 MC1,
MC2 e MC3 com 0 da matéria-prima PZQ. .........cceoiiiiiiiiiiiiiiieeee e 105
Figura 56. Comparacao dos perfis de dissolucdo das amostras em pé MP1, MP2 e
MP3 com 0 da matéria-prima PZQ..........cooviiiiiiiiii e e e e e e enanns 107
Figura 57. Comparacdo dos perfis de dissolucdo das amostras em po inicial vs.
otimizada: MCL € MCA. ... e e e e e e e e s 109
Figura 58. Comparacdo dos perfis de dissolucdo das amostras em pé inicial vs.
otimizada: MC2 € MC5. ... 109
Figura 59. Comparacdo dos perfis de dissolucdo das amostras em po inicial vs.
otimizada: MPL € MPA4. ...t et e e e e e e e aaann s 111
Figura 60. Comparacdo dos perfis de dissolucdo das amostras em pé inicial vs.
otimizada: MP2 € MP5. ... 111

Figura 61. Comparacao dos perfis de dissolu¢céo das amostras finais em p6 MC4, MC5
e MC3 com o da matéria-prima PZQ, ap0s a otimizagao. ..........cccuvveeeeeeeeeeiiiinnnnnnn 114
Figura 62. Comparacao dos perfis de dissolucdo das amostras finais em p6 MP4, MP5
e MP3 com o da matéria-prima PZQ, apds a otimizacao. ............cccceeeveeeeeeeeernnnnnnnn. 116
Figura 63. Comparacao dos perfis de dissolu¢cdo das amostras em pé MC5, MP5 e
MF2, de MEeSMa COMPOSIGAD. ......uuuurururuiiiiuniieiiitiiieieeeaaebaeeeeeeaebbaeeb bbb beanaeeanenaaae 118
Figura 64. Comparacao dos perfis de dissolucdo das amostras em p6 MC6, MP6 e
MF4, de mesma composicéo, com o da matéria-prima L-PZQ. ...................coooeee. 120

Figura 65. Grafico PCA das solucdes de rac-PZQ e L-PZQ, além do tampédo como

referéncia, para as respostas de resisténcia coletadas em 100 Hz. ....................... 124
Figura 66. Gréafico PCA das solu¢des de MC5, MP5, MC6 e MP6, além do tampéo
como referéncia, para as respostas de resisténcia coletadas em 100 Hz............... 125

Figura 67. Padrdes de difracdo dos estabilizantes utilizados nas formulacgdes....... 149
Figura 68. Curvas TGA/DTG dos excipientes LSS, PVP K30, POL 407 e Soluplus.

................................................................................................................................ 149
Figura 69. Curvas DSC dos excipientes LSS, PVP K30, POL 407 e Soluplus........ 150
Figura 70. Micrografias dos estabilizantes utilizados nas formulagdes. .................. 151

Figura 71. Padrbes de difragéo dos estabilizantes utilizados nas formulagdes........ 152

Xiii



Figura 72. Comparacao dos perfis de dissolucdo das amostras em p6 MC4, MP4 e
MF1, de MmeSma COMPOSICAD. .....uuuuuuiieeeeeeeeeeriiiiiieeeeeeeeeeeatunaseeeeeeeeeeensnnaaeeeeeeeennnes 167
Figura 73. Comparacao dos perfis de dissolucdo das amostras em p6 MC3, MP3 e
MF3, d& MEeSMa COMPOSIGAD. ......uuuuurruriiiiiiiiiiiiiiiiieieeeieeebebeeee bbb neeneeeeaneeaneanenaes 168

Xiv



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Relacdo das formulagdes testadas.............coovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 33
Tabela 2. Formulacao testada com L-PZQ. ...........coiiiiiiiiiiici e 36
Tabela 3. Solubilidade do rac-PZQ em agua e na presenca de diferentes estabilizantes
= 2= 44
Tabela 4. Solubilidade do L-PZQ em agua e na presenca de diferentes estabilizantes
= 245 T PRSP 44

Tabela 5. Diametros de corte para diferentes fracbes massicas acumuladas da
amostra MC1 e respectivo indice de polidispersao (Span).......cccccccceeeeeriiiiirineeeeeenn. 50
Tabela 6. Diametros de corte para diferentes fracdes massicas acumuladas da
amostra MP1 e respectivo indice de polidispersao (span). ......cccccceeeeeeeeeeeeeeeevvnnnnnnnn. 51
Tabela 7. Diametros de corte para diferentes fracbes massicas acumuladas da
amostra MC2 e respectivo indice de polidispersao (Span)........ccccccceeeeeriinivvineeeeeenn. 52
Tabela 8. Diametros de corte para diferentes fracdes massicas acumuladas da
amostra MP2 e respectivo indice de polidispersao (span). ......ccccccceeeeeeeeeeeeveeeinvnnnnnn. 53
Tabela 9. Diametros de corte para diferentes fracbes massicas acumuladas da
amostra MC3 e respectivo indice de polidispers@o (Span)........cccccceveeeeriiiiiiiieeeeeenn. 54
Tabela 10. Diametros de corte para diferentes fracdes massicas acumuladas da
amostra MP3 e respectivos indices de polidispersdo (Span). ......ccccccceeeeviiiuviieeeneenn. 55
Tabela 11. Diametros de corte para diferentes fracbes massicas acumuladas da
amostra MC4 e respectivo indice de polidispersao (span)........cccccceeeeeeeeeeeereeeinnnnnnnn. 57
Tabela 12. Diametros de corte para diferentes fragcdes massicas acumuladas da
amostra MP4 e respectivo indice de polidiSpersao (Span). ......ccc.eeeeeeeeeeriiiiiviieeeeeenn. 57
Tabela 13. Diametros de corte para diferentes fracbes massicas acumuladas da
amostra MC5 e respectivo indice de polidispersao (span).......ccccccceeeeeeeeeeeeeeeeennnnnnnn. 57
Tabela 14. Diametros de corte para diferentes fragbes massicas acumuladas da
amostra MP5 e respectivo indice de polidiSpersao (Span). ......ccccoeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeee, 58
Tabela 15. Diametros de corte para diferentes fracbes massicas acumuladas da
amostra MC6 e respectivo indice de polidispersao (span)........cccccceeeeeeeeeeeeeeeevnnnnnnnn. 58
Tabela 16. Diametros de corte para diferentes fracdbes massicas acumuladas da
amostra MP6 e respectivo indice de polidiSpersao (Span). .......cccceeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeee, 59
Tabela 17. Relacdo entre diametro médio, PDI e potencial zeta das amostras MP1,
IMIP2 © IMP 3.ttt e et e e e e e e e e e et e e e e e e e e aa b rraaaaeaeaan 60



Tabela 18. Relacéo entre diametro médio, PDI e potencial zeta das amostras MP4 e
Y RPN PP PRPRPR 60
Tabela 19. Relacdo entre diametro médio, PDI e potencial zeta da amostra MP6. ..60
Tabela 20. Dados da analise termogravimétrica para as amostras iniciais MC1, MC2

€ MC3 € MPL, MP2 € MP3.....ooiiiiiiiiiitiiette ettt e e e e e e e et rae e e e e s 77
Tabela 21. Dados da analise termogravimétrica para as amostras iniciais MC4, MC5,
e S |V | PP 79
Tabela 22. Dados da analise termogravimétrica para as amostras iniciais MC1, MC2
€ MC3 € MPL, MP2 € MP3....ooiiiiiiiiiiiet ettt e e e e e e e e e e e s 81
Tabela 23. Dados da analise de DSC para rac-PZQ e amostras MC1, MC2, MC3, MP1,
L = 1V PN 84
Tabela 24. Dados da analise de DSC para rac-PZQ e amostras MC4, MC5, MP4 e
Y U PP PRPRPR 86
Tabela 25. Dados da anélise de DSC para L-PZQ e amostras MC6 e MP&6. ............ 87

Tabela 26. Comparacéo dos numeros de onda (cm™) do espectro de infravermelho do
PZQ matéria-prima e das amostras iNICIAIS. ..........ceeieeeiiiiiiiiiiiiiiee e 89
Tabela 27. Comparacéo dos nimeros de onda (cm™) do espectro de infravermelho do
PZQ matéria-prima e das amostras otimizadas. ..........c.cceuviiiiiieeeeeeieiiiiee e ee e, 90
Tabela 28. Comparacédo dos numeros de onda (cm-1) do espectro de infravermelho
do L-PZQ matéria-prima e das amostras MC6 € MP6. ..............cceeeeeeeeeeeeeieeeeeeeee, 91
Tabela 29. Diametros de corte para diferentes fracdes massicas acumuladas e indices
de polidispersdo (span) do rac-PZQ............coeiiiieeiiiiiiee e 92
Tabela 30. Diametros de corte para diferentes fracdbes massicas acumuladas das

amostras em pé MC1, MC2 e MC3 e os respectivos indices de polidisperséo (span).

Tabela 31. Diametros de corte para diferentes fracdes massicas acumuladas das

amostras em p6 MP1, MP2 e MP3 e os respectivos indices de polidispersao (span).
Tabela 32. Diametros de corte para diferentes fracbes massicas acumuladas das

amostras em po otimizadas MC4 e MC5 e os respectivos indices de polidispersao
(S = 1 ) TSP 95

XVi



Tabela 33. Diametros de corte para diferentes fracbes massicas acumuladas das

amostras em po otimizadas MP4 e MP5 e os respectivos indices de polidispersao

(5] 0= 0 ) TR PR 96
Tabela 34. Solubilidade do rac-PZQ em diferentes meios a 37 °C. ..........cccvveees 103
Tabela 35. Solubilidade do L-PZQ em diferentes meios a 37 °C. ........ccceeevvvvneeeens 103

Tabela 36. Comparacdo dos percentuais de PZQ dissolvido e da eficiéncia de
dissolugcéo das amostras MC1, MC2 e MC3 com a matéria-prima PZQ. ................ 105
Tabela 37. Comparacéao pelo fator f2 entre os perfis de dissolucdo até 15 minutos das
amostras MC1, MC2 € MC3. ... e 106
Tabela 38.Comparacdo dos percentuais de PZQ dissolvido e da eficiéncia de
dissolucéo das amostras em pé MP1, MP2 e MP3 com a matéria-prima PZQ. ...... 107
Tabela 39. Comparacdao pelo fator f2 entre os perfis de dissolucdo até 15 minutos das
amostras MP1, MP2 € MP 3. .. e 108
Tabela 40. Comparacdo dos percentuais de PZQ dissolvido e da eficiéncia de
dissolucéo das amostras em pd MC1 vs. MC4 e MC2 vs. MC5...........cooeeeeeeieeenen. 110
Tabela 41. Comparacdao pelo fator f2 entre os perfis de dissolucdo até 15 minutos das
amostras MC1 vs. MC4 € MC2 VS. MCDB. ... 110
Tabela 42. Comparacdo dos percentuais de PZQ dissolvido e da eficiéncia de
dissolucéo das amostras em p6 MP1 vs. MP4 e MP2 vs. MP5.........cocoooiiiiiiiiiinnnnn. 112
Tabela 43. Comparacdao pelo fator f2 entre os perfis de dissolucdo até 15 minutos das
amostras MP1 vs. MP4 @ MP2 VS. MP5. ... 112
Tabela 44. Comparacdo dos percentuais de PZQ dissolvido e da eficiéncia de
dissolucéo das amostras finais MC4, MC5 e MC3 com a matéria-prima PZQ........ 114
Tabela 45. Comparacdao pelo fator f2 entre os perfis de dissolucdo até 15 minutos das
amostras finaisS MC4, MC5 € MC3.. ..ot 115
Tabela 46. Comparacdo dos percentuais de PZQ dissolvido e da eficiéncia de
dissolugcéo das amostras finais MP4, MP5 e MP3, com a matéria-prima PZQ........ 116
Tabela 47. Comparacéao pelo fator f2 entre os perfis de dissolugéo até 15 minutos das
amostras finaisS MP4, MP5 € MP3. . ..o et 117
Tabela 48. Comparagdo dos percentuais de PZQ dissolvido e da eficiéncia de
dissolugcédo das amostras em pé MC5, MP5 e MF2, de mesma composic¢ao. ......... 118
Tabela 49. Comparacéao pelo fator f2 entre os perfis de dissolu¢do até 15 minutos das
AMOSLrAS MCS5 € MP5. ... e 119



Tabela 50. Comparacdo dos percentuais de PZQ dissolvido e da eficiéncia de
dissolucéo das amostras MC6, MP6 e MF4, com a matéria-prima L-PZQ.............. 120
Tabela 51. Comparacdao pelo fator f2 entre os perfis de dissolucdo até 15 minutos das
amostras finaisS MCB, MPB € MF4 ........oo. i 121
Tabela 52. Concentracéo do rac-PZQ em agua e em diferentes meios a 25 °C até a
L3S t= 1011 74= Lo o P 145
Tabela 53. Concentracdo do L-PZQ em agua e em diferentes meios a 25 °C até a
ESLADIIZAGAD. ... 145
Tabela 54. ANOVA de fator Unico para a solubilidade do rac-PZQ na presenca de
diferentes estabiliZantes. ... 145
Tabela 55. Teste de Tukey aplicado aos valores da solubilidade do rac-PZQ na
presenca de diferentes estabilizantes. ............ccccoiiiiiiiiiiiiiii 146
Tabela 56. ANOVA de fator Unico para a solubilidade do L-PZQ na presenca de
diferentes estabiliZantes. ... 146
Tabela 57. Teste de Tukey aplicado aos valores da solubilidade do L-PZQ na presenca
de diferentes estabiliZantes. ........cooooi i 146
Tabela 58. Diametros de corte para diferentes fracdes massicas acumuladas e indices
de polidispersdo (span) para as amostras em suspensdo ao longo do tempo da
[0 7= T T o o PP 147
Tabela 59. Diametros de corte para diferentes fracdes massicas acumuladas e indices
de polidisperséo (span) para as amostras em suspensao no tempo final da moagem.

Tabela 60. Diametros de corte para diferentes fracdes massicas acumuladas e indices
de polidispersado (span) para as amostras em pé (secas ap0s moagem). .............. 148
Tabela 61. Dados da andlise termogravimétrica para dos excipientes LSS, PVP K30,

POL 407 € SOIUPIUS. ...eeeeieie ettt e e e e e e e e e e e e e eeaeenes 150
Tabela 62. Dados da andlise de DSC para excipientes LSS, PVP K30, POL 407 e
SOIUPIUS. e 151
Tabela 63. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras MC1, MC2 e MC3.
................................................................................................................................ 153
Tabela 64. Teste de Tukey aplicado aos valores de % dissolvida das amostras MC1,
IMC2 € IMC3. .ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et b e e e e e e e e e e 153

XViii



Tabela 65. ANOVA de fator Unico para a % dissolvida em 60 minutos das amostras

IMCL, MC2 € MC3.. ettt e et e e e e e e e e st e e e e e e e s e nnsnbbeeeeeeaeeeennnns 154
Tabela 66. Teste de Tukey aplicado aos valores de % dissolvida em 60 minutos das
aMOSras MCL, MC2 € MC 3. ..o 154
Tabela 67. ANOVA de fator Unico para a eficiéncia de dissolucdo em 90 minutos das
amostras MC1, MC2 € MC3. ... e e 154
Tabela 68. Teste de Tukey aplicado aos valores de eficiéncia de dissolugdo em 90
minutos das amostras MCL, MC2 @ MC3......oe i 154
Tabela 69. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras MP1, MP2 e MP3.
................................................................................................................................ 155
Tabela 70. Teste de Tukey aplicado aos valores de % dissolvida das amostras MP1,
L= V1 155
Tabela 71. ANOVA de fator Unico para a % dissolvida em 60 minutos das amostras
IMPL, MP2 € MP3. .. oottt e e e e e e e e e e e e e e e s s sb e e e e e eaeeeeaanes 156
Tabela 72. Teste de Tukey aplicado aos valores de % dissolvida em 60 minutos das
aAMOSErasS MPL, MP2 € MP 3. .. e 156
Tabela 73. ANOVA de fator Unico para a eficiéncia de dissolu¢do em 90 minutos das
amostras MP1, MP2 @ MP 3. .. e 156
Tabela 74. Teste de Tukey aplicado aos valores de eficiéncia de dissolugdo em 90
minutos das amostras MP1, MP2 € MP3. ...t 156

Tabela 75. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras MC1 e MC4.157

Tabela 76. Teste de Sidak aplicado aos valores de % dissolvida das amostras MC1 e

Tabela 77. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras MC2 e MC5.157
Tabela 78. Teste de Sidak aplicado aos valores de % dissolvida das amostras MC2 e

Tabela 79. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras MP1 e MP4. 158
Tabela 80. Teste de Sidak aplicado aos valores de % dissolvida das amostras MP1 e
P et 158
Tabela 81. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras MP2 e MP5. 159
Tabela 82. Teste de Sidak aplicado aos valores de % dissolvida das amostras MP2 e
L 159

XiX



Tabela 83. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras finais MC4, MC5

L2 [ SRR 159
Tabela 84. Teste de Tukey aplicado aos valores de % dissolvida das amostras finais
IMC4, MCB5 € MCS3... oottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeanans 160
Tabela 85. ANOVA de fator Unico para a % dissolvida em 60 minutos das amostras
fiNais MC4, MCB5 € MC3. ... ettt e e e e e e s eeeeaeeeeanns 160
Tabela 86. Teste de Tukey aplicado aos valores de % dissolvida em 60 minutos das
amostras finais MC4, MC5 € MC 3. ..u e 161
Tabela 87. ANOVA de fator Unico para a eficiéncia de dissolu¢cdo em 90 minutos das
amostras finais MC4, MC5 € MC3.......coooiiiiii 161
Tabela 88. Teste de Tukey aplicado aos valores de eficiéncia de dissolu¢cdo em 90
minutos das amostras finais MC4, MC5 € MC3. ... 161
Tabela 89. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras finais MP4, MP5
LY T SRR 161
Tabela 90. Teste de Tukey aplicado aos valores de % dissolvida das amostras finais
MPA, IMP5 € MP 3. o e e e e e 162
Tabela 91. ANOVA de fator Unico para a % dissolvida em 60 minutos das amostras
fiNAIS MP4, MP5 € MP3. ...t e e e e e e e e e e e e e e aae 162
Tabela 92. Teste de Tukey aplicado aos valores de % dissolvida em 60 minutos das
amostras finaisS MP4, MP5 € MP3. ..o e 163
Tabela 93. ANOVA de fator Unico para a eficiéncia de dissolugdo em 90 minutos das
amostras finais MP4, MP5 € MP3. ..., 163
Tabela 94.Teste de Tukey aplicado aos valores de eficiéncia de dissolucdo em 90
minutos das amostras finais MP4, MP5 € MP3. ... 163

Tabela 95. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras MC5 e MP5. 163

Tabela 96. Teste de Sidak aplicado aos valores de % dissolvida das amostras MC5 e

1Y RS PPPPPRPPPR 164
Tabela 97. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras MC6, MP6 e MF4.
................................................................................................................................ 164
Tabela 98. Teste de Tukey aplicado aos valores de % dissolvida das amostras MC6,
IMPB © M4 ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e reeeaaeeeeans 164
Tabela 99. ANOVA de fator unico para a % dissolvida em 60 minutos das amostras
MCB, MPB € MFA. ... e e e e e et e e e e eaa s 165

XX



Tabela 100. Teste de Tukey aplicado aos valores de % dissolvida em 60 minutos das

amostras finais MCB, MPB € MFA4. ... 165
Tabela 101. ANOVA de fator Unico para a eficiéncia de dissolugdo em 90 minutos das
amostras finais MCB, MPB € MF4. ..o 166
Tabela 102. Teste de Tukey aplicado aos valores de eficiéncia de dissolu¢cdo em 90
minutos das amostras finais MC6, MP6 € MF4. ............ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 166
Tabela 103. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras MC4 e MP4.
................................................................................................................................ 167
Tabela 104. Teste de Sidak aplicado aos valores de % dissolvida das amostras MC4
LY SRR 167

Tabela 105. Comparagdo dos percentuais de PZQ dissolvido e da eficiéncia de
dissolucdo das amostras em p6 MC4, MP4 e MF1, de mesma composicao. ......... 168
Tabela 106. Comparacao pelo fator f2 entre os perfis de dissolugdo até 15 minutos
das amostras MC4 € MPA. ... 168
Tabela 107. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras MC3 e MP3.

Tabela 108. Teste de Sidak aplicado aos valores de % dissolvida das amostras MC3
LY TSR 169
Tabela 109. Comparacdo dos percentuais de PZQ dissolvido e da eficiéncia de
dissolucdo das amostras em p6 MC3, MP3 e MF3, de mesma composicao. ......... 169
Tabela 110. Comparacao pelo fator f2 entre os perfis de dissolucdo até 15 minutos
das amostras MC3 € MP3. ... .o 169

XXi



ANVISA
AFM
DSC
DLS
EMBRAPA
Fiocruz
FDA
HCI
HPMC E3
IFA

LD

LSS
L-PZQ
MC
MEV
MET

NC

oDT
OMS
PES
POL188
POL407
PVP K30
PZQ
rac-PZQ
SANS
SAXS
SCB
SuUS
TGA
TSI

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Microscopio de forca atbmica
Calorimetria diferencial exploratoria
Espalhamento dinamico de luz

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
Fundacao Oswaldo Cruz

Food and Drug Administration

Acido cloridrico

Hidroxipropilmetil celulose E3

Ingrediente farmacéutico ativo

Difracao de laser

Lauril sulfato de sodio

L-praziquantel

Microcristais

Microscopia eletronica de varredura
Microscépio eletrénico de transmissao
Nanocristais

Comprimidos orodispersiveis
Organizacdo Mundial da Saude
Poli(éter-sulfona)

Poloxamero 188

Poloxamero 407

Poli(vinil pirrolidona) K30

Praziquantel

Praziquantel racemato

Espalhamento de néutrons em baixos angulos
Espalhamento de raios X a baixo angulo
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica
Sistema Unico de Saude

Analise termogravimétrica

indice de estabilidade Turbiscan

XXii



2.1
211
2.1.2
2.1.3
2.2
221
2.3
231
2.3.2
2.3.3
2.4
241
24.2

4.1
4.2

5.1
5.2
521
5.2.2
5.2.3
5.2.4

6.1
6.2
6.3

SUMARIO

INTRODUGAOD ...ttt ettt sttt st st e et st e e te e ee e 1
REVISAO DE LITERATURA ....coiiieeeeeeeeeeeee ettt 3
RELEVANCIA DO PRAZIQUANTEL ...ttt 3
Propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas............ccccceeeeeeeeeeeeec e, 3
Formas farmacéuticas N0 Mercado ...........coooveveeieieeeeeeeeeee 5
FOrmulactes PEAIALIICAS.........uuiii i e e e e e et e e e e e e e e e e e e e eeaanes 6
FARMACOS POUCO SOLUVEIS EM AGUA ........ccoiiiiieiieee e, 9
Alternativas tecnoldgicas para incremento da solubilidade de farmacos........ 10
NANOTECNOLOGIA FARMACEUTICA ......cooiioeeeeeceeeeeeee e 15
Nanoparticulas CristaliNas.............ccooiiiiiiiiiiie e 16
Propriedades dOS NANOCHISTAIS..........couiieiieeeeeee e 17
Técnicas de preparo de NANOCHISTAIS .......cceeviiiiiiiiiiiieee e 18
MOAGEM VIA UMIDA .....ooeieiieeeeeeeee ettt 20
Estabilizacao fisico-quimica de NaN0SSUSPENSDOES.......cceeeeeevvveerriiiiiiieeeeeeeennnns 23
Secagem das NANOSSUSPENSOES ......uuuuuruuuuurrerrrirnrieieaetieeeneeeieeeeeeeeeeeeeeee e 26
JU ST IFIC AT IV A e e e e e e e e e e eaaes 29
OBUIETIVOS ...ttt et e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnrnees 31
OBJIETIVO GERAL ..ottt e e e e e e e 31
OBJETIVOS ESPECIFICOS..... .ottt 31
METODOLOGIA ... e e e e e e e e e e e e e eanaes 32
MATERIAL ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e s s raeeeeeeeaanns 32
IMETODOS. ...ttt ettt ettt e s e e 32
Selecado dos agentes estabilizantes..............uuvuiiiiiiiiiiiiiiiiie 32
Preparo das amOSIras. ... 33
Caracterizagao das SUSPENSOES .......uuuuuiiiieeeeieiiiiiiiae e e e e e e e ettt e e e e eeeeaanes 36
(OF= 1¢- ol (=T 1 4= Tor= Lo o [0 KN o o P 37
RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....covieiiiiiiieieiee ettt 43
SELECAO DOS AGENTES ESTABILIZANTES ..o, 43
PREPARO DAS AMOSTRAS .....oi oottt e e e e e e 46
CARACTERIZACAO DAS SUSPENSOES......ccoeovecieeeeeeeeeeeeeeee e, 49



6.4 CARACTERIZAGAO DOS POS .....ocoiiiiieieieeeesieiee e 72
6.4.1 Difrac80 de raiosS X d€ PO ....cccceiiiiiiiiiiii et 72
6.4.2 ANALISE LEIMICA ....cce oo 75
6.4.3 Espectroscopia no Infravermelno (IV) ..., 87
6.4.4 Determinacao de distribuicdo de tamanho de particula por difracdo de laser 92
6.4.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)........cccoovvieiiiiiiiiiiiiiiee e, 97
6.4.6 SOIUDIIAAE ... 103
6.4.7 DISSOIUGAD ... 104
6.4.8 Avaliacdo da palatabilidade .............cccoooeeiiiiiiiiiiii e 122
7 CONCLUSAO ...ttt ettt nene s 126
8 RECOMENDAQ()ES PARA TRABALHOS FUTUROS ........ocoeiiieiee 128
9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t 129
APENDICE A — CURVA DE CALIBRACAO DO PZQ EM HPLC.......cccvevvevennnnne. 143
APENDICE B — CURVA DE CALIBRACAO DO L-PZQ EM HPLC ......c.ceevrnneee. 144
APENDICE C - SOLUBILIDADE: RESULTADOS E COMPARAQAO .................. 145
APENDICE D — COMPILADO TAMANHO DE PARTICULA......ccveoieeeeiieeeeeen. 147
APENDICE E — CARACTERIZACAO DOS EXCIPIENTES .....cooeovveeeieeeeiecieciee, 149
APENDICE F — DISSOLUGCAO: COMPARAGCAO ESTATISTICA ....ocooveieie. 153
APENDICE G - COMPARACAO DA DISSOLUCAO ENTRE AMOSTRAS DE
MESMA COMPOSICAQ ..., 167

XXV



1 INTRODUCAO

A esquistossomose € um dos principais problemas de saude publica nos paises
em desenvolvimento, especialmente nos localizados em regibes tropicais e
subtropicais (BARAKAT; MORSHEDY, 2011). A doenca € causadora de um alto nivel
de sofrimento ao redor do mundo, particularmente para os que vivem em comunidades
rurais ou com pouco acesso as condi¢des sanitarias adequadas (NAVARATNAM et
al., 2012). Apesar disso, existe baixo investimento em prevencado, tratamentos e
pesquisas, sendo conhecida por essa razdo como uma “doenca tropical
negligenciada” (WOELFLE et al., 2011).

Desde 1984, a principal maneira para o controle da morbidade é a
administracdo de praziquantel (PZQ). A partir de 2006, programas de quimioterapia
preventiva iniciaram a ampla distribuicdo do medicamento para comunidades de risco,
assim como para as criancas com idade pré-escolar (OLLIARO; DELGADO-
ROMERO; KEISER, 2014). Tal medida foi encorajada pela reducéo dos precos de
PZQ no mercado, além de sua eficacia e seguranca relatadas (BARAKAT,
MORSHEDY, 2011; NAVARATNAM et al., 2012).

Atualmente a forma farmacéutica existente no mercado brasileiro € a de
comprimidos, registrados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) nas
dosagens de 500 e 600 mg, sendo a posologia feita de acordo com a massa corpérea
do paciente. Embora a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomende gque seja
administrada dose Unica de 40 mg/Kg para o tratamento da esquistossomose,
diferentes doses de PZQ sédo adotadas de acordo com programas nacionais de
controle, sendo doses de 60 mg/Kg requeridas principalmente quando ha chances de
reincidéncia da doenca (OLLIARO et al., 2011).

O PZQ é classificado como um farmaco de classe Il de acordo com o Sistema
de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), sendo sua baixa solubilidade aquosa, além
do metabolismo de primeira passagem no figado, limitantes na biodisponibilidade
(AMIDON et al., 1995; LINDENBERG; KOPP; DRESSMAN, 2004). Tais fatores,
somados a alta dose terapéutica indicada (ANDREWS et al., 1983), aumentam os
desafios relacionados a fabricacdo de uma formulacéo farmacéutica (COSTA et al.,
2016), e, dessa maneira, os comprimidos comercialmente disponiveis sdo grandes,

fato que torna complexa a sua degluticao por criangas.



Criancas sao particularmente vulneraveis a esquistossomose e, quando
infectadas em idade escolar, além de complicacbes na saude e nutricdo, tém
frequentemente seu desenvolvimento cognitivo comprometido (WHO, 2002). Uma vez
que € uma doenca comum em criancas em idade pré-escolar, a administracdo de
doses medicamentosas adequadas mostra-se muito complexa em razao da grande
variabilidade corpdrea entre as criancas. Assim, a necessidade de quebra dos
comprimidos danifica o revestimento dos mesmos (quando presente) e acarreta na
evidenciagdo do sabor amargo da formulagdo, além de possivel problema de
inexatiddo de dose (VERRUE et al., 2011).

A caracteristica de sabor desagradavel do farmaco é associada ao seu isdbmero
biologicamente inativo, o D-PZQ (WOELFLE et al.,, 2011), e implica na baixa
aceitabilidade dos pacientes pediatricos e possivel comprometimento do sucesso
terapéutico. Assim, vem sendo evidenciada a importancia da palatabilidade de
formulacdes orais no que diz respeito a adesdo aos regimes terapéuticos pediatricos
(MATSUI, 2007; ZAJICEK et al., 2013) e, como resposta, cresce 0 interesse no
desenvolvimento de formulagBes capazes de atender as especificidades de tal grupo
de pacientes.

Espera-se com este trabalho que micro e nanocristais de PZQ, pela reducao
no tamanho de particula do farmaco, promovam um incremento em seu perfil de
dissolucdo (KHADKA et al., 2014) e que a reprodugcdo do processo utilizando o
isbmero L-PZQ isolado seja capaz de melhorar a palatabilidade do medicamento.
Dessa maneira, além da possivel reducédo da dose necessaria para efeito terapéutico,

sera também garantida uma forma farmacéutica mais adequada para uso pediatrico.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 RELEVANCIA DO PRAZIQUANTEL

O PzZQ é amplamente eficaz contra platelmintos, incluindo trematédeos e
cestddeos, apresentando efeitos cisticidas. Este farmaco € um anti-helmintico de
amplo espectro e tem sido utilizado para o tratamento da clonorquiase, opistorquiase
e esquistossomose. O PZQ é adotado para o tratamento da esquistossomose em
humanos independente da espécie de Schistosoma causadora da patologia, sendo
esta uma doenca que afeta cerca de 200 milhdes de pessoas em todo o mundo
(DAMETTO et al., 2017).

O uso clinico do PZQ confirma de maneira consistente seu amplo espectro de
atividade, excelente perfil de seguranca e alta eficicia terapéutica (UTZINGER,;
KEISER, 2004). Além disso, em decorréncia da expiracdo de sua patente em varios
paises entre o final da década de 80 e o inicio da década de 90 (WHO, 1998) e
consequente surgimento de genéricos, assim como aumento da competicdo
comercial, 0 PZQ passou a apresentar baixo custo (WHO, 2002). Por estas razdes, 0
PZQ tornou-se o medicamento de primeira escolha para o tratamento e controle da
morbidade da esquistossomose e atualmente se encontra na Lista Modelo de
Medicamentos Essenciais divulgada pela OMS, tanto no modelo para adultos quanto

em sua versao para criancas (WHO, 2017a, 2017b).
2.1.1 Propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas

O PZQ, 2-ciclohexilcarbonil[1-3,6,7,11b]lhexa-hidro-4H-pirazino[2,1-
alisoquinolin-4-ona, € um composto sintético e heterociclico e sua formula estrutural
estd representada na Figura 1. O PZQ é normalmente obtido como uma mistura
racémica, ou seja, que contém iguais propor¢cdes dos enantiomeros R- (-) -PZQ
(levogiro, L-PZQ) e S - (+) - PZQ (dextrogiro, D-PZQ) (ZHANG et al., 2017). E um p6
branco cristalino com um sabor amargo. O composto é estavel sob condigdes normais
de armazenamento, praticamente insolivel em &gua, mas facilmente sollvel em
alguns solventes organicos, como etanol e diclometano. Apresenta faixa de fusdo de
136 a 142 °C ( ANVISA, 2010; DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER, 2008).



Sakebins

o

riln] D-PZ0L L-PEQ

Figura 1. Férmula estrutural do PZQ, D-PZQ e L-PZQ
Fonte: adaptado de WANG et al. (2014).

O medicamento adentrou o mercado sendo disponibilizado comercialmente na
forma de um racemato, embora estudos in vitro e in vivo conduzidos desde a
descoberta da molécula tenham demonstrado maior atividade anti-helmintica
associada ao isomero L-PZQ (ANDREWS et al., 1983). Estudos adicionais
confirmaram o L-PZQ como sendo o biologicamente ativo, além de menor toxicidade
relacionada ao mesmo (LIU et al., 1986; SHU-HUA; CATTO, 1989; YUE-HAN et al.,
1993). Em contrapartida, o D-PZQ foi ligado aos efeitos colaterais do medicamento,
bem como ao seu caracteristico sabor amargo (MEIER; BLASCHKE, 2001; MEYER
et al., 2009). Dessa forma, a sintese do enantibmero ativo puro esteve no plano de
negocios da OMS no periodo de 2008 a 2013 e uma rota sintética para o L-PZQ foi
identificada, progredindo com sucesso para registro e produgdo por uma empresa
farmacéutica parceira (WHO, 2007, 2013).

De acordo com 0 SCB o0 PZQ é classificado como um farmaco de classe I, isto
€, apresenta baixa solubilidade aquosa e alta permeabilidade através das membranas
do trato gastrointestinal (LINDENBERG; KOPP; DRESSMAN, 2004; OLLIARO;
DELGADO-ROMERO; KEISER, 2014). A baixa solubilidade em agua (0,4 mg/mL) é o
fator limitante na biodisponibilidade deste farmaco (DAMETTO et al., 2017; MERCK &
Co., 2001).

O PZQ € absorvido rapidamente ap0s a administracdo oral, com pico
plasmatico alcancado dentro das primeiras horas seguintes a administracao
(LEOPOLD et al., 1978). Castro e colaboradores (2010) demonstraram que em
adultos saudaveis a administracdo de PZQ concomitantemente com alimentacao rica
em proteinas ou carboidratos é capaz de incrementar a biodisponibilidade do farmaco.
Apesar de sua absorcéo ser quase completa, este farmaco sofre intenso metabolismo

de primeira passagem no figado, que além de ser dose-dependente, pode tornar sua
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farmacocinética suscetivel a variagcbes (OLLIARO; DELGADO-ROMERO; KEISER,
2014; STEINER et al.,, 1976). A eliminacdo ocorre essencialmente pela urina
(LEOPOLD et al., 1978).

2.1.2 Formas farmacéuticas no mercado

Atualmente, conforme listagem presente na pagina eletrénica da ANVISA,
estdo com registro ativo e autorizados para comercializacdo no mercado brasileiro os
comprimidos nas dosagens de 500 e 600 mg, fabricados pela Merck S/A (Cisticid® 500
mg) e por Farmanguinhos — Fundacao Oswaldo Cruz (praziquantel 600 mg) (ANVISA,
2019). No mercado internacional, é principalmente disponibilizado na forma de
comprimidos revestidos de 600 mg e 22 mm de comprimento (TRASTULLO et al.,
2015). Nao existe nenhuma formulacao especifica para uso pediatrico distribuida pelo
Sistema Unico de Satde (SUS) no Brasil e nem indicada pela OMS no mundo (WHO,
2017).

A dose por comprimido é alta, tornando-o dificil de ser engolido por criancas.
Além disso, como a posologia é feita de acordo com a massa corpOrea do paciente,
muitas vezes este acaba sendo dividido ou até mesmo triturado para facilitar a
administracdo. Dessa forma, a pelicula de revestimento é danificada (quando
presente) e o efeito de mascaramento de sabor é comprometido, evidenciando o sabor
amargo do farmaco e provocando ansias e até mesmo vomitos (MACHADO et al.,
2018; TRASTULLO et al., 2015; WOELFLE et al., 2011).

A administracéo pediatrica do PZQ ¢ adaptada a partir da formulacéo adulta. E
sabido que nos casos em que farmacos ndo estdo disponiveis em formulactes
adequadas para criancas, precaucdo deve ser tomada quando se mostram
necessarias modificacbes na forma farmacéutica ou na concentracdo do medicamento
padrdo, uma vez que além de problemas de dosagem e estabilidade, estas podem
gerar dificuldades em relacédo a palatabilidade (DE MEDEIROS; GARRUTI, 2018).
Nesse sentido, recorrer a combinacdo com alimentos como uma medida para
mascarar o sabor desagradavel de um medicamento pode influenciar na
biodisponibilidade e exatiddo das dosagens, com possivel efeito negativo na eficacia
e seguranca do tratamento (ERNEST et al., 2007). Por essas razdes, iniciativas

internacionais surgiram para apoio ao desenvolvimento de uma formulagéo de PZQ



gue apresente forma farmacéutica mais conveniente aos pacientes pediatricos (WHO,
2013).

2.1.3 Formulacdes pediatricas

De acordo com a OMS, um medicamento ideal para criancas é aquele que esta
disponivel em uma forma farmacéutica oral flexivel, ou seja, que pode facilmente ser
ingerida inteira, dissolvida em liquido ou misturada a comida, de maneira que a dose
possa ser ajustada de acordo com as condi¢@es fisiologicas, necessidades clinicas,
capacidades ou preferéncias relativas a faixa etaria na qual a crianca se encontra
(ORUBU; TULEU, 2017; WHO, 2011). Ainda, este deve ser de facil fabricacdo, com
utilizacdo de quantidades minimas de excipientes ndo toxicos, para obtencédo de uma
formulac@o estavel, comercialmente viavel, de baixo custo e com sabor agradavel
(ORUBU; TULEU, 2017).

O acesso a formulacdes pediatricas adequadas, palataveis e seguras pode ter
um efeito substancial na melhoria da saude e diminui¢cdo da morbidade infantil ( WHO,
2011). A adesdo terapéutica em criancas € influenciada principalmente pelo sabor da
preparacdo, sendo que geralmente rejeitam medicamentos ndo palataveis. Nesses
casos, o0 uso de edulcorantes e flavorizantes € frequentemente a primeira abordagem
investigada e apesar das vantagens associadas, € normalmente baseada em tentativa
e erro e ndo se mostra como 0 meio mais eficaz para mascaramento de sabores,
principalmente quando envolve insumos farmacéuticos ativos (IFAs) com sabor
altamente aversivo ou residual intenso (WALSH et al., 2014).

No caso do PZQ, em resposta a necessidade clinica identificada, foi criado em
2012 o Consorcio Praziquantel Pediatrico, uma iniciativa internacional publico-privada
sem fins lucrativos e formada atualmente por sete membros: Merck (Alemanha),
Lygature (Paises Baixos), Astellas Pharma Inc. (Japéo), Swiss TPH (Suica),
Farmanguinhos (Brasil), Simcyp (Reino Unido) e SCI (Reino Unido). Os parceiros tém
contribuido para o programa através de financiamento, expertise ou disponibilizacédo
de recursos, com uma missdo em comum: desenvolver, registrar e fornecer acesso a
uma formulacdo pediatrica de PZQ para o tratamento da esquistossomose em
criangas em idade pré-escolar (3—6 meses até 6 anos).

O consoércio estabeleceu como produto alvo uma formulagcdo com

mascaramento de sabor na forma de comprimido de desintegragédo rapida, para
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administracdo oral na forma intacta ou dispersao prévia em agua. Os comprimidos
propostos e desenvolvidos sédo orodispersiveis (ODT), contém edulcorantes em sua
composicao e apresentam dosagem de 150 mg da mistura racémica de praziquantel
(rac-PZQ) ou dosagem equivalente do L-praziquantel (L-PZQ) isolado (REINHARD-
RUPP; KLOHE, 2017).

Os resultados divulgados da fase | dos estudos clinicos demonstraram que para
a administracdo de doses equivalentes, a biodisponibilidade do L-PZQ contido no ODT
rac-PZQ foi comparavel ao medicamento de referéncia, enquanto que a
biodisponibilidade relativa do ODT L-PZQ foi cerca de 40% do comprimido comercial.
Apesar disso, menos efeitos adversos foram relatados durante o tratamento com o
altimo. No entanto, a alta variabilidade e a baixa linearidade dos parametros
farmacocinéticos indicaram a necessidade de um estudo dedicado para determinacgéo
da formulacéo e dose pediatrica mais adequadas. Além disso, o resultado do painel
para estudo de palatabilidade utilizando escala analoga visual (VAS, do inglés, Visual
Analog Scale), favoreceu a administracdo do ODT L-PZQ disperso em 4gua ao invées
da desintegracdo diretamente na boca e sua palatabilidade foi significantemente
melhorada em relacdo ao comprimido comercial (BAGCHUS et al., 2019). A fase Il
dos estudos foi finalizada e assim foi estabelecida a dose recomendada para
administracdo pediatrica do ODT L-PZQ (NCT02806232). Para a fase lll, voluntarios
estdo sendo recrutados e a previsao € de que o estudo seja concluido ainda em 2020
(NCT03845140).

2.1.3.1 Avaliacao da palatabilidade de medicamentos

A palatabilidade é um dos fatores determinantes quando se trata da aceitacdo
de um medicamento pelo paciente. E definida como a apreciagédo global de um
medicamento por propriedades organolépticas tais como cheiro, sabor, sabor residual
e textura, além de possivelmente, visdo e som (WALSH et al., 2014). Um medicamento
palatavel é aquele em que os atributos sensoriais aversivos foram minimizados,
mascarados ou eliminados de sua formulagéo (ZAJICEK et al., 2013).

A percepgdo sensorial de um medicamento de administracdo oral pode
influenciar na adesédo dos pacientes e, consequentemente, no sucesso da terapia
proposta, apresentando particular importancia no caso de formulagbes pediatricas
(HARAGUCHI et al., 2016). Uma vez que a maioria dos farmacos apresenta sabor
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amargo, o desenvolvimento de preparacdes farmacéuticas orais com sabor agradavel
€ um desafio e o estabelecimento de métodos confiaveis para a avaliacdo de
palatabilidade se mostra necessario (MOHAMED-AHMED et al., 2016).

O painel humano é o método mais comum para avaliacdo da palatabilidade e
aceitabilidade de formulacdes farmacéuticas ao final do desenvolvimento, porém sua
realizacdo envolve questbes éticas e toxicoldgicas que sdo ainda mais rigorosas
quando o estudo inclui grupos de pacientes especiais, como € o caso de criancas
(PEIN et al.,, 2014). Uma alternativa a participacdo de individuos em analises
sensoriais envolve ensaios comportamentais com animais como cachorros, gatos,
ratos ou até mesmo peixes ou moscas drosdfilas (MUNSTER et al., 2017). Porém, por
também se tratar de um método in vivo, as complicagcbes éticas ndo séao
completamente eliminadas.

Por essa razdo, diversos métodos in vitro foram desenvolvidos e podem
fornecer informacfes relevantes para predicdo da palatabilidade de medicamentos.
Dentre os métodos indiretos baseados principalmente em ensaios de quantificacdo,
estdo incluidos os testes de liberacdo ou dissolucdo do farmaco em questdo. Tais
testes simulam a dissolucéo bucal das formas de dosagem e a possivel liberacdo de
um sabor desagradavel pelo IFA dissolvido, sendo a concentracdo do mesmo
analisada e comparada com o limiar conhecido de deteccdo humana (ANAND et al.,
2007; MOHAMED-AHMED et al., 2016). Ja a aplicacdo de sensores eletronicos
determina o sabor de maneira similar a biologica, baseando-se também nos limiares
da percepcéo dos sabores por humanos, porém, mimetizando o processo de deteccéo
do paladar (MOHAMED-AHMED et al., 2016; MUNSTER et al., 2017).

Os sistemas eletrnicos, ou lingua eletrénica (do inglés, Eletronic Tongue — e-
Tongue), empregam sensores eletroquimicos (baseados em potenciometria,
voltametria, amperometria ou outros) acoplados a metodologias quimiométricas para
realizar andlises qualitativas e quantitativas das propriedades organolépticas e
quimicas de substancias e produtos (ANAND et al., 2007; MUNSTER et al., 2017). O
termo lingua eletrénica € uma referéncia a semelhanca com o sistema gustativo de
mamiferos, devido a similaridade nos estagios de detecgdo, transdugdo e
reconhecimento de padrdes, que € baseado na seletividade global (CORREA et al.,
2014).



O conceito de seletividade global envolvido fundamenta-se no reconhecimento
dos padrdes de resposta que caracterizam grupos de compostos quimicos, ou seja,
embora n&do haja discriminagdo entre estruturas, as informagdes coletadas s&o
agrupadas de acordo com a qualidade e intensidade de sabor e assim os efeitos
sinérgicos ou de supressao entre as substancias fornecem uma “impressao digital’
Gnica para cada amostra (ANAND et al., 2007; CORREA et al., 2014). Dessa maneira,
as espécies quimicas sao classificadas de acordo com os cinco sabores basicos:
salgado, amargo, doce, azedo e umami, sendo este Ultimo uma combinacdo dos
anteriores (CORREA et al., 2014).

As linguas eletrénicas comercialmente disponiveis sdo fornecidas pela Insent
(Atsugi-Shi, Japédo) e AlphaMOS (Toulouse, Francga). Tais instrumentos tém
demonstrado sua capacidade de prever com precisédo a intensidade do amargor de
diversos tipos de medicamentos anteriormente comprovado pelos sentidos humanos
(HARAGUCHI et al., 2016). No Brasil, tal tecnologia foi desenvolvida pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA), vinculada ao Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento, em parceria com a Escola Politécnica da
Universidade de Sao Paulo (USP).

A implementacdo deste sensor representa um avancgo nas rotinas de controle
de qualidade para a indastria alimenticia, vinicolas e estacdes de tratamento de agua
(VALLE, 2017). Embora ndo haja registros sobre a utilizagdo da lingua eletrénica
brasileira na indudstria farmacéutica, uma vez que n&o é um equipamento
comercializado, ha relato na literatura sobre sua aplicabilidade na avaliacdo da
palatabilidade de formulacdes farmacéuticas em desenvolvimento (HOFFMEISTER et
al., 2017). Vale ressaltar que a utilizacao de tal ferramenta na avaliagcdo de produtos
farmacéuticos € relativamente recente, sendo ensaios com humanos ainda
importantes para fins de validacdo e correlacdo com os resultados obtidos in vitro
(ANAND et al., 2008), assim como apresentado em alguns estudos encontrados na
literatura aplicando sensores comerciais (LORENZ et al., 2009; SADRIEH et al.,
2005).

2.2 FARMACOS POUCO SOLUVEIS EM AGUA

O avanco tecnolégico possibilitou o desenvolvimento de diversas estratégias
para investigacdo e selecdo de novas substancias bioativas. Os métodos de triagem
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biolégica automatizada em alta escala (HTS, do inglés high-throughput screening) e
de triagem virtual (VS, do inglés virtual screening), levaram a descoberta de grande
quantidade de farmacos que, apesar do potencial farmacodindmico, apresentam
propriedades farmacocinéticas que devem ser otimizadas a fim de garantir o efeito
terapéutico esperado (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010). Atualmente, cerca de
40% dos farmacos comercializados e até 75% dos compostos candidatos a farmacos
que se encontram em desenvolvimento sao definidos como pouco solluveis em agua
(WILLIAMS et al., 2013).

A baixa solubilidade em agua é um fator limitante no processo de absorcéo
sistémica de um principio ativo em determinadas formas de dosagem, uma vez que
torna lenta a dissolugdo do farmaco nos fluidos do trato gastrointestinal. Assim, a
extensdo da absorcdo pelas membranas celulares e disponibilizagdo na corrente
sanguinea podem ser afetadas e, como consequéncia, menor concentracao
efetivamente atingird o sitio de acdo. Dessa maneira, a solubilidade deve ser
incrementada pois influencia diretamente na biodisponibilidade do farmaco
(JUNGHANNS; MULLER, 2008; PRADO; ROCHA, 2015).

2.2.1 Alternativas tecnoldgicas para incremento da solubilidade de farmacos

Diferentes estratégias vém sendo desenvolvidas para abordar a questao da
baixa solubilidade de farmacos em fase aquosa e uma visao geral de tais tecnologias
foi apresentada em publicacdes recentes (DOUROUMIS et al., 2013; WILLIAMS et al.,
2013). S&o encontradas referéncias de técnicas como a formacao de sais, cocristais,
dispersdes sélidas amorfas, polimorfos metaestaveis e reducdo do tamanho de
particula (BLAGDEN et al., 2007; CHAUD et al., 2013; KHADKA et al., 2014; MULLER;
PETERS, 1998). Além disso, ha registro do uso de cossolventes, surfactantes, ajustes
de pH, complexagcdo com ciclodextrinas, formulacbes de emulsdes e lipossomas,
sistemas autoemulsificantes, dentre outras (DOUROUMIS & FAHR, 2013;
KAWABATA et al., 2011). A Figura 2 ilustra as principais estratégias adotadas para
mitigar tal questéo.
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Figura 2. Esquema ilustrando as estratégias para enfrentar a baixa solubilidade de farmacos.
Fonte: adaptado de Williams e colaboradores (2013).

Dependendo das propriedades moleculares e fisico-quimicas da substancia
ativa, bem como a dose clinica indicada, alternativas diferentes podem ser
adotadas(KAWABATA et al., 2011). Entretanto, a toxicidade relacionada e os efeitos
colaterais indesejaveis devem ser considerados quando excipientes sdo usados em
técnicas convencionais e em grandes quantidades para aumentar a solubilidade do
farmaco (MERISKO-LIVERSIDGE; LIVERSIDGE; COOPER, 2003).

Nesse contexto, a reducdo do tamanho de particulas para escala nanométrica
€ uma abordagem promissora para incrementar a solubilidade de saturacéo, a taxa
de dissolucéo e biodisponibilidade oral de farmacos hidrofébicos, ou pertencentes as
classes Il e IV do SCB. Os micro e nanocristais mostram-se tanto na literatura quanto
no mercado como uma excelente alternativa para este tipo de situagao (CHEN et al.,
2017; HOFFMEISTER et al., 2017).

Em relacdo ao PZQ, alguns trabalhos presentes na literatura foram realizados
com o0 objetivo de incremento em sua dissolugcéo/biodisponibilidade utilizando
abordagens diversas, como por exemplo: nano e microcristais (YANG et al., 2019)
cocristais e ciclodextrinas (CUGOVCAN et al., 2017), homogeneizac&o a alta presséo
(GONZALEZ; RAMIREZ RIGO; GONZALEZ VIDAL, 2018), dispersbes solidas
(DAMETTO et al., 2017), granulagéo por fusao e liofilizacao (PASSERINI et al., 2006)
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e nanoparticulas poliméricas (DA FONSECA et al., 2014). O Quadro 1 resume tais
trabalhos.

No geral, os trabalhos encontrados na literatura propuseram e testaram
métodos de preparo em pequena escala e com baixa carga de PZQ. Em alguns casos,
apesar da porcentagem do farmaco dissolvida ser proxima de 100%, a composi¢cao
exata e o preparo do meio de dissolucdo nao foram descritos. Além disso, a maioria
nao considera a condi¢do sink para a conducéo dos testes de dissolucéo e apenas
dois avaliam a eficiéncia de dissolugcdo. Alguns estudos conduziram testes de
estabilidade e avaliaram as formulacbes in vivo. O Unico trabalho que cita
preocupacdo com a questdo da palatabilidade ndo apresenta os resultados obtidos

com tal estudo.
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Abordagem

Nano e microcristais

Caocristais e complexo amorfo
com ciclodextrinas

Dispersdes solidas

Dispersdes solidas

Granulos e microparticulas

Nanoparticulas poliméricas

Técnica

Moagem via Umida e
micronizagao

Moagem

Homogeneizacgéo a alta
presséo (HPH)

Método de fusdo

Granulacao por fuséo e
spray congealing

Polimerizacao em
miniemulséao in situ

Método de preparo

Moagem via imida do PZQ
com estabilizantes em
moinho planetario com

bolas de 0,5 mm, a 35 Hz
por 160 min.

Moinho de jato a ar, com

presséo de ar de 0,5 MPa.

Moagem do PZQ com aditivos
em moinho de bolas vibracional
de alta energia, 25 Hz por 30
min.

Pré-homogeneizagao: 22000
rpm, 10 minutos.
HPH: 60 ciclos, 950 bar.

Aquecer os compostos até
as respectivas
temperaturas de fuséo e
mistura-los sob constante
agitagao até solidificacao.

Granuladora do tipo high
shear: 120 rpm por 10 min,
seguido de 500 rpm por 5
min (50 °C).

Spray congealing com
atomizador
ultrassoénico: atomizagao da
suspenséo de PZQ em
Gelucire 50/13 fundido, a
70 °C, 25 kHz e 250 W.

Mistura de fase orgénica e
fase aquosa no
homogeneizador de alta
pressao, seguida de
polimerizagdo em reator.

Concentracédo de PZQ

5% (M/v)

1:1, 150 mg de PZQ

1% (m/V)

3:1;1:11el1:3
(PZQ:carreador)

10% m/m

N&o informado.

Excipientes

Soluplus® e POL 407.
Manitol e sorbitol como
crioprotetores.

Acido citrico, acido maléico,
acido salicilico, acido tartéarico e
hidroxipropil-B-ciclodextrina e
metil-B-ciclodextrina.

POL 188 e maltodextrina ou
PVP

Gelucire 50/13 e manitol

PEG 4000, POL 188, a-
lactose e Gelucire 50/13

Poli(metacrilato de metila)
(PMMA), éleo mineral,
Eudragit® E100, agente

reticulante dimetacrilato de

etilenoglicol (EgDMA), LSS
e bicarbonato de sédio.

Concentracéo de

1,25% (m/m) e 0,25%

3:1;1:1e1:3

. m/m). 1:loul:ll Maxima total de 1% (m/V 5, 10, 20 e 30% m/m N&o informado.
excipientes 3% (m/\(/) e 3)% ). b (mV) (PZQ:carreador) ’
Co Estufa a 40 °C (para estudo Lo
Secagem Liofilizagao NA do estado solido) NA NA Liofilizagdo
Agua Meio gastrico simulado pH 1,2 0.1 mol/L HCI (120 min) e Meio gastrico simulado, pH

Meio de avaliacéo

(HCI 0,1 LSS 0,2% néo foi
discriminativo).

e meio intestinal simulado pH
6,8.

HCIO0,1 N

0.2 mol/L tampéao fosfato
pH 6.8 (240 min)

0,02% Tween 20 em agua

1,2 e meio entérico
simulado, pH 6,8.

PZQ: 20% em 60 min.

PZQ: 1% (60 min)

75% em 175 min (1:1

PZQ: 15% (60 min)
Granulos: 20% e 40% (60

Aprox. 100% no inicio do

. . NC: 99,14% e MC: 13,06% x .
% Dissolvida ' T2 E 1 Algumas amostras: > 90% em Amostras em suspens&o: : min) ; ;
em 60min. 10 min 66% e 87% PZQ/Gelucire) Microparticulas: 60% (60 total de 180 min avaliados.
min)
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Eficiéncia de
dissolucgao (%)

PZQ: ~ 15%, 60 min
Algumas amostras: > 90%, 60
min

63,88 + 7,60 e 78,99 + 2,87

Caracterizagao fisico-
quimica

Distribuicdo de tamanho de
particula (DLS e LD), TGA,
DSC, DRX, MET, FTIR, e
perfil de dissolug&o in vitro.

DSC, DRX; IR, solubilidade,
dissolucgéo in vitro.

Distribuicdo de tamanho de
particula (LD e DLS), DSC,
DRX, MEV, teor de farmaco e
perfil de dissolugéo in vitro.

TGA, DSC, DRX, MEV, IR,
e perfil de dissolucgéo in
vitro.

DSC, microscopio com
estagio a quente,
tamisacgdo, DRX de p6,
FTIR, teor e perfil de
dissolucéo in vitro.

Distribuicdo de tamanho de
particula (LD), DSC, MEV,
IR, teor residual de
mondmero, eficiéncia de
encapsulamento e perfil de
liberagdo/dissolugdo
(maioria dos dados ndo

mostrados).
364,4 +4,6 nm. . .
Tamanho particula | d10: 1,0; d50: 3,7 e d9O: : 450: 8910+ 00,2 nm; : 200-500 um e 150-250 um 60 a 105 nm
14,1 pm, 3131

Tamanho particula
apés redisperséo

NCs: 377,8 £ 18,2 nm

Observacéao

Nanocristais atingem %
Dissolvida méaxima em 10
minutos.
Potencial zeta: -=11.3 mV
Estabilidade fisica por 20
dias.
Biodisponibilidade em
cachorros Beagle.

Estudo estabilidade acelerada.

Permeabilidade e
compatibilidade in vitro.

Andlise sensorial. Atividade
in vitro e biolégica em
camundongos e estudo de
toxicidade.

Quadro 1. Compilagdo dos estudos encontrados na literatura para incremento da dissolucao do PZQ.
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Em relacdo a investigacdo de micro e nanocristais, Yang e colaboradores
(2018) apresentaram a formulacao, caracterizacao e estudo farmacocinético de micro
(MC) e nanocristais (NC) de PZQ, preparados por moagem a seco e Umida, seguida
de liofilizacdo. A suspensédo de PZQ foi testada com carga de 5% (m/v), em meio
estabilizante contendo 1,25% (m/v) de Soluplus® e 0,25% (m/v) de Poloxamero 407.
Os tamanhos meédios obtidos para os NCs e MCs foram de 364,4 nm e 3,7 um,
respectivamente. As taxas de dissolucdo dos NCs foram maiores do que as obtidas
pelos MCs e pela formulagdo comercial, especialmente quando agua foi utilizada
como meio discriminativo. Em estudo in vivo com cachorros da raca Beagle, a
biodisponibilidade oral dos NCs apresentou um aumento de 1,68 e 1,83 vez em
relacédo aos MCs e a formulagdo comercial, respectivamente. E importante observar
também que as técnicas de formacdo das nanoparticulas empregadas no estudo
publicado, apesar de bem-sucedidas, limitaram-se a pequenas escalas. O trabalho

desenvolvido também ndo demonstrou preocupac¢ao com o sabor.
2.3 NANOTECNOLOGIA FARMACEUTICA

A nanotecnologia foi adotada no desenvolvimento de produtos causando
grande impacto em diferentes areas como a eletrbnica, éptica, produtos de consumo
e materiais (WANG et al., 2012). A necessidade de diminuir o tamanho de particula
para a escala nanométrica (abaixo de 1000 nm) tem também emprego comum para
produtos de uso médico, da industria de alimentos ou ainda do setor farmacéutico
(JUNGHANNS & MULLER, 2008). Tal tecnologia € um dos fatores-chave para a
terapia medicamentosa moderna, mostrando-se promissoras as aplicacbes em novos
sistemas de liberacéo e vetorizacédo de farmacos (FAROKHZAD; LANGER, 2009).

A nanonizacdo de farmacos surgiu como um avanco da micronizacdo, pois
apesar da reducao de tamanho de particula para a escala micrométrica ser capaz de
incrementar a velocidade de dissolucdo, a melhoria ndo é suficiente para superar
problemas de biodisponibilidade de farmacos muito pouco sollveis em agua, como
alguns enquadrados na classe Il e IV do SCB (JUNGHANNS; MULLER, 2008). Assim,
a obtencéo de particulas em dimensdes nanométricas além de aumentar a velocidade
de dissolucado do farmaco aumenta, simultaneamente, a sua solubilidade de saturacédo

(WILLIAMS et al., 2013), e consequentemente, sua biodisponibilidade.
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Além disso, muitos sistemas nanoestruturados tém sido explorados no sentido
de melhoria do desempenho terapéutico, ndo sO6 através do aumento da
solubilidade/dissolugédo, como também pela modulacao da biodistribuicéo, prevencéo
da degradacédo, incremento da permeabilidade ou transporte dos farmacos, entre
outros. A tecnologia em nanoescala pode ser amplamente dividida em
nanocarreadores lipidicos, poliméricos ou inorganicos, e nanoparticulas ou
nanosuspensodes de farmacos, dentre outros (DATE et al., 2010).

Os nanocarreadores lipidicos incluem lipossomas, microemulsoes,
nanoemulsdes, nanoparticulas lipidicas solidas e carreadores lipidicos
nanoestruturados. Ja os nanocarreadores poliméricos abrangem micelas poliméricas,
nanoesferas e nanocapsulas, dendrimeros e nanoconjugados polimero-farmaco.
Ainda, nanocarregadores inorganicos incluem nanoestruturas contendo diversos
metais inorganicos, enquanto que farmacos na forma de nanoparticulas cristalinas
podem ser formulados como nanossuspensdes ou nanocristais (DATE et al., 2010;
PATRA et al., 2018).

2.3.1 Nanoparticulas cristalinas

Atualmente, hd uma discussdo controversa a respeito da definicdo de
nanoparticulas, ndo existindo conceito consolidado sobre a terminologia. De acordo
com o Food and Drug Administration (FDA), nanosistemas contém ao menos uma
dimenséao entre 1 e 100 nm e podem exibir diferentes propriedades quimicas, fisicas
ou efeitos biolégicos em comparagdo com materiais de mesma composi¢cao quimica,
mas de maior escala. Apesar de tal definicdo, ndo exclui ainda a possibilidade de
propriedades semelhantes em produtos finais serem atribuiveis as dimensdes fora do
intervalo determinado (FDA, 2014).

Nas ciéncias farmacéuticas, as nanoparticulas com carater cristalino sao
também denominadas nanocristais de farmacos. Nanocristais possuem um nucleo de
farmaco sélido, cristalino, em escala de tamanho nanométrico, além de uma camada
externa estabilizante (MERISKO-LIVERSIDGE; LIVERSIDGE; COOPER, 2003). Os
nanocristais farmacéuticos sao geralmente preparados como suspensdes, ou
nanossuspensdes, formadas pela dispersdo de nanocristais de farmacos puro em

meios liquidos, que precisam ser estabilizadas por agentes estabilizantes de carga
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e/ou estéricos. Os meios de dispersdo podem ser agua, solu¢cdes aquosas ou meios
ndo aquosos, como polietilenoglicol liquido ou 6leos (JUNGHANNS; MULLER, 2008).

Os nanocristais de farmacos foram desenvolvidos no inicio dos anos 90, de
acordo com as datas dos primeiros pedidos de patentes depositados pela
Nanosystems (Elan) (LIVERSIDGE et al., 1992), RTP Canada (SkyePharma Canada)
(KHAN; PACE, 2002) e DDS Drug Delivery Services GmbH (incorporada pela
SkyePharma) (MULLER et al, 1999). Em 2000 foi lancado pela Wyeth
Pharmaceuticals o primeiro produto comercial, Rapamune®.

ApoOs quase vinte anos de desenvolvimento de nanocristais, a maioria dos
produtos comerciais sédo de uso oral, porém, também séao encontrados medicamentos
para administracdo parenteral, pulmonar e ocular (CHEN et al., 2017). E esperado que
ainda mais produtos produzidos com essa tecnologia cheguem ao mercado, uma vez
gue as patentes ndo estdo mais em vigéncia ou estédo proximas de expirarem (CHEN
etal., 2017; MULLER; KECK, 2012; SHEGOKAR; MULLER, 2010).

2.3.2 Propriedades dos nanocristais

Os nanocristais sdo capazes de conferir incremento na biodisponibilidade dos
farmacos em razéo de suas propriedades caracteristicas, sendo elas principalmente
o aumento da solubilidade de saturacdo e da velocidade de dissolucdo, além do
aumento da adesividade a superficies ou membranas celulares (JUNGHANNS;
MULLER, 2008; MULLER; GOHLA; KECK, 2011). Essas sdo vantagens relevantes
que tornam o uso de nanocristais promissor para inumeras aplicacdes (JUNGHANNS;
MULLER, 2008).

A solubilidade de saturacdo é uma constante que além de ser funcdo do
composto, do meio de dissolucdo e da temperatura, pode também depender do
tamanho de particulas quando estas se encontram na escala nanométrica
(JUNGHANNS; MULLER, 2008). De acordo com a Equacéo 1 de Ostwald—Freundlich,

guanto menor o tamanho de particula, maior a solubilidade de saturagéo:

log(C,/Cy) = 206V /2.303RTpr (D

onde Cs é a solubilidade de saturagéo, Ca € a solubilidade do solido que consiste em

particulas grandes, o é a tenséo interfacial da substancia, V € o volume molar do
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material particulado, R € a constante do gas, T é a temperatura absoluta, p € a
densidade do sélido e r é o raio.

Em relacdo a velocidade de dissolucdo, quando esta é um fator limitante no
processo de absor¢cdo de um farmaco pelo organismo, técnicas de cominui¢ao
possibilitam um incremento em seu valor. Segundo modificacdo do modelo de
dissolucéo descrito inicialmente por Noyes-Whitney e proposto por Nernst-Brunner e
Levich (DRESSMAN et al., 1998), conforme a Equacéo 2, a velocidade de dissolucao
aumenta devido ao aumento expressivo na area superficial das particulas quando
estas passam de micrometros para nandometros (PATRAVALE, DATE & KULKARNI,

2004), além de também ser proporcional a solubilidade de saturacéo:

dX/dt = (D x A)/h x (Cs — X/V) 2)

onde dX/dt é a velocidade de dissolucao, D é o coeficiente de difuséo, A é a area da
superficie da particula, h é a distancia difusional, Cs é a solubilidade de saturacdo do
farmaco, X € a concentracdo no liquido circundante e V € o volume do meio de
dissolucéo.

Além disso, o aumento da adesividade dos nanocristais esté relacionado ao
aumento em sua area de contato, também como consequéncia da reducdo do
tamanho de particula (MULLER; GOHLA; KECK, 2011). Por essas razdes, a
flexibilidade oferecida pela modificacdo de tamanho de particula e propriedades de
superficie garantem a versatilidade dos nanocristais, permitindo com que sejam
incorporados em diversas formas de dosagem e administrados por diferentes vias
(PATRAVALE; DATE; KULKARNI, 2004).

2.3.3 Técnicas de preparo de nanocristais

Existem duas abordagens basicas para producao de nanocristais: top-down ou
bottom-up. Nos métodos top-down, particulas grandes sao fragmentadas em
particulas menores, como por exemplo na técnica de moagem Umida ou
homogeneizacgédo de alta pressdo (HPH, do inglés high pressure homogenization). Em

contrapartida, os métodos bottom-up dependem de um processo de formacdo de
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particulas nanométricas partindo de moléculas de farmaco dissolvidas, como o que
por exemplo ocorre na técnica de precipitacdo (KECK; MULLER, 2006).
Em ambos os casos, é formada uma nova area de superficie (AA), que aumenta

a energia livre (AG), conforme definido pela Equacéao 3:

AG = yg1 X AA - (3)

onde ys/ € a tensao interfacial.

O sistema prefere reduzir este aumento na area superficial dissolvendo nucleos
cristalinos incipientes, no caso de precipitacdo, ou aglomerando pequenas particulas,
independentemente de seu mecanismo de formacao. Esta tendéncia pode ser evitada
pelo formulador através da adicdo de agentes funcionalizantes de superficie que,
reduzindo a tensao interfacial, permitem interacdes atrativas dgua-surfactante e assim
reduzem a energia livre do sistema. Dessa maneira, a superficie do cristal é
estabilizada e mostra uma tendéncia reduzida a aglomeracdo (RABINOW, 2004).

Esse principio € ilustrado na Figura 3.

- Atrito Dissolugdo ¢~
-— _
Aglomeracao @) Mucleacdo e
~ _crescimento

S

() Molécula de agua (O Interacdo dgua-surfactante

Figura 3. Formacdao e estabilizacdo de nanoparticulas cristalinas.
Fonte: adaptado de RABINOW (2004).

19



Dos 16 produtos com nanocristais atualmente disponiveis no mercado, a
maioria € de administracdo por via oral e preparada pela abordagem top-down, sendo
a técnica de moagem por via Umida amplamente utilizada. O primeiro produto a
incorporar tal tecnologia foi o Rapamune®, um agente imunossupressor
disponibilizado no mercado em 2000 pela Wyeth Pharmaceuticals. Outros exemplos
de medicamentos aprovados sdo Emend (Merck, EUA), Tricor (Abbott, EUA) e Invega
Sustenna (Janssen, EUA) (LI; MATTEI, 2019; MERISKO-LIVERSIDGE;
LIVERSIDGE, 2011).

Apesar das desvantagens comumente associadas a abordagem bottom-up,
como a necessidade de remocéao de solvente e a dificuldade de controle do processo
(JUNGHANNS; MULLER, 2008), o aprimoramento técnico e sua aplicagdo em escala
industrial sdo notados pela presenca no mercado de 2 produtos preparados pela
técnica de coprecipitacdo (LI; MATTEI, 2019). Ainda, dos 5 produtos em atual
desenvolvimento, 1 é produzido pela mesma abordagem (LI; MATTEI, 2019).Em
estudo de revisdo Liu e colaboradores (2015) apresentam uma visao geral das
técnicas top-down disponiveis para o preparo de nanocristais. Os métodos
industrialmente relevantes consideram esse tipo de abordagem em razao de sua boa
reprodutibilidade e facil escalonamento. Sendo assim, dentre as possiveis técnicas de

preparo de nanocristais, a moagem foi a escolhida no presente trabalho.
2.4 MOAGEM VIA UMIDA

A moagem é uma operacao unitaria na qual energia mecanica € aplicada para
quebrar fisicamente particulas grosseiras visando a obtencéo de particulas mais finas,
sendo portanto considerada uma abordagem top-down para producdo de
nanoparticulas (LOH; SAMANTA; SIA HENG, 2015). Durante o processo de moagem,
os cristais de farmaco quebram-se em particulas menores e, assim, novas superficies
sao continuamente geradas. Portanto, o intervalo de tempo entre a geragéo de uma
nova superficie e a adsorcdo do estabilizante na mesma influencia a estabilidade das
nanossuspensdes e a eficiéncia da moagem umida (WANG et al.,, 2013). Ainda
durante a operacao, a reducédo do tamanho das particulas atinge um limite pratico,
que, uma vez ultrapassado, resulta em dificuldade progressiva na fragmentacéo das
mesmas (HICKEY; GANDERTON, 2010). Assim, quando a moagem é prolongada, a
taxa de aglomeracdo pode superar a fragmentacdo das particulas e reduzir
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significantemente a eficiéncia do processo. Além disso, quando tal limiar critico é
atingido, a transferéncia continuada de energia mecéanica do moinho para o farmaco
pode levar ainda ao desordenamento da estrutura do cristal (BOLDYREV, 2004; LOH,;
SAMANTA; SIA HENG, 2015).

A classica tecnologia NanoCrystals®, desenvolvida por Liversidge e
colaboradores (1992), utiliza moinho de esferas ou moinho de pérolas para
cominuicdo das particulas. Os elementos de moagem, o meio de dispersao
(geralmente agua), os estabilizantes e o farmaco sédo carregados na camara de
moagem. O moinho pode ser operado em batelada ou com recirculacdo e as forcas
de cisalhamento do impacto, geradas pelo movimento dos elementos de moagem,
levam a reducao do tamanho das particulas (PATRAVALE; DATE; KULKARNI, 2004).
O tempo de moagem depende de muitos fatores (como o teor de surfactante, dureza
do farmaco, viscosidade, temperatura, energia de entrada e tamanho do elemento de
moagem) e pode durar de 30 minutos a horas ou varios dias variando de acordo com
as especificidades de cada formulagcdo (MERISKO-LIVERSIDGE; LIVERSIDGE;
COOPER, 2003).

O processo € mostrado em uma representacédo esquematica na Figura 4.
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Figura 4. Esquema do processo de moagem com pérolas.
Fonte: adaptado de MERISKO-LIVERSIDGE et al. (2003).

As pérolas ou esferas podem apresentar tamanhos diversos e sdo usadas
como elementos de moagem, consistindo de ceramica (dioxido de zircénio
estabilizado com cério ou itrio), aco inoxidavel, vidro ou esferas revestidas com resina
de poliestireno altamente reticulado. A erosédo do material de moagem durante o
processo € um problema comum desta tecnologia; assim, o revestimento das esferas
de moagem foi desenvolvido na tentativa de reduzir a quantidade de impurezas
geradas (BRUNO et al., 1992). Outro problema é a aderéncia do produto a superficie
interna do moinho, ocorrendo principalmente entre a superficie das pérolas de
moagem e a superficie do préprio moinho (JUNGHANNS; MULLER, 2008).

Um dos grandes desafios no preparo de nanosuspensfes por moagem com
pérolas é o fato de as formulagBes tenderem a formagédo de uma espuma estavel no
recipiente de amostra, que consiste em bolhas de ar muito pequenas. Uma possivel
explicagéo € de que as particulas hidrofobicas em escala nanométrica sejam capazes
de estabilizar a espuma formada durante o processo. Uma medida para a reducéo de

7

tal efeito € a expulsdo de todo o ar antes da introdugdo da amostra no sistema
(BITTERLICH et al., 2014). Outra questdo séo as altas temperaturas envolvidas no
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processo de moagem e decorrentes do mecanismo de quebra das particulas. Para
controlar essa situacdo, camisas de refrigeracdo devem ser utilizadas para dissipacéo
do calor e uma vez que limitam a elevacado da temperatura dentro da camara de
moagem, permitem que o sistema seja utilizado até mesmo de maneira continua
(LOH; SAMANTA; SIA HENG, 2015).

Em um processo de moagem, alcancar o tamanho e forma desejados para as
particulas exige otimizagdo de um grande numero de variaveis relacionadas ao
processo e ao material utilizado. Em termos de processamento, € necessario o ajuste
das condi¢cBes de moagem, como a duracao, taxa de alimentacao e outros parametros
operacionais. Ocasionalmente, uma combinacédo de técnicas de moagem pode ser
necessaria para alcancar os resultados desejados. Quando diferentes técnicas sédo
utilizadas em série, ainda mais variaveis relacionadas ao processo precisam ser
ajustadas e refinadas, permitindo assim que as vantagens exclusivas de cada técnica
sejam combinadas sinergicamente para obtencdo do resultado desejado. Os
excipientes adequados devem ser selecionados para minimizar a aglomeracao e
melhorar a molhabilidade, estabilidade e resultante solubilidade das particulas do
farmaco submetido a tal processo (LOH; SAMANTA,; SIA HENG, 2015).

2.4.1 Estabilizacéo fisico-quimica de nanossuspensodes

Os nanocristais de farmaco sédo formados a partir de um ndcleo sélido rodeado
por uma camada estabilizadora formada por surfactantes e/ou polimeros anfifilicos
(TUOMELA; HIRVONEN; PELTONEN, 2016). O uso de estabilizantes é essencial
para prevencdo da aglomeracédo e agregacao, assim como do crescimento de cristais
(ou coalescimento de Ostwald) (WANG et al., 2013). Os agentes tensoativos ibnicos
ajudam na repulsédo eletrostatica e 0os agentes tensoativos ou polimeros nao ibnicos
conferem um efeito estérico, impedindo aproximacao entre as particulas (RABINOW,
2004).

A estabilizagdo eletrostatica é obtida quando polimeros carregados ou
surfactantes i6nicos sdo adsorvidos nas superficies das particulas do farmaco e
diminuem sua carga aparente. JA a estabilizacdo estérica € alcancada quando
polimeros de cadeia longa sdo adsorvidos nas superficies das particulas do farmaco,
formando uma barreira fisica que impede a aproximacdo entre as mesmas. As

propriedades do polimero como o comprimento da cadeia, massa molar,
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hidrofobicidade e forma, além da concentracdo, irdo influenciar a eficiéncia da
adsorcdo. Ainda, o método de adicdo do polimero (adicbes periodicas ou adicdo ao
inicio do processo de moagem) também é capaz de afetar suas propriedades de
estabilizacdo (LOH; SAMANTA,; SIA HENG, 2015).

O processo de nanonizacao resulta na criacdo de novas interfaces e variacao
positiva da energia livre de Gibbs, dessa maneira, as nanossuspensdes sao sistemas
considerados termodinamicamente instaveis. A aglomeracéo, que pode ser definida
como a unido de particulas por forgas de ligacdo fracas (como as de Van der Waals)
(OBERDORSTER, 2010), ¢ uma propriedade inerente das nanossuspensdes como
uma resposta da tendéncia do sistema nanoestruturado em reduzir a energia livre de
Gibbs, afim de reestabelecer o equilibrio termodindmico (WANG et al., 2013).
Cineticamente, o processo de aglomeracdo depende de energia de ativacao, que por
sua vez pode ser influenciada pela adicdo de estabilizantes ao sistema. Os
estabilizantes, por aumentarem a energia de ativacdo necessaria, fornecem uma
barreira & ocorréncia de tal mecanismo (GONZALES-CABALLERO; LOPEZ-DURAN,
2000). Ainda, agregacado entre as particulas, através de ligagbes quimicas fortes
(OBERDORSTER, 2010), pode ocorrer durante o processo de preparo das
nanossuspensdes ou durante a estabilidade de prateleira do produto (WANG et al.,
2013).

Além disso, outro fenémeno ligado a instabilidade do sistema é o coalescimento
de Ostwald, que surge como resultado da diferenca da solubilidade de saturacao entre
particulas de diferentes tamanhos (GREENWOOD, 1956; SINHA; MULLER;
MOSCHWITZER, 2013). Como explicado anteriormente, as particulas em escala
nanométrica apresentam maior solubilidade de saturacdo e caso ocorra sua
solubilizagédo no meio (MERISKO-LIVERSIDGE; LIVERSIDGE, 2011), um gradiente
de concentracdo de farmaco é criado. Assim, ocorre a difusdo das moléculas livres a
partir da 4rea de maior concentracao para a regido em torno das particulas grandes.
Como consequéncia, 0 ambiente supersaturado formado ao redor das particulas
grandes facilita a cristalizacdo do farmaco nas mesmas (WU; ZHANG; WATANABE,
2011). Tal fenémeno € ilustrado esquematicamente na Figura 5.

Em outras palavras, o coalescimento de Ostwald é essencialmente um

processo no qual as particulas grandes crescem as custas das particulas menores, 0

24



gue leva a uma mudanca na distribuicdo de tamanho das particulas em suspenséo
(DOUROUMIS et al., 2013).

Moléculas
de farmaco

Difuséo por
gradiente

. de concentragao
Maior <

solubilidade o AN Menor
de saturagao e solubilidade
de saturagao

Figura 5. Crescimento no tamanho de cristais por coalescimento de Ostwald.
Fonte: adaptado de Wu e colaboradores (2011).

Geralmente, a aglomeracdo e coalescimento de Ostwald s8o0 os primeiros
fenbmenos desencadeados pela instabilidade e sao responsaveis pela ampliacdo da
faixa de tamanho das particulas que formam o sistema (WANG et al., 2013). No
entanto, a ocorréncia de sedimentacao é a extrema representacao da instabilidade do
sistema de disperséo coloidal. A transicdo do tamanho ocorre gradualmente, podendo
partir de dispersées das moléculas em solucéo, que passam por dispersdes coloidais
até formarem dispersdes grosseiras. Entretanto, quando a for¢ca da gravidade exercida
na particula de farmaco for maior do que a forca de flutuacéo criada pelo sistema de
disperséo, a sedimentacao é inevitavel. Tal mecanismo ¢€ irreversivel e uma vez que
ocorra a formacédo de “caking”, a nanossuspensdo nao pode ser redispersa
(FLORENCE; ATTWOOD, 2006; RABINOW, 2004), sendo evidenciada assim a
importancia da consideracdo desse fenbmeno durante a formulacdo (WANG et al.,
2013).

Dessa maneira, estabilizantes sdo essenciais para prevenir a agregacao das
nanossuspensoes, porém, farmacos diferentes requerem diferentes estabilizantes e,
assim, ndo é possivel a definicdo de um Unico sistema estabilizante aplicavel para
todos os farmacos e processos. Além disso, ndo existe nenhum guia sistematico para
selecdo e otimizacdo de agentes estabilizantes e, assim, a identificacdo de
estabilizantes adequados para uma dada formulacdo é frequentemente dificil e

normalmente segue uma abordagem de tentativa e erro. O tipo e a quantidade de
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estabilizante também exercem efeito significativo na estabilidade fisica e
comportamento in vivo das nanossuspensfes (TEERANACHAIDEEKUL et al., 2008).
Quanto menor o tamanho das particulas, mais importante € uma estabilizacdo
eficiente, ndo sé para a formagéo de nanocristais, como também para a estabilidade
da formulacdo durante o armazenamento (TUOMELA; HIRVONEN; PELTONEN,
2016).

2.4.2 Secagem das nanossuspensoes

O processamento de nanossuspensdes apds 0 preparo torna-se essencial
gquando o farmaco é altamente suscetivel a clivagem hidrolitica ou degradacao
quimica. Esta etapa também pode ser necessaria quando o melhor estabilizante
possivel ainda nao for capaz de garantir a estabilizacdo da nanossuspensao por um
periodo de tempo suficiente, como também em casos de restricbes em relacdo a
aceitacdo dos pacientes por determinada via de administracdo (PATRAVALE; DATE;
KULKARNI, 2004).

A nanossuspensdo aquosa pode ser usada como fluido de granulagdo na
producdo de comprimidos, ou como fluido umectante para a massa em peletizagdo. A
secagem para obtencéo de pé a partir das amostras aquosas pode ser realizada por
pulverizacio ou liofilizagdo (SHEGOKAR; MULLER, 2010).

As operacfes de secagem convencionais da industria farmacéutica, como leito
fluidizado ou spray drying, apresentam vantagens e sdo aplicaveis a
nanossuspensdes. Se a moagem for realizada com suspensdes altamente
concentradas que apresentarem alta viscosidade, pode ser necessario dilui-las antes
da secagem de forma a maximizar o rendimento (DOUROUMIS et al., 2013).

Embora processos de secagem como spray drying e liofilizacdo sejam
abordagens comuns, muitas vezes fornecem energia suficiente para que ocorra a
conversdo do farmaco da forma cristalina para a amorfa. Além disso,
nanossuspensdes que nao foram permanentemente estabilizadas através do uso de
estabilizantes apropriados podem agregar quando submetidas a processos de
secagem. Assim, ainda que a secagem para obtencao de po seja desejavel em termos
de estabilidade, possiveis transformacdes durante o processamento da formulacéo

devem ser monitoradas através de métodos apropriados (WANG et al., 2013).
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Considerando estes aspectos, 0s nanocristais podem ser facilmente incluidos
em formas farmacéuticas solidas através da aplicacao de processos de solidificacao.
Para isso, a sele¢do racional das opera¢fes unitarias deve ser feita considerando as
propriedades do farmaco e os aspectos econdmicos. Além disso, o efeito de tal
processamento no tamanho de particula e no teor de umidade final do farmaco seco
devem ser avaliados (PATRAVALE; DATE; KULKARNI, 2004). Por fim, apés a
nanossuspensao ser submetida a um processo de secagem, o po resultante pode ser
formulado para administracdo pulmonar, esterelizado para reconstituicio como
injetavel ou ainda transformado em outras formas de dosagem, tais como capsulas,

pellets e comprimidos de administracéo oral (WANG et al., 2013).
2.4.2.1 Caracterizacdo de micro e nanoparticulas cristalinas

As micro e nanoparticulas cristalinas se diferenciam pelo tamanho, porém
ambas apresentam um carater cristalino, ou seja, apresentam suas moléculas em um
empacotamento ordenado e periodico. Assim, a caracterizacdo estrutural e a
consideracao da possibilidade do preparo de diferentes formas cristalinas tornam-se
importantes.

A possibilidade de um farmaco cristalizar-se em diferentes estruturas pode
impactar trés parametros de essenciais durante o desenvolvimento de produtos na
industria farmacéutica: biodisponibilidade, estabilidade e processabilidade (PRADO;
ROCHA, 2015). Dessa maneira, é reforcada a necessidade de aplicacdo de técnicas
adequadas para identificacdo da forma cristalina e suas propriedades. E importante
salientar que um uUnico método de andlise ndo é suficiente para promover toda a
informacdo necessaria e usualmente, meétodos sdo utilizados de maneira
complementar (LI; MATTEI, 2019).

Os métodos de caracterizagcdo convencionais para solidos incluem difracao de
raios X de po6 para identificacdo da estrutura/forma solida, métodos térmicos para
avaliacado de transicoes de fase por aquecimento ou resfriamento, espectroscopia
para informacdes sobre ligacdes e o ambiente ao redor da molécula e microscopia
para avaliagao visual e estimativa de tamanho das particula (LI; MATTEI, 2019).

Além disso, quando se trabalha com nanoparticulas cristalinas, o tamanho de
particula e a distribuicio do tamanho sdo paradmetros essenciais e geralmente
avaliados pela técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS, do inglés Dynamic
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Light Scattering). Para particulas maiores do que 5 um, a técnica de difracao de laser
(LD, do inglés Laser Diffraction) pode ser utilizada (WU; ZHANG; WATANABE, 2011).
E importante reforcar que a medida do tamanho de particula é uma distribuicio
estatistica dos diferentes tamanhos presentes na amostra e as informacdes obtidas
por DLS e LD néo sao idénticas, uma vez que no primeiro método a distribuicdo &
relacionada a intensidade de luz espalhada por cada particula, e a segunda baseada
na contribuicdo do volume de cada particula (MALVERN INSTRUMENTS LIMITED,
2015).

Embora as técnicas DLS e LD fornecam as medidas de tamanho de particulas
e distribuicdo de tamanho de particulas, ndo tém a capacidade de avaliar a morfologia
das mesmas. Como técnicas diretas de formacdo de imagens, o microscopio
eletrénico de varredura (MEV), o microscépio eletrénico de transmissao (MET) e o
microscopio de forca atdmica (AFM, do inglés Atomic Force Microscope) sao
amplamente utilizados para avaliacdo da morfologia de particulas (WU; ZHANG,;
WATANABE, 2011).

Além disso, no caso da avaliacdo de nanoparticulas cristalinas enquanto
suspensdes, algumas técnicas podem ser aplicadas para obtencédo de informacdes
indicativas da estabilidade fisica das formulacfes. A carga da superficie da particula,
gue resulta da diferenca de potencial elétrico entre a superficie mais externa e a mais
interna da particula dispersa, pode ser avaliada por microeletroforese Doppler a laser
(LI; MATTEI, 2019). Pelo calculo da mobilidade eletroforética das particulas
suspensas no meio, é fornecida a medida do potencial zeta (mV) (WU; ZHANG;
WATANABE, 2011). Ainda, apesar de inspecao visual ser capaz de avaliar fenbmenos
como sedimentacdo e cremagem, abordagens modernas incluem avaliacdo por
retroespalhamento de luz (DU et al., 2015).

Outras técnicas menos difundidas, como espalhamento de néutrons em baixos
angulos (SANS, do inglés Small Angle Neutron Scattering) e espalhamento de raios
X a baixo angulo (SAXS, do inglés Small Angle X-Ray Scattering), podem oferecer
informacgdes relevantes (DOUROUMIS et al., 2013) para caracterizacdo de
nanoparticulas cristalinas, como a estrutura interna e interacdes entre os diferentes
componentes que formam o sistema (ALFORD; KOZLOVSKAYA; KHARLAMPIEVA,
2017). Além disso, tais analises podem ser conduzidas tanto em meio aquoso, quanto
em meio biorrelevante (DOUROUMIS et al., 2013).
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3 JUSTIFICATIVA

Atualmente, o produto registrado e distribuido de PZQ é um racemato que
contém proporc¢des iguais do enantibmero biologicamente ativo, o L-praziquantel, e
de seu distdmero inativo, o D-praziquantel (OLLIARO; DELGADO-ROMERO;
KEISER, 2014). Todavia, embora o modo de ac¢do do farmaco ndo seja
completamente compreendido, o mecanismo que envolve o dano tegumentar e a
contracao paralisante da musculatura dos parasitas € relacionado somente a acédo do
L-PZQ (ROSZKOWSKI; MAURIN; CZARNOCKI, 2006).

Ademais, conforme disposto em literatura, a administracéo de tal enantiomero
puro resultou em menos efeitos colaterais quando comparado ao racemato, sendo o
enantibmero inativo associado aos tais efeitos adversos e também ao gosto
extremamente amargo das formulacdes (WOELFLE et al., 2011).

Como foi demonstrado, a questdo da palatabilidade é relevante quando se trata
da adesdo pediatrica a regimes terapéuticos e, apesar de o PZQ ser de suma
importancia clinica no tratamento da esquistossomose, ndo existe nenhum
medicamento especifico para tal grupo de pacientes. Neste caso, o tratamento é feito
por uma adaptacdo a partir da formulacdo para adultos e, considerando que o0s
comprimidos sao grandes e dificeis de serem engolidos por criancas, muitas vezes
acabam sendo quebrados e triturados para facilitar a administracdo, fato que
evidencia ainda mais o sabor amargo do farmaco, além de possivelmente
comprometer a exatiddo da dose (WOELFLE et al., 2011).

Mediante esta problematica, existem esfor¢os internacionais com o objetivo de
desenvolver, registrar e fornecer acesso a uma formulacéo pediatrica de PZQ para o
tratamento da esquistossomose em criangas em idade pré-escolar, que apresente
comprovada eficacia, seguranca e propriedades de sabor aceitaveis (HUSSAARTS et
al., 2017).

Nesse sentido, a escolha do eutémero (L-PZQ) como principio ativo, ao inves
do racemato, pode apresentar algumas vantagens: metade da dose atual, menor
tamanho do comprimido, sabor menos amargo e reducéo de reacdes adversas
(ZHANG et al.,, 2017). Sua biodisponibilidade, entretanto, continuard sendo um
problema, ja que é baixa (o praziquantel esta enquadrado na classe Il do sistema de
classificagcdo biofarmacéutica) (OLLIARO; DELGADO-ROMERO; KEISER, 2014).

Conforme apresentado, diversos trabalhos tém sido conduzidos na tentativa de
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incremento da biodisponibilidade do farmaco, porém, na maioria das vezes as técnicas
empregadas ndo possibilitam o escalonamento para a producéo industrial. Para tanto,
pode-se lancar mdo de uma abordagem tecnoldgica que mitigue tais dificuldades e
permita o desenvolvimento de um produto final com biodisponibilidade mais adequada
em uma forma farmacéutica mais conveniente aos pacientes pediatricos. Neste
contexto, 0s micro e nanocristais mostram-se tanto na literatura quanto no mercado
como uma excelente alternativa para este tipo de situacdo (HOFFMEISTER et al.,
2017; KHADKA et al., 2014).

Do ponto de vista farmacotécnico, embora a técnica de moagem Umida para
obtencdo de nanocristais tenha sido idealizada como um simples processo para
reducdo de tamanho, conhecimento multidisciplinar € requerido para dominio
completo da técnica e inclui o entendimento do mecanismo de moagem, da cinética
de ruptura de nanocristais, da estabilidade fisica cristalina, do processamento da
formulacdo e dos fatores in vivo que afetam a entrega do farmaco (MULLER; KECK,
2012).

Dessa maneira, o rac-PZQ foi utilizado na primeira etapa do projeto para
dominio da técnica. Posteriormente, os parametros selecionados foram aplicados a
formulacdo com L-PZQ, de forma que as amostras finais foram comparadas em
relacdo aos atributos esperados para a entdo selecdo da formulacdo com melhor
desempenho. Nao obstante, o estudo de uma forma de preparo de nanocristais de
PZQ pela abordagem top-down e o conhecimento adquirido de tal tecnologia pode
futuramente ser transferido e aplicado para a producdo de nanocristais de outros

farmacos de interesse ou presentes no portfolio de Farmanguinhos.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Preparar micro e nanocristais de praziquantel visando incremento na
dissolucéo do farmaco e obtencdo de apresentacdo farmacéutica mais adequada a

pacientes pediatricos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar a solubilidade aquosa do rac-PZQ na presenca de diferentes
estabilizantes, para a selecdo dos mesmos para o processamento.

b) Avaliar como as alteracfes nos parametros dos processos de moagem e
como a secagem impactam no preparo e nas propriedades dos micro e
nanocristais.

c) Caracterizar as suspensdes e 0s micro e nanocristais obtidos quanto a seus
parametros fisico-quimicos pelas técnicas (quando cabiveis) de
microscopia eletrdbnica de varredura, analise termogravimétrica,
calorimetria exploratéria diferencial, difracédo de raios X de p0, distribuicdo
de tamanho de particula, dissolucdo, solubilidade de saturacdo e
estabilidade fisica da disperséao.

d) Avaliar as formulacbes de praziquantel por um método de dissolucéo
discriminativo.

e) Otimizar o processo de moagem para obtencdo dos nanocristais e de
acordo com os melhores resultados de dissolucéo, aplicar os parametros
de processo para formulacdo com o L-PZQ.

f) Realizar estudo de palatabilidade usando lingua eletrénica.
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5 METODOLOGIA

5.1 MATERIAL

e Acido cloridrico concentrado, Merck.

e Agua destilada, deionizada e purificada em sistema Milli-Q®, Merck.
e Hidroxipropilmetil celulose (HPMC E3), Shin Etsu.

e Lauril sulfato de sddio (LSS), VETEC.

e L-praziquantel (L-PZQ), Merck.

e Poli(vinil pirrolidona) K30 (PVP K30), Xiao Fine Chemicals.
e Polissorbato 80 (Tween™ 80), Croda.

e Poloxamero 188 (POL188), Merck.

e Poloxamero 407 (POL407), Merck.

¢ Praziquantel racemato (rac-PZQ).

e Soluplus®, BASF.

5.2 METODOS
5.2.1 Selecao dos agentes estabilizantes

Uma quantidade em excesso de rac-PZQ foi misturada com solucédo 0,2% (m/v)
de cada um dos excipientes (HPMC E3, LSS, PVP K30, Tween™ 80, POL188,
POL407, Soluplus®). As amostras permaneceram em agitador orbital com incubadora
(IKA, KS 4000 IC control), na velocidade de 250 rpm e temperatura de 25 °C, até
estabilizacao dos sistemas. Posteriormente, aliquotas foram coletadas e filtradas com
filtro de seringa de corpo em acrilico modificado com diametro de 33 mm, composto
por membrana de poli(éter-sulfona) (PES) com poro de 0,22 um.

A leitura da absorbancia das aliquotas filtradas foi realizada em 263 nm no
espectrofotometro UV/Vis (Shimadzu UV-1800). Para avaliacdo do Tween™ 80 e do
Soluplus®, a leitura foi realizada em cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia HPLC
(Waters ACQUITY Arc), conforme metodo descrito no item 5.2.4.7. Curvas de
calibracdo analitica previamente construidas e avaliadas quanto a linearidade e ajuste

de modelo, foram utilizadas para determinar a concentragéo de saturacao do farmaco
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na presenca dos diferentes estabilizantes. Os experimentos foram feitos em triplicata.

O procedimento descrito foi aplicado também ao L-PZQ.

5.2.2 Preparo das amostras

Para as diferentes formulagbes avaliadas, as quantidades de insumos
utilizadas estdo descritas na Tabela 1. A definicdo das proporcdes utilizadas foi
baseada em experimentos prévios da equipe do laboratério. Além disso, conforme
revisao elaborada por Li e colaboradores (2016), para a moagem de nanossupensoes
considerando a carga de 10% de farmaco, usualmente séo utilizados estabilizantes
em proporcdo entre 0,1% e 2,5% (m/V) (MONTEIRO; AFOLABI; BILGILI, 2013;
SIEVENS-FIGUEROA et al., 2012).

Tabela 1. Relacéo das formulacfes testadas.

Estabilizantes

Amostra rac-PzQ LSS PVP K30 POL 407 Soluplus®
(% m/V) (Ym/m) (Ym/m) (%m/m) (% m/m)

MC1 10 2 S
MP1 10 2 S
MC2 10 2 5
MP2 10 2 5
MC3 10 2 5
MP3 10 2 S

As amostras preparadas seguem o fluxograma apresentado na Figura 6,
indicando que uma vez realizada a moagem coloidal (amostras MC), parte da
suspensao segue para a moagem com perélas (amostras MP). As duas suspensodes
resultantes foram levadas para secagem. Tanto as suspensfes quanto o po obtido
foram caracterizados por diferentes técnicas e foi realizado o ensaio de dissolucao por

disperséo, tendo este carater discriminatério entre as amostras.
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Figura 6. Esquema do processo para obtencédo de micro e nanocristais e caracterizacdo dos
mesmos.

5.2.2.1 Preparo da pré-suspensao

Foram preparadas suspensdes com volume de 600 mL. Inicialmente, 1/3 do
volume de agua foi colocado em recipiente adequado e mantido sob leve agitacéo
utilizando agitador magnético (IKA C-MAG HS 7). Foram adicionados 2% (m/m) do
estabilizante de carga selecionado. Apds completa solubilizacdo, foram adicionados
5% (m/m) do estabilizante estérico. Por fim, 10% (m/v) de rac-PZQ foi adicionado aos
poucos. Em seguida, o restante de agua foi adicionado e a suspensao seguiu para
etapa de dispersdo com dispersor digital (IKA Ultraturrax T 25) a 11.000 rpm, por 3

minutos.

5.2.2.2 Moagem da suspensao

A suspenséo preparada conforme item 5.2.2.1 foi entdo encaminhada para o
moinho coloidal (IKA Magic PLANT) para o preparo de microcristais, com velocidade
da haste de agitacdo em 100 rpm, distancia radial entre rotor e estator de 0,159 mm
e velocidade do rotor em 20.000 rpm, permanecendo por 25 minutos. Apés a retirada
da amostra, parte da suspensado foi encaminhada ao moinho de pérolas (Netzsch

DeltaVita 300), permanecendo por um total de 180 minutos, para obtencédo de
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nanocristais. No moinho de pérolas, a velocidade da bomba peristaltica foi mantida
em 50 rpm, e a velocidade do rotor foi configurada para 1.000 rpm por 10 minutos e
decorrido esse tempo, foi aumentada e permaneceu em 2.000 rpm, por 170 minutos.
A duracao dos processos de moagem foi definida com base em experimentos prévios
conduzidos avaliando o efeito da velocidade e do tempo de moagem no tamanho de
particula da suspensédo. Para os dois processos de moagem, refrigeracdo por
recirculacdo (Julabo 300F e Julabo Chiller FL4003) foi utilizada para manter a

temperatura do sistema préxima a ambiente.

5.2.2.3 Otimiza¢ao da moagem da suspenséo de rac-PZQ

Os grupos de amostra 1 e 2, com composi¢cao de estabilizantes descrita no
Quadro 2, tiveram suas amostras iniciais reavaliadas na tentativa de otimizacao do
processo de obtengao dos cristais. Para tanto, o preparo de microcristais foi realizado
conforme o item 5.2.2.2 J4 para a obtencdo de nanocristais, apés os 10 minutos
iniciais a velocidade do rotor foi também aumentada, porém, o tempo de permanéncia
da amostra no moinho de pérolas foi reduzido de 170 para 50 minutos. Os lotes
otimizados estao relacionados no Quadro 2.

Quadro 2. Relacéo das formulacdes testadas apds otimizagéo.

Grupo Estabilizantes Air:icé?;gs (ﬁ{:ﬁ;;;%so
1 LSS MC1 MC4
PVP K30 MP1 MP4
2 LSS MC2 MC5
POL 407 MP2 MP5
3 LSS MC3 -
Soluplus® MP3 )

5.2.2.4 Moagem da suspenséo de L-PZQ

Apés a avaliacdo dos resultados das amostras otimizadas, a que apresentou

maior incremento de dissolucdo teve a composicdo e os parametros de processo
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aplicados para uma suspenséao preparada com L-PZQ, conforme Tabela 2. O L-PZQ

utilizado foi gentilmente doado pela empresa Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha).

Tabela 2. Formulacéo testada com L-PZQ.

Estabilizantes

Amostra L-PZQ LSS POL 407
(% m/V) (% m/m) (% m/m)
MC6 10 2 S
MP6 10 2 5

5.2.2.5 Secagem em spray-dryer

As suspensfes preparadas pelo uso do moinho coloidal e moinho de pérolas
foram secadas por spray drying (Mini Spray Dryer Buchi B-290). A temperatura de
alimentacéo do ar utilizada foi de 120 °C e velocidade de aspiracdo de ar foi 100% da
escala do equipamento. A estabilizacdo do sistema foi feita pelo bombeamento de
agua destilada na velocidade de 30% da escala do equipamento. Entdo, a suspensao
foi introduzida e durante todo o processo essa foi mantida em agitagéo utilizando

agitador magnético. A temperatura de saida foi de aproximadamente 80 °C.
5.2.3 Caracterizacao das suspensoes

5.2.3.1 Determinacéo de distribuicdo de tamanho de particula e potencial zeta
5.2.3.1.1 Difracdo de laser

A avaliacdo do tamanho de particula foi realizada por difracdo de laser
utilizando o analisador de tamanho de particulas (Malvern Instrument, MasterSizer
3000), empregando a teoria de Mie (VAN DE HULST, 1981). Baseado no método
descrito por FONSECA (2012), o meio dispersante utilizado para as amostras foi agua,
com adicédo de LSS na concentracao de 0,03% (m/v) para estabilizacdo. Ao volume
de meio preparado foi adicionada massa de PZQ até saturagdo do mesmo. Apos
agitagdo em placa por 24 horas, o meio foi filtrado através de papel de filtro. Apos a
leitura de fundo (meio sem a amostra) do equipamento, a amostra foi adicionada ao

meio de dispersdo até obter uma obscuracdo (perda de transmissdo de luz) de
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aproximadamente 5%, sob agitacdo continua para dispersdo das particulas. Foram
monitorados os valores de d10, d50 e d90, além do valor de polidispersao (indice

span).
5.2.3.1.2 Espalhamento dinamico de luz

Algumas amostras foram também avaliadas pelo método de espalhamento
dindmico de luz, uma vez que este € normalmente recomendado para medi¢cdes de
particulas de tamanho submicromeétrico. Utilizando o aparelho Zetasizer Nano ZS90
(Malvern), foram determinados o tamanho médio de particula e o valor de
polidispersdao (PDI). As amostras foram diluidas até uma concentracdo de
aproximadamente 0,5%. O meio dispersante foi agua deionizada e a andlise foi
realizada a temperatura ambiente. Para as mesmas amostras, a estabilidade foi

verificada pelo potencial zeta (mV) medido utilizando o mesmo equipamento.
5.2.3.2 Avaliacao da estabilidade fisica por retroespalhamento de luz

Os fendbmenos de desestabilizacdo foram avaliados utilizando o analisador de
estabilidade de sistemas dispersos (Formulaction, Turbiscan LAB), pelo método de
espalhamento multiplo de luz. A analise foi efetivada a 25 °C, iniciada apds o preparo
das amostras. As varreduras foram realizadas a cada 1 minuto ao longo de todo tempo
de analise, que foi de 2 h para as amostras preparadas no moinho coloidal e de 17 h
para as preparadas no moinho de pérolas. Foi monitorada a diferenca nos valores
detectados de retroespalhamento de luz (%BS) através da amostra, além do indice
de estabilidade Turbiscan (TSI).

5.2.4 Caracterizacdo dos pés
5.2.4.1 Difracdo de raios X de p6

Utilizando o difratbmetro de raios X (Bruker, D8 Advance), foram realizadas
medidas com radiago CoKa (A = 1,78897 A), corrente de tubo e voltagem de 40 mA
e 40 kV, respectivamente. Foram explorados os angulos de 3° até 60° em 206 com
passo de 0,02° e o tempo por passo de 0,1 s. As estruturas do rac-PZQ e do L-PZQ

foram resolvidas por Espinosa-Lara e colaboradores (2013) e Cedillo-cruz e
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colaboradores (2014), respectivamente, depositadas no Cambridge Structural
Database (CSD) (ALLEN, 2002; ALLEN et al., 1979) e acessadas pela pagina
eletronica do Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC). Assim, a partir dos
arquivos de informacao cristalogréfica (CIF, do inglés Cristallographic Information
Files), padrdes de difracdo de raios X de po6 foram calculados para o rac-PZQ e L-
PZQ, gerados utilizando o programa Mercury 4.0 (MACRAE et al., 2006). Para facilitar
a comparacao entre os padrdes obtidos experimentalmente e os padrbes simulados,
foi realizada a conversdo matematica dos valores experimentais, e assim, os gréaficos
apresentados possuem o eixo das abcissas 26 relacionado a radiacédo de cobre (A =
1,54060 A).

5.2.4.2 Andlise térmica
5.2.4.2.1 Analise termogravimétrica (TGA)

Utilizando analisador termogravimétrico (TA Instruments, TGA 5500), as
amostras foram submetidas a uma faixa de temperatura de 30 a 600 °C com razéo de
aguecimento de 20 °C/min. Nitrogénio foi utilizado como gas de arraste na vazao de
50 mL/min (MAINARDES; GREMIAO; EVANGELISTA, 2006).

5.2.4.2.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Aproximadamente 5 mg de cada amostra foram pesados em cadinhos de
aluminio (hermeticamente vedados) e aquecidos a 10 °C/min, até 200 °C, em
atmosfera de nitrogénio fluindo a 50 mL/min, utilizando um calorimetro exploratorio
diferencial (TA Instruments, DSC250).

5.2.4.3 Espectroscopia no Infravermelho (1V)

Em um espectrometro (Thermo Scientific, Nicolet iS50 FTIR) equipado com
softwvare OMNIC 7.0, foram depositadas pequenas quantidades de amostra, em
contato direto com o cristal do acessorio de reflectancia atenuada (ATR). Os espectros

foram registrados de 4000 a 650 cm™ com resolugéo de 4 cm™ e 32 scans.
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5.2.4.4 Determinacao de distribuicdo de tamanho de particula por difracdo de laser

A avaliacdo do tamanho de particula foi realizada por difracdo de laser,
utilizando analisador de tamanho de particulas (Malvern Instrument, MasterSizer
3000), empregando a teoria de Mie (VAN DE HULST, 1981). O meio dispersante
saturado foi preparado conforme item 5.2.3.1.1. Para o preparo da amostra, o p6 foi
adicionado a um béquer contendo 2 mL do meio previamente preparado e a mistura
foi deixada em placa de agitacao (agitador magnético IKA, C-MAG HS 7) por alguns
minutos até completa dispersdo. Apos a leitura de fundo (meio sem a amostra) do
equipamento, a amostra preparada foi adicionada ao meio de dispersdo até
obscuracédo de aproximadamente 10%, sob agitacdo continua para dispersao das
particulas. Foram monitorados os valores de d10, d50 e d90, além do valor de

polidispersao (indice span). A andlise foi realizada em triplicata.

5.2.4.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Imagens foram obtidas em microscépio eletrénico de varredura (Hitachi,
TM3030PIlus) com um feixe de elétrons de 20 kV. Pequenas quantidades de amostra
foram aderidas a uma fita adesiva dupla face apoiada sobre um suporte. As amostras
foram entdo metalizadas com uma fina camada de prata, a temperatura ambiente, em
atmosfera de argonio e alto vacuo para serem avaliadas (Metalizador Bal-Tec, Sputter
coater SCD 005).

5.2.4.6 Solubilidade do rac-PZQ e L-PZQ

Suspensbes foram preparadas com o IFA em 25 mL de agua, tampéo fosfato
pH 6,8, tamp&o acetato pH 4,5, acido cloridrico (HCI) 0,1 N e HCI 0,1 N com LSS 0,1
% (m/v). Os meios foram preparados conforme descrito na Farmacopeia Americana
(USP, 2016). As amostras foram mantidas sob agitacdo em temperatura controlada
de 37 °C, pelo método shake flask, durante o tempo necessario para estabilizacdo dos
sistemas (agitador orbital com incubadora IKA, KS 4000 IC control). Posteriormente,
aliquotas foram filtradas com filtro de seringa de corpo em acrilico modificado com
didmetro de 33 mm, composto por membrana de poli(éter-sulfona) (PES) com poro de
0,22 um e avaliadas por espectrofotometria na regido do ultravioleta

(espectrofotdbmetro UV Shimadzu, UV-1800) no comprimento de onda de 263 nm. As
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concentracfes de saturacdo foram obtidas a partir de curvas de calibracao analiticas

previamente construidas e avaliadas quanto a linearidade e ajuste de modelo.

5.2.4.7 Dissolucéo

Para os ensaios de dissolugcao por dispersao, foi determinada a utilizagéo de
900 mL de meio HCI 0,1 N (previamente desgaseificado). O ensaio foi conduzido a 37
°C e utilizando o aparato pa (dissolutor Distek, Evolution 6100). Aliquotas de 5 mL
foram coletadas nos tempos de 5, 10, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos, ndo havendo
reposicdo do meio de dissolucdo. A massa adicionada a cuba na dissolucdo por
disperséo foi equivalente a 75 mg de PZQ, sob velocidade de agitacdo de 50 rpm. Os
testes foram conduzidos em triplicata.

O ensaio de dissolucéo por dispersao teve os resultados dos perfis comparados
entre si por andlise de variancia (ANOVA) de dois fatores com aplicacdo de Teste de
Tukey ou Sidak como teste post hoc, ou, quando aplicavel, por Teste t ndo-pareado,
utilizando o programa GraphPad Prism 8 para Windows (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, USA).

Ainda, foi realizada a comparacéao dos perfis de dissolucao pela determinacao
do fator de semelhanca (f2) (BRASIL, 2010; FDA, 1997; MOORE; FLANNER, 1996).
Quando as duas amostras comparadas apresentam a média de porcentagem
dissolvida maior do que 85%, é recomendado considerar os resultados do perfil até o
ponto de coleta seguinte ao em questéao (FDA, 1997). Assim, para padronizacdo os 3
primeiros pontos de coleta foram considerados para os célculos, que foram realizados
com os dados brutos das triplicatas e utilizando o software Microsoft Excel® 2019 e o
suplemento DDSolver (ZHANG et al., 2010).

Além disso, os valores de porcentagem dissolvida em 60 minutos, assim como
a eficiencia de dissolucdo (KHAN, 1975) calculada em 90 minutos, tiveram seus
valores comparados por analise de variancia (ANOVA) de um fator, seguido de Teste
de Tukey ou Sidak como teste post hoc, utilizando o programa GraphPad Prism 8 para
Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

A quantificacédo de PZQ foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC Waters, ACQUITY Arc), baseado no método descrito na Farmacopeia
Americana (USP, 2018), a partir de curva de calibracdo analitica previamente

construida e avaliada quanto a linearidade e ajuste de modelo, apresentada no
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APENDICE A. A curva de calibracdo analitica para o L-PZQ encontra-se no
APENDICE B. As aliquotas da dissolucéo foram filtradas com filtro seringa de corpo
em polipropileno com diametro de 25 mm, composto por membrana de Nylon com
poro de 0,22 um. As amostras para injecao foram preparadas com 1 mL das aliquotas
previamente filtradas, adicionadas em baldo volumétrico de 5 mL, avolumado com
fase movel. As condi¢cBes cromatograficas utilizadas foram:

« coluna Phenomenex Luna 5um C18(2) 100 A 150 x 2 mm;

« fase movel acetonitrila: agua (60:40);

* detector PDA em 210 nm;

* fluxo de 0,8 mL/min;

* volume de injecéao 10 pL;

* temperatura ambiente.
5.2.4.8 Avaliacao da palatabilidade

A avaliacdo da palatabilidade in vitro do rac-PZQ, L-PZQ e das amostras foi
realizada utilizando lingua eletrénica. Os eletrodos interdigitados de ouro (IDES)
utilizados foram fabricados por fotolitografia convencional no Laboratério Nacional de
Nanotecnologia (LNNano-CNPEM), sendo compostos por 50 pares de digitos com
comprimento de 4 mm, além de largura e distancia entre digitos de 10 um. A
modificacdo dos eletrodos foi realizada no Laboratdrio Nacional de Nanotecnologia
para o Agronegécio (LNNA) da Embrapa Instrumentagdo, uma divisdo da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA), de acordo com experiéncia prévia
do grupo parceiro (FACURE et al., 2017). Para tanto, foi empregada a técnica de drop
casting (KALANTAR-ZADEH; FRY, 2008) utilizando solu¢cBes aquosas de dissulfeto
de molibdénio (MoS:2) ou 6xido de grafeno (OG), em concentracdo de 0,25 mg/mL,
puras ou misturadas em diferentes proporc¢des para a entdo deposicéo sobre os IDEs,
sendo estes em seguida levados a estufa para evaporacao do solvente. Assim, cinco
eletrodos diferentes foram preparados nas seguintes proporc¢des: MoS2, OG, MoSz-
OG (3:1), M0S2-0OG (1:1) e M0S2-OG (1:3).

Antes de iniciar as analises com a lingua eletronica, as amostras foram
preparadas por diluicdo em tampéo fosfato pH 6,8 para concentracdo de 5,0 nmol L.
As medidas de espectroscopia de impedancia foram realizadas utilizando um
analisador de impedancia (Solartron 1260 A), aplicando-se um potencial constante de
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50 mV, sendo a frequéncia varrida de 1 Hz a 1 MHz. Foram medidas a capacitancia e
resistividade elétricas das amostras utilizando o arranjo de eletrodos modificados com
analisador de impedancia. As medidas foram realizadas em quadriplicata em cada
sensor em contato com o tamp&o ou com as amostras. Os resultados experimentais
foram tratados e analisados por analise de componentes principais (PCA — do inglés
Principal Component Analysis), utilizando o programa Origin (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, USA).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 SELECAO DOS AGENTES ESTABILIZANTES

Conforme anteriormente dito, € necessario o uso de estabilizantes no preparo
de uma nanossuspensado, de modo a evitar que as forcas atrativas da superficie das
particulas promovam aglomeracao ou agregacdo. Com o intuito de obter uma maior
estabilizacdo das suspensfes, foi utilizada a estratégia de combinacdo entre
estabilizantes de carga e estérico (WANG et al., 2013). Uma vez que o PZQ apresenta
baixa solubilidade em &gua, um primeiro requisito para um sistema de estabilizacédo
adequado é o de que forneca molhabilidade para as superficies hidrofébicas das
particulas do farmaco (LI et al., 2016).

Para a selecdo dos melhores agentes candidatos a uma estabilizagao
adequada, um estudo foi realizado para avaliagdo da capacidade dos diferentes tipos
de estabilizantes em incrementar a solubilidade aparente do farmaco, quando na
presenca de cada um deles em concentracdo minima (0,2% m/v) a ser posteriormente
aplicada para processamento da amostra. Dentre os estabilizantes com registro na
literatura de combinagdo com PZQ, foram utilizados nessa triagem inicial os
disponiveis no laboratério. Como estabilizante de carga foi aplicado o LSS e como
estérico, foram avaliados o Tween™ 80, HPMC, POL 188, POL 407, PVP K30 e
Soluplus®. Os resultados de concentracdo obtidos apés a estabilizacdo, a 25 °C,
encontram-se na Tabela 3. Os resultados das leituras em diferentes tempos podem
ser consultados no APENDICE C.
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Tabela 3. Solubilidade do rac-PZQ em agua e na presenca de diferentes estabilizantes a 25 °C.

Estabilizante C (ug/mL)
(0,2% (Mm/v)) (média + DP (oProy))
- 198,04 = 2,25 (1,14
LSS 414,65 £ 0,94 (0,23
HPMC 192,04 + 1,90 (0,99
POL 188 206,59 + 0,48 (0,23
POL 407 212,27 £ 1,25 (0,59
PVP K30 218,09 £ 6,62 (3,03
Tween™ 80 249,47 + 2,80 1,12)
Soluplus® 351,41 + 40,13 (11,42

De acordo com os resultados obtidos e a disponibilidade de material no
laboratério, foram selecionados como estabilizantes estéricos o POL 407, PVP K30, e
Soluplus®. O valor de concentracdo de saturacdo do PZQ em Tween™ 80 néo
apresentou diferenca significativa em relacdo ao PVP K30, POL 407 e POL 188. As
tabelas das comparacdes estatisticas encontram-se no APENDICE C.

Por uma questdo de disponibilidade de matéria-prima, a primera parte do
estudo foi conduzida utilizando o rac-PZQ. Assim, apenas o0s estabilizantes
selecionados foram aplicados, posteriormente, ao teste de solubilidade aquosa do L-
PZQ, sendo os resultados de concentracdo obtidos apds 48 h, a 25 °C, apresentados
na Tabela 4. Os resultados das leituras em diferentes tempos podem ser consultados
no APENDICE C.

Tabela 4. Solubilidade do L-PZQ em agua e na presenca de diferentes estabilizantes a 25 °C.

Estabilizante C (ug/mL)
(0,2% (m/v)) (média + DP (pprwy))
- 272,81 + 4,24 (155
LSS 783,39 + 3,05 (0,39)
POL 407 310,99 + 2,57 (0,83)
PVP K30 300,94 + 6,07 2,02
Soluplus® 367,66 + 13,93 (3,79

Conforme descrito na literatura (EL-ARINI; GIRON; LEUENBERGER, 1998) e

confirmado pelos resultados experimentais, a solubilidade aquosa do L-PZQ é maior
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do que a do rac-PZQ. Em razéo disso, sua concentracao de saturacdo nos diferentes
estabilizantes selecionados também apresentou valores mais altos.

O LSS foi aplicado como estabilizante de carga pois, além de ser amplamente
empregado como tensoativo no segmento farmacéutico, ha registro na literatura de
sua aplicacdo em formulacbes com nanocristais (TUOMELA; HIRVONEN;
PELTONEN, 2016). O LSS é descrito como uma mistura de alquilsulfatos de sadio,
sendo esta composta principalmente por laurilsulfato de sodio. E um surfactante
aniénico normalmente utilizado em formulac¢des sélidas orais na concentracdo de 1-
2% (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

O PVP K30, ou povidona, € um polimero sintético que consiste essencialmente
de cadeias lineares de poli(vinil pirrolidona), com massa molar relatada por K (valor
de Fikentscher). Tem sido amplamente utilizado como excipiente em comprimidos
orais, normalmente na concentracdo de 0,5-5%, sendo considerado ndo toxico por
nao ser absorvido pelo trato gastrointestinal (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

Os poloxameros séo copolimeros em bloco de poli(oxietileno-b-oxipropileno-b-
oxietileno), usados em formulacdes farmacéuticas como emulsificantes ou agentes
solubilizantes. Todos os poloxameros sédo similares em sua composicao, diferindo
apenas nas quantidades relativas dos monémeros adicionados durante a fabricacao.
Sdo normalmente utilizados na concentracdo de 5-10% em comprimidos, sendo
considerados ndo téxicos por ndo serem metabolizados pelo organismo. Os
excipientes LSS, PVP K30 e POL 407 estdo incluidos no banco de dados de
ingredientes inativos do FDA (IID, do inglés, Inactive Ingredients Database) e sao
reconhecidos como seguros (GRAS, do ingés Generally Recognized as Safe) (ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009).

O Soluplus® é um copolimero composto por poli((vinil caprolactama)-g-(acetato
de vinila)-g-(etileno glicol)). Tem sido muito utilizado por suas excelentes propriedades
de solubilizagdo, especialmente aplicado para IFAs pouco sollveis em &gua.
Soluplus® ainda ndo esta presente em nenhuma farmacopeia, porém, baseado em
recentes aprovacdes na Europa de medicamentos que o0 contém em suas
composicdes, foi iniciada a submissdo de sua monografia na Farmacopéia Europeia
(BASF, 2018).

Embora ndo haja nenhum guia especifico compilando dados sobre os

excipientes aceitaveis para aplicacdo em formulacdes pediatricas, existe uma
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iniciativa europeia (EuPFI, do inglés European Paediatric Formulation Initiative) que
tem trabalhado continuamente no desenvolvimento e aprimoramento do banco de
dados STEP (do inglés, Safety and Toxicity of Excipients for Paediatrics) (SALUNKE
et al., 2013), uma ferramenta de busca de livre acesso que disponibiliza informagdes
(de fontes diversas) sobre farmacologia, toxicologia e dados de seguranca de alguns
excipientes farmacéuticos para uso pediatrico. Apesar de ainda ndo haver uma
definicdo de limite de ingestédo aceitavel para criancas em relacdo aos estabilizantes
aqui investigados, com excecéo ao Soluplus®, tais excipientes tém sido utilizados em
formulacbes pediatricas orais aprovadas e comercializadas (STRICKLEY, 2019;
STRICKLEY et al., 2007).

6.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras MC1, MC2 e MC3 foram preparadas contendo diferentes tipos de
estabilizantes estéricos (Tabela 1). As pré-suspensdes foram homogeneizadas
utilizando agitacdo de alto cisalhamento e apds serem levadas ao moinho coloidal,
houve a formacao de muita espuma, o que pode estar relacionado a quantidade de
LSS utilizada e também a injecdo de ar na suspensdo durante o proprio processo de
moagem com recirculacdo. Na tentativa de evitar maior formacéo de espuma, vacuo
foi conectado ao sistema. Ainda assim, a Figura 7 ilustra a espuma remanescente no
recipiente apés a retirada da amostra, o que foi comum para todas as formulacdes
testadas. De qualquer maneira, a espuma foi novamente adicionada a suspensao e

mantida sob agitacdo em placa magnética para reducéo de seu volume.
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Figura 7. Formacao de espuma durante moagem coloidal. Amostra antes do processo (a) e espuma

remanescente apds a retirada da amostra (b).

Em seguida, parte das suspensfes preparadas prosseguiu para secagem e
parte foi levada ao moinho de pérolas para a obtencdo das amostras MP1, MP2 e
MP3. As amostras foram introduzidas com a camara de moagem do moinho de
pérolas em posicéo vertical, de forma que o ar fosse expulso do sistema pela saida
superior, evitando maior formacao de espuma. Apds o preenchimento da camara, esta
retornou a posicdo horizontal e iniciou-se o processo de moagem. Notou-se a
diminuicao de espuma ao longo do processo de moagem, o que foi comum para todas
as amostras, conforme ilustrado na Figura 8. As amostras foram entdo secas em

spray-dryer.
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Figura 8. Reducao da espuma durante moagem com pérolas.

Apos avaliacao inicial dos resultados, o processo de obtencdo dos nanocristais
foi otimizado, resultando na formulagéo das amostras MC4 e MP4, e MC5 e MP5. De
acordo com o incremento na dissolucdo, a melhor formulagéo foi escolhida e os tipos
de estabilizantes e processamento foram aplicados ao L-PZQ. A amostra MC6 foi
entdo preparada e apods ser levada ao moinho coloidal, além da ja esperada formacéao
de espuma, notou-se que parte do po ficou aderido ao recipiente de moagem,
conforme Figura 9.

Figura 9. Formacéo de espuma apds moagem coloidal e adesdo de parte do p6 ao recipiente
(amostra MC6 com L-PZQ).
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ApOs agitacdo em placa magnética para reducdo do volume de espuma, parte
da suspenséo preparada prosseguiu para secagem e parte foi levada ao moinho de
pérolas para a obtencdo da amostra MP6. Notou-se pouca formacdo de espuma no
processo de moagem com pérolas, conforme ilustrado na Figura 10. A amostra foi

entdo seca em spray-dryer.

Figura 10. Moagem com pérolas da amostra MP6 com L-PZQ.

Tanto as suspensdes quanto os poés obtidos foram caracterizados por
diferentes técnicas e os resultados dos testes iniciais, amostras de otimizacao e as

com L-PZQ estéo apresentados a seguir.
6.3 CARACTERIZACAO DAS SUSPENSOES

6.3.1. Determinacéo de distribuicdo de tamanho de particula e potencial zeta

6.3.1.1. Difracao de laser

A caracterizacdo da distribuicdo de tamanhos de particula foi realizada e, de
maneira geral, € desejavel que as nanoparticulas obtidas apresentem distribuicéo
unimodal e baixo indice de polidispersdo, o que nem sempre é possivel de ser
alcancado (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Para a amostra MC1, conforme apresentado na Figura 11 e na Tabela 5, o
processamento em moinho coloidal possibilitou a obtencdo de microcristais. Além

disso, foi satisfatorio no sentido de obtencéo de particulas com d90 (no qual 90% das
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particulas estdo abaixo do valor descrito) de no maximo 25 um, o que torna possivel
seu posterior processamento com as pérolas disponiveis no laboratério, de 500 pm.
A amostra deve apresentar tamanho de particula d90 no minimo 20 vezes menor do
que as pérolas, de forma que o processamento seja conduzido de maneira adequada

e entupimento na tela do moinho de pérolas seja evitado.

: VARV —

0,01 0,1 1 10 100 1000 10000
Classes de tamanho (um)

0 min 25min

Figura 11. Distribuicdo de frequéncia do tamanho de particula (um) da amostra MC1 antes e
depois da moagem.

Tabela 5. Didmetros de corte para diferentes percentis da distribuicdo acumulada da amostra MC1 e
respectivo indice de polidispersdo (span).

Tempo Tamanho de particula (um)

. S
(min) d10  d50 d90 pan
0 455 1410 3550 220
25 261 917 23,70 230

O posterior processamento dessa amostra para obtencdo de nanocristais
(MP1) foi conduzido durante 180 minutos em moinho de pérolas. Conforme
apresentado na Figura 12, em 10 minutos de processamento, a amostra apresentava
distribuicdo unimodal, que se dividiu em duas popula¢cdes com o aumento do tempo
de processamento, com consequente distribuicdo bimodal. Conforme apresentado na

Tabela 6, os valores de d10 e d50 diminuiram ao longo do processo, no entanto, foi
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observado que o d90 diminui até certo ponto, e depois volta a aumentar. Tal efeito,
provavelmente associado a aglomeracao entre as particulas, € previsto na literatura
como uma possibilidade durante o processo de moagem (HICKEY; GANDERTON,
2010). O span aumentou durante todo o processo, indicando alta variacéo de tamanho
entre as particulas encontradas na amostra. De acordo com os resultados
apresentados, o tempo 6timo para a obtencédo dos nanocristais com o0 menor tamanho
de particula seria de 60 minutos. Tabelas compilando os resultados de didametro de
corte para todas as amostras podem ser consultadas no APENDICE D.
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Figura 12. Distribuigcdo de frequéncia do tamanho de particula (um) da amostra MP1 ao longo
do processo.

Tabela 6. Diametros de corte para diferentes percentis da distribuicdo acumulada da amostra MP1 e
respectivo indice de polidispersdo (span).

Tempo Tamanho de particula (um) Span
(min) d10 d50 d9o
10 1,15 2,94 6,60 1,86
30 0,49 1,47 5,00 3,06
60 0,36 0,58 3,82 6,03
120 0,30 0,48 6,11 12,21
180 0,28 0,45 8,59 18,48
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Para a amostra MC2, conforme apresentado na Figura 13 e Tabela 7, o
processamento em moinho coloidal possibilitou a obtencdo de microcristais. Além

disso, particulas com d90 menor do que 25 um foram obtidas.
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Figura 13. Distribuicdo de frequéncia do tamanho de particula (um) da amostra MC2 antes e
depois da moagem.

Tabela 7. Diametros de corte para diferentes percentis da distribuicdo acumulada da amostra MC2 e
respectivo indice de polidispersado (span).

Tamanho de particula

Tomwe pm " s
di0 ds50 doo

0 4,30 14,20 36,70 2,29

25 2,79 9,25 24,50 2,35

O posterior processamento dessa amostra para obtencdo de nanocristais
(MP2) foi conduzido durante 180 minutos em moinho de pérolas. Conforme
apresentado na Figura 14, em 10 minutos de processamento, a amostra apresentava
distribuicdo unimodal, o que, com o aumento do tempo de processamento,
apresentou-se como distribuicdo bimodal. Ao final do processo, a distribuicdo chegou
a se distribuir em trés populacdes. Conforme apresentado na Tabela 8, os valores de

d10 e d50 diminuiram ao longo do processo, no entanto, foi observado que
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aumentaram no ultimo ponto. Em relacdo ao d90, diminui até um limite, e depois volta
a aumentar de maneira bastante significativa. O span aumentou durante o processo,
porém diminuiu no Gltimo ponto, sugerindo que neste a maior parte das particulas
apresentava um tamanho grande, provavelmente em razdo da aglomeracdo entre
elas. De acordo com os resultados apresentados, o tempo 6timo para a obtencao dos

nanocristais com o menor tamanho de particula seria de 60 minutos.
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Figura 14. Distribuicdo de frequéncia do tamanho de particula (um) da amostra MP2 ao longo
do processo.

Tabela 8. Diametros de corte para diferentes percentis da distribuicAo acumulada da amostra MP2 e
respectivo indice de polidispersado (span).

Tempo Tamanho de particula (um) Span
(min) d10 d50 d9o
10 1,43 3,25 7,35 1,82
30 0,48 1,73 5,01 2,62
60 0,36 0,62 5,42 8,15
120 0,32 0,53 10,90 20,10
180 0,36 686,00 1990,00 2,90

53



Para a amostra MC3, conforme apresentado na Figura 15 e Tabela 9, o
processamento em moinho coloidal possibilitou a obtencdo de microcristais com d90

menor do que 25 um, apesar do span ter aumentado.
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Figura 15. Distribuicdo de frequéncia do tamanho de particula (um) da amostra MC3 antes e
depois da moagem.

Tabela 9. Diametros de corte para diferentes percentis da distribuicdo acumulada da amostra MC3 e
respectivo indice de polidispersado (span).

Tempo Tamanho de particula (um)

. S
(min) d10 d50 d90 pan
0 324 1110 2990  2.40
25 043 587 20,30 3,38

O posterior processamento dessa amostra para obtencdo de nanocristais
(MP3) foi conduzido durante 180 minutos em moinho de pérolas. Conforme
apresentado na Figura 16, em 10 minutos de processamento, a amostra apresentava
distribuicdo unimodal (embora alongada e com um “ombro” dos didmetros mais
baixos), que se dividiu em duas populacbes com o aumento do tempo de
processamento, com consequente distribuicdo bimodal. Conforme apresentado na
Tabela 10, os valores de d10, d50 e d90 diminuiram ao longo do processo. O span

aumentou durante todo o processo, porém, diminui no dltimo ponto, indicando
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pequena variacdo de tamanho entre as particulas encontradas na amostra ao final do
processo. Nesse caso, o tempo de 180 minutos foi necessario para a obtencéo dos

menores tamanhos de particula e baixo span.
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Figura 16. Distribuicdo de frequéncia do tamanho de particula (um) da amostra MP3 ao longo
do processo.

Tabela 10. Diametros de corte para diferentes percentis da distribuicdo acumulada da amostra MP3 e
respectivos indices de polidisperséo (span).

Tamanho de particula
Tempo

, (um) Span
(min) d10 d50 d90
10 min 038 255 696 2,57
30 min 039 071 574 7,49
60 min 031 051 718 13,38

120 min 0,25 0,41 6,81 16,20
180 min 0,20 0,34 0,56 1,07

Considerando os resultados apresentados para o tempo final de
processamento das amostras, no geral, € possivel observar pequena variacdo entre
os valores de distribuicdo de tamanho de particula obtidos para as amostras
preparadas no moinho coloidal, sendo que, dentre elas, a MC3 apresentou valores um

pouco menores. Entre as amostras processadas no moinho de pérolas, ao final dos
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180 minutos a MP3 apresentou os menores tamanhos de particula com o menor indice
de polidisperséo.

De maneira mais detalhada, o esquema apresentado na Figura 17 relaciona os
valores d10, d50 e d90 em diferentes tempos ao longo do processamento das
amostras no moinho de pérolas e ressalta os tempos 6Otimos que resultaram na
obtencdo dos menores tamanhos de particula para cada amostra, conforme
anteriormente dito. Assim, de acordo com o tempo 6timo observado, novos lotes foram
processados na etapa de otimizacdo. Uma vez que o processamento no moinho
coloidal € um pré-requisito para que a suspensao esteja com um tamanho adequado
para entrada no moinho de pérolas, novos grupos de amostras foram gerados: grupo
1 (amostras com mesma composi¢do dos lotes iniciais MC1 e MP1) e grupo 2
(amostras com mesma composicao dos lotes iniciais MC2 e MP2).

MP2

MP1 1500 MP3
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Tamanho (pm]

jo a B0 120 18D
N Temps {min}

4 et 30 d50 —a—d2d
]
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e 10 d50 =—ar—do0 ’ i i 100 d50 == 00

Figura 17. Representacdo do tempo 6timo de processamento das amostras MP1, MP2 e MP3.

Para otimizacdo do grupo 1 (amostras com os estabilizantes LSS e PVP K30),
primeiramente a amostra MC4 passou por processamento em moinho coloidal, o que
possibilitou a obtencdo de microcristais, conforme apresentado na Tabela 11. Além

disso, particulas com d90 menor do que 25 um foram obtidas.
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Tabela 11. Diametros de corte para diferentes percentis da distribuicdo acumulada da amostra MC4 e
respectivo indice de polidispersao (span).
Tamanho de particula

Tempo

: (um) Span
(min) d10 d50 d9o

0 401 1350 37.80 251

25 079 754 2150 2,74

Em seguida, o processamento dessa amostra para obtencédo de nanocristais
(MP4) foi conduzido durante 60 minutos em moinho de pérolas. Conforme
apresentado na Tabela 12, os valores de d10 e d50 diminuiram ao longo do processo.
Em relacédo ao d90, apresentou um certo aumento no ultimo ponto, sendo que o span
aumentou durante todo o processo. Os resultados de tamanho de particula foram
proximos ao esperado em comparacdo aos lotes iniciais e considerando o mesmo
tempo de processo, o que demonstra relativa reprodutibilidade do método aplicado.

Tabela 12. Didmetros de corte para diferentes percentis da distribuicdo acumulada da amostra MP4 e
respectivo indice de polidispersdo (span).

Tempo Tamanho de particula (um)

(min) d10 d50 d90 Span
10 min 112 288 6.83 1,98
30 min 0,47 117 4,35 3.32
60 min 0,39 0,66 555 7.87

Para otimizacdo do grupo 2 (amostras com os estabilizantes LSS e POL 407),
a amostra MC5 foi processada em moinho coloidal, o que possibilitou a obtencéo de
microcristais. Conforme apresentado na Tabela 13, particulas com d90 menor do que

25 um foram obtidas.

Tabela 13. Didmetros de corte para diferentes percentis da distribuicdo acumulada da amostra MC5 e
respectivo indice de polidispersdo (span).

Tempo Tamanho de particula (pm) Span
(min) d10 d50 d9o
0 3,69 13,30 35,70 2,41
25 0,54 6,84 17,30 2,45

O posterior processamento dessa amostra para obtencdo de nanocristais
(MP5) foi conduzido durante 60 minutos em moinho de pérolas. Conforme
apresentado na Tabela 14, os valores de d10, d50 e d90 diminuiram ao longo do

processo. Ainda que o span tenha aumentado durante o processo, 0s resultados
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obtidos foram proximos ao esperado em comparacdo ao mesmo tempo de

processamento no primeiro experimento conduzido.

Tabela 14. Didametros de corte para diferentes percentis da distribuicdo acumulada da amostra MP5 e
respectivo indice de polidispersao (span).

Tempo Tamanho de particula (pm)

(min) d10 d50 doo  oPan
10 min 0,81 236 435 1,50
30 min 0,34 0,76 326 3,84
60 min 0,24 0,44 313 653

ApOs a otimizacao, considerando as amostras processadas no moinho coloidal
MC4, MC5 e MC3, os resultados mostram pequena variacdo entre os valores de
distribuicdo de tamanho de particula obtidos, sendo que, dentre elas, a MC5
apresentou valores de d90 e span um pouco menores. Entre as amostras MP4, MP5
e MP3, considerando os valores relativos ao tempo final de processamento de cada
uma delas no moinho de pérolas, a MP3 apresentou 0os menores tamanhos de
particula com o menor indice de polidisperséo.

Por fim, a composicao e os parametros do grupo de amostras 2 foram aplicados
para o processamento das amostras com L-PZQ. Assim, a amostra MC6 foi
processada em moinho coloidal, o que possibilitou a obtencdo de microcristais,

conforme apresentado na Tabela 15.

Tabela 15. Didametros de corte para diferentes percentis da distribuicdo acumulada da amostra MC6 e
respectivo indice de polidispersao (span).

Tempo Tamanho de particula (um)

. Span
(min) d10  d50 d90 P

0 894 2100 4640  1.79

25 647 16,00 3390 171

A amostra prosseguiu para obtencao de nanocristais (MP6) e foi processada
durante 60 minutos em moinho de pérolas. Conforme apresentado na Tabela 16, os
valores de d10, d50 e d90 diminuiram, porém, o span aumentou muito ao longo do
processo. A distribuicdo de tamanho de particula foi maior para MC6 e MP6 em

comparacao as amostras MC5 e MP5.
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Tabela 16. Diametros de corte para diferentes percentis da distribuicdo acumulada da amostra MP6 e
respectivo indice de polidispersao (span).

Tempo Tamanho de particula (um) Span
(min) d10 d50 d9o

10 min 1,76 4,05 20,70 4,69
30 min 0,49 1,51 17,00 10,92

60 min 0,42 0,76 10,90 13,89

Considerando a presenca de particulas em escala nanométrica, as amostras
foram também avaliadas por técnica complementar, conforme apresentado no item

seguinte.
6.3.1.2. Espalhamento dindmico de luz

Existe uma ampla variedade de técnicas utilizadas para caracterizacao de
material particulado. As técnicas de difracdo de laser e espalhamento dinamico de luz
compartilham a possivel aplicacdo para medidas em uma faixa comum de distribuicédo
de tamanho de particulas. No entanto, a Ultima alcanca uma regido mais baixa,
determinando tamanhos tdo pequenos quanto 0,03 nm (MALVERN, 2015). Ao
comparar os dados de tamanho de particula para a mesma amostra, medidos por
técnicas que utilizam principios diferentes, € importante notar que os tipos de
distribuicdo medidos e reportados podem gerar resultados de tamanho de particula
muito diferentes (MALVERN, 2015).

As amostras processadas no moinho de pérolas foram também avaliadas por
espalhamento dindmico de luz para determinacdo do diametro médio e comparacéo
com os resultados de d50 (ou diametro da mediana) previamente obtidos. Para uma
distribuicdo assimétrica, ndo é esperado que os valores sejam coincidentes
(MALVERN, 2015).

Conforme a Tabela 17, nota-se que a amostra MP3 foi a que apresentou menor
diametro médio e PDI, sendo que os dados corroboram com os resultados obtidos

pela técnica de difracdo de laser.
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Tabela 17. Relacéo entre diametro médio, PDI e potencial zeta das amostras MP1, MP2 e MP3.

Amostra Diametro pp| Potencial zeta
medio (nm) (mV)
MP1 608,4 0,529 -43,7
MP2 4749 0,239 *
MP3 368,1 0,231 -32,4

*Nao foi possivel obter um valor confiavel em razdo de um problema técnico com a cubeta

utilizada durante a conducao da medida.

ApGs a otimizacdo, as amostras foram também avaliadas por tal método,
conforme Tabela 18. E possivel notar que para um mesmo grupo, as amostras
otimizadas apresentaram menor diametro médio em comparacdo as respectivas
amostras iniciais. Além disso, a amostra MP5 apresentou menor diametro médio do
que a MP4, sendo que tal fato é condizente com o resultado obtido pela técnica de

difracéo de laser.

Tabela 18. Relacéo entre didmetro médio, PDI e potencial zeta das amostras MP4 e MP5.

Amostra Diametro pp| Zeta Potential
medio (nm) (mV)
MP4 461,4 0,228 -37,4
MP5 346,2 0,261 -30,4

Por fim, a amostra com L-PZQ foi também avaliada, conforme Tabela 19. O
valor do diametro médio € condizente com o resultado da leitura da amostra por

difracéo de laser.

Tabela 19. Relacdo entre didmetro médio, PDI e potencial zeta da amostra MP6.

Amostra Diametro pp|  Zeta Potential
médio (mV)
MP6 720,2* 0,160 -33,9

*Andlise realizada ap6s 24h de preparo em razao de um problema técnico durante a conducao
da medida.

Aléem disso, a medida de potencial zeta foi realizada utilizando o mesmo
equipamento. O potencial zeta é um parametro muito utilizado para predigcdo da
estabilidade fisica de nanossuspensfes (WU; ZHANG; WATANABE, 2011), sendo
que um valor de no minimo £30 mV é indicativo de um bom nivel de estabilizacdo

eletrostatica. Quando estabilizacéo estérica € também considerada, um valor de 20
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mV ja se mostra suficiente (JACOBS; MULLER, 2002). De acordo com os valores de
potencial zeta observados na Tabela 17, Tabela 18 e Tabela 19, todas as amostras

apresentaram um bom nivel de estabilizagéao.
6.3.2. Avaliacdo da estabilidade fisica por retroespalhamento de luz

Para uma caracterizacdo da estabilidade fisica das suspensdes foi realizado
um teste de sedimentacéo de longa duracéo (tempo real) utilizando o Turbiscan. As
amostras processadas em moinho coloidal foram testadas por 2 horas e as amostras
do moinho de pérolas, por 17 horas. Tais periodos foram avaliados para entendimento
da velocidade de desestabilizacdo do sistema e tal informacdo se mostra relevante
para a definicdo do intervalo de tempo possivel entre o preparo das suspensofes e a
secagem das mesmas.

Uma vez que as particulas possuam tamanho maior do que o comprimento de
onda emitido pelo equipamento (880 nm), o crescimento no tamanho de particula é
representado por uma reducéo na variacdo no retroespalhamento (ABS<0) ao longo
da altura da cubeta, como pode ser visto na Figura 18 para as amostras MC1, MC2 e
MC3. Além disso, a ocorréncia de fendmenos de migracdo de particulas pode ser
sugerida por variacdes especificas nos perfis de ABS. Neste caso, a sedimentacéo
provocou um aumento da concentracéo de particulas ao fundo da cubeta e assim o
ABS se mostrou positivo, como pode ser observado na regido esquerda do grafico
(FORMULACTION, 2009a).

No entanto, o contrario acontece quando as particulas apresentam tamanhos
menores que tal comprimento de onda (880 nm), sendo que, nesse caso, um aumento
de tamanho é acompanhado por acréscimo no ABS ao longo da altura da cubeta,
como observado na Figura 19 para as amostras MP1, MP2 e MP3. Tal comportamento
também indica que as particulas dessas amostras apresentam tamanho menor do que
600 nm (FORMULACTION, 2009b). Além disso, nessas condi¢des, com a diminuicao
da concentracdo de particulas no topo da cubeta, ou clarificagdo, o ABS se mostra
negativo, como pode ser observado na regido a direita do grafico (FORMULACTION,
2009a).

De modo geral, a andlise dos graficos de ABS na Figura 18 e na Figura 19
mostra que todas as suspensfes apresentam algum nivel de desestabilizacéo, fato
gue, como esperado, € menos pronunciado nas formulagbes MP1, MP2 e MP3, ainda
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gue tenham sido desafiadas por um periodo maior de tempo. Isso porque como o
tamanho de particula nessas amostras € menor, o movimento browniano é mais
acentuado e capaz de evitar em certo nivel a ocorréncia de sedimentacdo (NUTAN;
REDDY, 2010). Ainda nesse sentido, a formulagdo MP3 mostrou-se mais estavel e
apresentou menor crescimento das particulas suspensas.

Apoés a otimizacdo, as amostras foram também caracterizadas por tal técnica.
As amostras MC4 e MC5, conforme mostra a Figura 20, apresentaram padrao de
desestabilizacdo comparavel as amostras iniciais MC1 e MC2, respectivamente. Isso
era esperado ja que possuem a mesma composicao e foram submetidas ao mesmo
processamento. Ja a Figura 21 apresenta os graficos de ABS para as amostras MP4
e MP5, que quando comparados aos graficos das respectivas amostras iniciais MP1
e MP2, mostram uma menor variagdo no retroespalhamento (ABS). Isso indica um
maior nivel de estabilizacdo para as amostras otimizadas em suspensao, condizente

com a obtencéo de menores valores de d90 e span para tais amostras.
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Figura 19. Comparagéo entre os dados de retroespalhamento ABS(%) das amostras MP1, MP2 e MP3. O eixo das abcissas é composto pela altura da
cubeta de amostra (mm).
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Figura 21. Comparagéao entre os dados de retroespalhamento ABS(%) das amostras otimizadas MP4 e MP5. O eixo das abcissas é composto pela altura da
cubeta de amostra (mm).
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As amostras finais com L-PZQ foram também caracterizadas por tal técnica,
conforme mostra a Figura 22. A MC6 apresentou padréao de desestabilizacao diferente
da amostra MC5, sendo este evidenciado logo no inicio do tempo avaliado e ao longo
de toda a cubeta. Ja para o grafico de ABS da amostra MP6 é possivel observar um
padrao diferente das outras amostras MPs, que esta relacionado ao tamanho maior
de particula obtido.

Outra informacédo relatada pelo ensaio é o indice de estabilidade Turbiscan
(TSI), que leva em conta todos os fenbmenos que podem estar ocorrendo em um
determinado tempo na amostra. De forma geral, quanto maior o TSI, menor a
estabilidade da amostra. De acordo com a Figura 23, percebe-se que as amostras do
moinho coloidal apresentaram comportamento semelhante, sendo que a MC2

mMostrou-se um pouco mais estavel.

—e— MC1 MC2 —&— MC3

TSI

0 1 2
Tempo (h)

Figura 23. Comparagéao entre TSI global das amostras MC1, MC2 e MC3 ao longo de 2 horas
de analise.

Em relacdo as amostras do moinho de pérolas, de acordo com a Figura 24,

nota-se que na regido inicial do grafico a desestabilizacdo é bem acelerada, porém,
tende a diminuir a velocidade ap6s as primeiras horas de andlise. No geral, a amostra
MP3 demonstrou menor tendéncia de ocorréncia de fendbmenos como sedimentacao

e crescimento de particulas.
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Figura 24. Comparacgéo entre TSI global das amostras MP1, MP2 e MP3 ao longo de 17
horas de analise.

Em relacdo as amostras otimizadas, a Figura 25 mostra que MC4 e MC5
apresentaram comportamento semelhante, sendo que a MC5 mostrou-se um pouco

mais estavel, assim como ocorreu com MC1 e MC2, as respectivas amostras iniciais.

< —o— MC4 ~—— MC5

40

TSI

20

10

0 1 2
Tempo (h)

Figura 25. Comparacédo entre TSI global das amostras otimizadas MC4 e MC5 ao longo de 2
horas de andlise.
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Ja na Figura 26 € possivel notar que as amostras otimizadas MP4 e MP5
apresentaram um baixo nivel de desestabilizacdo, ao contrario das respectivas
amostras iniciais MP1 e MP2. Tal comportamento pode ser associado aos menores
valores de d90 e span obtidos para as amostras otimizadas enquanto suspensoes.
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Figura 26. Comparacéo entre TSI global das amostras otimizadas MP4 e MP5 ao longo de 17
horas de analise.

No geral, as amostras MP4, MP5 e MP3, preparadas no moinho de pérolas,
demonstraram menor tendéncia de ocorréncia de fendbmenos de desestabilizacéo,
provavelmente por apresentarem menores tamanhos de particula.

Em relacdo as amostras com L-PZQ, de acordo com o Figura 27, nota-se que
MC6 apresentou desestabilizacdo evidentemente acelerada e bem diferente do

observado para a amostra MC5.
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Figura 27. TSI global da amostra otimizada MC6 ao longo de 2 horas de analise.

Ja a Figura 28 mostra o comportamento da amostra MP6, que, apesar de
apresentar maior desestabilizacdo do que as outras amostras MPs, apresentou menor
velocidade e intensidade do que a observada para a amostra MC6.
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Figura 28. TSI global da amostra MP6 ao longo de 17 horas de andlise.
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6.4 CARACTERIZACAO DOS POS
6.4.1 Difraco de raios X de po

Na Figura 29 é feita uma comparacdo dos padrbes de difracdo de raios X das
amostras e da matéria-prima com o padréo calculado para o rac-PZQ (ESPINOSA-
LARA et al.,, 2013). As intensidades dos picos referentes as amostras séo
semelhantes entre si e possuem 0s picos caracteristicos do rac-PZQ. Para a analise
comparativa, os padrdes de difracdo obtidos a partir da matéria-prima e das amostras
foram normalizados.

MP3
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.
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20 (graus) Cuka

Figura 29. Padrdes de difracdo das amostras em comparac¢do com padrao de difracdo da
matéria-prima e padréo calculado rac-PZQ.

Mesmo apos o processamento, € mantida a presenca de material no seu estado
cristalino e na mesma forma, uma vez que séo encontrados intensos picos de difracéo
caracteristicos e em iguais posicbes em comparacdo ao padrdo calculado
(ESPINOSA-LARA et al., 2013). Para as amostras MP1, MP2 e MP3, observa-se um

alargamento dos picos, 0 que sugere uma reducdo no tamanho do cristalito
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(HENNART et al., 2012), fato este que pode impactar significativamente a dissolucao
do farmaco (FANDARUFF et al., 2015).

As amostras otimizadas foram também caracterizadas por tal técnica, como
mostra a Figura 30. Os padrfes de difracdo de raios X das amostras e da matéria-
prima sdo semelhantes ao padrdo calculado para o rac-PZQ (ESPINOSA-LARA et al.,

2013). Para as amostras MP4 e MP5, o alargamento dos picos também pode ser

observado.
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Figura 30. Padrdes de difracdo das amostras otimizadas em compara¢do com padréo de
difracdo da matéria-prima e padréo calculado rac-PZQ.

Por fim, na Figura 31 as amostras contendo L-PZQ tém seus padrdes de
difracdo de raios X comparados com o padréo calculado para o L-PZQ (CEDILLO-
CRUZ et al.,, 2014). As intensidades dos picos referentes as amostras sao
semelhantes entre si e possuem 0s picos caracteristicos do L-PZQ. Apos 13 ° 26,
pode-se observar um sutil deslocamento dos picos em relacdo ao padrdo calculado,

o0 qual estéa relacionado com a diferenca na temperatura de medida (UNGAR, 2004),
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que foi ambiente para as amostras e -143 °C para o monocristal. Os padrdes de

difracdo experimentais dos excipientes encontram-se no APENDICE E.
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Figura 31. Padrdes de difracdo das amostras com L-PZQ em comparacdo com padréo de
difracdo da matéria-prima e padrao calculado.

De um modo geral, a manutencao da cristalinidade (ap6s o0s processos de
moagem e secagem) sugere que um possivel incremento observado no perfil de
dissolucéo das amostras em relacdo ao IFA ndo estaria relacionado a amorfizacdo do
material. Da mesma forma, outros trabalhos apresentaram sucesso na obtencdo de
estruturas cristalinas apdés o emprego de tais abordagens (KORADIA et al., 2018;
MEDAREVIC et al., 2018). Por outro lado vale comentar que, apesar de nao ter sido
desejado no presente estudo, a utilizagdo de tais técnicas também é reportada na
literatura com o objetivo de obtencao de dispersdes amorfas de farmacos (CARON et
al., 2011).
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6.4.2 Analise térmica
6.4.2.1 Andlise termogravimétrica (TGA)

As técnicas de andlise térmica envolvem o monitoramento da variacdo de um
dado parametro em uma amostra em funcdo da temperatura ou do tempo de
aguecimento programados para avaliacdo. As técnicas termoanaliticas mais usuais
sdo a analise termogravimétrica (TGA), analise termogravimétrica derivada (DTG),
andlise térmica diferencial (DTA) e calorimetria diferencial exploratéria (DSC)
(DWECK, 2019). As técnicas termoanaliticas como TGA e DSC sao frequentemente
aplicadas na industria farmacéutica por serem técnicas rapidas e precisas, utilizadas
de maneira complementar durante o desenvolvimento de produtos e no controle de
qualidade, tanto em estudos de estabilidade, eficacia e seguranca, assim como no
estudo de polimorfismo (DA SILVA et al., 2019; PRADO; ROCHA, 2015).

A TGA mede e registra a perda ou o ganho de massa de uma amostra em
funcdo da temperatura a que estd sendo submetida, para deteccdo de processos
fisico-quimicos que ocorram em funcdo de tal aquecimento durante a investigacao
conduzida (CRAIG; READING, 2006). Em muitos casos, a derivada da curva (DTG)
pode ser usada para facilitar a identificacdo das diferentes temperaturas relacionadas
aos estagios distintos de perda de massa (LI; MATTEI, 2019). Assim, a DTG mede a
taxa de variacédo relativa de perda ou ganho de massa, com base nos dados coletados
da andlise e processados por um software (DWECK, 2019). Como exemplo de
aplicacdo de tais técnicas, tem-se a determinacdo da estabilidade térmica de
compostos, além de determinacdo de teor de volateis em amostras sélidas (LlI;
MATTEI, 2019).

Conforme pode ser observado na Figura 32, o rac-PZQ apresenta um Unico
estagio de decomposicéo térmica entre 250 e 350 °C. A Tabela 20 mostra uma perda
de massa de 100,00%. Resultados similares foram encontrados para o rac-PZQ na
literatura (MAINARDES; GREMIAO; EVANGELISTA, 2006; TIMOTEO et al., 2019).

As Figura 32 e Figura 33 mostram as curvas TGA/DTG das amostras iniciais
MC1, MC2 e MC3, além da MP1, MP2 e MP3. De acordo com a Tabela 20, pode-se
notar que no primeiro estagio, a temperatura correspondente ao inicio da degradacgéo
(Tonset) variou entre 275,11 e 295,11 °C, valores relativamente proximos ao do rac-

PZQ puro (298,93 °C). As temperaturas correspondentes as taxas maximas de
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degradacdo apresentaram-se em uma faixa de valores mais estreita, com Tmax
(temperatura relativa a maior taxa de degradacdo, obtida através da curva da
derivada) variando entre 319,83 e 334,00 °C, sendo tais valores relativamente
proximos ao do rac-PZQ puro (335,95 °C). No entanto, observa-se que nesse evento
tanto o inicio da degradacdo quanto a degradacdo maxima das amostras foram
deslocados para temperaturas mais baixas em relagcéo ao IFA rac-PZQ. Apesar disso,
tal estagio apresentou valores de perda de massa entre 94,02 e 98,81% e, portanto,
esta relacionado com a degradacéo do rac-PZQ.

Algumas amostras apresentaram um segundo estagio de degradacéo,
provavelmente relacionado ao estabilizante estérico, presente na formulacdo em
maior proporgéo do que o de carga. Para a etapa 2, as amostras MC1-MP1 e MC2-
MP2 apresentaram valores muito proximos entre si de Tonset € Tmax, COM perda de
massa de aproximadamente 5%. Tais dados estdo de acordo os dados da
caracterizacdo dos excipientes (APENDICE E), e provavelmente as amostras MC3-
MP3 ndo apresentaram um segundo estagio de degradacao pois um dos estagios do
excipiente (Soluplus) coincide com a faixa de temperatura de degradacao do rac-PZQ.
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Figura 32. Curvas TGA/DTG do rac-PZQ e das amostras MC1, MC2 e MC3.
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Figura 33. Curvas TGA/DTG do rac-PZQ e das amostras MP1, MP2 e MP3.
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Tabela 20. Dados da anélise termogravimétrica para as amostras iniciais MC1, MC2 e MC3 e MP1,

MP2 e MP3.
] Perda de

Amostra I\?;SS)a Etapa T(fgs)et -I(-O”SX massa
i (%)

PZQ 4,34 1 298,93 335,95 100,00
MC1 253 1 295,11 334,00 95,11
2 433,59 453,24 422

MC2 401 1 288,63 331,64 94,88
2 415,25 417,35 4 36

MC3 3,18 1 280,67 320,36 97,93

MP1 352 1 275,11 319,83 94 46
2 439,23 453,44 3,85

MP2 502 1 288,07 325,97 94,02
2 400,78 413,45 4,49

MP3 412 1 290,94 325,08 98,81
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Apos a otimizacao, as amostras também foram caracterizadas por tal técnica e
as Figura 34 e Figura 35 mostram as curvas TGA/DTG das amostras otimizadas MC4,
MC5, MP4 e MP5, além do rac-PZQ. De acordo com a Tabela 21, pode-se notar que
0 primeiro estagio de degradacao das amostras MC4 e MC5 nao apresentou grande
variagdo em relagdo aos valores de Tonset ,Tmax € perda de massa em relagdo as
respectivas amostras iniciais MC1 e MC2. Ja as amostras MP4 e MP5 em relacéo as
respectivas amostras iniciais MP1 e MP2, apresentaram maiores valores de Tonset €
Tmax. Para todas as amostras, tal estagio apresentou valores de perda de massa de
aproximadamente 94% e, portanto, esta relacionado com a degradacéo do rac-PZQ.

Além disso, as amostras apresentaram um segundo estdgio de degradacao,
assim como as amostras iniciais MP1 e MP2, provavelmente relacionado ao
estabilizante estérico. Para a etapa 2, as amostras MP4 e MP5 apresentaram valores
préximos as amostras iniciais em relacdo ao Tmax, cOm perda de massa de

aproximadamente 5%.

100 4 —— e —— - - -rac-PZQ | 19
N MC4
A\ --=--MC5

(4]
o
1

Massa (%)
I
B
Deriv. massa (% / °C)

r--'-’_"_-_’_'-—'-ﬁl.- n--m;?ﬂ——‘—"‘—‘_—— - 0
R®, N
Ay
i

-I:V - -2

T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)

Figura 34. Curvas TGA/DTG do rac-PZQ e das amostras MC4 e MC5.
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Figura 35. Curvas TGA/DTG do rac-PZQ e das amostras MP4 e MP5.

Tabela 21. Dados da andlise termogravimétrica para as amostras iniciais MC4, MC5, MP4 e MP5.

Massa T T ma Perda de

Amostra (M) Etapa (Sg;t (O'ESX massa
g (%)

PZQ 4,34 1 298,93 335,95 100,00
MC4 2.42 1 274,20 325,02 95,22
2 415,55 444,10 3,51

1 286,69 322,40 94 .67

MC5 3,92

2 395,29 407,44 443

MP4 475 1 293,10 345,01 95,22
2 447 .47 463,62 4,02

MP5 779 1 306,11 350,68 94,07
2 407,56 414,77 5,14

Conforme pode ser observado na Figura 36, o L-PZQ apresenta um anico

estagio de decomposicéo térmica entre 200 e 350 °C. A Tabela 22 mostra uma perda
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de massa de 100,00%. As amostras MC6 e MP6 também foram caracterizadas por tal
técnica e, de acordo com a Tabela 22, pode-se notar que o0 primeiro estagio de
degradacdo apresentou valores proximos de Tonset € Tmax. OS valores de perda de
massa foram de aproximadamente 90% e, portanto, tal estagio esta relacionado com
a degradacédo do L-PZQ. Além disso, as amostras apresentaram um segundo estagio
de degradacao, provavelmente relacionado ao estabilizante estérico. Para a etapa 2,
a amostra MP6 apresentou valores mais altos de Tonset € Tmax, COM perda de massa
um pouco menor em relagéo ao MC6.

O L-PZQ néo apresentou grande variacao para os valores de Tonset, Tmax € perda
de massa em relacéo ao rac-PZQ. Além disso, é importante destacar que as amostras

podem ser consideradas estaveis na temperatura de trabalho utilizada na secagem

por spray dryer.
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Figura 36. Curvas TGA/DTG do L-PZQ e das amostras MC6 e MP6.
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Tabela 22. Dados da analise termogravimétrica para as amostras iniciais MC1, MC2 e MC3 e MP1,

MP2 e MP3.
) Perda de
Amostra hﬂ(;ss)a Etapa T(;)E:s)et -Eon(ﬁsx massa
’ (%)
L-PZQ 3,25 1 29560 337,11 100,00
MC6 3,44 1 289,49 320,81 88,94
' 2 361,43 356,27 10,09
MP6 2,22 1 277,99 326,65 93,21
2 40045 41642 574

6.4.2.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

De modo a complementar os dados obtidos pela técnica anterior, as amostras
também foram analisadas por DSC. A técnica de DSC mede a energia liberada ou
consumida por unidade de tempo (fluxo de calor) pela amostra, durante as
transformacdes fisico-quimicas que ocorrem com a mesma no processo térmico a que
esta submetida, ou seja, em funcdo de um programa de temperatura controlada.
Usualmente, o efeito térmico do cadinho com amostra € comparado com o de
referéncia (vazio) (CRAIG; READING, 2006).

As variacbes de entalpia associadas a eventos exotérmicos (liberacdo de
energia) ou endotérmicos (consumo de energia), ddo origem a formacao de picos nas
curvas DSC. Como exemplos de eventos exotérmicos pode-se citar: reacfes de
cristalizacdo, polimerizacdo, oxidacdo, decomposicdo, dentre outras. Ja eventos
endotérmicos podem estar relacionados com fusdo, perda de massa da amostra
(desidratacdo, sublimacéo, volatizacdo ou decomposi¢cao) ou transi¢édo vitrea. Vale
ressaltar que a transi¢ao vitrea, considerada como uma transi¢do de segunda ordem,
normalmente é evidenciada apenas por um deslocamento na linha base no sentido
endotérmico (DWECK, 2019).

Na curva de DSC (Figura 37), o rac-PZQ apresentou apenas um pico
endotérmico agudo a 141,92 °C, temperatura que corresponde ao ponto de fuséo da
mistura racémica de PZQ. De acordo com Tabela 23, o pico endotérmico do PZQ

apresenta a entalpia de fusdo de 88,86 J/g. Tais valores séo proximos aos obtidos por
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outros autores e encontrados na literatura (GONZALEZ; RAMIREZ RIGO; GONZALEZ
VIDAL, 2018; LIU et al., 2004; PASSERINI et al., 2006).

Conforme pode ser observado nas Figura 37 e Figura 38, os picos de fusao do
rac-PZQ nas amostras iniciais MC1, MC2, MC3, MP1, MP2 e MP3 apresentaram certo
deslocamento em relagéo ao ponto de fusdo do rac-PZQ puro. Particularmente para
as amostras MPs, as posicdes dos picos deslocaram-se para valores mais baixos do
que as respectivas MCs, fato que também foi relatado por Yang e colaboradores
(2019). Tal observacao possivelmente esté relacionada com o fato de que a moagem
pode promover, além da reducédo no tamanho de particula, algum grau de desordem
estrutural em uma pequena fracdo da amostra cristalina e, uma vez que menos
energia é requerida para destruir as estruturas com imperfeicdes, uma diminuicdo na
temperatura de transicéo e na area do pico sdo percebidas (VAN DOOREN; MULLER,
1982). Além disso, todas as amostras apresentaram uma reducao na intensidade do
pico relativo a fusdo em relacdo ao rac-PZQ puro devido a presenca de excipientes
na formulacao.

A Tabela 23 apresenta, para cada amostra, a temperatura dos picos e as
respectivas entalpias. As amostras MC1 e MP1 apresentaram um segundo evento,
exotérmico e proximo a 140 °C. Ja as amostras MC2 e MP2, apresentaram um
segundo evento endotérmico, proximo a 50 °C, que pode estar relacionado ao POL

407 presente na formulagéo, conforme resultados apresentados no APENDICE E.
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Figura 37. Curvas DSC do rac-PZQ e das amostras MC1, MC2 e MC3.
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Figura 38. Curvas DSC do rac-PZQ e das amostras MP1, MP2 e MP3.
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Tabela 23. Dados da analise de DSC para rac-PZQ e amostras MC1, MC2, MC3, MP1, MP2

e MP3.
Amostra  Eyento Tempoeratura Entalpia

(°C) J/9)

PZQ 1 141,92 88,86
1 132,66 68,51

Mc1 2 145,20 12,48
1 51,04 3,70

Mc2 2 139,54 77,92
MC3 1 137,82 80,38
1 129,83 56,00

MP1 2 135,24 15,94
1 48,76 2,29

MP2 2 136,17 73,68
MP3 1 132,93 59,46

ApGs a otimizacao, as amostras foram também avaliadas aplicando tal técnica
e os resultados estdo expostos na Figura 39 e Figura 40, além da Tabela 24. De um
modo geral, assim como percebido para as amostras iniciais, os pontos de fusdo do
rac-PZQ nas amostras otimizadas MC4, MC5, MP4 e MP5 apresentaram
deslocamento em relacdo ao ponto de fusdo do rac-PZQ puro. Mais uma vez, as
amostras MPs mostraram posi¢des dos picos deslocadas para valores mais baixos do
que as respectivas MCs. Além disso, todas as amostras apresentaram uma reducao
na intensidade do pico relativo a fusdo do rac-PZQ devido a presenca de excipientes
na formulacao.

A Tabela 24 apresenta a temperatura de cada pico e a respectiva entalpia para
cada amostra. As amostras MPs otimizadas apresentaram maior entalpia de fuséo do
rac-PZQ em comparagdo com as respectivas amostras iniciais. De acordo com o
observado para as amostras iniciais, MC4 e MP4 também apresentaram um segundo
evento, exotérmico e proximo a 150 °C. Ja as amostras MC5 e MP5, apresentaram
um segundo evento endotérmico, préximo a 50 °C, que pode estar relacionado ao
POL 407, presente na formulacdo. Além disso, a amostra MP5 apresenta um terceiro
evento, porém exotérmico, que apesar de poder ser atribuido ao excipiente POL 407,

o qual nao foi observado para as outras amostras que o continham.
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Figura 40. Curvas DSC do rac-PZQ e das amostras MP4 e MP5.



Tabela 24. Dados da andlise de DSC para rac-PZQ e amostras MC4, MC5, MP4 e MP5.

Temperatura Entalpia
Amostra Evento o

(°C) (J/9)
PZQ 1 141,92 88,86
1 133,15 70,43
MC4 2 144,68 8,83
1 49,03 3,75

MC5
2 139,18 83,95
MP4 1 131,92 78,17
2 146,89 12,86
1 47,23 1,96
MP5 2 136,86 82,13
3 149,68 5,09

Para o L-PZQ, a curva de DSC (Figura 41) apresentou um pico endotérmico
agudo em 103,44 °C, com entalpia de fusdo de 89,87 J/g, conforme Tabela 25. Tais
valores correspondem ao evento de fusdo do L-PZQ, conforme demonstrado por Liu
e colaboradores (2004), sendo que o valor da entalpia aqui obtido se mostrou mais
alto do que o descrito na literatura, o que provavelmente esta relacionado com
diferencas entre o tamanho de particula dos IFAs avaliados (VAN DOOREN;
MULLER, 1982).

Por fim, as amostras processadas com o L-PZQ foram também avaliadas e os
resultados estdo expostos na Figura 41 e Tabela 25. O ponto de fusdo do L-PZQ nas
amostras MC6 e MP6 apresentou certo deslocamento em relacdo ao ponto de fusdo
do L-PZQ puro, sendo que para a amostra MP6, o pico deslocou-se para um valor
ainda mais baixo do que para a MC6. Em raz&do da presenca de excipientes na
formulacdo, as amostras apresentaram uma reducéo na intensidade do pico relativo
a fusdo do L-PZQ. Além disso, as amostras em questdo mostraram um segundo
evento endotérmico, préximo de 150 °C, que pode ser atribuido a presengca do POL

407 na formulacéo.
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Figura 41. Curvas DSC do L-PZQ e das amostras MC6 e MP6.

Tabela 25. Dados da andlise de DSC para L-PZQ e amostras MC6 e MP6.

Temperatura Entalpia
Amostra Evento R

°C) (J/9)

L-PZQ 1 103,44 89,87
1 101,30 71,07

MC6 2 134,15 14,20
MP6 1 99,53 75,27

2 150,84 16,01

6.4.3 Espectroscopia no Infravermelho (1V)

Para a identificacdo da presenca de PZQ nas amostras foram feitas analises
de espectroscopia de infravermelho (V). Conforme mostrado na Figura 42, o espectro
de absorcdo da amostra do rac-PZQ apresenta as principais bandas caracteristicas

de acordo com os grupamentos funcionais da molécula.
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Em 2929 e 2852 cm ocorrem bandas referentes as vibracdes de deformagéo
axial de C-H e C-H2. Em 1647 e 1623 cm™, as bandas sé&o referentes as amidas

presentes em sua estrutura molecular (PASSERINI et al., 2006).

MP3
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Transmitancia (%)

MC1

rac-PZQ

B 1 ' 1 ' 1 I
4000 3500 3000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 42. Comparacgdo entre os espectros de absor¢cdo das amostras iniciais e matéria-prima PZQ.

Percebe-se que cada um dos espectros das amostras tem presenca das
bandas caracteristicas que sédo usadas na identificacdo do rac-PZQ, confirmando a
presenca deste. Além disso, de acordo com os dados apresentados na Tabela 26, a
falta de deslocamentos das bandas sugere a ndo ocorréncia de interacéo entre o rac-
PZQ e os estabilizantes (PASSERINI et al., 2006). Os espectros de IV dos excipientes
encontram-se no APENDICE E.
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Tabela 26. Comparacdo dos nimeros de onda (cm!) do espectro de infravermelho do PZQ matéria-
prima e das amostras iniciais.

Grupamento rac-PZQ MC1 MC2 MC3 MP1 MP2 MP3

2929 2928 2929 2928 2929 2929 2929
2852 2851 2852 2852 2853 2853 2853
1647 1648 1647 1647 1648 1649 1648
1623 1624 1622 1623 1625 1625 1625

—CH, -CH2

-C=0

As amostras otimizadas foram também analisadas por tal técnica e os
espectros estdo apresentados na Figura 43. Os espectros de absorcdo das amostras
e do rac-PZQ apresentam as principais bandas caracteristicas dos grupamentos
funcionais da molécula e além disso, a Tabela 27 demonstra a auséncia de

deslocamentos de tais bandas das amostras em relacao as do IFA rac-PZQ puro.

MP35

MP4
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Transmitancia (%)

rac-PZQ
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Figura 43. Comparagéo entre os espectros de absor¢cdo das amostras otimizadas e matéria-
prima PZQ.
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Tabela 27. Comparacdo dos nimeros de onda (cm-1) do espectro de infravermelho do PZQ matéria-

prima e das amostras otimizadas.

Grupamento rac-PZQ MC4 MC5 MP4 MP5
_CH, -CHs 2929 2928 2929 2928 2928
2852 2852 2851 2852 2853

c=0 1647 1647 1647 1648 1648
1623 1622 1622 1624 1624

Por fim, conforme mostrado na Figura 44, o espectro de absor¢cdo da amostra

do L-PZQ apresentou as principais bandas caracteristicas de acordo com o0s

grupamentos funcionais da molécula. Além das bandas referentes as vibracdes de

deformacédo axial de C-H e C-H2 e as amidas presentes em sua estrutura molecular,

o L-PZQ apresenta uma diferenca significativa em relacdo ao rac-PZQ na regido entre

3300-3700cmt, além de claras diferencas na regido “fingerprint”, ou abaixo de 1500

cm? (LIU et al., 2004), atribuiveis ao diferente empacotamento das moléculas nas

estruturas cristalinas. A banda que aparece em torno de 3400 cm™ é relativa ao

estiramento de O-H, podendo ser atribuida a presenca de moléculas de agua (CHAUD

et al., 2013).
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Figura 44. Comparacéao entre os espfe_ctros_ de absorcéo das amostras com L-PZQ e da
materia-prima.
De acordo com os dados apresentados na Tabela 28, mais uma vez a falta de
deslocamentos das bandas sugere a nédo ocorréncia de interacdo entre o L-PZQ e os

estabilizantes.

Tabela 28. Comparagéo dos nimeros de onda (cm-1) do espectro de infravermelho do L-PZQ
matéria-prima e das amostras MC6 e MP6.

Grupamento L-PZQ MC6 MP6
—OH 3455 3457 3461
2923 2022 2022

—CH, -CH; 2854 2854 2853
c=o0 1640 1640 1640

a 1621 1620 1622
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6.4.4 Determinacéao de distribuicdo de tamanho de particula por difracdo de laser

A caracterizacao da distribuicdo de tamanhos de particula foi também realizada
para os pos depois da redispersdo em meio aquoso saturado. A Tabela 29 e Figura
45 apresentam os valores obtidos para o rac-PZQ e o alto valor de d90 indica a
presenca de aglomerados na matéria-prima, que ndo se dispersaram mesmo em

contato com o meio saturado contendo surfactante, durante o tempo avaliado.

Tabela 29. Diametros de corte para diferentes percentis da distribuicdo acumulada e indices de
polidisperséo (span) do rac-PZQ.
Tamanho de particula (pm)
Amostra d10 d50 doo Span
(média + DP) (média = DP) (média + DP) (média £ DP)
rac-PZQ 4,19 £ 0,76 18,57 £ 2,99 1903,33 + 202,32 105,17 + 25,70

120
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90 100

60 75
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50

Tamanho (um)

30

25
1903,33

rac-PZQ

Hd10 md50 md90 # Span

Figura 45. Representagéo grafica dos diametros de corte para diferentes percentis da
distribuicdo acumulada e indice de polidisperséo (span) do rac-PZQ.

As amostras MCs processadas também foram avaliadas em relacdo ao
tamanho de particula apos a secagem, conforme mostram a Tabela 30 e a Figura 46.
Representacdo grafica dos diametros de corte para diferentes percentis da
distribuicdo acumulada das amostras em pé MC1, MC2 e MC3 e o0s respectivos
indices de polidispersdo (span).Figura 46. Em comparacdo as amostras MCs
enquanto suspensdes (que foram analisadas ao final da moagem coloidal), os
tamanhos obtidos para os respectivos pds ndo apresentaram grande variacdo nos
valores de d10, d50, d90 e span. No entanto, uma excec¢ao foi o valor de d90 da

amostra MC1 que se mostrou inclusive menor do que para a amostra em suspensao,
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possivelmente por uma falta de cuidado durante a amostragem do pd, que nao foi
representativa e forneceu uma medida tendenciosa (MALVERN, 1997). Além disso,
apesar de o d10 da amostra MC3 ndo se apresentar mais na faixa nanométrica,
continua menor quando em comparagao ao mesmo diametro de corte das amostras
MC1 e MC2.

Tabela 30. Diametros de corte para diferentes percentis da distribuicdo acumulada das amostras em
p6é MC1, MC2 e MC3 e os respectivos indices de polidispersdo (span).

Tamanho de particula (um)
Amostra d10 d50 doo Span
(média £ DP) (média = DP) (média £ DP) (média + DP)

MC1 455 + 0,27 8,23 + 0,64 16,17 + 1,42 1,41 + 0,04
MC2 345 + 031 939 + 082 3080 + 6,01 2,89 + 0,48
MC3 1,82 + 0,08 5,76 £+ 0,19 20,57 + 2,12 3,26 + 0,32
45 4

_ ¢ 3
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% 15 .
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Figura 46. Representacéo grafica dos didmetros de corte para diferentes percentis da

distribuicdo acumulada das amostras em pé MC1, MC2 e MC3 e os respectivos indices de
polidisperséo (span).

De maneira equivalente, as amostras MPs processadas também foram
avaliadas apds a secagem, conforme mostram a Tabela 31 e a Figura 47. Em
comparacao as amostras MPs enquanto suspensdes ao final da moagem no moinho
de pérolas, os valores obtidos para os respectivos pis apresentaram grande variacao
para d10, d50, d90 e span, sendo que nenhum dos que estavam na faixa nanomeétrica
se mantiveram na mesma. Para a amostra MP2, os menores valores de d50 e d90
encontrados para o p6 sugerem um possivel erro na leitura da suspensao,
possivelmente causado pela presenca de bolhas na amostra. No geral, as amostras

MP1, MP2 e MP3 secas apresentam valores de diametros de corte parecidos entre si,
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0 que indica uma limitacao do processo de secagem no tamanho de particula do p6
obtido.

Tabela 31. Didmetros de corte para diferentes percentis da distribuicdo acumulada das
amostras em pé MP1, MP2 e MP3 e os respectivos indices de polidisperséo (span).

Tamanho de particula (um)

Amostra d10 d50 doo Span
(média = DP) (média £ DP) (média £ DP) (média = DP)
MP1 3,46 + 0,29 7,77 = 0,54 16,07 + 0,74 1,62 + 0,06
MP2 3,14 + 0,17 7,93 £ 0,22 17,23 + 0,86 1,78 + 0,15
MP3 2,71 + 0,22 6,96 + 0,32 17,83 £ 0,42 2,18 + 0,17
45 4
— 3
g 30
© . (%)
€ 15
= 1
0 0
MP1 MP2 MP3

Hdl0 md50 mdo0 @ Span

Figura 47. Representagdo grafica dos didmetros de corte para diferentes percentis da
distribuicdo acumulada das amostras em p6é MP1, MP2 e MP3 e o0s respectivos indices de
polidisperséo (span).

As amostras MCs otimizadas também foram avaliadas, conforme mostram a
Tabela 32 e a Figura 48. Em comparacao as amostras MCs enquanto suspensofes, 0s
respectivos pds apresentaram certa variagdo, mostrando maiores valores de d10, d50,
d90 e span. Apesar disso, tal resultado estd coerente com o tamanho medido nas
suspensdes, uma vez que sao proximos os valores entre MC4 e MC5, sendo que a
altima apresentou valor de d90 um pouco menor tanto em suspensao quanto no po
depois de seco. Além disso, em comparagdo com as respectivas amostras iniciais
(MC1 e MC2) em pd, as otimizadas MC4 e MC5 em p0 apresentaram pouca variagao
nos valores de d10, d50, d90 e span, fato que era esperado uma vez que possuem a

mesma composicao entre si e foram submetidas ao mesmo processamento.
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Tabela 32. Didmetros de corte para diferentes percentis da distribuicdo acumulada das
amostras em po otimizadas MC4 e MC5 e os respectivos indices de polidispersao (span).

Tamanho de particula (um)

Amostra d10 d50 doo Span
(média £ DP) (média+DP) (médiaxDP) (média+ DP)
MC4 3,85 £+ 0,29 1051 + 0,64 42,17 + 358 3,64 + 0,24
MC5 498 + 0,28 11,77 + 0,15 32,00 + 6,02 2,30 + 0,54
45 4
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Figura 48. Representacgdo grafica dos didmetros de corte para diferentes percentis da
distribuicdo acumulada das amostras em po otimizadas MC4 e MC5 e os respectivos indices de
polidispersao (span).

Da mesma forma, as amostras MPs otimizadas foram avaliadas apds a
secagem, conforme mostram a Tabela 33 e a Figura 49. Em compara¢do as amostras
MPs enquanto suspensdes, pode-se notar expressiva variacdo nos valores obtidos
para os respectivos pos, sendo que os valores de d10 e d50 ndo se mantiveram na
faixa nanométrica. Apesar disso, os resultados de tamanhos estdo préximos entre
MP4 e MP5, tanto na suspensao quanto no po seco. Além disso, em comparacao as
respectivas amostras iniciais (MP1 e MP2) em p6, as otimizadas MP4 e MP5 em po
apresentaram pouca variacao nos valores de d10 e d50. No entanto, o d90 e span
apresentaram valores um pouco mais altos apesar de as amostras otimizadas terem
sido processadas até um tempo Otimo para obtencdo de menores tamanhos de

particula.
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Tabela 33. Diametros de corte para diferentes percentis da distribuicdo acumulada das
amostras em po otimizadas MP4 e MP5 e os respectivos indices de polidispersédo (span).

Tamanho de particula (um)
Amostra d10 d50 doo Span
(média+ DP) (média £ DP) (média = DP) (média = DP)
MP4 2,57 + 0,05 6,83 + 0,17 23,83 + 3,23 3,11 + 0,40
MP5 2,99 + 0,18 8,76 + 0,23 24,20 + 0,75 2,42 + 0,10
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Figura 49. Representacgédo grafica dos diametros de corte para diferentes percentis da distribuicao
acumulada das amostras em pé otimizadas MP4 e MP5 e os respectivos indices de polidisperséo

(span).

De uma maneira geral, os tamanhos de particula das amostras MCs depois de
secas sao préoximos entre si, com diametros de corte d50 em torno de 9 pm. Assim
também, as amostras MPs depois de secas apresentaram tamanhos semelhantes e
com valores de d50 em torno de 7 um, o que reforca a limitacdo do processo de
secagem na obtencédo de tamanhos de particula de p6 na escala hanométrica.

Vale comentar que, apesar de diferentes parametros do processo de secagem
(como concentracdo da suspensdo de alimentacdo, tipo de atomizador, diametro
inicial de goticula, temperatura de processo e fluxo de gas) influenciarem diretamente
no tamanho de particula formado (VEHRING, 2008), existe uma limitacdo do proprio
equipamento utilizado, que forma particulas de no minimo 2 um (BUTCHI, 2019).
Dessa maneira, apesar de uma avaliacdo mais detalhada permitir a determinacéo de
quais parametros de um dado processo possuem maior influéncia no tamanho de
particula formado, é importante ressaltar que nesse caso, embora o tamanho de saida

do pé6 tenha sido maior do que o da suspensao inicial, 0 desempenho in vitro de ambos
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0S grupos de amostras apresentou melhora significativa em relacdo a avaliacdo do

IFA puro.

6.4.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens do PZQ matéria-prima obtidas pelo ensaio de MEV estdo

apresentadas na Figura 50.

HM D58 x1.0k 100um CETEM HM D58 x2.0k  30um

CETEM

Figura 50. Micrografias da matéria-prima do PZQ com magnitude de aproximacao de 1000 (esquerda)
e 2000 (direita) vezes.

Os sistemas preparados por moagem coloidal e de pérolas estédo apresentados
na Figura 51. Para as primeiras, as particulas mostram-se como aglomerados de
formato irregular. Além disso, pode ser notada uma tendéncia de formato mais
arredondado para a amostra MC2.

Para os sistemas preparados por moagem de pérolas, pode-se observar que
as particulas apresentam formato esférico com a presenca de rugosidades na
superficie, que sdo evidenciadas na amostra MP1; a amostra MP3 apresenta
particulas de didmetros um pouco menores, fato que corrobora com os dados
adquiridos na analise de tamanho de particula de p6. No entanto, a heterogeneidade
do tamanho é fator comum para as trés amostras. As imagens de MEV dos
excipientes encontram-se no APENDICE E.

ApOs a otimizagéo, as amostras foram também caracterizadas por tal técnica,
conforme ilustrado na Figura 52. Para as amostras MC4 e MC5 preparadas no moinho
coloidal, as particulas mostram-se como aglomerados de formato irregular

semelhantes as amostras iniciais MC1 e MC2.
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Ja para as amostras MP4 e MP5 preparadas por moagem de pérolas, pode-se
observar que as particulas apresentam formato esférico com a presenca de
rugosidades na superficie, que sdo evidenciadas na amostra MP4 assim como foi
notado na amostra inicial MP1. Em relacdo as amostras iniciais, a MP4 e MP5
apresentam algumas particulas de diametros menores, porém a heterogeneidade
ainda se mostra presente, fato este condizente com os dados adquiridos na analise
de tamanho de particula de po.

Shah e colaboradores (2016) prepararam micro e nanocristais de griseofulvina
por moagem via imida com secagem em spray-dryer e os NCs apresentaram formato
mais esférico em comparacédo aos MCs, de maneira semelhante com os dados aqui
mostrados, embora o principio da técnica aplicada para obtencédo dos MCs tenha sido
diferente. Além disso, Toziopoulou e colaboradores (2017) avaliaram a solidificacao
de NCs de aprepitanto obtidos por moagem, pelas técnicas de liofilizacdo e spray-
dryer, sendo que a ultima se mostrou mais vantajosa pela formacéo de aglomerados
micrométricos contendo NCs, que em razdo do formato esférico favorecem a

processabilidade da amostra secada por tal via.
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Figura 51. Micrografias das amostras MC1, MC2, MC3, MP1, MP2 e MP3 com magnitude de aproximacédo de 5000 vezes.
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Figura 52. Micrografias das amostras MC4, MC5, MP4 e MP5 com magnitude de aproximacao de 5000 vezes.
As imagens do PZQ matéria-prima obtidas pelo ensaio de MEV estdo apresentadas na Figura 50.
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Ja as imagens do L-PZQ antes do processamento obtidas pelo ensaio de MEV
estao apresentadas na Figura 53 e, aparentemente, existe menor aglomeracao entre
as particulas, que se mostram menos alongadas em comparacdo ao formato

apresentado pelo rac-PZQ.

HL D72 xi0k 100pm CETEM

HL D72 x20k 30pm

Figura 53. Micrografias da matéria-prima do L-PZQ com magnitude de aproximagéo de 1000
(esquerda) e 2000 (direita) vezes.

As imagens das amostras com L-PZQ estdo apresentadas na Figura 54. A
amostra MC6 apresenta particulas aglomeradas, com formato diferente e com
tamanho maior em relacdo a amostra MC5. J& a amostra MP6, apesar de apresentar
particulas de formato esférico (assim como a MP5), exibe a presenca de aglomerados

de particulas com tamanhos maiores.
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HL D68 x50k 20um CETEM HL D69 x50k 20um

Figura 54. Micrografias das amostras MC6 e MP6 com magnitude de aproximacao de 5000
vezes.

A utilizacéo de técnicas adequadas para caracterizacao de micro e nanocristais
€ essencial para o entendimento de tais sistemas. Enquanto suspensdes, as amostras
foram caracterizadas em relacdo ao tamanho de particula e estabilidade fisica, sendo
possivel observar a existéncia de uma relacao inversa entre tais parametros. Tal
informacdo € importante tendo em vista o interesse de que as suspensdes se
mantenham estaveis apés o término da moagem, até o momento da etapa seguinte
de secagem. As amostras em p6 foram entdo caracterizadas por diferentes técnicas.
Apesar da possibilidade de ocorrer transicdo de fases ou até mesmo uma
desorganizacdo da estrutura do farmaco durante o processamento, a andlise de
DRXP demonstrou que a cristalinidade foi mantida nas amostras. De maneira
complementar, as analises de TGA e DSC corroboram com tal informagéo, uma vez
gue ndo houve alteragcao significativa nos valores de temperatura determinados em
relacdo ao IFA puro e que as sutis variacdes relatadas podem estar relacionadas a
presenca dos estabilizantes na formulagcéo. Apesar de tal presenca, os resultados da
analise de IV sugerem a ndo ocorréncia de interacdo entre o farmaco e os
estabilizantes utilizados. Por fim, as imagens obtidas por MEV forneceram detalhes
sobre a morfologia e sugerem uma possivel diferenca de processabilidade entre as
amostras preparadas pelas diferentes técnicas de moagem.
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6.4.6 Solubilidade

A anadlise de concentracdo de saturacdo do IFA rac-PZQ foi conduzida em
agua, HCI 0,1 N LSS 0,1%, HCI 0,1 N, tampéo fosfato pH 6,8 e tampéao acetato pH
4,5, conforme apresentado na Tabela 34, para posterior escolha de um meio
adequado para dissolugéo. E possivel notar que a concentracéo de saturagdo do rac-
PZQ em meio HCI 0,1 N com 0,1% de LSS é consideravelmente aumentada quando

em comparagdo com agua pura.

Tabela 34. Solubilidade do rac-PZQ em diferentes meios a 37 °C.

. C /mL
Meio (média(i_*l gDP ([))PR%))
H20 267,33 £ 19,49 (7,29
HCI 0,1 N LSS 0,1% 760,49 £ 25,39 (3,34)
HCIO0,1 N 292,78 £ 7,79 (2.66)
Tampao pH 4,5 281,82 + 8,13 (2,89
Tampao pH 6,8 249,09 + 10,71 (4,30)

Posteriormente, a avaliacdo foi conduzida para o IFA L-PZQ, conforme
apresentado na Tabela 35. Como esperado, a concentracao de saturagcéo do isbmero
em agua foi maior do que a do racemato. De maneira equivalente, o valor da
concentracdo de saturacdo em meio HClI 0,1 N com 0,1% de LSS foi

consideravelmente maior do que em agua pura.

Tabela 35. Solubilidade do L-PZQ em diferentes meios a 37 °C.

. C (ng/mL
Meio (média(:gDP (gPR%))
H20 372,15 + 8,19 (2,20
HCI0,1NLSS 0,1 % 968,33 £ 17,83 (1,84
HCI 0,1 N 413,60 £+ 6,10 (1,47)
Tampao pH 4,5 396,24 + 8,12 (2,05
Tampao pH 6,8 340,17 + 13,35 (3,92
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Apesar do meio mencionado ser semelhante ao indicado para utilizacdo pela
monografia da Farmacopeia Americana (USP, 2018), variando apenas por apresentar
menor quantidade de LSS, de acordo com os resultados obtidos a aplicagao desse
meio foi descartada, uma vez que possivelmente ndo seria discriminativo para o
estudo das amostras processadas. Assim, o meio HCI 0,1 N foi escolhido para a

conducao do teste de desempenho, com resultados apresentados a seguir.
6.4.7 Dissolucao

Diversos fatores podem influenciar diretamente a dissolugéo, tais como a
natureza do meio de dissolu¢éo, a solubilidade do farmaco no mesmo, assim como a
guantidade total de farmaco aplicada no ensaio. Tais fatores devem ser considerados
e uma vez que 0 meio ndo deve estar saturado com o IFA para que a dissolugéo nao
seja afetada, € recomendada a manutencdo da condicdo sink durante o ensaio
(SHARGEL; YU, 2016). De acordo com a USP (2015), a condicao sink se refere a
utilizacdo de volume de meio em um excesso, ho minimo 3 vezes maior do que o
necessario para a formacdo de uma solucdo saturada com o farmaco, de forma a
permitir com que o farmaco se dissolva continuamente. Dessa maneira, de acordo
com o dado de solubilidade do rac-PZQ no meio HCI 0,1 N e considerando o volume
de 900 mL da cuba de dissolucdo, a quantidade de amostra equivalente a 75 mg de
PZQ foi padronizada para avaliacdo no ensaio de dissolucéao.

Foi conduzida a dissolugcédo das amostras em p6 MC1, MC2 e MC3. Na Figura
55, observa-se que apesar de todas as amostras apresentarem incremento no perfil
de dissolucdo em relacdo ao rac-PZQ, houve maior incremento pela amostra MC2.
Os perfis das amostras foram comparados até 60 minutos (tempo no qual o platd foi
atingido para a maioria das amostras) através de ANOVA de fator duplo com
repeticdo, com aplicacdo de Teste de Tukey como teste post hoc. Valores de p < 0,05
foram considerados estatisticamente significativos. Todas as tabelas de comparagao
estatistica encontram-se no APENDICE F. De acordo com os resultados, a influéncia
da formulacéo (valor-P=0,0036) indica que a diferenca entre os perfis de dissolucéo
das amostras pode ser considerada estatisticamente significativa. Empregando-se o
teste de Tukey, pode-se verificar que a diferenga entre os perfis foi significativa na

maioria dos pontos analisados.
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Figura 55. Comparacéo dos perfis de dissolugdo das amostras iniciais em pé MC1, MC2 e
MC3 com o da matéria-prima PZQ.

A Tabela 36 apresenta os valores do percentual de PZQ dissolvido em 60
minutos e da eficiéncia de dissolucdo ao final do tempo total avaliado, tanto da
matéria-prima rac-PZQ como das amostras. As amostras tiveram os percentuais de
PZQ dissolvido no tempo de 60 minutos (platd atingido para a maioria das amostras)
comparados entre si através de ANOVA de fator Unico, com valores de p < 0,05
considerados estatisticamente significativos e Teste de Tukey aplicado como teste
post hoc. Da mesma forma, os valores de eficiéncia de dissolugdo em 90 minutos
(tempo final do teste) foram avaliados. As tabelas de comparacdo estatistica
encontram-se no APENDICE F. Apesar de a porcentagem dissolvida ndo ser
significantemente diferente entre MC2 e MC3, a eficiéncia de dissolucao foi maior para

a amostra MC2.

Tabela 36. Comparacéo dos percentuais de PZQ dissolvido e da eficiéncia de dissolucdo das
amostras MC1, MC2 e MC3 com a matéria-prima PZQ.

Amostra % d[ssolvida 60 min Eficiéncia dg (_Jlissolugéo 90 min (%)
(média £ DP (oPrw)) (média = DP (ppr%))
rac-PZQ 7,27 £ 1,31 (18,08) 5,01 + 0,86 17,17
MC1 68,66 + 5,28 (7,69 64,64 + 5,21 (8,06)
MC2 92,71 £ 0,43 (0,46) 86,45 + 0,38 (0,44
MC3 80,86 * 6,46 (7,99) 75,27 + 5,05 ,71)
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Os perfis das amostras MC1, MC2 e MC3 foram também comparados pelo fator
de similaridade (f2), até o tempo de 15 minutos, conforme Tabela 37. Os perfis sé&o
considerados semelhantes quando o fator f2 estiver entre 50 e 100 (BRASIL, 2010).
Assim, tanto as amostras MC2 e MC1l quanto as amostras MC2 e MC3 néao
apresentaram semelhanca entre si, 0 que correponde aos resultados da comparacao
da porcentagem de PZQ dissolvida em 15 minutos por ANOVA de fator duplo para
tais pares de amostras.

Tabela 37. Comparacéo pelo fator f2 entre os perfis de dissolugao até 15 minutos das
amostras MC1, MC2 e MC3.

Comparacdo até 15 minutos f2 Similar?
MC2 vs. MC1 41 Nao
MC3 vs. MC1 56 Sim
MC3 vs. MC2 36 Nao

Além disso, foi conduzida a dissolucédo das amostras em p6 MP1, MP2 e MP3.
De maneira equivalente, na Figura 56 é possivel observar que apesar de todas as
amostras apresentarem incremento no perfil de dissolugdo das mesmas em relacao
ao PZQ, a amostra MP2 alcanca porcentagem dissolvida maxima em menor tempo.
Os perfis de dissolucdo foram comparados e apesar dos valores obtidos entre as
amostras se tornarem mais proximos apés 30 minutos de dissolucgéo, a diferenca entre

os perfis € significativa (valor-P=0,0002) na maioria dos pontos analisados.
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Figura 56. Comparac¢édo dos perfis de dissolu¢do das amostras em pé MP1, MP2 e MP3 com
0 da matéria-prima PZQ.

A Tabela 38 compara o percentual de PZQ dissolvido em 60 minutos e a
eficiéncia de dissolucao ao final do tempo total avaliado, tanto da matéria-prima rac-
PZQ como das amostras. As amostras tiveram os percentuais de PZQ dissolvido em
60 minutos comparados entre si através de ANOVA de fator Unico, com aplicacao de
Teste de Tukey como teste post hoc. Da mesma forma, os valores de eficiéncia de
dissolucéo em 90 minutos foram avaliados. Os valores de porcentagem dissolvida nédo
variaram muito entre as amostras, porém, a eficiéncia de dissolucéo foi maior para a

amostra MP2, mostrando-se significativamente diferente em relagcdo a MP1 e MP3.

Tabela 38.Comparacéo dos percentuais de PZQ dissolvido e da eficiéncia de dissolucédo das
amostras em pé MP1, MP2 e MP3 com a matéria-prima PZQ.

Amostra % dissolvida 60 min Eficiéncia d,e (_:iissolugéo 90 min (%)
(média £ DP (opPrw)) (média £ DP (oPrw))
rac-PZQ 7,27 + 1,31 (18,08) 5,01 £ 0,86 (17,17
MP1 90,77 £ 0,52 (0,57 79,59 + 0,92 (1,16)
MP2 96,82 + 1,23 (1,27 90,64 £ 1,08 (1,20
MP3 94,22 + 2,28 (2,42) 82,50 £ 2,72 (3,30
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Os perfis das amostras MP1, MP2 e MP3 foram também comparados pelo fator
de similaridade (f2), até o tempo de 15 minutos, conforme Tabela 39. Tanto as
amostras MP2 e MP1 quanto as amostras MP3 e MP2 apresentaram diferenca entre
si, 0 que corresponde aos resultados da comparacdo da porcentagem de PZQ

dissolvida em 15 minutos por ANOVA de fator duplo para tais pares de amostras.

Tabela 39. Comparacéo pelo fator f2 entre os perfis de dissolucdo até 15 minutos das
amostras MP1, MP2 e MP3.

Comparacdo até 15 minutos f2 Similar?
MP2 vs. MP1 30 Nao
MP3 vs. MP1 63 Sim
MP3 vs. MP2 27 Nao

Foi conduzida a dissolu¢édo das amostras em p6 MC4 e MC5, para comparacao
entre a amostra inicial e sua respectiva otimizacdo. Na Figura 57 e na Figura 58,
observa-se que o perfil de dissolugédo das amostras do mesmo grupo mostrou valores
proximos. Os perfis das amostras de mesmo grupo (MC1 vs. MC4 e MC2 vs. MC5)
foram comparados até 60 minutos através de ANOVA de fator duplo com repeticéo,
com valores de p < 0,05 considerados estatisticamente significativos e aplicacédo de
Teste de Sidak como teste post hoc. A diferenca entre os perfis de dissolugdo das
amostras nao pode ser considerada estatisticamente significativa (valor-P=0,5439 e
0,3280, respectivamente). Empregando-se o teste de Sidak, pode-se verificar que a

diferenca entre os perfis ndo foi significativa em nenhum dos pontos analisados.
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Figura 57. Comparagé&o dos perfis de dissolu¢cdo das amostras em po inicial vs. otimizada:
MC1 e MCA4.
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Figura 58. Comparagéo dos perfis de dissolucdo das amostras em po inicial vs. otimizada:
MC2 e MC5.

A Tabela 40 apresenta os dados do percentual de PZQ dissolvido em 60
minutos e da eficiéncia de dissolugcdo ao final do tempo total avaliado, para as
amostras MCs iniciais e suas respectivas otimiza¢cdes (MC1 vs. MC4 e MC2 vs. MC5).

Os valores foram comparados entre si por Teste t ndo-pareado, com nivel de
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confianca de 95%, sendo p < 0,05 considerado estatisticamente significativo. A
comparacao entre pares demonstrou nao haver diferenca significativa tanto entre os
valores do percentual de PZQ dissolvido (valor-P=0,2126 e 0,4097, respectivamente),
quanto entre os valores de eficiéncia de dissolucado (valor-P=0,1887 e 0,4600,
respectivamente). Tal resultado era esperado uma vez que as amostras de um mesmo

grupo possuem a mesma composicao e foram submetidas ao mesmo processamento.

Tabela 40. Comparacéo dos percentuais de PZQ dissolvido e da eficiéncia de dissolugcédo das
amostras em p6 MC1 vs. MC4 e MC2 vs. MCE.

% dissolvida 60 min  Eficiéncia de dissolucdo 90 min (%)

Amostra (média + DP (ppPrw)) (média = DP (pprw))
MC1 68,66 £ 5,28 (7,69 64,64 = 5,21 (8,06
MC4 73,52 £ 2,11 2.87) 69,45 + 0,78 (1,12
MC2 92,71 £ 0,43 (0,46) 86,45 £ 0,38 (0,44
MC5 95,43 £ 5,09 (5,34 88,85 £ 5,08 (5,72

Os perfis das amostras MC1 vs. MC4 e MC2 vs. MC5 foram também
comparados pelo fator de similaridade (f2), até o tempo de 15 minutos, conforme
Tabela 41. Os pares de amostras apresentaram similaridade entre si, o que
correponde aos resultados da comparacgao da porcentagem de PZQ dissolvida em 15

minutos por ANOVA de fator duplo para tal grupo de amostras.

Tabela 41. Comparagéo pelo fator f2 entre os perfis de dissolucéo até 15 minutos das
amostras MC1 vs. MC4 e MC2 vs. MC5.

Comparacdo até 15 minutos f2 Similar?
MC4 vs. MC1 68 Sim
MC5 vs. MC2 66 Sim

De maneira equivalente, foi conduzida a dissolu¢do das amostras em po MP4
e MP5, para comparagéo entre a amostra inicial e sua respectiva otimizagao (MP1 vs.
MP4 e MP2 vs. MP5). Na Figura 59 e Figura 60, observa-se que o perfil de dissolucao
das amostras do mesmo grupo mostrou padréo semelhante. Os perfis das amostras
foram comparados até 60 minutos atraves de ANOVA de fator duplo com repeticéo,
com valores de p < 0,05 considerados estatisticamente significativos e aplicacéo de

Teste de Sidak como teste post hoc. A diferenca entre os perfis de dissolugéo das
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amostras pode ser considerada estatisticamente significativa entre as amostras MP1
vs. MP4 (valor-P=0,0022), mas néo para as amostras MP2 vs. MP5 (valor-P=0,0813).
Empregando-se o teste de Sidak, pode-se verificar que a diferenca entre os perfis foi
significativa na maioria dos pontos analisados para as amostras MP1 e MP4, mas o

contrario foi observado para MP2 e MP5.
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Figura 59. Comparacéo dos perfis de dissolugao das amostras em po inicial vs. otimizada: MP1 e
MP4.
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Figura 60. Comparagéo dos perfis de dissolucdo das amostras em po inicial vs. otimizada:
MP2 e MP5.
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A Tabela 42 apresenta os dados do percentual de PZQ dissolvido em 60
minutos e da eficiéncia de dissolugcdo ao final do tempo total avaliado, para as
amostras MPs iniciais e suas respectivas otimizacdes. Os valores foram comparados
entre si por Teste t ndo-pareado, com nivel de confianca de 95%, sendo p < 0,05
considerado estatisticamente significativo. Para as amostras MP1 vs. MP4, a
diferenca foi significativa entre os valores do percentual de PZQ dissolvido e de
eficiéncia de dissolucdo (valor-P=0,0002 e 0,0007, respectivamente), sendo que a
amostra MP4 apresentou valores mais baixos. Ja para as amostras MP2 vs. MP5, a
diferenca nao foi significativa entre os valores testados (valor-P=0,3384 e 0,2634,

respectivamente).

Tabela 42. Comparacéo dos percentuais de PZQ dissolvido e da eficiéncia de dissolu¢do das
amostras em pé MP1 vs. MP4 e MP2 vs. MP5.

A % dissolvida 60 min  Eficiéncia de dissolucao 90 min (%)
mostra

(média + DP (pprw)) (média + DP (oprw))
MP1 90,77 £ 0,52 (0,57 79,59 = 0,92 (1,16)
MP4 74,35 £ 2,06 (2,77) 66,46 = 2,21 (3,33
MP2 96,82 + 1,23 (1,27 90,64 + 1,08 (1,20
MP5 95,71 £ 1,28 (1,34 89,64 £ 0,77 (0,86)

Os perfis das amostras MP1 vs. MP4 e MP2 vs. MP5 foram também
comparados pelo fator de similaridade (f2), até o tempo de 15 minutos, conforme
Tabela 43. Os pares de amostras apresentaram similaridade entre si, 0 que se
apresenta de maneira contraria aos resultados da comparacédo da porcentagem de
PZQ dissolvida em 15 minutos por ANOVA de fator duplo para MP1 vs. MP4, porém,

convergente com os resultados para MP2 vs. MP5

Tabela 43. Comparacéo pelo fator f2 entre os perfis de dissolucao até 15 minutos das
amostras MP1 vs. MP4 e MP2 vs. MP5.

Comparacéo até 15 minutos 2 Similar?
MP4 vs. MP1 56 Sim
MP5 vs. MP2 61 Sim

De maneira geral, uma vez que os pares comparados possuem a mesma

composicdo, mas as amostras otimizadas foram processadas no moinho de pérolas
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por um tempo 6timo, era esperado que os valores aqui discutidos fossem mais altos
para as amostras otimizadas, o que nao foi observado. Considerando os resultados
de tamanho de particula de p6 para tais amostras, uma possivel causa para esse
comportamento talvez seja os maiores valores de d90 e span observados para a
amostra MP4, em comparacdo com a amostra MP1. No caso do grupo de amostra 2,
ainda que o valor de d90 tenha sido maior na amostra otimizada (MP5), de acordo
com o resultado da dissolugédo, pode-se inferir que a influéncia do estabilizante
utilizado no incremento da dissolugdo € maior do que a influéncia do tamanho de
particula do p6 da amostra.

Assim, foi conduzida a comparacéo da dissolucao entre amostras em po finais,
considerando a otimizacdo. Na Figura 61 observa-se que apesar das amostras MC4,
MC5 e MC3 apresentarem incremento no perfil de dissolu¢cdo das mesmas em relagao
ao PZQ, houve maior incremento pela amostra MC5. Os perfis das amostras foram
comparados até 60 minutos através de ANOVA de fator duplo com repeticdo, com
valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos e aplicagéo de
Teste de Tukey como teste post hoc. A influéncia da formulagéo (valor-P=0,0021)
indica que a diferenca entre os perfis de dissolucdo das amostras pode ser
considerada estatisticamente significativa. Empregando-se o teste de Tukey, pode-se
verificar que a diferenca entre os perfis foi significativa na maioria dos pontos

analisados.
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Figura 61. Comparacéo dos perfis de dissolu¢cao das amostras finais em p6 MC4, MC5 e MC3
com o da matéria-prima PZQ, ap0s a otimiza¢ao.

A Tabela 44 apresenta os valores do percentual de PZQ dissolvido em 60
minutos e da eficiéncia de dissolugdo ao final do tempo total avaliado, tanto da
matéria-prima rac-PZQ como das amostras MC4, MC5 e MC3. As amostras tiveram
os percentuais de PZQ dissolvido em 60 minutos comparados entre si através de
ANOVA de fator unico, com valores de p < 0,05 considerados estatisticamente
significativos e aplicacdo de Teste de Tukey como teste post hoc. Da mesma forma,
os valores de eficiéncia de dissolucdo em 90 minutos foram também avaliados. Apesar
de a porcentagem dissolvida ndo ser significantemente diferente entre MC5 e MC3, a

eficiéncia de dissolucédo foi maior para a amostra MC5.

Tabela 44. Comparacéo dos percentuais de PZQ dissolvido e da eficiéncia de dissolugcédo das
amostras finais MC4, MC5 e MC3 com a matéria-prima PZQ.

A % dissolvida em 60 min Eficiéncia de dissolu¢&o 90 min (%)
mostra

(média + DP (pprw)) (média + DP (oprwy))
rac-PZQ 7,27 + 1,31 (18,08) 5,01 £ 0,86 (17,17
MC4 73,52 £ 2,11 (2,87 69,45 £ 0,78 (1,12
MC5 95,43 £ 5,09 (5,34 88,85 + 5,08 (5,72
MC3 80,86 *+ 6,46 (7,99) 75,27 £ 5,05 (6,71
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Os perfis das amostras MC4, MC5 e MC3 foram também comparados pelo fator
de similaridade (f2), até o tempo de 15 minutos, conforme Tabela 45. A amostra MC5
nao apresentou semelhangca com nenhuma outra amostra, o que correponde aos
resultados da comparacdo da porcentagem de PZQ dissolvida em 15 minutos por

ANOVA de fator duplo para tal grupo de amostras.

Tabela 45. Comparacéo pelo fator f2 entre os perfis de dissolucao até 15 minutos das
amostras finais MC4, MC5 e MC3.

Comparacdo até 15 minutos f2 Similar?
MC5 vs. MC4 35 Nao
MC3 vs. MC4 68 Sim
MC3 vs. MC5 32 Nao

De maneira equivalente, as amostras em po6 finais MP4, MP5 e MP3 foram
comparadas. Na Figura 62 observa-se que apesar das amostras apresentarem
incremento no perfil de dissolucdo das mesmas em relacdo ao PZQ, houve maior
incremento pela amostra MP5, que alcanca porcentagem dissolvida maxima em
menor tempo. Os perfis das amostras foram comparados até 60 minutos através de
ANOVA de fator duplo com repeticdo, com valores de p < 0,05 considerados
estatisticamente significativos e aplicacdo de Teste de Tukey como teste post hoc. A
influéncia da formulacéo (valor-P <0,0001) indica que a diferenca entre os perfis de
dissolucdo das amostras pode ser considerada estatisticamente significativa.
Empregando-se o teste de Tukey, pode-se verificar que a diferenca entre os perfis foi

significativa na maioria dos pontos analisados.
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Figura 62. Comparacéo dos perfis de dissolugcao das amostras finais em pé MP4, MP5 e MP3
com o da matéria-prima PZQ, ap0s a otimizagao.

A Tabela 46 apresenta os valores do percentual de PZQ dissolvido em 60
minutos e da eficiéncia de dissolucdo ao final do tempo total avaliado, tanto da
matéria-prima rac-PZQ como das amostras MP4, MP5 e MP3. As amostras tiveram
os percentuais de PZQ dissolvido em 60 minutos comparados entre si através de
ANOVA de fator unico, com valores de p < 0,05 considerados estatisticamente
significativos e aplicacdo de Teste de Tukey como teste post hoc. Da mesma forma,
os valores de eficiéncia de dissolucdo em 90 minutos foram avaliados. Apesar de a
porcentagem dissolvida ndo ser significantemente diferente entre MP5 e MP3, a

eficiéncia de dissolucdo foi maior para a amostra MP5.

Tabela 46. Comparacéo dos percentuais de PZQ dissolvido e da eficiéncia de dissolugcédo das
amostras finais MP4, MP5 e MP3, com a matéria-prima PZQ.

% dissolvida 60 min Eficiéncia de dissolu¢do 90 min (%)

Amostra (média £ DP (pprw)) (média £ DP (opPrw))

rac-PZQ 7,27 + 1,31 (18,08 5,01 £ 0,86 (17,17
MP4 74,35 = 2,06 2,77 66,46 + 2,21 (3,33)
MP5 95,71 + 1,28 (1,34) 89,64 £ 0,77 (0,36)
MP3 94,22 + 2,28 (2,42 82,50 + 2,72 (3,30
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Os perfis das amostras MP4, MP5 e MP3 foram também comparados pelo fator
de similaridade (f2), até o tempo de 15 minutos, conforme Tabela 47. As amostras
MP4, MP5 e MP3 ndo mostraram similaridade entre elas, o que correponde aos
resultados da comparacdo da porcentagem de PZQ dissolvida em 15 minutos por

ANOVA de fator duplo para tal grupo de amostras.

Tabela 47. Comparagéo pelo fator f2 entre os perfis de dissolugdo até 15 minutos das
amostras finais MP4, MP5 e MP3.

Comparacdo até 15 minutos f2 Similar?
MP5 vs. MP4 28 N&o
MP3 vs. MP4 50 Nao
MP3 vs. MP5 31 Nao

De acordo com os resultados de dissolucao obtidos, comparados e expostos
anteriormente, a formulacdo contendo como estabilizantes LSS e POL 407 foi
selecionada para avaliacdo detalhada por ter demonstrado maior incremento na
dissolucdo do farmaco. Assim, as amostras finais MC5 e MP5 foram comparadas com
a mistura fisica MF2, de mesma composi¢cao. De acordo os perfis de dissolucao
apresentados na Figura 63, nota-se que as amostras processadas apresentaram taxa
de dissolucdo proximas entre si, além de expressivamente maiores do que a MF2. Os
perfis das amostras MC5 vs. MP5 foram comparados até 60 minutos através de
ANOVA de fator duplo com repeticdo, com valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos e aplicacdo de Teste de Sidak como teste post hoc. A
diferenca entre os perfis de dissolu¢cdo ndo pode ser considerada estatisticamente
significativa entre as amostras MC5 vs. MP5 (valor-P=0,8757) em nenhum dos pontos
analisados.
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Figura 63. Comparacgéo dos perfis de dissolugao das amostras em p6 MC5, MP5 e MF2, de
mesma composigao.

A Tabela 48 apresenta os dados do percentual de PZQ dissolvido em 60
minutos e da eficiéncia de dissolugcdo ao final do tempo total avaliado, para as
amostras MC5 vs. MP5. Os valores foram comparados entre si por Teste t ndo-
pareado, com nivel de confianca de 95%, sendo p < 0,05 considerado estatisticamente
significativo. A diferenca né&o foi significativa entre os valores do percentual de PZQ
dissolvido e de eficiéncia de dissolugao (valor-P= 0,9306 e 0,8030, respectivamente).

Tabela 48. Comparacéo dos percentuais de PZQ dissolvido e da eficiéncia de dissolucéo das
amostras em p6 MC5, MP5 e MF2, de mesma composicao.

% dissolvida em 60 min Eficiéncia de dissolu¢gédo 90 min (%)

Amostra (média £ DP (oPrw)) (média = DP (pprw))
MC5 95,43 + 5,09 (5,34 88,85 + 5,08 (5,72)
MP5 95,71 + 1,28 (1,34) 89,64 + 0,77 (0,86)
MF2 46,89 + 2,51 (5,34 40,45 + 2,82 (6,97

Os perfis das amostras MC5 vs. MP5 foram também comparados pelo fator de
similaridade (f2), até o tempo de 15 minutos, conforme Tabela 49. As amostras
apresentaram similaridade entre si, 0 que é condizente resultados da comparacao da
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porcentagem de PZQ dissolvida em 15 minutos por ANOVA de fator duplo para as
mesmas. As comparagfes entre as amostras de outras composi¢des encontram-se
no APENDICE G.

Tabela 49. Comparacéo pelo fator f2 entre os perfis de dissolucdo até 15 minutos das
amostras MC5 e MP5.

Comparacdo até 15 minutos 2 Similar?
MP5 vs. MC5 71 Sim

Assim, apesar da amostra MP5 enquanto suspensao ter apresentado tamanho
de particula na escala hanométrica, a secagem da amostra formando aglomerados
micrométricos influenciou o processo de dissolucdo e o incremento promovido pelos
NCs né&o foi maior do que pelo MCs. Ainda assim, ambas as amostras processadas
apresentaram melhor desempenho do que a simples MF dos componentes da
formulacdo. Dessa maneira, para o prosseguimento do estudo tal composicao foi
escolhida para aplicacao utilizando o L-PZQ.

Por fim, as amostras MC6, MP6 e MF4 foram comparadas. Na Figura 64
observa-se que todas as amostras apresentaram incremento no perfil de dissolucao
das mesmas em relacdo ao L-PZQ. Assim, os perfis das amostras foram comparados
até 60 minutos através de ANOVA de fator duplo com repeticdo, com valores de p <
0,05 considerados estatisticamente significativos e aplicacao de Teste de Tukey como
teste post hoc. A influéncia do processamento (valor-P=0,0094) indica que a diferenca
entre os perfis de dissolugcdo das amostras pode ser considerada estatisticamente
significativa. Porém, empregando-se o teste de Tukey, pode-se notar que a partir de
30 minutos, a diferenca entre os perfis ndo € significativa na maioria dos pontos

analisados.
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Figura 64. Comparacéo dos perfis de dissolu¢do das amostras em p6 MC6, MP6 e MF4, de mesma
composicao, com o da matéria-prima L-PZQ.

A Tabela 50 apresenta os valores do percentual de L-PZQ dissolvido em 60
minutos e da eficiéncia de dissolucdo ao final do tempo total avaliado, tanto da
matéria-prima L-PZQ como das amostras MC6, MP6 e MF4. As amostras tiveram 0s
percentuais de L-PZQ dissolvido em 60 minutos comparados entre si através de
ANOVA de fator unico, com valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos e aplicacdo de Teste de Tukey como teste post hoc. Da mesma forma,
os valores de eficiéncia de dissolucdo em 90 minutos foram avaliados. Apesar de a
porcentagem dissolvida nédo ser significantemente diferente entre as amostras, a
eficiéncia de dissolucdo da amostra MP6 foi maior, ainda que apenas em relacédo a
MF4.

Tabela 50. Comparacéo dos percentuais de PZQ dissolvido e da eficiéncia de dissolu¢cédo das
amostras MC6, MP6 e MF4, com a matéria-prima L-PZQ.

Amostra % dissolvidaem 60  Eficiéncia de dissolugdo 90 min (%)

min (média + DP (pprw)) (média = DP (ppPr%))
L-PZQ 33,99 + 8,85 (26,05) 21,87 + 5,24 (23,97)
MC6 98,16 *+ 5,34 (544) 88,15 + 2,34 (2,65
MP6 98,26 + 0,86 (0,87 92,32 + 1,84 (1,99
MF4 97,06 = 0,95 (0,99) 85,33 £ 2,53 (2,97
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Os perfis das amostras MC6, MP6 e MF4 foram também comparados pelo fator
de similaridade (f2), até o tempo de 15 minutos, conforme Tabela 51. A amostra MP6
nao mostrou similaridade com as outras amostras, 0 que correponde aos resultados
da comparacéo da porcentagem de L-PZQ dissolvida em 15 minutos por ANOVA de

fator duplo para tal grupo de amostras.

Tabela 51. Comparagéo pelo fator f2 entre os perfis de dissolugao até 15 minutos das
amostras finais MC6, MP6 e MF4

Comparacdo até 15 minutos f2 Similar?
MC6 vs. MP6 44 Nao
MC6 vs. MF4 65 Sim
MP6 vs. MF4 37 Nao

No geral, de acordo com os resultados apresentados para MCs e MPs, nota-se
gue as amostras processadas apresentaram incremento na dissolucédo do rac-PZQ
em relacdo a mistura fisica dos componentes. Todas as amostras combinando o
farmaco com excipientes apresentaram maiores valores de dissolucdo em
comparacao ao IFA rac-PZQ puro. Deve-se salientar que ao contrario do esperado,
as amostras preparadas pelo moinho de pérolas ndo apresentaram vantagem
proporcional ao processamento adicional a que foram submetidas, no sentido de
incremento no perfil de dissolugéo do farmaco. Uma possivel razdo € que as amostras
MPs depois de secas, apresentaram-se como aglomerados micrométricos formados
por particulas de tamanhos na escala nanométrica, o que fez com que os resultados
de desempenho fossem semelhantes aos apresentados pelos MCs, com particulas
de tamanho na escala micrométrica. Assim, nesse caso, 0 excipiente utilizado na
formulacéo processada demonstrou ter maior impacto na dissolucéo in vitro do que o
tamanho de particula do po.

Considerando as amostras contendo L-PZQ, tanto aquelas que foram
processadas quanto a mistura fisica, apresentaram expressivo incremento na
dissolucéo em relagédo ao IFA L-PZQ puro. Tal resultado pode estar relacionado com
a solubilidade do L-PZQ no meio ser maior do que o rac-PZQ, e entdo, a simples
presenca do excipiente na composicdo da MF4, foi suficiente para incrementar os
resultados de dissolucdo do L-PZQ e torna-los semelhantes aos das amostras

processadas.
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Yang e colaboradores (2018) produziram micro e nanocristais (com tamanho
meédio de 3,7 ym e 364,4 nm) de PZQ por moagem e obtiveram resultados de
porcentagem dissolvida préximos de 100, tanto para as amostras quanto para a
mistura fisica, sendo que 0s nanocristais apresentaram taxa de dissolu¢gdo um pouco
maior em comparacado aos microcristais (deve-se salientar que o meio utilizado
apresentava 0,2% LSS em HCI 0,1 N). No entanto, durante os estudos
farmacocinéticos, os NCs apresentaram maior biodisponibilidade oral, promovendo
um aumento significativo na area sob a curva (AUC, do inglés, area under curve) e

concentracdo plasméatica maxima (C max), em comparacao aos MCs.

6.4.8 Avaliacao da palatabilidade

Nas linguas eletrénicas baseadas em espectroscopia de impedancia (como a
utilizada neste trabalho), as unidades sensoriais, formadas por eletrodos interdigitados
de ouro recobertos com filmes ultrafinos de diferentes materiais, séo utilizadas para
investigacdo das interagdes entre os analitos presentes em solucdo e os materiais que
constituem tal sistema (RIUL, 2003). No entanto, em tais arranjos multissensoriais o
conceito de seletividade global é empregado pelo uso de um conjunto de eletrodos
gue apesar de individualmente serem pouco seletivos (ou néo especificos), quando
combinados, respondem de forma reprodutivel aos diversos analitos em solucao, de
maneira que ndo haja interacéo especifica entre os mesmos (RIUL et al., 2010).

Nesse sentido, as propriedades Unicas dos nanomateriais tem feito com que
sejam aplicados em tais sensores quimicos na tentativa de melhorar o poder
discriminativo destes. O grafeno, em particular, tem sido escolhido por seu potencial
de aplicacdo para a construcdo de sensores altamente sensiveis, além de estaveis
(FACURE et al., 2017; SUN et al., 2019). Assim, devido as diferentes caracteristicas
elétricas apresentadas pelos filmes ultrafinos depositados sobre o eletrodo, cada
unidade sensorial responde de maneira Unica aos diversos sistemas liquidos
analisados.

Nesses sistemas, a espectroscopia de impedancia permite a analise de
propriedades dos materiais pela aplicacdo de sinais elétricos em frequéncias
alternadas e medicado dos sinais elétricos de saida correspondentes (ALCANIZ et al.,
2012). Assim, a resposta de saida pode ser combinada para a construcdo de um
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padrdao de reconhecimento. Para tanto, o método estatistico de analise multivariada
dos dados pela analise de componentes principais (PCA, do inglés Principal
Component Analysis) (VARMUZA; FILZMOSER, 2009) se mostra como uma
abordagem interessante por decompor a matriz de dados primarios através de
projecdo multidimensional em uma nova base de coordenadas, formada por direcdes
ortogonais com dados de maxima variancia. Os vetores da matriz de dados séo
chamados de componentes principais e ndo sao correlacionados, sendo ordenados
de modo que o PC1 apresenta a maior quantidade de variancia, seguido pelo PC2, e
assim por diante. Em outras palavras, a PCA reduz a dimensionalidade do conjunto
de dados, criando gréficos bi ou tridimensionais (com coordenadas baseadas em nova
base, ou scores plot) com as contribuicdes de cada componente dos sensores (load
plots), sendo que a porcentagem em cada eixo mostra a quantidade de informacéao
extraida pelo componente principal (VARMUZA; FILZMOSER, 2009).

Para a conducdo das analises, antes do uso dos IDEs modificados com os
nanocompaositos para medidas das amostras, foram realizadas também medidas no
tampéo fosfato pH 6,8. E importante ressaltar que normalmente as respostas na
regido de frequéncia mais baixa (< 100 Hz) sdo governadas pelo efeito de dupla
camada, enquanto que as frequéncias mais altas (> 100 kHz) sdo governadas pela
capacitancia geométrica. Dessa maneira, os filmes que recobrem os eletrodos
governam as respostas na regido de frequéncia intermediaria, entre 100 Hz até 100
kHz (TAYLOR; MACDONALD, 1987). Assim, de acordo com experimentos prévios e
os resultados obtidos, nesse trabalho os resultados foram correlacionados por PCA
pelo agrupamento das informacdes de resisténcia elétrica a 100 Hz, uma vez que esta
demonstrou maior capacidade discriminativa entre as amostras (FACURE et al.,
2017).

Em uma primeira investigacdo, o PCA foi empregado para interpretacdo das
respostas coletadas a 100 Hz para as solugdes rac-PZQ e L-PZQ em concentracao
de 5 nmol/L em tampéao fosfato pH 6,8. Na Figura 65 é possivel observar que as
amostras foram claramentes diferenciadas, uma vez que estdo posicionadas em
guadrantes diferentes, sendo a proximidade dos pontos das replicatas de cada
amostra um indicativo de reprodutibilidade das medidas. O valor de PC1 e PC2 estéo

relacionados com 63,17% e 29,34% das variancias dos dados, respectivamente,
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sendo que o arranjo foi capaz de discriminar as solucbes em concentracbes

nanomolares.
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Figura 65. Gréafico PCA das solugdes de rac-PZQ e L-PZQ, além do tampao como referéncia,
para as respostas de resisténcia coletadas em 100 Hz.

Uma vez que existe indicacdo na literatura de que a presenca de LSS em
formulacbes pode impactar as avaliacbes em lingua eletrbnica, apesar de néo
comprometer o desempenho da mesma (IMMOHR; TURNER; PEIN-HACKELBUSCH,
2016), as amostras formuladas foram analisadas de maneira separada. A Figura 66,
mostra o grafico PCA das amostras MC5, MP5, MC6 e MP6, no qual é possivel
perceber claramente o agrupamento entre as amostras contendo rac-PZQ (MC5 e
MP5) e L-PZQ (MC6 e MP6). O valor de PC1 foi de 73,29% e PC2 de 24,24%. O
posicionamento do grupo de amostras em quadrantes diferentes em relacdo ao PC2,
além da distancia no eixo PC1, mostram que a lingua eletrénica foi capaz de
discriminar as amostras e indicam a possivel diferenca de palatabilidade entre as
mesmas. Tal indicagdo esta em concordancia com os resultados de palabilitadade de
um estudo realizado com humanos por Meyer e colaboradores (2009), no qual o L-

PZQ demonstrou ter um sabor significativamente menos amargo do que o rac-PZQ.
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Figura 66. Gréafico PCA das solu¢des de MC5, MP5, MC6 e MP6, além do tamp&o como
referéncia, para as respostas de resisténcia coletadas em 100 Hz.

A avaliacdo sensorial in vitro do rac-PZQ foi conduzida em estudo prévio
encontrado na literatura, embora outra técnica de modificacdo dos eletrodos tenha
sido utilizada e formulagbes com mascaramento de sabor tenham sido avaliadas, os
resultados foram discriminativos entre as formulacdes e o placebo, comparados ao
IFA puro (MACHADO et al., 2018). Além disso, existe registro na literatura do
desenvolvimento de sensores estereoseletivos baseados em ciclodextrinas, em
consideracdo a necessidade de deteccdo da possivel diferenca de palatabilidade
entre enantibmeros. O PZQ foi testado como um dos farmacos modelo de amargor,
no entanto, os desvios entre as medidas foram muito altos e os resultados da diferenca
entre os sinais medidos para o rac-PZQ e o L-PZQ indicaram, nesse caso, um
reconhecimento quiral insatisfatério pela aplicacao de tais sensores (IMMOHR; PEIN-
HACKELBUSCH, 2017).

Por fim, a avaliacdo da palatabilidade é um fator importante no processo de
desenvolvimento de formulac¢des farmacéuticas e apesar de o uso da lingua eletrénica
apresentar inUmeras vantagens em relacdo aos painéis humanos, é necessario que
alguns paréametros de validagdo sejam considerados durante o desenvolvimento das
metodologias, conforme indicado por Woertz e colaboradores (2010), para que entéao

a correlacdo com painéis humanos seja possivel.
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7 CONCLUSAO

Conforme o exposto, existem esforcos para o desenvolvimento de uma
formulacdo de PZQ para criancas em idade pré-escolar, que além de
biodisponibilidade mais adequada apresente também uma forma farmacéutica mais
conveniente a pacientes pediatricos. Neste sentido, 0os micro e nanocristais destacam-
se como uma alternativa tecnoldgica para superar este tipo de situacdo, sendo o uso
do L-PZQ isolado uma aposta para a melhora da palatabilidade do medicamento.

Neste trabalho, foram apresentadas metodologias de preparo e caracterizacéo
de micro e nanocristais de PZQ racemato, posteriormente aplicadas ao isomero L-
PZQ. Na primeira etapa, a partir dos resultados de solubilidade obtidos, foi possivel a
selecdo dos agentes mais promissores para a estabilizacdo das micro e
nanossuspensdes. No geral, apesar das amostras preparadas no moinho de pérolas
(MPs) terem apresentado um maior nivel de estabilizacéo fisica, a etapa de secagem
se mostrou limitante no sentido de obtencdo de tamanhos na escala nanométrica,
sendo que o diametro de corte d50 da particula de p6 se aproximou dos valores
obtidos para as preparadas no moinho coloidal (7 um e 9 um, respectivamente).
Apesar disso, € importante ressaltar que as técnicas aplicadas durante o
processamento destacam-se também por terem permitido a manutencdo da
cristalinidade do farmaco.

De acordo com os resultados, todas as formulacfes processadas apresentaram
melhora no desempenho da dissolu¢cao quando comparadas ao farmaco puro. Dessa
maneira, tanto as técnicas de moagem coloidal quanto a moagem com pérolas (sendo
a aplicacdo da primeira, nesse caso de estudo, um requisito para a ultima) séo
interessantes por terem demonstrado reprodutibilidade, além da possibilidade de
escalonamento. As amostras iniciais e otimizadas do grupo 2 apresentaram
porcentagem dissolvida proxima de 100%, logo nos 30 primeiros minutos do perfil
avaliado. Apesar de ser esperado maior incremento na dissolucdo pelas amostras
MPs, o tamanho de particula do p6 obtido pode ter sido limitante nesse sentido. Vale
ressaltar que em todos 0s casos, as amostras preparadas no moinho de pérolas
apresentaram maior eficiéncia de dissolucéo em relacéao as respectivas processadas

apenas no moinho coloidal.
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Dessa maneira, uma vez que na otimizacdo a reducdo no tempo de
processamento € vantajoso por tornar mais viavel o custo relacionado ao processo,
0S parametros e composicao de tais amostras foram aplicados utilizando o IFA L-PZQ.
Apesar de os tamanhos de particula obtidos terem sido maiores em comparacao as
amostras otimizadas com rac-PZQ (em suspenséao), o desempenho das formulaces
foi melhorado em relacdo ao IFA L-PZQ puro. Uma vez que os valores de
porcentagem dissolvida e eficiéncia de dissolucdo foram comparaveis entre as
amostras MC6 e MP6, tais amostras, assim como a MC5 e MP5, seriam escolhidas
para a continuidade do projeto e entendimento de seu comportamento in vivo em
ensaios de biodisponibilidade.

Assim, as amostras finais contendo rac-PZQ e L-PZQ foram avaliadas
utilizando a lingua eletrénica e comparadas por PCA, sendo que os resultados

indicaram uma possivel diferenca de palatabilidade entre as mesmas.
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8 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

As perspectivas sdo vastas e apesar de o presente trabalho se mostrar mais
como uma introducdo para o entendimento dos mecanismos de obtencado de cristais
pelas abordagens top-down aplicadas, os resultados promissores podem ser
aplicados, futuramente, para o direcionamento nas decisbes durante o0
desenvolvimento de um produto final. Nesse sentido, pode-se ainda explorar a
variacdo de parametros no moinho de pérolas, como o aumento da vazdo de
alimentacdo para a diminuicdo da polidispersdo, ou ainda, a troca de pérolas com
didmetros menores como uma etapa intermediaria do processo, na tentativa de
obtencdo de menores tamanhos de particula. Com relacdo a secagem, o leito
fluidizado € uma alternativa a ser explorada, para avaliagdo do seu impacto no
tamanho de particula e morfologia do p6 gerado.

Em relacdo a caracterizagdo, uma medida mais minuciosa possibilitaria a
determinacao do tamanho de cristalito das amostras e a investigacao de sua influéncia
nos resultados de dissolucdo. Além disso, as analises térmicas poderiam ser repetidas
para uma avaliacdo mais cuidadosa, na tentativa de inclusive estabelecer uma
possivel relacdo entre os eventos mostrados para as amostras do grupo 1 e os
menores resultados de porcentagem dissolvida apresentados para as mesmas. Para
tanto, a avaliacdo pode também ser complementada utilizando termomicroscopia
(TOA). Além disso, o teste de dissolucéo intrinseca pode ser conduzido para avaliagao
de outros fatores que interferem no ensaio (que néo o efeito da area superficial), além
da possibilidade de identificacdo de transicoes da forma cristalina durante o0 mesmo.
Nao obstante, a avaliacdo de nanocristais realizada em fontes de luz sincrotron, pela
técnica de imageamento por difracdo coerente em condi¢cdo de Bragg (Bragg CDI),
apesar de se tratar de uma abordagem experimental complexa, pode ainda,
possivelmente, ser explorada na area farmacéutica tendo em vista a indicacao de sua
aplicacédo para estudo da morfologia e dissolucdo de cristais (BERGSTROM et al.,
2019).

Por fim, apesar da utilizacdo da lingua eletrénica ter apresentado resultados
satisfatorios no sentido de discriminacdo entre as amostras, seria interessante a
comparacao dos resultados aplicando instrumentos comerciais, além da correlagéo

dos mesmos utilizando painéis humanos.
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APENDICE A — CURVA DE CALIBRACAO DO PZQ EM HPLC

Concentragao Area (pV.s) Média DP DPR
(mg/mL) 1 2 3 (%)
0,0003 28091,50 29788,00 29065,50 28981,67 851,35 2,94%
0,0015 98924,00 91466,50 92203,50 94198,00 4109,39 4,36%
0,0030 183794,00 | 184982,50 | 184575,00 | 184450,50 603,95 0,33%
0,0061 367980,50 | 361144,00 | 365827,50 | 364984,00 3495,43 0,96%
0,0101 601852,50 | 593768,00 | 608658,00 | 601426,17 7454,15 1,24%
0,0202 1169763,50 | 1148605,00 {1174902,00| 1164423,50 | 13938,07 | 1,20%
0,0404 2314557,00 | 2313461,00 |2297123,00| 2308380,33 | 9764,53 0,42%
Regressdo linear - minimos quadrados ordinarios
2,50E+06 -
y = 6E+07x + 15403
2,00E+06 A R? = 0[9999
; 1,50E+06
2
© 1,00E+06
<
5,00E+05
0,00E+00 T T T T 1
0,000 0,010 0,020 0,030 0,040 0,050
Concentragdo (mg/mL)
ANOVA de minimos quadrados ordinérios
SQ GL MQ R? (det) Ferit F(p-1)(n-p)
Regressao 1,20E+13 1 1,20E+13 0,99987 149759 4,380750)
Residuos 1,524E+09 19 8,021E+07 |
Total 1,20E+13 20 6,01E+11 «' VALIDO
sQ GL MQ Rz (max) I:crl't I:(m-p)(n-m)
F. ajuste 7,73E+08 5 1,55E+08 0,9999{ 2,88378 2,958249}
Erro puro 7,51E+08 14 5,36E+07 Y
Residuos 1,52E+09 19 8,02E+07 ' VALIDO
*a=0,05
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APENDICE B — CURVA DE CALIBRACAO DO L-PZQ EM HPLC

Concentragao Area (pV.s) Média DP DPR
(mg/mL) 1 2 3 (%)
0,0003 20995 22388 35082 26155,000 | 7762,320 | 29,68%
0,0015 90883 102611 86317 93270,333 | 8405,244 9,01%
0,0030 184869 176306 167373 176182,667 | 8748,652 4,97%
0,0060 340923 338555 307620 329032,667 | 18581,673 | 5,65%
0,0100 576690 553825 545928 558814,333 | 15976,397 | 2,86%
0,0201 1109535 1099642 947511 |1052229,333| 90823,537 | 8,63%
0,0402 2202639 2221852 2138663 |2187718,000| 43555,477 | 1,99%
Regressao linear - minimos quadrados ordindrios
2,50€+06 - y = SE+07x + 7263,5
2,00E+06 - R?=0,9995
ﬁ 1,50E+06
© 1,00E+06
<
5,00E+05
0,00E+00 T T T T !
0,000 0,010 0,020 0,030 0,040 0,050
Concentragdo (mg/mL)
ANOVA de minimos quadrados ordindrios
sQ GL MQ R’ (dey Ferit Fip-1)(n-p)
Regressdo 1,07E+13 1 1,07E+13 0,99744 7396 4,380750
Residuos 2,74E+10 19 1,44E+09 ' T
Total 1,07E+13 20 5,35E+11 «/ VALIDO
sQ GL MQ R2 (max) Ferit F(m-p)(n-m)
F. ajuste 5,51E+09 5 1,10E+09 0,9980; 0,7037969 2,958249
Erro puro 2,19E+10 14 1,56E+09
Residuos 2,74E+10 19 1,44E4+09 4 VALIDO
*a=0,05
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APENDICE C — SOLUBILIDADE: RESULTADOS E COMPARACAO

Tabela 52. Concentracéo do rac-PZQ em agua e em diferentes meios a 25 °C até a
estabilizacéo.

Estabilizante
(0,2% (m/v))

Tempo

C (ug/mL)

(média £ DP (pprw))

3h

24 h

48 h

LSS

Tween 80
HPMC
Poloxamero 188
Poloxamero 407
PVP K30
Soluplus

196,06 = 1,77 (0,90

383,67 £ 56,88 (14,82

184,36 + 1,90 (1,03)
206,31 + 0,00 (0,00
205,75 + 3,68 (1,79
213,67 + 8,85 (4,14)

200,03 = 3,54 1,77)
421,17 £5,73 (1,36)
239,02 + 4,62 (1,93
192,31 + 0,00 (0,00)
208,52 + 0,48 (0,23)
213,08 £ 2,62 (1,23)
219,19 + 3,13 (1,43

198,04 = 2,25 (1,14
414,65 £ 0,94 (0,23
249,47 + 2,80 (1,12
192,04 = 1,90 (0,99)
206,59 + 0,48 (0,23
212,27 + 1,25 (0,59
218,09 £ 6,62 (3,03

351,41 £ 40,13 (11,42)

Tabela 53. Concentracdo do L-PZQ em &gua e em diferentes meios a 25 °C até a
estabilizac&o.

Estabilizante
(0,2% (m/v))

C (ng/mL)

(média + DP (opros))

Tempo 3h 24 h 48 h
- 295,43 £ 8,25 (2,790 283,69 + 8,93 315y 272,81 + 4,24 (1,55
LSS* 659,61 £ 7,22 1,000 690,84 +£2,18 (032 748,68 + 22,33 (2,9
Poloxamero 407 318,56 + 0,97 0,30) 319,40 + 0,97 0300 310,99 £ 2,57 (0,83)
PVP K30 308,07 £ 3,73 1,21y 304,93+4,71 155 300,94 + 6,07 (2,02
Soluplus - 345,56 £4,81 (1,399 367,66 + 13,93 (3,79)

*LSS foi lido em 72h com resultado de 783,39 + 3,05 (0,39)

Tabela 54. ANOVA de fator Unico para a solubilidade do rac-PZQ na presenca de diferentes
estabilizantes.

Fonte da variacao SQ gl MQ F (gl n, gl d) valor-P
Tratamento (entre colunas) 131411 6 21902 F (6,14)=91,87 P<0,0001
Residual (dentro das colunas) 3338 14 238,4

Total 134749 20

SQ: soma de quadrados
gl: graus de liberdade
MQ: média quadrética
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Tabela 55. Teste de Tukey aplicado aos valores da solubilidade do rac-PZQ na presenca de
diferentes estabilizantes.

Significante? Resumo valor-P ajustado

POL 188 vs. HPMC Nao - 0,9000
POL 407 vs. HPMC N&o - 0,6820
PVP K30 vs. HPMC N&o - 0,4201
LSS vs. HPMC Sim oo <0,0001
TWEEN 80 vs. HPMC Sim o 0,0063
SOLUPLUS vs. HPMC Sim ok <0,0001
POL 407 vs. POL 188 Nao - 0,9991
PVP K30 vs. POL 188 N&o - 0,9644
LSS vs. POL 188 Sim ok <0,0001
TWEEN 80 vs. POL 188 N&o - 0,0512
SOLUPLUS vs. POL 188 Sim ookl <0,0001
PVP K30 vs. POL 407 Nao - 0,9990
LSS vs. POL 407 Sim ookl <0,0001
TWEEN 80 vs. POL 407 Nao - 0,1119
SOLUPLUS vs. POL 407 Sim ok <0,0001
LSS vs. PVP K30 Sim ookl <0,0001
TWEEN 80 vs. PVP K30 Nao - 0,2342
SOLUPLUS vs. PVP K30 Sim ookl <0,0001
TWEEN 80 vs. LSS Sim ookl <0,0001
SOLUPLUS vs. LSS Sim o 0,0028
SOLUPLUS vs. TWEEN 80 Sim il <0,0001

-P>0,05;*P=<0,05; *P<0,01; ** P <0,001; *** P < 0,0001.

Tabela 56. ANOVA de fator Unico para a solubilidade do L-PZQ na presenca de diferentes
estabilizantes.

Fonte da variacao SQ gl MQ F (gl n, gl d) valor-P
Tratamento (entre colunas) 477386 3 159129 F (3,8)=2579 P <0,0001
Residual (dentro das colunas) 4935 8 61,69

Total 477879 11

SQ: soma de quadrados; gl: graus de liberdade; MQ: média quadratica.

Tabela 57. Teste de Tukey aplicado aos valores da solubilidade do L-PZQ na presenca de
diferentes estabilizantes.

Significante? Resumo valor-P ajustado

PVP K30 vs. POL 407 N&o - 0,446

LSS vs. POL 407 Sim ok < 0,0001
SOLUPLUS vs. POL 407 Sim kK <0,0001
LSS vs. PVP K30 Sim kK <0,0001
SOLUPLUS vs. PVP K30 Sim hkk <0,0001
SOLUPLUS vs. LSS Sim il < 0,0001

-P>0,05;*P=<0,05; **P=<0,01; ™ P <0,001; ** P < 0,0001.
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APENDICE D — COMPILADO TAMANHO DE PARTICULA

Tabela 58. Diametros de corte para diferentes percentis da distribuicdo acumulada e indices de

polidisperséo (span) para as amostras em suspensao ao longo do tempo da moagem.

Tempo Tamanho de particula (um)

AMOSEa " min)  d10 d50 d90 Span

MC1 0 4,55 14,1 35,5 2,2
25 2,61 9,17 23,70 2,30

MC2 0 4,30 14,20 36,70 2,29
25 2,79 9,25 24,50 2,35

MC3 0 3,24 11,10 29,90 2,40
25 0,43 5,87 20,30 3,38

MC4 0 4,01 13,50 37,80 2,51
25 0,79 7,54 21,50 2,74

MC5 0 3,69 13,30 35,70 2,41
25 0,54 6,84 17,30 2,45

10 1,15 2,94 6,60 1,86

30 0,49 1,47 5,00 3,06

MP1 60 0,36 0,58 3,82 6,03
120 0,30 0,48 6,11 12,21
180 0,28 0,45 8,59 18,48

10 1,43 3,25 7,35 1,82

30 0,48 1,73 5,01 2,62

MP2 60 0,36 0,62 5,42 8,15
120 0,32 0,53 10,90 20,10

180 0,36 686,00 1990,00 2,90

10 0,38 2,55 6,96 2,57

30 0,39 0,71 574 7,49
MP3 60 0,31 0,51 7,18 13,38
120 0,25 0,41 6,81 16,20

180 0,20 0,34 0,56 1,07

10 1,12 2,88 6,83 1,98

MP4 30 0,47 1,17 4,35 3,32
60 0,39 0,66 5,55 7,87

10 0,81 2,36 4,35 1,50

MP5 30 0,34 0,76 3,26 3,84
60 0,24 0,44 3,13 6,53

MCE 0 8,94 21,00 46,40 1,79
25 6,47 16,00 33,90 1,71

10 1,76 4,05 20,70 4,69
MP6 30 0,49 1,51 17,00 10,92
60 0,42 0,76 10,90 13,89
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Tabela 59. Diametros de corte para diferentes percentis da distribuicdo acumulada e indices de
polidisperséo (span) para as amostras em suspensdo no tempo final da moagem.

Tempo

Tamanho de particula (um)

Amostra in)y 410 d50 d90 Span
MC1 25 261 917 23.70 230
MC2 25 279 925 24,50 235
MC3 25 043 587 20,30 3.38
MC4 25 079 754 21,50 274
MC5 25 054 6,84 17.30 2 45
MP1 180 028 045 8,59 18,48
MP2 180 036 68600  1990,00  2.90
MP3 180 020 034 0,56 1,07
MP4 60 039 066 5 55 7.87
MP5 60 024 044 3.13 6,53
MC6 25 647 16,00 33,90 171
MP6 60 042 076 1090  13.89

Tabela 60. Diametros de corte para diferentes percentis da distribuicdo acumulada e indices de
polidisperséo (span) para as amostras em po (secas ap0s moagem).

Tamanho de particula (um)

Amostra d10 d50 doo Span
(média £ DP) (média £ DP) (média = DP) (média = DP)

rac-PZQ 4,19 + 0,76 1857 + 2,99 1903,33 + 202,32 105,17 + 25,70
MC1 455 + 0,27 8,23 + 0,64 16,17 + 1,42 1,41 + 0,04
MC2 345 + 0,31 9,39 £ 0,82 30,80 = 6,01 2,89 + 0,48
MC3 1,82 + 0,08 5,76 £ 0,19 20,57 + 2,12 3,26 + 0,32
MC4 3,85 + 0,29 10,51 = 0,64 42,17 + 3,58 3,64 + 0,24
MC5 498 + 0,28 11,77 + 0,15 32,00 + 6,02 2,30 + 0,54
MP1 3,46 + 0,29 7,77 £ 0,54 16,07 = 0,74 1,62 + 0,06
MP2 3,14 + 0,17 7,93 £ 0,22 17,23 + 0,86 1,78 + 0,15
MP3 2,71 £ 0,22 6,96 = 0,32 17,83 + 0,42 2,18 + 0,17
MP4 2,57 + 0,05 6,83 + 0,17 23,83 + 3,23 3,11 + 0,40
MP5 2,99 + 0,18 8,76 = 0,23 24,20 + 0,75 2,42 + 0,10
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APENDICE E — CARACTERIZACAO DOS EXCIPIENTES
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Figura 67. Padrdes de difracdo dos estabilizantes utilizados nas formulages.
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Figura 68. Curvas TGA/DTG dos excipientes LSS, PVP K30, POL 407 e Soluplus.
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Tabela 61. Dados da analise termogravimétrica para dos excipientes LSS, PVP K30, POL 407

e Soluplus.
) Perda de

Amostra I\/I(;ss)a Etapa T(C?E:S)et -EO”C‘SX massa

J (%)

LSS 5511 1 101,41 103,83 2,35

2 268,96 230,91 70,76

PVP K30  4.395 1 26,89 43,38 16,45
2 436,19 461,71 80,84

POL 407 8,662 1 397,91 416,61 99,39

1 43,12 55,57 4,17

SOL 9,122 2 328,80 353,49 23,48
3 429,010 461,75 70,235

LSS
\\""" __"_ \f N —_—

PVP K30

POL 407

\/ TN
A soL

L l/
Exo T . . . . . . .

1 1 1 1 1 1
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Temperatura (°C)

Fluxo de calor (u.a.)

Figura 69. Curvas DSC dos excipientes LSS, PVP K30, POL 407 e Soluplus.
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Tabela 62. Dados da analise de DSC para excipientes LSS, PVP K30, POL 407 e Soluplus.

Temperatura Entalpia
Amostra Evento o
(°C) (J/9)
1 82,07 2,07
2 116,31 26,21
LSS 3 147,11 4,48
4 171,38 3,83
PVP K30 168,07* -
1 54,73 131,30
POL 407 2 155,87 23,73
1 58,41 7,48
SOL 2 163,08 5,48
3 191,85 31,01

*Temperatura de transicdo vitrea (Tg) determinada em segundo ciclo
de aquecimento.

PVP K30

HL D4.7 x500 200 um

HL D45 x3.0k 30 um :ETEM HL D3.8 x30k 30um

Figura 70. Micrografias dos estabilizantes utilizados nas formulacoes.
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—NW ——S0LUPLUS
——POL407
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—_—L55
—._._..._\-___‘______,_,__H'_/‘\—-—._
" I ' 1 " f;ff " 1 ' I
4000 3500 3000 1500 1000

Numero de onda (cm-1)

Figura 71. Padrbes de difragcdo dos estabilizantes utilizados nas formulagées.

152



APENDICE F — DISSOLUCAQO: COMPARACAO ESTATISTICA

Tabela 63. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras MC1, MC2 e MC3.

Fonte da variacéo SQ gl MQ F (gl n, gl d) valor-P
InteracOes 838,8 10 83,88 F (10, 30) =72,83 P<0,0001
Tempo 7571 5 1514 F (5, 30) =1315 P<0,0001
Formulacao 3677 2 1839 F(2,6)=16,49 P=0,0036
Dentro do grupo 668,9 6 1115 F (6, 30) = 96,80 P<0,0001
Residual 34,55 30 1,152

SQ: soma de

guadrados

gl: graus de liberdade
MQ: média quadrética

Tabela 64. Teste de Tukey aplicado aos valores de % dissolvida das amostras MC1, MC2 e MC3.

Significante?

Resumo

valor-P ajustado

5 minutos
MC2 vs. MC1
MC3 vs. MC1
MC3 vs. MC2

10 minutos
MC2 vs. MC1
MC3 vs. MC1
MC3 vs. MC2

15 minutos
MC2 vs. MC1
MC3 vs. MC1
MC3 vs. MC2

30 minutos
MC2 vs. MC1
MC3 vs. MC1
MC3 vs. MC2

45 minutos
MC2 vs. MC1
MC3 vs. MC1
MC3 vs. MC2

60 minutos
MC2 vs. MC1
MC3 vs. MC1

Sim
Sim
Sim

Sim
Nao
Sim

Sim
Nao
Sim

Sim
Sim
Sim

Sim
Sim
Sim

Sim
Sim

*%*

*kkk

**

*kkk

*kkk

*kk

*kkk

**

*%

*kk%k

**

*kk%k

**

0,0304
0,0066
<0,0001

0,0020
0,5276
<0,0001

<0,0001
0,6405
0,0001

<0,0001
0,0045
0,0076

<0,0001
0,0013
0,0154

<0,0001
0,0049
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MC3 vs. MC2 Sim o

0,0063

-P>0,05;*P=<0,05 *P<0,01, * P<0,001; ** P <0,0001.

Tabela 65. ANOVA de fator (inico para a % dissolvida em 60 minutos das amostras MC1, MC2 e

MCS3.
Fonte da variacao SQ gl MQ F (gl n, gl d) valor-P
Tratamento (entre colunas) 867,7 2 433,8 F(2,6)=18,65 P=0,0027

Residual (dentro das colunas) 139,6 6 23,26
Total 1007 8

SQ: soma de quadrados
gl: graus de liberdade
MQ: média quadratica

Tabela 66. Teste de Tukey aplicado aos valores de % dissolvida em 60 minutos das amostras MC1,

valor-P ajustado

MC2 e MC3.
Significante? Resumo
60 minutos
MC2 vs. MC1 Sim *x
MC3 vs. MC1 Sim *
MC3 vs. MC2 Nao -

0,0021

0,0482

0,0538

-P>0,05;*P=<0,05; ** P<0,01; ™ P <0,001; *** P < 0,0001.

Tabela 67. ANOVA de fator Unico para a eficiéncia de dissolu¢do em 90 minutos das amostras MC1,

MC2 e MC3.

Fonte da variacao SQ gl MQ

F (gl n, gl d) valor-P

Tratamento (entre colunas) 713,6 2 356,8 F (2,6)=20,27 P=0,0021

Residual (dentro das colunas) 105,6 6 17,6
Total 819,3 8

SQ: soma de quadrados
gl: graus de liberdade
MQ: média quadratica

Tabela 68. Teste de Tukey aplicado aos valores de eficiéncia de dissolu¢do em 90 minutos das

amostras MC1, MC2 e MC3.

Significante? Resumo

valor-P ajustado

90 minutos

MC2 vs. MC1 Sim *k
MC3 vs. MC1 Sim *
MC3 vs. MC2 Sim *

0,0017

0,0479

0,0394

-P>0,05;* P=<0,05; ** P<0,01; ** P <0,001; ** P < 0,0001.
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Tabela 69. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras MP1, MP2 e MP3.

Fonte da variacao SQ gl MQ F (gl n, gl d) valor-P
Interacdes 1744 10 1744 F (10, 30) =46,93 P<0,0001
Tempo 16007 5 3201 F (5,30)=861,3 P<0,0001
Formulagéo 3329 2 1665 F (2, 6) =48,53 P=0,0002
Dentro do grupo 205,8 6 34,3 F (6,30)=9,229 P<0,0001
Residual 1115 30 3,717

SQ: soma de quadrados
gl: graus de liberdade
MQ: média quadratica

Tabela 70. Teste de Tukey aplicado aos valores de % dissolvida das amostras MP1, MP2 e MP3.

Significante?

Resumo

valor-P ajustado

5 minutos
MP2 vs. MP1
MP3 vs. MP1
MP3 vs. MP2

10 minutos
MP2 vs. MP1
MP3 vs. MP1
MP3 vs. MP2

15 minutos
MP2 vs. MP1
MP3 vs. MP1
MP3 vs. MP2

30 minutos
MP2 vs. MP1
MP3 vs. MP1
MP3 vs. MP2

45 minutos
MP2 vs. MP1
MP3 vs. MP1
MP3 vs. MP2

60 minutos
MP2 vs. MP1
MP3 vs. MP1
MP3 vs. MP2

Sim
Sim
Sim

Sim
Nao
Sim

Sim
Nao
Sim

Sim
Sim
Nao

Sim
Sim
Nao

Sim
Nao
Nao

*kkk

*%*

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*%*

**

*

<0,0001
0,0031
<0,0001

<0,0001
0,5185
<0,0001

<0,0001
0,4174
<0,0001

<0,0001
0,0023
0,1768

0,0018
0,0115
0,7787

0,0444
0,3388
0,5375

-P>0,05;*P<0,05; ™ P <0,01; ** P <0,001; *** P < 0,0001.
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Tabela 71. ANOVA de fator Unico para a % dissolvida em 60 minutos das amostras MP1, MP2 e MP3.
Fonte da variacao SQ g MQ F (gl n, gl d) valor-P
Tratamento (entre colunas) 55,33 2 27,66 F(2,6)=11,86 P=0,0082
Residual (dentro das colunas) 13,99 6 2,332
Total 69,32 8
SQ: soma de quadrados
gl: graus de liberdade
MQ: média quadratica

Tabela 72. Teste de Tukey aplicado aos valores de % dissolvida em 60 minutos das amostras MP1,

MP2 e MP3.
Significante? Resumo valor-P ajustado
60 minutos
MP2 vs. MP1 Sim o 0,0068
MP3 vs. MP1 N&o - 0,0724
MP3 vs. MP2 N&o - 0,1736

-P>0,05;*P<0,05; *P<0,01;, *** P <0,001; **** P <0,0001.

Tabela 73. ANOVA de fator Unico para a eficiéncia de dissolu¢cdo em 90 minutos das
amostras MP1, MP2 e MP3.

Fonte da variacao SQ g MQ F (gl n, gl d) valor-P
Tratamento (entre colunas) 1969 2 98,47 F(2,6)=3127 P=0,0007
Residual (dentro das colunas) 18,89 6 3,149

Total 2158 8

SQ: soma de quadrados

gl: graus de liberdade

MQ: média quadratica

Tabela 74. Teste de Tukey aplicado aos valores de eficiéncia de dissolu¢cdo em 90 minutos das
amostras MP1, MP2 e MP3.

Significante? Resumo  valor-P ajustado

90 minutos

MP2 vs. MP1 Sim kK 0,0006
MP3 vs. MP1 Nao - 0,1912
MP3 vs. MP2 Sim *x 0,0033

-P>0,05;* P<0,05; ** P <0,01; ** P <0,001; **** P < 0,0001.
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Tabela 75. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras MC1 e MCA4.

Fonte da variacao SQ gl MQ F (gl n, gl d) valor-P
Interagdes 175,9 5 35,18 F (5, 20)=6,221 P=0,0012
Tempo 2977 5 595,4 F (5, 20) =105,3 P<0,0001
Amostra 50,6 1 50,6 F(1,4)=0,4388 P=0,5439
Dentro do grupo 461,3 4 115,3 F (4, 20) = 20,39 P<0,0001
Residual 1131 20 5,656

SQ: soma de

guadrados

gl: graus de liberdade
MQ: média quadratica

Tabela 76. Teste de Sidak aplicado aos valores de % dissolvida das amostras MC1 e MC4.

MC4 vs. MC1 Significante? Resumo valor-P ajustado
5 minutos Nao - 0,5149
10 minutos Nao - 0,9998
15 minutos Nao - 0,9781
30 minutos Nao - 0,8849
45 minutos Nao - 0,3622
60 minutos Nao - 0,7998

-P>0,05;*P<0,05;**P<0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001.

Tabela 77. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras MC2 e MC5.

Fonte da variacdo  SQ gl MQ F (gl n, gl d) valor-P
Interacdes 16,09 5 3,218 F (5,20)=2,331 P=0,0803
Tempo 5350 5 1070 F (5, 20) =775,2 P<0,0001
Amostra 106,4 1 106,4 F (1, 4)=1,239 P=0,3280
Dentro do grupo 343,4 4 85,85 F (4, 20)=62,20 P<0,0001
Residual 27,61 20 1,38

SQ: soma de

guadrados

gl: graus de liberdade
MQ: média quadratica
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Tabela 78. Teste de Sidak aplicado aos valores de % dissolvida das amostras MC2 e MC5.

MC5 vs. MC2 Significante? Resumo valor-P ajustado
5 minutos Nao - 0,8898
10 minutos N&o - 0,3506
15 minutos Nao - 0,7957
30 minutos Nao - 0,9702
45 minutos Nao - 0,9897
60 minutos Nao - 0,9561

-P>0,05;*P<0,05 *P<0,01, ™ P<0,001; *** P < 0,0001.

Tabela 79. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras MP1 e MP4.

Fonte da variacéo SQ gl MQ F (gl n, gl d) valor-P
Interacdes 381 5 76,2 F (5, 20) = 41,69 P<0,0001
Tempo 7805 5 1561  F (5, 20) =854,2 P<0,0001
Amostra 993,5 1 993,5 F (1, 4) =49,45 P=0,0022
Dentro do grupo 80,37 4 20,09 F (4, 20) = 10,99 P<0,0001
Residual 36,55 20 1,827

SQ: soma de quadrados
gl: graus de liberdade
MQ: média quadratica

Tabela 80. Teste de Sidak aplicado aos valores de % dissolvida das amostras MP1 e MP4.

MP4 vs. MP1 Significante? Resumo valor-P ajustado
5 minutos Nao - 0,7379
10 minutos Sim b <0,0001
15 minutos Sim Frx 0,0004
30 minutos Sim Fkkk <0,0001
45 minutos Sim Fhkk <0,0001
60 minutos Sim kkk <0,0001

-P>0,05;*P<0,05; ™ P<0,01; ** P <0,001; *** P <0,0001.
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Tabela 81. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras MP2 e MP5.

Fonte da variacao SQ gl MQ F (gl n, gl d) valor-P
Interacbes 102 5 20,4 F (5, 20) = 7,199 P=0,0005
Tempo 5546 5 1109 F (5, 20) =391,5 P<0,0001
Amostra 55,81 1 55,81 F (1, 4)=5,376 P=0,0813
Dentro do grupo 41,53 4 10,38 F (4, 20) = 3,664 P=0,0214
Residual 56,67 20 2,833

SQ: soma de quadrados
gl: graus de liberdade
MQ: média quadratica

Tabela 82. Teste de Sidak aplicado aos valores de % dissolvida das amostras MP2 e MP5.

MP5 vs. MP2 Significante? Resumo valor-P ajustado
5 minutos Sim hkx <0,0001
10 minutos Nao - 0,0595
15 minutos Nao - 0,9796
30 minutos Nao - 0,9892
45 minutos Nao - >0,9999
60 minutos Nao - 0,9855

-P>0,05;*P=<0,05; **P=<0,01; ™ P <0,001; *** P < 0,0001.

Tabela 83. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras finais MC4, MC5 e MC3.

Fonte da variacao SQ gl MQ F (gl n, gl d) valor-P
Interacdes 342,8 10 34,28 F (10, 30) =6,651 P<0,0001
Tempo 9242 5 1848 F (5, 30) = 358,7 P<0,0001
Formulagéo 4528 2 2264 F (2, 6) =20,58 P=0,0021
Dentro do grupo 660,1 6 110 F (6, 30) = 21,35 P<0,0001
Residual 154,6 30 5,154

SQ: soma de quadrados
gl: graus de liberdade
MQ: média quadratica
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Tabela 84. Teste de Tukey aplicado aos valores de % dissolvida das amostras finais MC4, MC5 e

MC3.
Significante? Resumo valor-P ajustado
5 minutos
MC5 vs. MC4 Sim Fokkk <0,0001
MC3 vs. MC4 Nao - 0,3786
MC3 vs. MC5 Sim Fohkx <0,0001
10 minutos
MC5 vs. MC4 Sim ok 0,0001
MC3 vs. MC4 Nao - 0,3829
MC3 vs. MC5 Sim Frkk <0,0001
15 minutos
MC5 vs. MC4 Sim Fokkx <0,0001
MC3 vs. MC4 Nao - 0,9957
MC3 vs. MC5 Sim Frkk <0,0001
30 minutos
MC5 vs. MC4 Sim Frkk <0,0001
MC3 vs. MC4 Nao - 0,1075
MC3 vs. MC5 Sim *x 0,0024
45 minutos
MC5 vs. MC4 Sim Frkk <0,0001
MC3 vs. MC4 Nao - 0,2355
MC3 vs. MC5 Sim *x 0,0068
60 minutos
MC5 vs. MC4 Sim Frkk <0,0001
MC3 vs. MC4 Nao - 0,1566
MC3 vs. MC5 Sim *x 0,0018
-P>0,05;* P<0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; *** P < 0,0001.
Tabela 85. ANOVA de fator Unico para a % dissolvida em 60 minutos das amostras finais
MC4, MC5 e MC3.
Fonte da variacao SQ gl MQ F (gl n, gl d) valor-P
Tratamento (entre colunas) 745,6 2 372,8 F(2,6)=1551 P =0,0043
Residual (dentro das colunas) 144,2 6 24,03
Total 889,8 8

SQ: soma de quadrados
gl: graus de liberdade
MQ: média quadrética
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Tabela 86. Teste de Tukey aplicado aos valores de % dissolvida em 60 minutos das amostras
finais MC4, MC5 e MC3.

Significante? Resumo valor-P ajustado
60 minutos
MC5 vs. MC4 Sim o 0,0038
MC3 vs. MC4 Nao - 0,2379
MC3 vs. MC5 N&o * 0,0252

-P>0,05;*P<0,05;**P<0,01;, ** P <0,001; ** P <0,0001.

Tabela 87. ANOVA de fator Gnico para a eficiéncia de dissolu¢gdo em 90 minutos das
amostras finais MC4, MC5 e MC3.

Fonte da variacao SQ g MQ F (gl n, gl d) valor-P

Tratamento (entre colunas) 5045 2 2973 F(2,6)=17,17 P =0,0033
Residual (dentro das colunas) 1039 6 17,31
Total 6984 8

SQ: soma de quadrados
gl: graus de liberdade
MQ: média quadrética

Tabela 88. Teste de Tukey aplicado aos valores de eficiéncia de dissolu¢cdo em 90 minutos
das amostras finais MC4, MC5 e MC3.

Significante? Resumo valor-P ajustado
90 minutos
MC5 vs. MC4 Sim o 0,003
MC3 vs. MC4 N&o - 0,2758
MC3 vs. MC5 Sim * 0,0168

-P>0,05;*P=<0,05; **P=<0,01; ™ P <0,001; *** P < 0,0001.

Tabela 89. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras finais MP4, MP5 e MP3.

Fonte da variacao SQ gl MQ F (gl n, gl d) valor-P
Interacdes 1726 10 172,6 F (10, 30) =55,12 P<0,0001
Tempo 14102 5 2820 F (5, 30) =900,8 P<0,0001
Formulacao 5878 2 2939 F(2,6)=6841 P<0,0001
Dentro do grupo 257,8 6 42,96 F (6, 30)=13,72 P<0,0001
Residual 93,92 30 3,131

SQ: soma de quadrados
gl: graus de liberdade
MQ: média quadratica
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Tabela 90. Teste de Tukey aplicado aos valores de % dissolvida das amostras finais MP4, MP5 e

MP3.
Significante? Resumo valor-P ajustado
5 minutos
MP5 vs. MP4 Sim kK <0,0001
MP3 vs. MP4 Sim *hk 0,0004
MP3 vs. MP5 Sim kK <0,0001
10 minutos
MP5 vs. MP4 Sim kK <0,0001
MP3 vs. MP4 Sim * 0,0240
MP3 vs. MP5 Sim kK <0,0001
15 minutos
MP5 vs. MP4 Sim kK <0,0001
MP3 vs. MP4 Sim *rk 0,0001
MP3 vs. MP5 Sim Fkkk <0,0001
30 minutos
MP5 vs. MP4 Sim kK <0,0001
MP3 vs. MP4 Sim kK <0,0001
MP3 vs. MP5 Nao - 0,0953
45 minutos
MP5 vs. MP4 Sim ek <0,0001
MP3 vs. MP4 Sim Fokkk <0,0001
MP3 vs. MP5 Nao - 0,8245
60 minutos
MP5 vs. MP4 Sim ek <0,0001
MP3 vs. MP4 Sim Fokkk <0,0001
MP3 vs. MP5 Nao - 0,8310

-P>0,05;*P<0,05;**P<0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001.

Tabela 91. ANOVA de fator Gnico para a % dissolvida em 60 minutos das amostras finais MP4, MP5 e
MP3.

Fonte da variacao SQ g MQ F (gl n, gl d) valor-P
Tratamento (entre colunas) 8529 2 4265 F(2,6)=1152 P <0,0001
Residual (dentro das colunas) 22,21 6 3,701

Total 8751 8

SQ: soma de quadrados

gl: graus de liberdade

MQ: média quadrética

162



Tabela 92. Teste de Tukey aplicado aos valores de % dissolvida em 60 minutos das amostras finais
MP4, MP5 e MP3.

Significante? Resumo valor-P ajustado
60 minutos
MP5 vs. MP4 Sim Fkok <0,0001
MP3 vs. MP4 Sim Fkok <0,0001
MP3 vs. MP5 Nao - 0,635

-P>0,05;*P=<0,05 *P<0,01, ** P<0,001; ** P <0,0001.

Tabela 93. ANOVA de fator Unico para a eficiéncia de dissolugdo em 90 minutos das amostras finais
MP4, MP5 e MP3.

Fonte da variacao SQ gl MQ F (gl n, gl d) valor-P

Tratamento (entre colunas) 8452 2 422,6 F(2,6)=98,20 P <0,0001
Residual (dentro das
colunas) 2582 6 4,304

Total 871,1 8

SQ: soma de quadrados
gl: graus de liberdade
MQ: média quadratica

Tabela 94.Teste de Tukey aplicado aos valores de eficiéncia de dissolu¢do em 90 minutos das
amostras finais MP4, MP5 e MP3.

Significante? Resumo valor-P ajustado
90 minutos
MP5 vs. MP4 Sim ok < 0,0001
MP3 vs. MP4 Sim il 0,0002
MP3 vs. MP5 Sim * 0,0132

-P>0,05;*P<0,05;**P<0,01; *** P <0,001; **** P < 0,0001.

Tabela 95. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras MC5 e MP5.

Fonte da variacéo SQ gl MQ F (gl n, gl d) valor-P
Interacdes 62,98 5 12,6 F (5, 20) = 5,881 P=0,0017
Tempo 6036 5 1207 F (5, 20) =563,6 P<0,0001
Formulacdo 2,498 1 2,498 F(1,4)=0,02777 P=0,8757
Dentro do grupo 359,9 4 89,98 F (4,20)=42,01 P<0,0001
Residual 42,84 20 2,142

SQ: soma de quadrados
gl: graus de liberdade
MQ: média quadratica
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Tabela 96. Teste de Sidak aplicado aos valores de % dissolvida das amostras MC5 e MP5.

MP5 vs. MC5 Significante? Resumo valor-P ajustado
5 minutos Nao - 0,5996
10 minutos Nao - 0,9660
15 minutos Nao - 0,9815
30 minutos Nao - 0,9915
45 minutos Nao - >0,9999
60 minutos Néo - >0,9999

-P>0,05;* P<0,05; ** P <0,01; ** P <0,001; *** P < 0,0001.

Tabela 97. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras MC6, MP6 e MF4.

Fonte da variacdo  SQ gl MQ F (gl n, gl d) valor-P
InteracOes 747,8 10 74,78 F (10, 30) =7,144 P<0,0001
Tempo 11561 5 2312 F(5,30)=220,9 P<0,0001
Processamento 1077 2 538,6 F(2,6)=11,23 P=0,0094
Dentro do grupo  287,8 6 47,97 F (6,30)=4,582 P=0,0021
Residual 314 30 10,47

SQ: soma de quadrados
gl: graus de liberdade
MQ: média quadratica

Tabela 98. Teste de Tukey aplicado aos valores de % dissolvida das amostras MC6, MP6 e MF4.

Significante?

Resumo valor-P ajustado

5 minutos
MP6 vs. MC6
MF4 vs. MC6
MF4 vs. MP6

10 minutos
MP6 vs. MC6
MF4 vs. MC6
MF4 vs. MP6

15 minutos
MP6 vs. MC6
MF4 vs. MC6

Sim
Nao
Sim

Sim
Nao
Sim

Sim
Nao

*kkk

*kk%k

<0,0001
0,0685
<0,0001

0,0364
0,9959
0,0445

0,0133
0,5872
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MF4 vs. MP6

30 minutos
MP6 vs. MC6
MF4 vs. MC6
MF4 vs. MP6

45 minutos
MP6 vs. MC6
MF4 vs. MC6
MF4 vs. MP6

60 minutos
MP6 vs. MC6
MF4 vs. MC6
MF4 vs. MP6

Sim ol 0,0009
N&o - 0,4409
Nao - 0,2466
Sim * 0,0186
N&o - 0,7329
Sim * 0,0388
N&o - 0,1833
N&o - 0,9995
Nao - 0,9414
N&o - 0,9305

-P>0,05;* P <0,05; P <0,01; ** P <0,001; *** P <0,0001

Tabela 99. ANOVA de fator Unico para a % dissolvida em 60 minutos das amostras MC6, MP6 e MF4.

Fonte da variacao

SQ g MQ F (gl n, gl d) valor-P

Tratamento (entre colunas)

2693 2 1346 F(2,6)=0,1339 P=0,8772

Residual (dentro das colunas) 60,32 6 10,05

Total

63,01 8

SQ: soma de quadrados
gl: graus de liberdade
MQ: média quadratica

Tabela 100. Teste de Tukey aplicado aos valores de % dissolvida em 60 minutos das amostras finais

MC6, MP6 e MF4.

Significante? Resumo  valor-P ajustado

60 minutos
MP6 vs. MC6

MF4 vs. MC6

MF4 vs. MP6

N&o - 0,9992
N&o - 0,9058
N&o - 0,8891

-P>0,05;*P<0,05; *P=<0,01; ** P <0,001; *** P < 0,0001
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Tabela 101. ANOVA de fator Unico para a eficiéncia de dissolu¢cdo em 90 minutos das amostras finais
MC6, MP6 e MF4.

Fonte da variacao SQ g MQ F (gl n, gl d) valor-P

Tratamento (entre colunas) 74,12 2 37,06 F(2,6)=7,277 P=0,0249
Residual (dentro das colunas) 30,55 6 5,092

Total 104,7 8

SQ: soma de quadrados
gl: graus de liberdade
MQ: média quadratica

Tabela 102. Teste de Tukey aplicado aos valores de eficiéncia de dissolugdo em 90 minutos das
amostras finais MC6, MP6 e MF4.

Significante? Resumo  valor-P ajustado

90 minutos

MP6 vs. MC6 Nao - 0,1387
MF4 vs. MC6 Nao - 0,3423
MF4 vs. MP6 Sim * 0,0212

-P>0,05;* P <0,05; P <0,01; ** P <0,001; *** P <0,0001
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% Dissolvida

APENDICE G — COMPARACAO DA DISSOLUCAO ENTRE AMOSTRAS DE
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Figura 72. Comparacéo dos perfis de dissolu¢do das amostras em p6 MC4, MP4 e MF1, de
mesma composigao.

Tabela 103. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras MC4 e MP4.

Fonte da variacao SQ gl MQ F (gl n, gl d) valor-P
Interacdes 1131 5 22,63 F(5,20)=3,609 P=0,0173
Tempo 4590 5 918,1 F(5,20)=146,4 P<0,0001
Formulagdo 1984 1 1984 F(1,4)=6,351 P=0,0653
Dentro do grupo 1249 4 31,23 F (4,20)=4,982 P=0,0060
Residual 1254 20 6,269

SQ: soma de quadrados
gl: graus de liberdade
MQ: média quadrética

Tabela 104. Teste de Sidak aplicado aos valores de % dissolvida das amostras MC4 e MP4.

MP4 vs. MC4 Significante? Resumo valor-P ajustado
5 minutos Nao - 0,981
10 minutos Sim * 0,0047
15 minutos N&o - 0,0632

167



30 minutos N&o - 0,5306

45 minutos Nao - 0,2653

60 minutos Nao - 0,9998
-P>0,05;*P<0,05; *P<0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001.

Tabela 105. Comparacéo dos percentuais de PZQ dissolvido e da eficiéncia de dissolucéo das
amostras em pé MC4, MP4 e MF1, de mesma composic¢ao.

A % dissolvida 60 min Eficiéncia de dissolug¢do 90 min (%)
mostra

(média + DP (pprw)) (média + DP (poprwy))
MC4 73,52 £ 2,11 (2.87) 69,45 + 0,78 (1,12
MP4 74,35 £ 2,06 (2,77) 66,46 = 2,21 (3,33
MF1 52,63 + 1,80 (3,42) 47,45 + 1,61 (3,39)

Tabela 106. Comparacéo pelo fator f2 entre os perfis de dissolucéo até 15 minutos das
amostras MC4 e MP4.

Comparacdo até 15 minutos f2 Similar?
MP4 vs. MC4 57 Sim
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- 2 ¢ 1 -
90,0 ? T I T
i & I
80,0 I
I L L
. 70,0 ' T
T
S 60,0 ! T T [ I
o L
3 50,0 | | | |
0 40,0 7 |
X |
30,0 . MC3 MP3 MF3
20,0 L
10,0
0,0
0 15 30 45 60 75 90

Tempo (min)

Figura 73. Comparacéo dos perfis de dissolu¢gao das amostras em p6 MC3, MP3 e MF3, de
mesma composi¢ao.
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Tabela 107. ANOVA de fator duplo para a % dissolvida das amostras MC3 e MP3.

Fonte da variacao SQ gl MQ F (gl n, gl d) valor-P
InteracOes 473,3 5 94,66 F (5, 20) = 23,57 P<0,0001
Tempo 14137 5 2827 F (5, 20) = 703,9 P<0,0001
Formulacdo 300,4 1 300,4 F(1,4)=2,775 P=0,1711
Dentro do grupo 433 4 108,3 F (4, 20) = 26,95 P<0,0001
Residual 80,33 20 4,016

SQ: soma de quadrados
gl: graus de liberdade
MQ: média quadratica

Tabela 108. Teste de Sidak aplicado aos valores de % dissolvida das amostras MC3 e MP3.

MP3 vs. MC3 Significante? Resumo valor-P ajustado
5 minutos Nao - 0,2896
10 minutos Nao - 0,9945
15 minutos Nao - 0,8694
30 minutos Nao - 0,0547
45 minutos Sim * 0,0240
60 minutos Sim ** 0,0100

-P>0,05;* P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P < 0,0001.

Tabela 109. Comparacéo dos percentuais de PZQ dissolvido e da eficiéncia de dissolu¢do
das amostras em pé MC3, MP3 e MF3, de mesma composicao.

Amostra

(média + DP (opPrw))

% dissolvida em 60 min Eficiéncia de dissolu¢gdo 90 min (%)
(média = DP (popPr%))

MC3
MP3
MF3

80,86 + 6,46 (7,99
94,22 + 2,28 (2,42)
55,83 * 8,68 (15,55

75,27 + 5,05 6,71
82,50 + 2,72 (3,30
49,40 + 7,86 (15,91)

Tabela 110. Comparacéao pelo fator f2 entre os perfis de dissolucdo até 15 minutos das

amostras MC3 e MP3.

Comparacéo até 15 minutos

f2 Similar?

MP3 vs. MC3

64 Sim
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