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RESUMO

A esquistossomose é uma doenca parasitaria que, segundo a Organizacao Mundial
da Salde, é um dos principais problemas de salde publica associados a morbidade
severa, sendo boa parte criancas. A administracao de medicamentos em criancgas cons-
titui uma tarefa dificil, principalmente quando néao ha formulagdes pediatricas, quando
altas doses de farmaco sao requeridas e o farmaco apresenta um sabor amargo, como
€ o caso do praziquantel. Nanoparticulas poliméricas sao sistemas promissores para o
desenvolvimento de farmacos com baixa hidrossolubilidade e gosto ruim, apresentam
estabilidade fisico-quimica, biocompatibilidade e faceis processos de producéo. Podem
ainda proporcionar o aumento da biodisponibilidade e reducao da variabilidade do tra-
tamento entre pacientes. O polimero poli (metacrilato de metila) com o praziquantel
encapsulado foi sintetizado pelo processo de polimerizacao em miniemulsao para com-
por uma suspensao farmacéutica pediatrica. As nanoparticulas foram caracterizadas
em termos das propriedades fisico-quimicas, toxicoldgicas e da atividade biologica em
camundongos. Os resultados encontrados foram satisfatorios, taxa de encapsulamen-
to de 90%, auséncia de interacdo quimica farmaco-polimero e presenca de ativida-
de biolégica. Uma abordagem colaborativa foi utilizada para esse desenvolvimento,
envolvendo parcerias nacionais € mecanismos de financiamento independentes, uma
maneira nova e poderosa de desenvolver medicamentos para doencas negligenciadas.

PALAVRAS-CHAVE: Nanoparticulas; praziquantel; polimerizacdo em miniemulsao;
parcerias de desenvolvimento; esquistossomose

ABSTRACT

Schistosomiasis is a parasitic disease that, according to the World Health Or-
ganization, constitutes a major public health problem associated with severe mor-
bidity, mostly children in preschool age. The administration of drugs in children
always constitutes a difficult task, especially when formulations are not developed
specifically for pediatric use, when high doses of drug are required and the drug has
a bitter taste, as in the case of praziquantel. Polymer nanoparticles are promising
systems for development of encapsulated drugs with low water solubility and bitter
taste, due to the good physical and chemical stability, adequate biocompatibility
and simple manufacturing processes. Moreover, they can enhance the bioavailabili-
ty and reduce variability of treatment among patients. Poly (methyl methacrylate)
doped with praziquantel was produced through a miniemulsion polymerization pro-
cess to compose a pediatric pharmaceutical suspension. Nanoparticles were cha-
racterized in terms of physico-chemical properties, toxicological properties and
biological activity in mice, being concluded that obtained results were satisfactory.
The results were encapsulation rate around 90%, absence of chemical interaction
drug - polymer and the presence of biological activity. A collaborative approach was
used for this development, involving national partnerships and independent funding
mechanisms, a powerful pathway for development of drugs for neglected diseases.

KEYWORDS: Nanoparticles; praziquantel;  miniemulsion

development partnerships; schistosomiasis

polymerization;
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Introducéao

O desenvolvimento de medicamentos em paises como o
Brasil vem crescendo continuamente e ganhando cada vez
mais espaco na agenda governamental. Esse aumento é justi-
ficado, dentre outros fatores, pelo incremento do desenvolvi-
mento tecnoldgico no Pais .

Atualmente as dez maiores indlstrias farmacéuticas do
mundo respondem por aproximadamente 40,4% do mercado
mundial. Cerca de 75% dessa producao é direcionada aos Esta-
dos Unidos, Japao, Alemanha, Franca, Italia e Reino Unido. Des-
sa forma, os gastos com pesquisa e desenvolvimento (P&D) sao
direcionados prioritariamente a doencas cronico-degenerativas,
depressao e outras doencas comuns nessas populacoes %3, As-
sim, medicamentos adequados para o tratamento das doencas
denominadas negligenciadas nao sao desenvolvidos (ou sao de-
senvolvidos muito lentamente) por causa da falta de interesse
das grandes indUstrias farmacéuticas por esses produtos 4.

A esquistossomose é uma doenca negligenciada parasitaria
e um dos principais problemas de salde pUblica que acometem
os paises subdesenvolvidos, sendo o Brasil o pais mais afetado
no continente americano >¢7%, Segundo o Sistema Unico de
Saude (SUS), em 2011 foram registrados 64.811 novos casos
de esquistossomose no Pais, com 524 mortes °. Essa doenca
esta presente em 74 paises da Africa, Asia e América do Sul,
com milhdes de pessoas infectadas todo ano 31%'":12, Segundo a
Organizacdo Mundial da Saide (OMS), nas areas tropicais e sub-
tropicais a esquistossomose € a segunda doenca mais impor-
tante em termos socioeconémicos e de saude publica, supe-
rada apenas pela malaria. Para implantacdo de um método de
controle de transmissao eficiente, além de medidas sanitarias
adequadas, € necessario também o uso da quimioterapia ™.

0 praziquantel (PZQ) é um anti-helmintico de amplo es-
pectro utilizado no tratamento oral da esquistossomose, reco-
mendado pela OMS . Esse farmaco possui baixa solubilidade
em agua e gosto muito amargo "2. O tratamento atual consiste
em aplicacoes orais de doses diarias de 40 a 60 mg/kg de massa
corporea . Atualmente s6 ha no mercado a forma farmacéu-
tica de comprimidos, nas dosagens de 150, 500 e 600 mg. O
publico alvo principal para tratamento da doenca é formado
por criangas, que sdo especialmente vulneraveis a esquistos-
somose. Quando infectadas na idade escolar, as criancas sao
frequentemente comprometidas psicoldgica e intelectualmen-
te ™. Assim, a administracdo pediatrica tem sido adaptada a
partir da formulacao adulta. Por isso, pode-se dizer que sus-
pensdes sem as caracteristicas organolépticas apropriadas e
que aplicacoes de doses inadequadas (em funcao da quebra
dos comprimidos) vém sendo utilizadas em pediatria nos dias
de hoje . Quando o publico alvo principal de um medicamen-
to é constituido por criancas, é importante que o medicamento
tenha palatabilidade, para que seja possivel obter maior ade-
sao ao tratamento *

A Unica formulacéo liquida especifica para uso pediatrico e
citada na literatura (Epiquantel 120 mg/mL suspens&o) é pro-
duzida por uma indistria farmacéutica egipcia chamada Eipico
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(Egyptian International Pharmaceutical Industries Co.) 7. A for-
mulacdo é comercializada em embalagens de 15 mL com valida-
de de trés anos a temperatura ambiente, mas nao ¢é distribuida
pelo SUS no Brasil nem pela OMS no mundo '®". Em relacdo ao
gosto dessa formulacao, nao parece haver qualquer relato cien-
tifico disponivel na literatura, por motivos nao explicitados. Nao
se conhece, portanto, formulacao pediatrica de praziquantel de
boa aceitacao e adequada estabilidade, talvez, em virtude da
dificuldade de se conseguir um eficaz mascaramento de sabor
do farmaco, que é extremamente amargo.

O desenvolvimento de um medicamento envolve varias
etapas: (i) pesquisa de moléculas ativas; (ii) desenvolvimento
da formulacao; (iii) testes de seguranca e eficacia; e, (iv) por
fim, o registro. Entretanto, estima-se que cerca de 40% dos
novos farmacos falhem durante o processo de desenvolvimento
por apresentarem pobre biodisponibilidade, geralmente asso-
ciada a baixa solubilidade em agua 2!, Esse é um dos maiores
desafios que a industria farmacéutica tem enfrentado nos ul-
timos tempos, no que diz respeito a etapa de formulacao. Por
essa razao, diversas alternativas vém sendo avaliadas, quando
ha necessidade de trabalhar com farmacos pouco hidrossol(-
veis. As alternativas mais relatadas na literatura sao a prepa-
racao de microemulsées, o encapsulamento por lipossomas, a
formacéo de sais, a reducao do tamanho das particulas sélidas,
a formacao de dispersdes solidas, a complexacao e o encapsu-
lamento em nanoparticulas poliméricas.

A area de nanotecnologia tem recebido ultimamente inves-
timentos pronunciados por parte das indUstrias farmacéuticas
por ser promissora para o desenvolvimento de sistemas de li-
beracao de farmacos para diferentes usos, como: estabilizacéo
de farmacos, proteinas e DNA recombinante perante agentes
como pH e luz; prevencao da toxicidade; aumento da absorcao
no organismo e, consequentemente, da biodisponibilidade;
mascaramento de sabor e outras caracteristicas organolépti-
cas; e como ferramenta para modulacao da liberacao de for-
mas farmacéuticas 222324252627,

0 trabalho em esquema de redes de colaboracao, envolven-
do universidades, instituicoes governamentais e organizacoes
nao governamentais (ONG), tem tido importante papel nas pes-
quisas que envolvem equipes multidisciplinares com foco no de-
senvolvimento de novos produtos para doencas negligenciadas
28_ A estrutura de redes permite, pelo menos em principio, a uti-
lizacdo das melhores capacitagdes disponiveis no ambiente de
P&D para a solucao de um problema particular. Por isso, o traba-
lho em rede vem sendo desenvolvido pelos autores e instituicoes
que apresentam este trabalho, para fins do desenvolvimento de
solucoes para o tratamento de doencas negligenciadas.

Diante desse cenario o objetivo principal do presente tra-
balho é apresentar os resultados, discutir as dificuldades e a
importancia da interdisciplinaridade das etapas envolvidas no
processo de desenvolvimento de um medicamento nanoencap-
sulado para o tratamento da esquistossomose, com foco no
registro desse novo produto no Brasil.

86



To®

Metodologia

Producdo das nanoparticulas

0 polimero poli(metacrilato de metila) (PMMA), dopado com
PZQ encapsulado, foi produzido pelo processo de polimerizacao
em miniemulsdo em Unica etapa (in situ) 2. Essa técnica vem
sendo amplamente difundida na area de P&D de novos medica-
mentos, pois é de baixo custo, permite adequado controle da
distribuicdo de tamanhos de particula e torna possivel o aumen-
to de escala, ponto importante e muitas vezes negligenciado por
alguns grupos de pesquisa, que podem ter seus projetos inviabi-
lizados por dificuldades na industrializagao 2.

As etapas de producao foram otimizadas de acordo com a
disponibilidade dos equipamentos e envolveram as instalacoes
do Laboratorio de Engenharia de Polimeros (EngePol), no Ins-
tituto Alberto Luiz Coimbra de Pds-graduacao e Pesquisa de
Engenharia (COPPE) da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ), dos laboratoérios da area de P&D do Instituto de Tecno-
logia em Farmacos (Farmanguinhos) da Fundacado Oswaldo Cruz
(Fiocruz), todos localizados no Rio de Janeiro.

A miniemulsao foi preparada pela mistura de uma fase or-
ganica composta por monémero, 6leo mineral, praziquantel,
Eudragit E100® e agente reticulante dimetacrilato de etile-
noglicol (EGDMA) e uma fase aquosa composta por agua, lauril
sulfato de sodio e bicarbonato de sédio. Ambas as fases foram
misturadas no homogeneizador de alta pressdo. Apds o pre-
paro da miniemulsao, esta foi adicionada ao reator encami-
sado onde se iniciou a reacao de polimerizacao pela adicao
do iniciador conforme descrito por Fonseca e colaboradores
(2013) 22. Apos acertar as condicoes do meio reacional, trés re-
acgoes foram propostas com variagdes apenas na fase organica;
NPa composta por mondémero, 6leo mineral, Eudragit E100®
e agente reticulante; NPb composta por mondémero, Eudragit
E100® e agente reticulante e NPc composta por mondmero,
oleo mineral e agente reticulante.

O polimero PMMA se destaca por apresentar bom desem-
penho térmico, ser resistente fisica e quimicamente a fatores
externos (como luz e umidade), ser transparente e apresentar
excelente estabilidade dimensional. Além disso, o PMMA foi o
primeiro polimero acrilico a ser utilizado como biomaterial,
tendo sido ja usado com sucesso em uma ampla gama de apli-
cagbes médicas e farmacéuticas. O PMMA nao é biodegradavel,
mas é biocompativel, sendo empregado em cimento dental,
em proteses Osseas e no revestimento de farmacos para admi-
nistracao oral 3'.

Caracterizacdo das nanoparticulas

As nanoparticulas foram caracterizadas em termos das
distribuicoes de tamanhos de particula por difracdo a laser,
da morfologia por microscopia eletronica de varredura e do
teor residual de mondémero por cromatografia gasosa (e, de
forma correlacionada, da conversdo do mondémero a polime-
ro). A eficiéncia de encapsulamento, ou seja, o teor de PZQ
nas nanoparticulas foi determinado por cromatografia liquida

Medicamento nanoencapsulado para a esquistossomose

de alta eficiéncia. Além disso, verificou-se a auséncia de inte-
racdo quimica entre o farmaco e a matriz de polimero pelas
técnicas de infravermelho e analise térmica. Por fim foi re-
alizado o perfil de liberacao / dissolucao do PZQ a partir da
matriz polimérica. O perfil de dissolucéo foi realizado para as
nanoparticulas em duas condi¢des, meio gastrico simulado, pH
1,2 e meio entérico simulado, pH 6,8. O objetivo foi avaliar a
liberacao do praziquantel nos dois extremos da faixa de pH do
trato gastrointestinal.

As etapas analiticas foram otimizadas, de acordo com a
disponibilidade dos equipamentos, e envolveu as mesmas ins-
talacdes de producdo das nanoparticulas. Em funcao da de-
manda instrumental especifica para a caracterizacdo de mate-
riais nanoparticulados, outros departamentos da UFRJ também
foram envolvidos em algumas tarefas de caracterizacao, tais
como a Escola de Quimica (EQ) e o Instituto de Macromoléculas
Professora Eloisa Mano (IMA).

Estudos de atividade in vitro e in vivo

Todo trabalho cujo alvo é o desenvolvimento de um medi-
camento precisa submeter o produto a testes de eficacia e se-
guranca. Esses estudos foram realizados no Centro de Pesquisa
René Rachou (CPgRR) da Fiocruz, em Belo Horizonte, no Labo-
ratorio de Esquistossomose, com aprovacéo prévia no Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) - Licenca LO118/09.

O ensaio de atividade in vitro foi realizado por meio de
ensaio direto em vermes, apds a retirada dos vermes de ca-
mundongos com 45 dias de infeccao.

Os estudos in vivo foram realizados em camundongos apds
45 dias de infeccao com 100 cercarias de S. mansoni. O com-
primido, assim como o material nanoencapsulado com e sem
PZQ, foram administrados por gavage. Apo6s o tratamento de
78 animais, o grupo controle foi imediatamente sacrificado.
Os demais grupos foram sacrificados somente ap6s 30 dias do
inicio do tratamento.

Estudos de toxicidade

Os estudos de toxicidade foram os de citotoxicidade e ge-
notoxicidade (ensaio cometa), ambos realizados pelo Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fio-
cruz no Rio de Janeiro, empregando células sanguineas.

Desenvolvimento da formulacao

A forma farmacéutica de escolha no estudo preliminar de
formulacéo foi a suspensdo extemporanea, muito utilizada na
pediatria em virtude da facilidade de administracao e ajus-
te de dose como funcdo da massa corpdrea. Além disso, sus-
pensdes extemporaneas encontram ampla utilizacdo na area
farmacéutica, sendo que o acondicionamento do produto em
sachés, por exemplo, pode favorecer a logistica de distribuicao
do medicamento em areas de dificil acesso.

O processo de producao por mistura direta com excipien-
tes adequados e de grau farmacéutico aconteceu no Labora-
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torio de Tecnologia Farmacéutica e demais laboratorios de
pesquisa de Farmanguinhos no Rio de Janeiro. Ensaios fisicos
e fisico-quimicos foram realizados para avaliacdo da qualidade
do produto obtido. A analise sensorial foi realizada com equi-
pe treinada composta pelas proprias pessoas envolvidas neste
trabalho em dois momentos: imediatamente apds a recons-
tituicdo do produto e apds 10 minutos de reconstituicao. As
amostras nao foram deglutidas, tendo sido expectoradas em
recipiente especifico, e o liquido de lavagem da boca utilizado
entre as amostras foi a agua potavel.

Resultados e discussao

Aspectos técnicos

Diversas reacdes foram realizadas, seguindo um plano ex-
perimental estatistico apropriado. A faixa de tamanhos de par-
ticula obtida foi de 60 a 105 nm, com distribuicao unimodal e
estreita (indice de polidispersao menor que 1.1). As conversoes
de mondmero a polimero foram superiores a 96%, com teores
residuais de mondmero despreziveis (menores que 1 ppm) apos
a liofilizacdo. A eficiéncia do encapsulamento foi de aproxima-
damente 90%. Analises de Calorimetria Diferencial de Varredu-
ra e Infravermelho mostraram que o PZQ forma uma solucao
com a matriz polimérica, ndo ocorrendo interacao quimica en-
tre o farmaco e polimero 2.

Como pode ser observado na Figura 1, o PZQ pode ser
rapidamente liberado das nanoparticulas em pH 1,2 (como no
estdmago) e em pH 6,8 (como no intestino), atingindo con-
centracdes comparaveis as obtidas com comprimidos de pra-
ziquantel 600 mg de fabricante nacional. Observa-se também
que nao houve diferenca significativa entre as composicoes
testadas da nanoparticula (NPa, NPb e NPc). Os resultados fo-
ram considerados satisfatorios, uma vez que o medicamento
se destina ao uso oral.

Nos ensaios de atividade in vitro (Figura 2), foi observa-
da a contratura dos vermes apos uma hora em contato com

o®

as nanoparticulas dopadas com PZQ. Esse resultado também
foi observado com os vermes que receberam PZQ na forma
de comprimidos. Os vermes que receberam apenas o meio de
cultura se mantiveram ativos e com deposicao de ovos.

0 estudo se estendeu por sete dias de observacao, ficando
evidente que os vermes submetidos a amostras contendo o PZQ
nao recuperaram a estrutura e motilidade, estando a maior
parte morta. Em relacao aos vermes que receberam a amostra
NP sem PZQ, foi observado que a ovoposicao foi diminuida,
quando comparada ao controle, o que também é um bom sinal.
Mesmo nao levando a morte do parasita, a presenca das NP
sem PZQ leva a reducao na formacéo de novos vermes. Esses
resultados demonstram a atividade do PZQ, mesmo encapsula-
do em nanoparticulas de PMMA.

No ensaio de atividade in vivo, a taxa de mortalidade foi
extremamente alta e a média dos vermes recuperada no grupo
controle esteve bem acima do normal, de 10% a 30%, mostran-
do que a infeccao foi muito forte 323334, Além disso, a admi-
nistracdo da dose do PZQ nas nanoparticulas também nao foi
muito simples, em virtude do alto teor de solidos para atingir
a dose similar a do comprimido. A agulha de gavage entupiu di-
versas vezes, o que pode ter ocasionado flutuacées na dose ad-
ministrada. Esse procedimento sera revisto em ensaio futuro.

A toxicidade dos materiais nanoencapsulados depende de
uma série de fatores, como tamanho, concentracao de farma-
co e de nanoparticulas, tempo de exposicao, estado de salide e
caracteristicas individuais do organismo em exposicdo. Sabe-se
que os mecanismos de toxicidade de materiais nanoparticula-
dos nao sao plenamente conhecidos, o que torna os potenciais
efeitos sobre a salde e sobre o meio ambiente pouco previsi-
veis hoje. Por isso, é muito relevante a realizagao dos estudos
de toxicidade nos novos materiais nanotecnoldgicos *.

No caso analisado, as nanoparticulas nao induziram decrés-
cimo de viabilidade celular, quando comparados ao controle.
Portanto, pode-se afirmar que as nanoparticulas nao apresenta-
ram potencial citotoxico. O ensaio cometa demonstrou também
a auséncia de dano ao DNA. Esses resultados foram considerados

(a)
100 k- -3
o 80
_'9 = NPa
—; 60
» —e— NPb
2L 4
(=] - A=NPc
o
> 20
——cCPPZQ
0
0 40 80 120 160 200
Tempo (min)

(b)

100 —— e g g _ﬁ
O 80
2 == NPa
>
3 60
n —e&— NPb
2 40
(] - A=NPc
o
S
20 —CPPZQ
0
0 40 80 120 160 200

Tempo (min)

Figura 1. Resultados da liberacdo do PZQ a partir das nanoparticulas em pH 1,2 (a) e pH 6,8 (b) versus CP PZQ - comprimido de
praziquantel 600 mg comercial. Composicao das nanoparticulas: fase organica NPa (mondmero, PZQ, dleo mineral, Eudragit E100®
e EGDMA), NPb (mondémero, PZQ, Eudragit E100® e EGDMA) e NPc (mondmero, PZQ, 6leo mineral e EGDMA) e fase aquosa agua
contendo lauril sulfato de sodio e bicarbonato de sédio, comum as trés reacoes.
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Figura 2. Vermes uma hora apos receberem ou nao o tratamento em meio de cultura de tecido celular especifico. (a) Controle; (b)
Nanoparticulas (NP) sem PZQ 2 pg/mL; (c) Comprimidos de PZQ 600 mg - 1 pg/mL; (d) NPc 0,5 pg/mL; (e€) NPc 1,0 pug/mL; e (f) NPc

2,0 pg/mL.

satisfatorios; entretanto, outros ensaios devem ser realizados
para garantir a auséncia de citotoxicidade e genotoxicidade.

Quanto a formulagao, nao foi sentido o gosto amargo ime-
diato caracteristico do PZQ ap6s avaliacao sensorial, ja que o
PZQ estava encapsulado e a formulacéo apresentava contetido
apreciavel de edulcorantes, mostrando em principio o sucesso
do trabalho. Durante a prova ocorreu uma sensacao de areno-
sidade na lingua, possivelmente em funcdo do teor de sdlidos
presentes na formulacdo (25%). Esse aspecto foi associado a
aglomeracdo de particulas durante o processo de liofilizacdo
e sera mais explorado no futuro proximo. Apoés 10 minutos
de preparo da dispersao do sdlido liofilizado na agua, o gosto
amargo ja podia ser percebido, indicando a rapida liberagao
do PZQ. Esse dado é compativel com os dados apresentados na
Figura 1, que mostra que o tempo de liberacao do farmaco é
rapido e, portanto, deve ser alterado de forma a modular por
tempo mais prolongado o desenvolvimento de sabor na boca
apos exposicao ao medicamento.

O desenvolvimento do medicamento alvo do trabalho re-
quer a realizacao de algumas etapas adicionais para efetiva-
mente virar um produto farmacéutico e chegar ao mercado
nacional. Dessa forma, apds a construcédo da Planta Piloto de
Polimeros do Engepol, foi necessaria a iniciagcao do processo de
obtencao da certificacao de Boas Praticas de Fabricacao (BPF).
0 objetivo da BPF, além de implantar a concepcao da garantia
da qualidade no ambito industrial, é viabilizar a producao de
lotes de PZQ encapsulado de acordo com as normas da ANVISA,
para a realizacdo dos testes toxicologicos e dos testes in vivo
em animais e em seres humanos.

A Figura 3 ilustra as etapas em desenvolvimento para a
producao do novo medicamento nanoencapsulado para o tra-
tamento da esquistossomose (fundo branco), assim como as

etapas que ainda serao realizadas (fundo cinza), com o intuito
de prospectar e planejar as etapas necessarias para composi-
cao do dossié técnico para registro do novo produto pediatrico
para o tratamento da esquistossomose.

Conclusoes

A incorporacao in situ do farmaco praziquantel em nano-
particulas de poli(metacrilato de metila) pelo método de poli-
merizacao em miniemulsao foi bem-sucedida, ficando atestada
a auséncia de interacdo quimica do farmaco com o polimero e
adequado controle do tamanho de particula. Mostrou-se tam-
bém que as nanoparticulas dopadas com praziquantel encap-
sulado apresentam atividade in vivo comparavel ao tratamento
oral usual, nao apresentando potencial citotdxico nem genotoxi-
co. Portanto, as nanoparticulas produzidas sao promissoras para
o desenvolvimento de novos sistemas de liberacao de farmacos.

Pode-se concluir que as nanoparticulas desenvolvidas apre-
sentam grande potencial para resolver as principais deficién-
cias associadas ao produto disponivel atualmente no mercado
para o tratamento da esquistossomose, uma vez que permite
modular a liberacao do farmaco com maior taxa de absorcao
pelo organismo, possibilitando o mascaramento do sabor desa-
gradavel do medicamento. Essas sao etapas muito importantes
para aumentar a eficiéncia do tratamento junto as criancas.
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