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RESUMO

O aciclovir (ACV), é o mais efetivo e seletivo agente contra os virus do grupo da
herpes existente na atualidade. Entretanto, apresenta absorcdo limitada quando
administrado por via oral, devido a sua baixa solubilidade aliada as caracteristicas
da estrutura molecular e ao curto tempo de meia-vida biolégica. Assim, séo
necessarias administragdes frequentes para manter a concentragdo plasmatica do
farmaco em niveis terapéuticos. Desse modo, o0 objetivo do presente estudo foi 0
desenvolvimento de sistemas microparticulados a base de quitosana contendo o
antiviral ACV. As microparticulas foram preparadas pelas técnicas de coacervacao
e spray-drying (etapas | e Il). A técnica de coacervacéo juntamente com a reacao
de amidacdo entre a quitosana e o acido malbnico, originou as microesferas de
malonilquitosana (MLQT), as quais foram reticuladas com glutaraldeido. No
produto resultante foi incorporado o farmaco pela técnica de adsor¢do por contato.
Os resultados obtidos por anélise elementar, espectroscopia na regido do IV e
RMN **C, sugeriram a formacédo de um monoécido carboxilico e grupo monoamida
nas MLQT microesferas. Estas, apresentaram encapsulacdo do ACV de 69,7 % +
0,67, apd6s 24 horas de contato, menor estabilidade térmica em relacdo as
microesferas gelatinizadas, intumescimento pH dependente, didmetro médio de
882 um e liberagdo do farmaco durante 5,5 horas aproximadamente, através de
diferentes mecanismos. As microparticulas desenvolvidas por spray-drying (etapa |
- sem adig¢do de tripolifosfato, formulagdo F1), apresentaram uma eficiéncia de
encapsulacdo média de 92 % * 0,79, auséncia do pico de fusdo do ACV (DSC),
diminuicdo na estabilidade térmica (TG/DTG), modificacdo na estrutura cristalina
do ACV para a forma amorfa (DRX), sobreposicdo dos espectros isolados do
aciclovir e da quitosana (IV), e formato arredondado com a superficie interna
cbncava com tamanho meédio de particula de 5,52 + 1,8 um (MEV). O perfil de
liberacdo da formulacdo F1 indicou que 80 % do ACV foi liberado por um periodo
de 120 minutos, seguindo o modelo matematico proposto por Higuchi. Para as
microparticulas desenvolvidas por spray-drying (etapa Il - com adicdo de
tripolifosfato, formulagbes F2, F3, F4, F5 e F6), os resultados apresentaram uma
eficiéncia de encapsulacao média de 86, 4 %; 79,7 %; 73, 8 %; 92, 5 %; e 90,6 %;
respectivamente. As formulagbes F2, F3 e F4 ndo apresentaram o pico
caracteristico da fusdo do ACV (DSC), bem como, os picos relativos a
cristalinidade (DRX) e os espectro IV foram uma sobreposicdo dos compostos
isolados. As formulagbes F5 e F6 apresentaram um evento endotérmico mais
acentuado em torno de 215 °C (DSC), mantiveram alguns picos cristalinos
caracteristicos presentes no ACV isolado (DRX), indicaram a sobreposi¢cdo dos
espectros IV dos compostos isolados (IV). Através das curvas TG, constatou-se
gue todas as formulacdes (etapa Il) demonstraram estabilidade térmica até
temperatura de 221, 3 °C e nas isotermas a 100 °C, ndo ocorreu perda de massa.
As imagens de MEV, de um modo geral, apresentaram tamanho médio de
particula e morfologia bastante variado para todas as formulagbes. Os melhores
perfis de liberagdo obtidos foram para as formulagbes F5 e F6, que em pH 6,8
liberam o ACV por 330 e 300 min, respectivamente, seguindo uma cinética de
ordem zero. Os estudos de estabilidade acelerada indicaram que as formulacdes
F5 e F6 apresentaram menores teores de degradacdo do ACV, com um tgo de
103 e 89 dias, respectivamente. A validacdo da metodologia de doseamento por
CLAE foi especifica, linear, exata, precisa e robusta dentro das condi¢des
experimentais testadas.



ABSTRACT

The acyclovir (ACV), is the most effective and selective agent against the herpes
virus group existing at the present time. However, it presents limited absorption
when taken orally, due its low solubility allied to the molecular structure
characteristics and the short time of the biological half-life. Thus, it is necessary
frequent administrations to keep the plasmatic concentration of the drug in
therapeutical levels. In this way, the objective of the present study was the
development of microparticles systems with chitosan containing the antiviral, ACV.
The microparticles were prepared by coacervation and spray-drying (stage | and II)
techniques. The coacervation technique together with the amidification reaction
between chitosan and malonic acid, originated the MLQT microspehres, which had
been cross-linked with glutaraldehyde. In the resultant product was incorporated
the ACV, through adsorption technique. The results obtained by elemental
analysis, IR spectroscopy and NMR *°C, had suggested the formation of a
monoacid carboxylic and monoamide group in MLQT microspheres. These had
presented ACV encapsulation of 69.7% + 0.67, after contact for 24 hours, minor
thermal stability in relation to the gelled microspheres, swelling pH dependent,
diameter of 882 um and release time of the drug during 5.5 hours approximately,
through different mechanisms. The microparticles developed by spray-drying
(stage | - without addition of tripolyphosphate, formulation F1), had presented an
efficiency of encapsulation of 92 % * 0.79, absence of the ACV fusion peak
(DSC), reduction in the thermal stability (TG/DTG), modification in the ACV
crystalline structure for the amorphous form (XRD), overlapping of the isolated
ACV spectrum and chitosan (IR), rounded format with internal surface concavous
and size of 5.52 £ 1.8 um (SEM).The release profile of formulation F1 indicated
that 80% of the ACV was released for a period of 120 minutes, following the
mathematical model indicated by Higuchi. For microparticles developed by spray-
drying (stage Il - with addition of tripolyphosphate, F2, F3, F4, F5 and F6
formulations), the results presented an efficiency of encapsulation of 86.4 %; 79.7
%; 73.8 %; 92.5 %; and 90.6% respectively. The formulations F2, F3 and F4 had
not presented the characteristic ACV fusion peak (DSC), as well as, the ACV
crystalline peaks (XRD) and the IR spectrum had been an overlapping of isolated
composites. The formulations F5 and F6 presented an accented endothermic event
around 215 °C (DSC), had kept some characteristic peaks presented in ACV
isolated (XRD) the IR spectrums showed an overlapping of isolated compounds
(IR). Through TG curves, it was evidenced that all the formulations demonstrated
thermal stability until temperature of 221.3 °C and in the isotherms at 100 °C didn’t
occur mass loss. The images of SEM, in general way, presented medium particle
size and morphology different for all formulations. The best release profiles
obtained were for formulations F5 and F6, which in pH 6.8 released the ACV for
300 and 330 min, followed a zero order kinetic. The studies of accelerated stability
had indicated that the formulations F5 and F6 had presented minors ACV
degradation with tge, Of 103 and 89 days, respectively. The method validation for
guantify ACV trough HPLC was specific, linear, accurate and robust in the tested
experimental conditions.
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| - Introducao




Doencgas infecciosas virais sdo um importante problema de saude no mundo.
Embora a busca por novos farmacos antivirais seja intensa, os avangos s&o poucos,
ja que a maioria destes compostos possui aplicagdes limitadas, fazendo com que um
baixo numero deles seja aprovado pelas autoridades governamentais para uso
clinico (VLIETINCK e VANDEN, 1991; BARREIRO e FRAGA, 2002).

O aumento do numero de pacientes imunocomprometidos e da sobrevida dos
mesmos tem implicado no desenvolvimento de infec¢des virais nesses pacientes.
Além disso, o intenso uso de medicamentos antivirais conduziu ao desenvolvimento
de cepas resistentes, as quais sdo agora comumente disseminadas, agravando-se
ainda mais o problema (SNOECK, 2000). Na ultima década a incidéncia e a
severidade das infecgdes causadas pelo virus do Herpes Simplex apresentaram um
elevado crescimento, em decorréncia do aumento do numero de pacientes
imunocomprometidos,  quimioterapias, transplantes e a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (SNOECK, 2000; JALON et al., 2003).

O virus Herpes Simplex (HSV) € membro da extensa e heterogénea familia
Herpesviridae, composta por inumeros patdgenos animais e humanos, como
Citomegalovirus (CMV), Epstein-Barr (EBV) e Varicela-Zoster (VVZ). O HSV é
dividido em dois sorotipos, HSV-1 e HSV-2, responsaveis pelos herpes labial e
genital, respectivamente. O virus tem como caracteristica bioldgica o rapido
crescimento em cultivo celular, uma ampla gama de hospedeiros e a capacidade,
comum a todos os herpesvirus, de se manter latente em células de seus
hospedeiros por tempo indeterminado (COLLINS e ELLIS, 1999; BOIVIN, 2004).

O aciclovir, um analogo sintético da 2’-desoxiguanosina, € o mais efetivo e
seletivo agente contra os virus do grupo da herpes existente na atualidade, é
considerado o tratamento de escolha para as infecgoes causadas pelo HSV, devido
a sua alta seletividade pelo virus herpéticos e baixa citotoxidade as células do
hospedeiro. Este € particularmente ativo contra herpes labial e herpes genital, que
sao infecgdes virais comuns em seres humanos (GIAMMONA et al., 1995; ROSSEL
et al., 2000).



O aciclovir apresenta absorcao limitada quando administrado por via oral,
devido a sua baixa solubilidade em agua, as caracteristicas da estrutura molecular e
ao curto tempo de meia-vida bioldgica (1-2 horas) (RANG; DALE; RITTER, 2001).
Assim, sao necessarias administragdes frequentes para manter a concentragéo
plasmatica do farmaco em niveis terapéuticos. A frequéncia de administracédo,
aliada ao tempo de tratamento (10 dias ou mais) € a principal causa da ndo adesé&o

ao tratamento.

Farmacos com estas caracteristicas sado bons candidatos para o
desenvolvimento de formulag¢des que proporcionem liberagdo continua do mesmo ao
longo do trato gastrintestinal. O desenvolvimento de sistemas de liberagao
modificada de farmacos com esta caracteristica vem sendo demonstrado
extensivamente na literatura farmacéutica, devido aos beneficios terapéuticos e
farmacoldgicos em relacdo as formas farmacéuticas convencionais (PASTRANA et
al., 2000; LIESIENE e MATALIONIENE, 2004).

Entre as diferentes estratégias disponiveis para alcangar um controle na
liberacdo de farmacos estao os sistemas microparticulados. A microencapsulagao de
farmacos é uma técnica que, como o nome sugere, envolve a encapsulagao de
pequenas particulas do farmaco ou solugdo do farmaco, num revestimento
polimérico (FLORENCE e ATTWOOQOD, 2003).

A quitosana € um polimero natural, biodegradavel e atéxico. Devido as suas
caracteristicas tem se tornado um material potencialmente atraente para diversos
usos, principalmente na area farmacéutica. Este polissacarideo vem sendo usado
como sistema polimérico na liberagao de farmacos de diversas classes terapéuticas,
tais como, antibidticos, antiinflamatérios, antihipertensivos, bem como, peptideos,
proteinas e vacinas. Salienta-se, ainda, que a quitosana e seus derivados
apresentam algumas vantagens importantes com relacdo as atividades
farmacolodgicas, atuando como antiacido e antiulcera, protegendo a mucosa gastrica
e inibindo a ades&o das bactérias nas células epiteliais bucais e vaginais (ITO; BAM,;
ISHIRAHA, 2000; SINHA et al., 2004).



Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento de
sistemas poliméricos microparticulados contendo quitosana, a fim de promover uma

liberacdo modificada do antiviral, aciclovir.



II- Revisao de Literatura




2.1 Herpesvirus

Os herpesvirus causam uma larga variedade de doengas humanas que variam
desde herpes labial e genital, encefalites e infecgbes congénitas a doencgas
linfoproliferativas. Os principais pacientes acometidos destas patologias s&o os
imunocomprometidos, transplantados, portadores de cancer e HIV positivos
(SNOECK, 2000; HARTLINE et al., 2005).

Os virus da familia Herpesviridae (herpéticos), sdo altamente disseminados na
natureza. Aproximadamente 100 virus desta familia foram identificados, sendo que

oito podem infectar o homem (Tabela 1) (DA SILVA, 2000):

Tabela 1: Virus herpéticos humanos

Género Nome Oficial Nome comum Sigla

o —Herpesviridae

Herpes simples 1 Herpesvirus humano 1 Virus Herpes Simplex tipo 1 HSV-1
Herpes simples 2 Herpesvirus humano 2  Virus Herpes Simplex tipo2  HSV-2
Varicela Zoster Herpesvirus humano 3 Virus da Varicela Zoster VzZv

B -Herpesviridae

Citomegalovirus Herpesvirus humano 5 Citomegalovirus CMV
Reseolovirus Herpesvirus humano 6  Virus Herpes Humano tipo 6  HHV-6
Herpesvirus humano 7 Virus Herpes Humano tipo 7 HHV-7

y —Herpesviridae

Epstein-Barr Herpesvirus humano 4 Virus Epstein -Barr EBV
Herpesvirus humano 8  Virus Herpes Humano tipo 8 HHV -8

Fonte: DA SILVA (2000).

Os a-herpesvirus, Herpes Simplex virus tipos 1 e 2 (HSV-1 e 2), comumente
causam lesdes herpéticas faciais e genitais, respectivamente, sendo que ambos
causam infecgdes recorrentes (GONG et al., 2004; JENSSEN et al., 2004).

Os HSV sao dois virus da familia dos herpesvirus, com genoma de DNA
bicatenar (dupla hélice) que se multiplicam no nucleo da célula-hoéspede, produzindo

cerca de 90 proteinas viricas em grandes quantidades. Estes, apresentam capsideo



icosaédrico e envelope bilipidico, com a propriedade de infectar alguns tipos de
células de forma destrutiva e outras de forma latente. Os HSV-1 e HSV-2 s&o
destrutivos nas células epiteliais e nos fibroblastos e latentes nos neurdnios, onde
podem ser reativados de acordo com a fragilidade do individuo (WHITE e FENNER,
1994).

Os HSV-1 e HSV-2 sdo muito semelhantes, porém apresentam algumas
diferengas significativas. O HSV-1 tem caracteristicas que o levam a ser
particularmente infeccioso e virulento para as células da mucosa oral. O HSV-2 tem
caracteristicas de maior viruléncia e infecciosidade para a mucosa genital. No
entanto, o HSV-1 também pode causar herpes genital e o HSV-2 herpes bucal
(GONG et al., 2005).

2.1.1 Epidemiologia

O HSV produz pandemias sem precedentes, disseminando-se por todo
mundo. Estudos soroepidemioldgicos confirmam que mais de 90 % da populagao,
em geral na quarta década da vida, possui anticorpos séricos contra pelo menos
uma das cepas do HSV, ainda que possa nao apresentar sintomas (BRADY e
BERNSTEIN, 2004; SPEAR et al., 2006). Nos Estados Unidos 16 - 35 % e 40 -80%
da populagédo € soropositivo para o HSV-1 e HSV-2, respectivamente. O virus da
Varicela Zoster — VZV afeta 90 % da populacéo adulta (CASSADY e WHITLEY,
1997). O herpes genital € considerado a doenga sexualmente transmissivel (DST)
que mais afeta as pessoas, acredita-se que milhdes de individuos estéo infectadas
com DST, incluindo o HSV (GONG et al., 2005).

2.1.2 Transmissao do virus

A transmissdo do HSV ocorre através das superficies mucosas ou das
solucdes de continuidade da pele. Os principais sitios incluem a mucosa oral, ocular,
genital e anal. O HSV-2 tem como via preponderante de contagio a relagdo sexual
ou canal do parto, em gestantes infectadas (GONG et al., 2004; JENSSEN et al.,
2004).



2.1.3 Laténcia viral

O HSV apresenta tropismo por ceratindcitos e neurdnios. Os ceratindcitos séo
altamente permissiveis a replicagao viral, enquanto, os neurénios nao apresentam
elevada permissibilidade. O virus, curiosamente, beneficia-se ao infectar as células
imunes ao seu efeito citopatico. Devido aos mesmos ndo poderem destrui-las,
acabam integrando-se ao DNA celular e como resultado final ocorre o
estabelecimento da infecgao latente (JENSSEN et al., 2004; SERGERIE e BOIVIN,
2008).

A laténcia persiste até que ocorra qualquer alteracdo estrutural na célula
infectada, tal como injuria ou diferenciagcdo celular. Esses fatos podem estar
relacionados a alteracdo de nao-permissibilidade da célula. Os fatores capazes de
estimular a reativagdo viral sdo variados, com destaque para imunodepressao,
alteracbes hormonais, radiagao ultravioleta e lesdo traumatica do nervo acometido.
A laténcia viral nos génglios pode ser afetada pela presenga de neurotransmissores
envolvidos nos estados de ansiedade, depressao e disturbios comportamentais,
também comuns nas recorréncias (JENSSEN et al., 2004; VARELLA et al., 2005;
SPEAR et al., 2006; SERGERIE e BOIVIN, 2008).

2.1.4 Progressao e sintomas

Ap0s infecgdo da mucosa, o virus multiplica-se produzindo os caracteristicos
exantemas (manchas vermelhas inflamatérias) e vesiculas (bolhas) dolorosas. As
vesiculas contém liquido rico em virions e a sua ruptura junto a mucosa de outro
individuo é uma forma de transmissdo, contudo também existem virus nas
secregbes vaginais e peniana ou na saliva. Porém, estas desaparecem e
reaparecem sem deixar quaisquer marcas ou cicatrizes, € possivel que ambos os

virus e ambas as formas coexistam num so individuo (SPEAR et al., 2006).

Os episodios agudos secundarios sdo sempre de menor intensidade que o
inicial, devido aos linfécitos memoaria, contudo a doenga permanece para toda a vida,

ainda que os episédios se tornem menos frequentes. Muitas infecgbes e



recorréncias sdo assintomaticas. Nao ha vacina nem tratamento definitivo, apesar de
alguns farmacos especialmente acicloguanosinas como o aciclovir poderem reduzir
os sintomas e o perigo de complicagdes como a encefalite (BRADY e BERNESTEIN,
2004).

2.2 Aciclovir

A era da terapia antiviral seletiva eficaz comecou com o aciclovir. Este
composto é um derivado da guanosina, com alta especificidade pelo virus da Herpes
Simplex e Varicela-Zoster, sendo considerado o medicamento de escolha para o
tratamento destas patologias (SNOECK, 2000; RANG; DALE; RITTER, 2001).

2.2.1 Caracteristicas Fisico-Quimicas

O aciclovir (Figura 1) (DE CLERCQ et al., 2001) (2-amino 1,9 -dihidro-9-[(2-
hidroxietoxi)metil]-6H-purina-6-ona), apresenta-se sob a forma de um poé cristalino
branco, muito pouco soluvel em agua, insoluvel em alcool e ligeiramente soluvel em
solugdo de HCI 0,1 mol.L™" (UNITED STATES PHARMACOPEIA 30 NF/25, 2007).

Em relagado a constante de dissociagao (pka) apresenta dois valores; 2,3 e 9,2.

0
HN N
L >
HzN)N\HN NVDH/\“DH

Figura 1. Estrutura quimica do aciclovir
2.2.2 Mecanismo de acao
O aciclovir é convertido em monofosfato pela timidina quinase e, felizmente, a

forma especifica viral dessa enzima € muito mais eficaz na fosforilacdo do que a

enzima da célula do hospedeiro. Por conseguinte, € apenas adequadamente ativada
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nas células infectadas, e as quinases das células do hospedeiro convertem entédo o
monofosfato em trifosfato. O trifosfato de aciclovir € o inibidor da DNA polimerase
viral, terminando a cadeia de nucleotideos (Figura 2). Este farmaco apresenta uma
poténcia 30 vezes maior contra a enzima do herpes virus em comparagdo com a
enzima do hospedeiro (RANG; DALE; RITTER, 2001).

y Célula infectada

.
Acv.

(ACY) (ACV: P

@ l Cellular Kinase
Viral Kinase (ACVZ P P

%

Figura 2. Esquema representativo do mecanismo de agao do aciclovir

2.2.3 Aspectos farmacocinéticos

Quando administrado por via oral, apenas 20 % da dose sao absorvidos no
trato gastrintestinal e as concentragdes plasmaticas maximas sao atingidas em 1-2
horas. O farmaco exibe ampla distribuicdo, alcangando concentragdes no LCR
(liquido cefalorraquidiano) que correspondem a 50 % das concentragdes
plasmaticas. O aciclovir é excretado pelos rins, uma parte por filtragdo glomerular e
outra por secregao tubular (RANG; DALE; RITTER, 2001).
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2.2.4 Concentragao usual

Para adultos por via oral, a dose é de 200 mg quatro vezes ao dia durante 10
dias. Por via intravenosa, 5 mg/Kg a cada 8 horas durante 5 a 7 dias. Para o
tratamento de encefalite causada por Herpes Simplex, 10 mg/Kg a cada 8 horas. Por
via topica, a aplicagado do creme deve ser a cada 3 horas, seis vezes ao dia durante
sete dias (KOROLKOVAS, 2000).

2.2.5 Efeitos adversos

Algumas pessoas podem apresentar reagdes alérgicas, porém estas sao
raras. Existem relatos de inchago, especialmente dos labios, face ou palpebras,
brotoejas ou manchas. Pode ocorrer ainda, inflamagédo local durante a injegao
intravenosa se houver extravasamento da solugdo, bem como disfungdo renal,
embora a infusdo lenta reduza esse risco. Nauseas, cefaléia e raramente
encefalopatia também foram descritos (KOROLKOVAS, 2000).

2.2.6 Formulagoes disponiveis no mercado

No mercado farmacéutico esta disponivel na forma de comprimidos e
capsulas de liberacdo imediata, p6 para suspensao oral, creme, pomada oftalmica e
po liofilizado para administragcdo endovenosa, sendo Zovirax® o nome comercial do
medicamento de referéncia produzido pelo laboratério GlaxoSmithKline
(KOROLKOVAS, 2000).

2.3 Biopolimero Quitosana

A quitosana € um aminopolissacarideo biodegradavel, hidrofilico, nao tdxico e
biocompativel, obtido a partir da desacetilagdo alcalina da quitina, um polimero
encontrado em carapacas de crustaceos, cuticulas de insetos e parede celular de

alguns fungos. Em relagdo a sua estrutura quimica € considerada um copolimero,
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formado por unidades de (-(1,4) 2 - amino 2-desoxi-D - glicose e B-(1,4) 2 -
acetamido- 2- desoxi -D- glicose com a presenga de grupos amino e grupos hidroxila
primario e secundario (Figura 3). Sua obtencdo comercial é principalmente
proveniente de cascas de camardao e caranguejo (TORRES et al., 2005;
TAKAHASHI; IMAI; SUZUKI, 2007).

Durante o processo de desacetilagcdo da quitina, os grupos acetamido
sdo transformados parcialmente em grupos amino (-NH;) ao longo da cadeia
polimérica, este processo ocorre através de reagdes de hidrdlise acida ou basica
(KURITA, 2001; EINBU; GRADALEN; VARUM, 2007).

Este biopolimero é caracterizado como uma base fraca, sendo insoluvel em
agua e solventes organicos, porém, € soluvel em solugdes acidas diluidas (pH <
6,5), onde ocorre a conversao das unidades glicosaminas para forma soluvel R-
NH3*. Em contato com solucdes alcalinas ou com polianions sofre precipitacdo. Além
disso, apresenta ainda a capacidade de formar gel em baixos valores de pH.
Comercialmente esta disponivel na forma de flocos secos, solugcédo e po6 fino. O seu
peso molecular varia em média entre 3.800 e 2.000.000 Dalton e o grau de
desacetilagdo de 66 a 95 %. Estes parametros, acrescidos do tamanho de particula,
densidade e viscosidade sao considerados importantes fatores que influenciam nas

propriedades das formulag¢des farmacéuticas (SINHA et al., 2004).

As vantagens deste biopolimero em relagdo aos outros polissacarideos s&o
devido a sua nao toxicidade e biodegradabilidade. Por estas propriedades, a
quitosana tem sido usada como matriz de microparticulas e sistemas reticulados
para imobilizacdo e liberagdo de farmacos (NASCIMENTO et al., 2001; HEJAZI e
AMIJI, 2003; GONCALVES et al., 2005).
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Figura 3. Estrutura quimica do copolimero quitosana

Uma importante caracteristica da quitosana esta na possibilidade de
modificagdes estruturais, de modo a obter diversas formas de interagdo quimica e
resisténcia mecanica. Essas interacbes quimicas podem ser obtidas através de
diferentes rotas, entre elas o uso de agentes reticulantes. A reticulagdo € uma
modificagdo quimica que pode ser feita pela reacdo do polimero com diferentes
substancias, por exemplo, a reagdo dos grupos amino com glutaraldeido leva a
formacao de iminas (Figura 4) (TORRES et al.,, 2005; GEORGE e ABRAHAM,
2006). O tripolifosfato de sédio (TPP) também é usado como agente reticulante na
preparagao de microparticulas de quitosana. Este apresenta grupos O que sao
reativos, sendo atraido pelos grupamentos NHs;* da molécula de quitosana,
ocorrendo assim, um entrelacamento cruzado e aproximacgao entre essas duas
substancias através de uma reticulagéo i6nica, conforme representado na Figura 5
(YANG et al., 2007).

O aumento do grau de reticulagéo leva a um aumento de obstaculos a difusao
do farmaco, ou seja, as pontes de reticulagdo aproximam as cadeias
macromoleculares e diminuem a sua mobilidade, provocando assim uma redugao da
area efetiva de difusdo (GUPTA e JABRAIL, 2006).
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Figura 5. Figura representativa da reticulagdo entre a quitosana e o tripolifosfato
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Outra interessante possibilidade de modificacdo estrutural da quitosana € a
sua funcionalizagdo quimica, através da introdugdo na matriz polimérica de grupos
funcionais adicionais. Recentemente a reagdo de amidacao da quitosana com acido
malbnico, introduzindo grupos amida e carboxilato, resultou na malonilquitosana, a
qual foi utilizada na forma de microesferas como sistema de liberacdo da
enrofloxacina, um farmaco de uso exclusivo da medicina veterinaria (VALGAS et al.,
2005).

Devido a sua natureza policatibnica, quando a quitosana entra em contato
com solucdes acidas € possivel a sua moldabilidade nas mais diversas formas

como, membranas, esferas, géis, microesferas, entre outros (TORRES et al., 2005).

2.4 Sistemas Microparticulados

2.4.1 Aspectos Gerais

A microencapsulagdo tem sido foco de inumeras pesquisas na area
farmacéutica nos ultimos anos, envolvendo diferentes objetivos, entre eles a
obtencdo de produtos de liberacdo modificada. Esta técnica €& considerada um
processo fisico no qual um filme fino ou camada polimérica é aplicada para envolver
sélidos, liquidos ou gases, isolando-os e protegendo-os das condigbes ambientais
como luz, ar e umidade. Ainda, permite converter liquidos em sdélidos, modificando
as propriedades do coloide ou da superficie dos materiais, contribuindo para o
controle de liberagdo de farmacos e sua biodisponibilidade. A incorporagcao de
farmacos nestes sistemas pode ser definida como um processo pelo qual se
envolvem quantidades pequenas de uma substancia farmacologicamente ativa com
um filme polimérico (RE, 1998; PENG; ZHANG; KENNEDY, 2006).

Os termos microparticulas e microcapsulas referem-se a dois tipos de
estruturas distintas (Figura 6). As microcapsulas sdo particulas normalmente
esféricas, se estiverem carregando um liquido ou um gas, ou de outro formato se
carregarem particulas sélidas ou semi-sdlidas, ja que constituem um sistema tipo

reservatorio. O material microencapsulado € chamado de nucleo ou fase interna
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enquanto a fase externa é também conhecida como parede, revestimento ou
membrana. Denomina-se microesferas aqueles sistemas em que o farmaco
encontra-se homogeneamente disperso no interior da matriz polimérica ou cerosa,
formando um sistema monolitico, onde nédo é possivel identificar um nucleo
diferenciado. O material polimérico forma uma rede tridimensional, onde o farmaco
pode ser adsorvido, incorporado ou ligado covalentemente a superficie da particula,
formando sistemas de dissolugao, dispersao ou sistemas porosos. As particulas com
tamanho entre 10 e 1000 nm (1 um) sdo consideradas nanoparticulas, enquanto que
particulas maiores que 1 pym sao denominadas microparticulas (BRESOLIN e
FILHO, 2003).

Membrana Matriz

Material Material
encapsulado disperso

Sistema reservatoério ou
Microcapsula

Sistema matricial ou
Microesfera

Figura 6. Estrutura dos sistemas obtidos por microencapsulagao

2.4.2 Métodos de preparagao

Muitos métodos foram propostos para producdo de microparticulas,
dependendo da solubilidade do nucleo e do polimero, tamanho de particula,
permeabilidade e espessura da parede, propriedades fisicas, tipo e taxa de liberacéo
e custo de produgéo (BRESOLIN e FILHO, 2003; ANAL e SINGH, 2007; JAWOREK,
2007). O método ideal de microencapsulacao deve ser simples, reprodutivel, rapido,
facil de transpor a escala industrial e deve ser pouco dependente das caracteristicas
de solubilidade do farmaco e polimero (SILVA et al., 2003).
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Para promover a formacdo de microparticulas, tanto para aplicagdo em
alimentos, como em cosméticos e liberacdo de farmacos, existem métodos
quimicos, fisicos (mecanicos) e fisico-quimicos. Entre os métodos quimicos
utilizados destacam-se a inclusdo molecular, que corresponde a encapsulagao de
certas moléculas por outras e a polimerizacao interfacial. Pode-se citar ainda a
policondensagédo interfacial e a polimerizagdo em meio disperso (CONSTANT e
STRINGHETA, 2002; JAWOREK, 2007).

Como meétodos fisico-quimicos citam-se a separacdo de fases ou a
coacervagao simples e complexa, a evaporagao-extracdo de solvente, a gelificagdo
térmica de emulsdes e o envolvimento lipossdmico. Estes métodos, de forma geral,
transformam substancias inicialmente soluveis, tais como polimeros e ceras, em

materiais insoluveis no mesmo meio (PAVANETTO et al., 1993).

A coacervacgao ou separagao de fases consiste na obtengdo a partir de uma
solugdo contendo uma macromolécula dispersa, de duas fases liquidas imisciveis,
uma fase de coacervado, em que a macromolécula estd presente em elevada
concentracdo e uma fase de equilibrio, em que a mesma estd em baixa
concentracdo. Quando estad presente uma unica macromolécula este processo €&
designado por coacervagao simples e quando estdo presentes duas ou mais
moléculas de carga oposta € referido como coacervagao complexa. A coacervagao
simples é induzida por uma alteragcao de condigdes que causam a dessolvatagao da
macromolécula, como a adigdo de um nao-solvente, a adicdo de micro-ions ou
alteragcbes da temperatura, que promovem as interagdes macromolécula-
macromolécula em detrimento das interacbes macromolécula-solvente. A
coacervagao complexa é induzida através da criagdo de forgas eletrostaticas entre
as macromoléculas (PAVANETTO et al., 1993; SILVA et al., 2003).

Dentro os processos fisicos citam-se o revestimento por extrusdo, com
diversas modalidades, e mais recentemente a coextrusdo/esferonizacdo e
nebulizagdo por spray-drying (CONSTANT e STRINGHETA, 2002; JAWOREK,

2007). Esta tecnologia é utilizada em diversos segmentos industriais, incluindo o
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farmacéutico. Embora seja uma técnica de elevado custo, que necessita de
investimentos em instalacbes e operagdes, muitas sdo as razdes pelas quais a
mesma € amplamente utilizada apesar do custo. Estas vantagens incluem a
producao de particulas de qualidade consistente, a facilidade em relagdo ao uso
continuo, a aplicabilidade da técnica em materiais tanto sensiveis quanto resistentes
ao aquecimento e a capacidade de processar varios tipos de matérias-primas
(PALMIERI; WHERLE; STAMM, 1994; DANGPRASIRT e RITTHIDEJ, 1995;
WENDEL e CELIK, 1998; RATTES e OLIVEIRA, 2007).

No método de atomizagdo por spray-drying (Figura 7) o farmaco é
incorporado juntamente ao material revestidor previamente solubilizado ou fundido.
A solugao resultante é atomizada em um compartimento que recebe um fluxo de ar
quente. A rapida evaporagdo da agua permite manter baixa a temperatura das
particulas, de maneira que a alta temperatura do ar de secagem n&o afete
demasiadamente o produto (BROADHEAD; ROUAN; RHODES, 1992; BERMAN,;
PIERCE; PAGE, 1994; SHU et al., 2006).

Atomizador
l Camara de

secagem
@ W

/ - i ' \
I' 1
N

lﬂ}l‘L Coletor 5 ‘I_
@ \ 2]

Produto seco

Figura 7. Desenho esquematico do spray- dryer
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2.4.3 Aplicagao das microparticulas

Na area farmacéutica as aplicagdes das microparticulas sdo extensas, sendo
empregadas para mascarar sabores ou odores, converter liquidos em sélidos e a
protecao em relagdo aos agentes atmosféricos (umidade, luz, calor e/ou oxidacao),
proporcionando um aumento da estabilidade (DAVIES, 2001; BRESOLIN e FILHO,
2003; SILVA et al., 2003).

Outras aplicagbes incluem a reducao ou eliminagao da irritagao gastrica ou
efeitos secundarios provocados por alguns farmacos, a reducédo da volatilidade, a
administracdo de farmacos incompativeis, o0 melhoramento das caracteristicas de
escoamento de pds, a facilitagdo do manuseio de substancias toxicas, o auxilio a
dispersdo de substancias insoluveis em agua em meios aquosos e a producao de
formas farmacéuticas de liberagdo modificada (DAVIES, 2001; BRESOLIN e FILHO,
2003; SILVA et al., 2003).

2.4.4 Vias de administragao de produtos microparticulados

As vias para administracao destes produtos sdo as mais variadas possiveis,
dependendo do alvo terapéutico desejado. As microcapsulas podem ser
administradas via parenteral ou implantadas. Pela via oral, farmacos
microencapsulados sao geralmente administrados por meio de capsulas de gelatina
dura, que podem também receber revestimento entérico ou, alternativamente, em
suspensdes estaveis, eventualmente incluidas em capsulas moles. As vias nasal e
ocular sdo também de interesse para o uso de microparticulas (BRESOLIN e FILHO,
2003; MELO et al., 2006; VANDELLI et al., 2006; BODMEIER e KRANZ, 2007; HE et
al., 2007; DONG; MAINCENT; BODMEIER, 2007).
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2.5 Liberacao modificada

2.5.1 Consideragoes gerais

Alguns sistemas de liberacéo de farmacos destinam-se a liberar o farmaco no
organismo de modo que seja absorvido com rapidez e completamente, enquanto
outros devem liberar o principio ativo lentamente para que a agdo do farmaco seja
prolongada (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000).

Cada sistema de liberagdo objetiva eliminar as mudangas ciclicas na
concentracdo de farmaco no plasma, observada apos a administragdo de um
sistema de liberagdo convencional. Assim uma variedade de expressdes sao

utilizadas para descrever esses sistemas de liberagdo modificada (AULTON, 2005):

» Liberacao retardada: indica que o farmaco nao ¢ liberado imediatamente apos
a administragdo, mas um tempo depois, por exemplo, comprimidos com

revestimento entérico e capsulas de liberagao pulsatil;

» Liberagao repetida: indica que uma dose individual é liberada regularmente
logo apds a administracdo, e uma segunda ou terceira doses sao

subsequentemente liberadas;

» Liberagao prolongada: indica que o farmaco é disponibilizado para absorgéao
por um periodo de tempo mais prolongado do que a partir de uma forma

farmacéutica convencional;

» Liberagao sustentada: indica uma liberacgao inicial de farmaco, suficiente para
disponibilizar a dose terapéutica logo apds a administragdo, a qual € seguida

de uma liberagao gradual do farmaco, por um periodo de tempo estendido;

» Liberagao estendida (LE): refere-se a formas farmacéuticas que liberam o

farmaco lentamente de modo a manter as concentragdes plasmaticas no nivel



21

terapéutico, por um periodo prolongado de tempo (em geral, entre 8 e 12

horas);

» Liberagao controlada (LC): refere-se a formas farmacéuticas que liberam o
farmaco em wuma velocidade constante e fornecem concentragoes

plasmaticas que permanecem invariaveis com o tempo;

» Liberagdo modificada (LM): refere-se a formas farmacéuticas definidas pela
USP (United States Pharmacopea), nas quais as caracteristicas de curso e/ou
localizag&o de liberagdo de farmacos sao escolhidas para satisfazer objetivos
terapéuticos ou de conveniéncia nao oferecidos pelas formas convencionais,
entretanto uma forma farmacéutica de liberagdo estendida (LE) permite uma
dupla reducdo da freqiiéncia de doses. E interessante salientar que a USP
considera os termos, liberagdo controlada, liberagdo prolongada e liberagao

sustentada intercambiaveis com o termo liberacéo estendida.

A maioria dos sistemas de liberacdo modificada (Figura 8) é elaborada de
modo que a administragdo de uma s6 unidade de dose proporcione a liberagao
imediata de uma quantidade de farmaco que prontamente produz o efeito
terapéutico desejado, e a liberacdo gradual continua de quantidades adicionais
para manter esse nivel de efeito durante um periodo prolongado. Nestes sistemas,
o planejamento baseia-se nas caracteristicas peculiares de cada farmaco, pois o
que pode ser efetivo para um farmaco pode nao ser eficiente para outro,
considerando as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas de cada um. Para
manter o nivel constante de farmaco no organismo, este deve ser liberado em
velocidade que substitua a quantidade que foi metabolizada e excretada (ANSEL;
POPOVICH; ALLEN, 2000).
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Figura 8. Cedéncia do farmaco de uma forma farmacéutica de liberagéo

convencional (A) e liberagdo modificada (B)
2.5.2 Vantagens terapéuticas

Estas formulagbes apresentam grandes vantagens quando comparadas as
formas farmacéuticas de liberacdo convencional, como por exemplo, a frequéncia da
administracdo é reduzida e a adesao do paciente a terapéutica pode aumentar,
tornando a administragdo do farmaco mais adequada. As variagbes das
concentragdes plasmaticas, caracteristicas dos regimes posolégicos multiplos das
formas farmacéuticas convencionais, sdo reduzidas, pois se consegue manter um
nivel plasmatico. Outra vantagem menos evidente, mas que esta implicita na
concepgao deste tipo de forma farmacéutica é o fato da quantidade total de farmaco
administrado ao paciente poder ser reduzida, logo a biodisponibilidade € maior para
uma dose minima. Por outro lado, pode-se conseguir um controle mais adequado da
absorc¢ao do farmaco, uma vez que o nivel dos picos plasmaticos observados apdés a
administracdo da dose de um farmaco bastante biodisponivel, pode ser reduzida
pela sua formulacdo numa forma de agcdo modificada. A margem de seguranga de
farmacos bastante potentes pode ser aumentada e a incidéncia de efeitos adversos
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locais ou sistémicos pode ser reduzida em pacientes mais sensiveis (LACHMAN;
LIEBERMAN; KANING, 2001).

2.5.3 Sistemas de liberagdao modificada contendo aciclovir

O controle da liberagao de farmacos em sitios de acéo especificos, através da
utilizacao de vetores, capazes de permitir a otimizagcdo da velocidade de cedéncia e
do regime de dosagem das substancias, vem sendo amplamente investigado
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Pesquisa bibliografica realizada na base de dados “Science Direct’
demonstrou que foram pesquisados e desenvolvidos poucos trabalhos envolvendo
sistemas de liberacao diferenciados para o aciclovir. Os principais trabalhos estéao

relatados a sequir:

Em 1998, Groning e colaboradores desenvolveram comprimidos
magnetizados para administragao oral, a fim de controlar o transito gastrintestinal da
formulacdo. Os resultados apontaram que a concentragao plasmatica do aciclovir foi
significantemente maior apdés 12 horas da administracdo, em relacdo aos

comprimidos de liberacdo imediata.

Lipossomas a base de fosfatidilcolina para liberagao ocular foram preparados
e investigados in vitro e in vivo, apresentando um aumento na penetracdo do
farmaco (LAW; HUANG; CHIANG, 2000). Rossel e colaboradores (2000)
complexaram o aciclovir com p-ciclodextrinas a fim de promover um aumento da
solubilidade. Microesferas de liberacdo sustentada foram desenvolvidas utilizando a
etilcelulose como polimero, promovendo tempos de liberacdo em torno de 12 horas
em fluido gastrintestinal (CHEU et al., 2001).

Sistemas microencapsulados com poli (D,L-lactideo-co-glicolideo) foram
preparados para administracdo topica, permitindo um aumento do aciclovir na
epiderme basal (JALON et al., 2003). O mesmo sistema com diferentes pesos

moleculares também foi utilizado para desenvolver microparticulas visando a
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administracao intravitrea (CONTI et al., 1997; SANCHO; VANRELL; NEGRO, 2003).
Sandri e colaboladores (2004) indicaram um aumento da permeag¢ao e muco adesao
bucal e vaginal quando o farmaco foi incorporado em uma solugdo polimérica
contendo a 5-metil-pirrolidinonaquitosana como polimero base. Pavelic e
colaboradores (2005) desenvolveram lipossomas contendo aciclovir para liberagéo

vaginal.

A literatura demonstra o desenvolvimento de comprimidos matriciais
hidrofilicos constituidos por hidroxipropilmetilcelulose K4M em diferentes
proporgdes, proporcionando tempos de liberagdo de aproximadamente 400 minutos
(FUERTES et al., 2006).

O copolimero polietileno-co-acetato de vinila foi utilizado para originar um
filme bucal de liberagdo modificada (TALLURY; ALIMOHAMMADI; KALACHANDRA,
2007). A acrilamida enxertada com dextrana e quitosana foi igualmente empregada
como polimero base para o desenvolvimento de microesferas contendo aciclovir,
através da técnica de emulsificagdo (ROKHADE; PATIL; AMINABHAVI, 2007).

Recentemente, filmes poliméricos constituidos de etil e hexilmetacrilato com
diferentes pesos moleculares foram desenvolvidos por Tallury e colaboradores
(2008) para encapsulacao do aciclovir. Microcapsulas de liberagao controlada foram
preparadas a partir de polivinilgalactose-éster-metacriletiltrimetilaménia na forma de
cloridrato (ZHANG et al, 2008). Um complexo do farmaco com [-
ciclodextrina/poliamida/amino, foi formulado objetivando aumentar a solubilidade do
mesmo (BENCINI et al ., 2008).

Observa-se, ainda, que diversos sistemas investigados contendo aciclovir
destina-se as vias de administracdo alternativas a via oral, o que implica na
necessidade de pesquisar e desenvolver sistemas objetivando-se este local de

administragao.
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2.6 Via Oral

A administragcdo de farmacos pela via oral € a mais comum, entretanto é
também a mais variavel e envolve o trajeto mais complicado de acesso aos tecidos.
Certos farmacos s&o absorvidos no estdbmago, porém o principal sitio de entrada
para a circulacdo sistémica é o duodeno, em razdo de sua maior superficie de
absorcao. A maioria dos farmacos absorvidos no trato gastrintestinal (TGI) entra na
circulagao porta e passa pelo figado antes de ser distribuido pela circulagao geral. O
metabolismo de primeira passagem no intestino ou figado limita a eficacia de muitos

farmacos administrados por via oral.

A absorgao pelo trato gastrintestinal é regulada por diversos fatores, tais como,
estado fisico do farmaco, area de superficie para a absor¢ao, fluxo sanguineo e a
concentragdo no local da absorg&o. As principais vantagens em se administrar um
medicamento por via oral, estdo relacionadas com a seguranga, conveniéncia e
economia (AULTON, 2005).

2.7 Fisiologia do trato gastrintestinal e absorg¢ao de farmacos

A via oral é aquela pela qual a maioria dos medicamentos € administrada,
assim sendo, € importante conhecer como essas formulagbes comportam-se
durante a passagem pelo trato gastrintestinal. Sabe-se que o intestino delgado € o
sitio de maior absorgédo de farmacos e por esse motivo, o tempo em que o farmaco
permanece nessa parte do trato gastrintestinal € altamente significativo. Quando
estao sendo desenvolvidos sistemas de liberacdo modificada, € essencial avaliar os
fatores que podem afetar o seu comportamento e, especialmente o tempo de
transito em determinadas regides do trato gastrintestinal. De modo geral, a maioria
das formas farmacéuticas quando ingeridas na posicao ereta, passa pelo es6fago
rapidamente em geral menos de 15 segundos. O trénsito pelo es6fago depende
tanto da forma farmacéutica como da postura (AULTON, 2005).
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2.7.1 Esvaziamento gastrico

O tempo que uma forma farmacéutica leva para atravessar o estbmago €
geralmente denominado de, tempo de resisténcia gastrica, tempo de esvaziamento
gastrico ou velocidade de esvaziamento gastrico. O esvaziamento gastrico de
medicamentos é muito variavel e depende da forma farmacéutica e se o estdmago
estd cheio ou em jejum. Os tempos de residéncia gastrica normais variam

geralmente de cinco minutos a duas horas (AULTON, 2005).

2.7.2 Transito pelo intestino delgado

O intestino delgado é um tubo cilindrico com pouco mais de 6 metros e
aproximadamente 4 cm de didmetro na porgcado proximal, estreitando-se até 2,5 cm
de didmetro na porgao distal. O duodeno é a primeira por¢ado proximal do intestino
delgado, que se estende do piloro (gastroduodenal) ao jejuno. No duodeno realiza-
se a digestao do quimo, pela agado do suco entérico que contém enzimas como a

enteroquinase e horménios como a secretina (GUYTON, 1992).

O jejuno e o ileo constituem a porcdo mesentérica e mével do intestino
delgado, comegando ao nivel da flexura duodeno-jejunal e terminando ao nivel da
fossa iliaca direita, onde se estabelece a continuidade com o intestino grosso. A
absorcao dos nutrientes ocorre nas regides do jejuno e do ileo. Os nutrientes séo
absorvidos pelo sangue e passam para o figado para serem distribuidos a todo
organismo (GUYTON, 1992).

O transito no intestino delgado é relativamente constante, em torno de trés
horas. Contrastando com o estdbmago, nao discrimina sélidos de liquidos e, por isso,
nao discrimina formas farmacéuticas, no individuo em jejum ou apds a ingestao de
alimentos. O tempo de residéncia no intestino delgado € um fator de particular
importancia para formas farmacéuticas que liberam lentamente o farmaco a medida
que passam ao longo do trato gastrintestinal, como o sdo os sistemas de liberagao

prolongada, sustentada e controlada, bem como formas farmacéuticas com
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revestimento entérico, as quais liberam o farmaco somente quando alcangam o
intestino delgado (AULTON, 2005).

Geralmente o intestino delgado € considerado como sitio primario de
absorcdo de farmacos e, consequentemente, a via principal de escolha para sua
liberac&o. Entretanto, um grande interesse na liberacdo de farmacos no coélon tem
ocorrido nos ultimos anos (MACKAY; PHILLIPS; HASTEWEL, 1997; BRESOLIN e
FILHO, 2003).

2.7.3 Transito pelo intestino grosso

O intestino grosso € a parte final do tubo digestivo. Nele distinguem-se trés
partes: ceco, colén e reto. Entre essas regides, a mais importante em relagdo a
absorcdo de farmacos é o colon. Este é composto de trés regides; colon
ascendente, o colon transverso, que atravessa a cavidade abdominal da direita para
a esquerda e o célon descendente (GUYTON, 1992; MACKAY; PHILLIPS;
HASTEWEL, 1997). O transito de medicamentos no colon € longo e variavel (2 a 48
horas), podendo variar de acordo com o tipo de forma farmacéutica, da dieta,
padroes de alimentacao e estados doentios. Na maioria das pessoas, os tempos de
transito da boca até o anus ultrapassam 24 horas (AULTON, 2005). O trato

gastrintestinal humano estéa representado na Figura 9.

Boca—@ /
Esdfago

Estomago

Intestino delgado

Intestino grosso

Figura 9. Trato gastrintestinal humano
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3.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve por objetivo desenvolver microparticulas contendo aciclovir,
utilizando o biopolimero quitosana como matriz polimérica, através das técnicas de
coacervagao e spray-drying, a fim de promover uma liberacdo modificada do

farmaco.

3.2 Objetivos especificos

» Caracterizagao do farmaco aciclovir (matéria-prima);

» Sintese das microesferas de malonilquitosana através da reacdo de amidacao

entre a quitosana (microesferas gelatinizadas) e o acido malbnico;

» Caracterizacdo das microesferas de malonilquitosana, através de analise
elementar, IV, RMN °C, TG e MEV;

» Impregnacédo do aciclovir nas microesferas de malonilquitosana através da

técnica de adsorcgéo por contato;

» Avaliacdo do grau de intumescimento das microesferas de malonilquitosana

contendo aciclovir;

» Desenvolvimento das microparticulas de quitosana contendo aciclovir pela
técnica de spray- drying (Parte | — sem adi¢cao de agente reticulante) e (Parte

II- com adi¢cao do agente reticulante tripolifosfato);

» Determinacao da eficiéncia de encapsulacao das formulacdes desenvolvidas

pelas técnicas de coavervagao e spray- drying;

» Determinagao in vitro do perfil de liberagdo do farmaco a partir das

formulagdes desenvolvidas por ambas as técnicas;
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Aplicacdo de modelos matematicos para elucidar os mecanismos envolvidos
na liberacdo do aciclovir a partir dos sistemas poliméricos desenvolvidos

pelas distintas técnicas;

Caracterizagao das microparticulas desenvolvidas por spray- drying, pelas
técnicas de DSC, TG, DRX, IV e MEV;

Avaliagdo da estabilidade das formulagbes desenvolvidas por spray- drying
(Parte I1) frente & temperatura de 40 + 2 °C, umidade relativa de 75 + 5 % e

condi¢cdes ambientais de temperatura e umidade;

Validacdo da metodologia analitica de doseamento das microparticulas
produzidas por spray-drying por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).



IV- Materiais e Métodos
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4.1 Materiais

4.1.1 Matérias-Primas

O farmaco aciclovir foi cedido pela empresa Eurofarma, este proveniente do
fornecedor Chemo SA, numero de lote 4507062001. A quitosana foi obtida da
Purifarma, apresentando um grau de desacetilacdo de 90 % e massa molar média
de 122.740 Dalton e o tripolifosfato foi adquirido da Plury Quimica LTDA, lote interno
2134560. Os padrdes de aciclovir e guanina sao provenientes da Farmacopéia

Brasileira.

4.1.2 Solventes e Reagentes

Todos os reagentes utilizados possuiam grau de pureza analitica com excegao

daqueles utilizados na analise por CLAE.

Acetonitrila (grau cromatografico)
Acido acético

Acido cloridrico

Acido malénico

Acido sulfarico

Agua deionizada

Agua destilada

Etanol

Fosfato de sddio

Glutaraldeido

Hidréxido de sédio

YV V.V V V V V V V V V

4.1.3 Equipamentos

> Analisador térmico DSC 60 SHIMADZU
» Aparelho de dissolugdo VARIAN
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Balanca Analitica OHAUS

Banho de ultrason UNIQUE

Bomba peristaltica ISMATEC

Centrifuga SIGMA

Coluna Cromatografica PHENOMENEX

Cromatdégrafo liquido SHIMADZU FRC-10 A, com bomba LC-10AD e detector
SPD-10AV da SHIMADZU, gerenciado por controlador SCL-10 AVP,

acoplado a computador Mega Corp e operado pelo programa Class-VP

YV V. V V V V

Elemental Analyzer Carlo Erba, modelo EA 1110

Difrator de raios X, PHILIPS, modelo X-Pert

Microscopio Eletrénico de Varredura PHILIPS, modelo XL30
Espectrofotdbmetro UV/VIS VARIAN, modelo Cary 50 BIO
Espectrofotometro RMN 400 MHZ-VARIAN, modelo Eur 0028
Espectrofotdbmetro infravermelho FT Perkin Elmer, modelo 16 PC
Mini spray- dryer BUCHI, modelo B-191, Suica

Termobalanca TGA-50 SHIMADZU

YV V.V V V V V V

4.2 Métodos

4.2.1 Caracterizagao do farmaco

O aciclovir (matéria-prima) utilizado para a realizacdo deste trabalho foi
submetido aos ensaios de determinagcdo do teor de substancia ativa (UNITED
STATES PHARMACOPEIA 30 NF/25, 2007), espectroscopia na regido do
infravermelho (IV) e ultravioleta (UV), e calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

com o objetivo de caracteriza-lo e realizar o seu controle de qualidade.

4.2.2 Desenvolvimento das microparticulas

As microparticulas a base de quitosana foram desenvolvidas por técnicas

distintas, coacervacgao e spray-drying, conforme metodologias descritas a seguir:
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4.2.2.1 Preparagao das microesferas de quitosana gelatinizada pela técnica de

coacervagao

A quitosana (5 g) foi dissolvida em 100 mL de uma solug&o de acido acético
5 % (v/v). Em seguida foi gotejada em um banho contendo solugdo de NaOH 2,0
mol.L" através de uma bomba peristaltica (Ismatec) sob constante agitacdo, para
dar origem as microesferas de quitosana gelatinizada, sendo estas lavadas,

posteriormente, com agua destilada até pH neutro e secas a temperatura ambiente.

4.2.2.2 Sintese das microesferas de malonilquitosana através da reagado de

amidagcao com acido malénico

Uma amostra de 5 g de microesferas de quitosana gelatinizadas foi pesada e
suspensa em 20 mL de etanol anidro, sob constante agitagdo durante uma hora,
logo ap6s o etanol foi retirado por filtragdo. As microesferas de quitosana umidas
foram suspensas novamente em 20 mL de etanol contendo 450 mg de &cido
maldnico. A mistura resultante foi refluxada por 36 horas a 78 °C e entao resfriada
em temperatura ambiente. Apds este procedimento as microesferas foram colocadas
em contato com uma solu¢do de glutaraldeido 2,5 % (m/v) por um periodo de 24
horas em temperatura ambiente, sob constante agitacdo. O material resultante foi
fitrado e lavado com agua destilada para a retirada do excesso do agente

reticulante.

4.2.2.3 Caracterizagdo e analises fisico-quimicas das microesferas de

malonilquitosana

As microesferas produzidas pela técnica de coacervagao e modificadas pela

reacao de amidagédo com acido maldnico foram submetidas aos seguintes ensaios:
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4.2.2.3.1 Determinagao do grau de substituicao por analise elementar

O grau de substituicdo (GS) nas microesferas de quitosana foi determinado
de acordo com o método descrito por Inukai e colaboradores conforme Equacéo 1
(INUKAI et al., 1998):

GS = [(C/N), - (C/N)o] / 3 (1)

Onde (C/N), € a razao carbono/nitrogénio das microesferas de malonil
resultante e (C/N), é a razdo carbono/nitrogénio das microesferas de quitosana
gelatinizada. O valor 3 é referente ao numero de atomos de carbono substituintes.
Os valores de C/N foram medidos através de um Elemental Analyzer Carlo Erba EA

1110, utilizando-se os valores experimentais percentuais de C, H e N.
4.2.2.3.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho (IV)

As microesferas de quitosana gelatinizada e malonilquitosana foram
previamente trituradas e prensadas com KBr na forma de pastilhas. Os espectros
das microesferas na regido do infravermelho foram obtidos através de

espectrofotdmetro FT Perkin Elmer modelo 16 PC, na regido de 4000 - 400 cm™.

4.2.2.3.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN **C)

Os espectros de RMN de *C em fase sdélida foram obtidos em aparelho
Oxford Instruments, NMR 400 MHZ- Varian Model Eur 0028, através do programa
mercury NMR Spectrimeter Systems.

4.2.2.3.4 Anadlise termogravimétrica (TG/DTG)

As curvas TG foram obtidas na faixa de temperatura entre 25 °C e 600 °C,
utilizando-se termobalanca modelo TGA-50 da marca Shimadzu, sob razdo dindmica
de nitrogénio (50 mL.min™), razdo de aquecimento de 10 °C. min™, utilizando

cadinho de platina contendo aproximadamente 3 mg da amostra.
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4.2.2.3.5 Determinagao do grau de intumescimento (Gl)

Aliquotas de microesferas secas (0,5 g) foram colocadas em béqueres com
solugdes de acido cloridrico 0,1 mol.L™ pH 1,2 e tampao fosfato com pH 6,8 e 9,0
em temperatura constante de 37 °C. A cada 30 minutos durante o periodo de 6
horas as microesferas foram retiradas e ligeiramente secas em papel absorvente,
para eliminar excesso de agua, sendo em seguida pesadas em balanga analitica. A
mesma massa de microesferas foi submetida a valores crescentes de pH,
permanecendo durante duas horas em cada valor. A cada 30 minutos foram secas
em papel absorvente e pesadas em balanga analitica. O grau de intumescimento (Gl
%) foi calculado pela Equagao 2, até as amostras apresentarem peso constante.

Este ensaio foi realizado em triplicata.

Gl % =Mi—Mo x 100 (2)
Mo

Onde Gl é o grau de intumescimento, M; € a massa (g) da amostra
hidratada e My é a massa (g) da amostra seca.

4.2.2.3.6 Incorporacgao do farmaco nas microesferas de malonilquitosana

O aciclovir (0,2 g) foi incorporado nas microesferas de malonilquitosana (1 g)
fatravés da técnica de adsorcao por contato. O farmaco foi dissolvido em 100 mL de
HCI 0,3 mol.L™" e a solugao resultante colocada em contato com as microesferas por
periodos de 6, 12 e 24 horas, sob agitacdo constante para ocorrer uma melhor
penetracado do farmaco. Apds este periodo as microesferas foram retiradas, filtradas
e lavadas ligeiramente com HCI 0,3 mol.L™, para retirar o excesso do farmaco, e

secas a temperatura ambiente.
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4.2.2.3.7 Eficiéncia de encapsulagao

Amostras de 100 mg de microesferas de malonilquitosana contendo aciclovir
foram trituradas e dissolvidas em 10 mL de HCI 0,3 mol.L™" . A solugao foi filtrada
através de um filtro (Milipore®) de 0,22 ym. O conteudo de farmaco contido nas
microesferas foi determinado por espectroscopia na regido do ultravioleta (A
max=254 nm; Varian Carry 50 Bio, USA) e a porcentagem de encapsulagao
calculada conforme Equagao abaixo:

Massa de aciclovir

presente nas

microesferas
encapsulagdo = x 100 (3)

% Eficiéncia de

Massa téorica de
aciclovir

4.2.2.3.8 Liberagao in vitro

Os estudos de liberagcdo foram baseados no método proposto pela
Farmacopéia Americana (UNITED STATES PHARMACOPEIA 30/NF 25, 2007),
utilizando-se aparato | (cesto), temperatura de 37 + 0,5 °C e velocidade de rotagdo
de 100 rpm. O meio de dissolugao simulou o fluido gastrintestinal (pH 1,2 € 6,8) e 0
volume utilizado foi de 500 mL. Aliquotas de 5 mL foram retiradas nos intervalos de
5, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300 e 330 minutos ou até a
liberagdo de 80 % do farmaco. O mesmo volume retirado em cada intervalo de
tempo foi reposto. As amostras foram centrifugadas e a quantidade de aciclovir
liberada determinada através da leitura das absorbancias em espectrofotdmetro na
regidao do UV, em 254 nm. A concentragédo de aciclovir foi determinada através da
equacao da reta média obtida previamente através da construcdo de uma curva de
calibragdo (2 a 20 ug.mL™).

4.2.2.3.9 Avaliagao morfolégica e tamanho de particula

Para a avaliagdo morfologica e determinagdo do tamanho de particula foi

utilizado equipamento de Microscopia Eletronica de Varredura, modelo XL30 da
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marca PHILIPS. As amostras foram recobertas com ouro (350 A), sob vacu, com o
auxilio do aparelho Polaron modelo E 5000.

4.2.3 Preparagao das microparticulas pela técnica de spray-drying

O desenvolvimento das microparticulas pela técnica de spray-drying foi
realizado em duas etapas: uma primeira etapa onde foi desenvolvida a formulagao
F1 sem a adigcado de tripolifosfato (etapa de pré-formulagdo) e uma segunda etapa
onde as demais formulagdes (F2, F3, F4, F5 e F6) foram preparadas com a adigéo
do agente reticulante tripolifosfato.

As formulagbes foram desenvolvidas conforme a Tabela 2 e esquema
representado na Figura 10. O aciclovir (100 a 200 mg) foi solubilizado em solugéo de
HCI 0,1 mol.L™". Em seguida, a quitosana, em diferentes concentracdes foi dissolvida
na solugdo contendo o farmaco e homogenizada durante 1 hora com o auxilio de
um agitador magnético, dando origem a uma solu¢do polimérica. A solugdo de
tripolifosfato foi adicionado a solugao lentamente, sob agitacao constante durante 30
minutos. A solugdo resultante foi nebulizada em spray-dryer Buchi (modelo B-191,
Suiga) sob as seguintes condigdes: temperatura do ar (entrada) e saida 180 °C e 92
°C respectivamente, fluxo da solugdo 7mL/min, fluxo de ar 500L/h e aspiracédo a
100%.

Tabela 2: Formulagdes desenvolvidas por spray-drying

Volume de Massa de Volume de HCI

Formulagao Quitosana (g) TPP 2 % aciclovir 0,1 mol.L™

(mL) (mg) (mL)
F1 1 0 200 100
F2 1 1 100 100
F3 1 1 150 100
F4 1 1 200 100
F5 2 2 100 100
F6 2 2 150 100
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Solugéao de aciclovir (100 a 200
mg) em HCI 0,1 mol.L™

Agitacdo 1 hora Quitosana

Solugéo polimérica de quitosana +
aciclovir (Etapa I)

TPP Homogeneizagao
600 rpm, 30 min

Solugao polimérica de quitosana +
aciclovir + TPP (Etapall)

Spray- drying

O OO
OO
o OO0

Microparticulas contendo aciclovir

Figura 10. Esquema representativo da metodologia de preparo das microparticulas

de quitosana contendo aciclovir por spray- drying

4.2.3.1 Caracterizagdao das microparticulas produzidas pela técnica de spray-

drying

As formulagdes desenvolvidas por esta técnica foram submetidas aos ensaios
de: eficiéncia de encapsulagdo (determinada por CLAE), termogravimetria (TG),
espectroscopia na regiao do infravermelho (IV), microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e liberagéo in vitro, conforme metodologias descritas anteriormente. Além dos
ensaios de calorimetria exploratdria diferencial (DSC) e difracdo de raios X de pdé

(DRX), métodos descitos a seguir.
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As formulagbes desenvolvidas na segunda etapa foram avaliadas também
através de termogravimetria no modo isotérmico e estudos de estabilidade

acelerada, conforme metodologias descritas abaixo:

4.2.3.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas na faixa de temperatura entre 25 °C e 600 °C,
utilizando-se célula calorimétrica modelo DSC-60 da Shimadzu, sob atmosfera
dindmica de nitrogénio (50 mL/min), razdo de aquecimento de 10 °C/min, utilizando

capsula de aluminio parcialmente fechada contendo a amostra.

4.2.3.3 Difragao de raios X de pé

Os difratogramas foram obtidos em equipamento Philips (fonte de radiagdo
Cu-Ka, varredura angular 26) modelo X-Pert, nas seguintes condi¢des: filtro de

niquel, tubo com anodo de cobre, voltagem de 40 kV, corrente de 40 mA.

4.2.3.4 Termogravimetria modo isotérmico

As curvas isotermas foram obtidas na faixa de temperatura entre 20 °C e 100
°C, utilizando-se termobalanga modelo TGA-50 da marca Shimadzu, sob razao
dinamica de oxigénio (50 mL.min™"). A taxa de aquecimento empregada foi de 10 °C.
min" até 20 °C e 1 °C.min” até atingir 100 °C, sendo entdo mantida nesta
temperatura durante 4 horas. As amostras (3 mg) foram pesadas e analisadas em

cadinho de platina.

4.2.3.5 Estabilidade acelerada

Os estudos de estabilidade acelerada foram realizados em camara climatica a

temperatura de 40 + 2°C e 75 £ 5 % de umidade relativa durante o periodo de seis
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meses (Resolugcdo RE n° 1, de 29 de Julho de 2005), bem como sob condigbes
ambientais de temperatura e umidade (faixa de temperatura de 20 a 30 °C e faixa de
umidade de 60 a 70 %). Amostras das formulagdes foram retiradas nos intervalos de
tempos de 0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias e o teor de farmaco determinado por

cromatografia liquida de alta eficiéncia, conforme metodologia previamente validada.

4.2.4 Validagcao da metodologia analitica de doseamento por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

4.2.4.1 Condi¢goes cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatdgrafo liquido
(Shimadzu LC -10 A Japao), equipado com bombas LC-10AD, detector UV/VIS
SPD-10 AV e controlador SCL-10 AVP. Empregou-se uma coluna de fase reversa
(150 mm x 4,6 mm de diametro interno e tamanho de particular de 5 um). A fase
movel constituida de agua: acetonitrila (95:5 v/v), pH 2,5; eluida em uma vaz&o de
0,8 mL.min™", modo isocratico. O volume injetado foi 20 L para todas as amostras e

os dados foram obtidos através do software Class VP.

4.2.4.2 Preparo da solugao padrao

A solugao padrdo de 50 pg.mL'1 foi preparada dissolvendo-se 10 mg de
aciclovir padrao em 10 mL de hidréxido de sédio 0,1 mol.L™' e o volume completado
com fase movel em baldo volumétrico de 200 mL. A partir desta solugdo foram

feitas as diluicbes necessarias para os ensaios.

4.2.4.3 Preparo da amostra

Uma aliquota de microsferas correspondente a 10 mg de aciclovir foi pesada
em balancga analitica, dissolvida em 10 mL de etanol 90 % e sonicada durante 15

minutos para extragdo do farmaco. O volume foi completado em baldo volumétrico
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de 200 mL com fase mével. Aliquotas foram diluidas para obterem-se solugdes com
diferentes concentragdes de aciclovir (2, 5 € 6 pg.mL™).

O método foi validado conforme o preconizado na Resolu¢do RE n° 899, de
29 de Maio de 2003 e com as recomendacgdes da ICH (The International Conference
on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use). Os parametros avaliados foram especificidade, linearidade e faixa,

limite de quantificacao (LQ) e detecgéo (LD), precisao, exatidéo e robustez.
4.2.4.4 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através de analises comparativas
entre as microparticulas sem aciclovir (placebo) e as contendo o aciclovir, com os

padrdes primarios de aciclovir e guanina.
4.2.4.5 Linearidade e faixa

A linearidade e a faixa foram verificadas através da construcdo de uma curva
de calibragdo em triplicata, contemplando concentracdes de 1, 3, 5, 7 e 10 ug.mL'1.

A equacao da reta foi determinada através do estudo de regressao linear.

4.2.4.6 Limite de quantificagao (LQ) e detecgao (LD)

Estes foram calculados a partir do desvio padrao da resposta (o) e coeficiente

angular (s), através das Equagdes 4 e 5:

Lo= (“)T"j 4
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330

4.2.4.7 Precisao

A preciséo inter-corrida (repetibilidade) foi avaliada através da analise de seis
solugdes amostra na concentracdo de 5 pg.mL™"' em diferentes periodos do dia
(manha, tarde e noite) . A precisado intermediaria por sua vez foi determinada pela
analise de seis medidas de solugdes na mesma concentracao realizadas em dias

distintos.

4.2.4.8 Exatidao

Este parametro foi determinado através do ensaio de adi¢do do padrao, onde
diferentes concentracdes do padrdo de aciclovir (1, 5 e 8 ug.mL™") foram adicionadas
a solugdo amostra na concentracdo de 2 pg.mL'1, estando a concentragao final

compreendida na linearidade e faixa do método (Tabela 3).

Tabela 3: Ensaio de exatidao (procedimento)

Solugao amostra Solugao padrao Solucgao final
(ug.mL") (ug.mL™") (ug.mL™")
2 1 3
2 5 7
2 8 10

4.2.4.9 Robustez

A robustez foi avaliada através de pequenas variagdes nos parametros
cromatograficos como, fluxo (0,8 mL. min™ + 0,2), pH ( 2,5 + 0,5), comprimento de
onda ( 254 nm % 2).
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4.2.5 Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente empregando analise
de variancia ANOVA unifatorial, no qual os resultados foram considerados
significativos quando a probabilidade for inferior a 5 % (p < 0,05 intervalo de
confianca de 95 %) e teste t de Student com nivel de significancia a = 0,05 (intervalo
de confianga de 95 %).



V- Resultados e Discussoes




5.1 Caracterizagao do aciclovir
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O aciclovir utilizado como matéria-prima no desenvolvimento das
formulacgdes, foi caracterizado por diferentes técnicas e submetido a ensaios de
controle de qualidade de acordo com os compéndios oficiais em que a substancia é
descrita (UNITED STATES PHARMACOPEIA 30 NF/25, 2007; BRITISH
PHARMACOPEA, 2006).

O controle de qualidade de farmacos baseia-se nas especificagbes
estabelecidas para cada substancia, de acordo com as monografias oficiais
vigentes. Esta etapa € de fundamental importancia, pois a qualidade do produto final
desenvolvido esta diretamente relacionada a qualidade da matéria-prima empregada
no seu desenvolvimento (FERREIRA, 2002).

5.1.1 Teor do farmaco

O teor de aciclovir determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi
de 99,8 % (+ 0,45; n=3), estando de acordo com o preconizado na monografia do
farmaco, que estabelece valores entre 98 % e 101 % de teor de principio (UNITED
STATES PHARMACOPEIA 30 NF/25, 2007).

5.1.2 Identificagao por espectroscopia na regidao do infravermelho

A espectrofotometria no infravermelho é capaz de medir a absorgéo, por parte
de compostos quimicos analisados, de uma radiacdo eletromagnética, sendo este
espectro unico para cada substancia com excecao aos isbmeros oOpticos que em
solugdo apresentam espectros idénticos (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
2005). No setor farmacéutico, é usada em inumeras aplica¢gdes, como por exemplo,
na identificacdo de farmacos, avaliagdo da pureza, cristalinidade e estudos de
compatibilidade (KALINKOVA, 1999).

A Figura 11 representa o espectro na regidao do infravermelho do aciclovir,
estando de acordo com o apresentado na literatura, onde as principais bandas de

absorcdo estdo presentes. Na regido de 3500 cm™ observa-se uma banda larga, a
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qual corresponde ao grupo OH presente na molécula. As bandas em 3382 e 3332
cm” referem-se as aminas primarias e secundarias. Assim como a banda de alta
intensidade em 1584 cm™ corresponde as vibracdes de R-NH. A banda fraca de
amina secundaria situa-se em 2912 cm™. O grupo CH tem sua banda caracteristica
em 1346 cm™, e os grupos metileno em 1468 cm™. Na regido de 1584 cm™ e 1036

cm”, estdo representadas as bandas referentes & amida e ao alcool primario,

respectivamente.

/ H Niﬁ:\>

vo\/\OH

Transmitancia (%)

U U N e s
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (cm™)
Figura 11. Espectro infravermelho do aciclovir obtidos em pastilhas de KBr
5.1.3 Identificagao por espectroscopia na regidao do ultravioleta
O espectro na regido do ultravioleta (Figura 12), analisado em meio acido

(H2S0, 0,2 mol.L™") apresentou o pico de absorcdo maxima em 255 nm, conforme o
preconizado na literatura (MOFFAT et al., 2004).
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Figura 12. Espectro ultravioleta do aciclovir obtido em H,S0O4 0,2 mol.L™
5.1.4 Ponto de fusao por calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A curva DSC (Figura 13) evidenciou o ponto de fusdo do aciclovir em
256,7 °C (Tpeak = 256,70 °C, AHgsion = -125,29 J/g), resultado condizendo com o

especificado para este farmaco (BRITISH PHARMACOPEIA, 2006).
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Figura 13. Curva DSC do aciclovir obtida sob razdo de aquecimento de 2 °C min™

em atmosfera dinamica de nitrogénio (100 mL min™")

A partir destes ensaios de caracterizagao pode-se evidenciar a autenticidade

da amostra e a qualidade do aciclovir utilizado como farmaco modelo no presente

trabalho.



5.2 Caracterizacao e avaliagao das microesferas de quitosana
produzidas pela técnica de coacervagao e modificadas pela reagcao de

amidagao com acido malénico




51

5.2.1 Analise elementar

A porcentagem de grupos amino livres nas microesferas de malonilquitosana
(36 horas) foi verificada por analise elementar. Os resultados obtidos para este
ensaio foram: C 38,2 %; H 7,05 %; N 512 % para as microesferas de
malonilquitosana e, para as microesferas gelatinizadas, C 38,5 %; H 7,91 % e N
7,0 %.

O conteudo dos grupos aminos livres encontrado foi de 23,7 %, os quais
correspondem a 66,3 % de substituicdo, considerando que a quitosana de origem

apresentava 90 % de desacetilacao.

5.2.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho (IV) e espectrometria
magnética nuclear RMN de °C

Os espectros na regidao do infravermelho das microesferas de quitosana
gelatinizadas e malonilquitosana estado apresentados na Figura 14. De acordo com
0S espectros observa-se que as bandas de absorgéo na regido entre 3424-3446 cm’
das microesferas modificadas com acido malbénico sdo mais intensas em

decorréncia das vibragdes de estiramento — OH.

Os grupamentos amina primaria e amida sao identificados no espectro 1V na
regidao compreendida entre 1560 e 1650 cm™ (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
2005). Em ambos os espectros observam-se sinais nesta regido, embora nas
microesferas gelatinizadas o sinal seja mais intenso. A identificagdo dos sinais
relativos a amina primaria e amida presentes nas microesferas de malonilquitosana
nao aparece de forma clara no espectro, uma vez que ocorreu a sobreposi¢cao dos
sinais. A banda de absor¢do observada em 1724 cm™, no espectro das
microesferas de malonilquitosana, pode ser atribuida ao acido carboxilico, a qual se

encontra ausente nas microesferas gelatinizadas.
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Figura 14. Espectros na regido do infravermelho das microesferas gelatinizadas de
quitosana (A) e microesferas de malonilquitosana (B), obtidos em pastilhas de KBr

Nos espectros RMN de *C das microesferas gelatinizadas e malonilquitosana
(Figura 15) os principais picos estdo situados entre 5 20 e 200 ppm, regido onde se
encontra o sinal referente a carbonila. Os grupos funcionais amida, acido carboxilico,
ester, ou de anidrido apresentam um sinal de carbonila na faixa de & 155 a 185 ppm
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005). Em ambos os espectros, observa-se
sinais em ¢ 60,6 a 87,4 ppm e 6 59,1 a 79,0 ppm, respectivamente, que indicam a
presenca de anel piranose nas amostras. Além disso, dois sinais referentes aos
carbonos anoméricos sao observados em 6 109,4 e 56 105,0 ppm. A comparagao
dos espectros das amostras indica que a principal diferenca é o sinal adicional
referente a carbonila, observados nas microesferas de malonilquitosana em 5 178,3

ppm. O sinal referente a carbonila pode ser atribuido a formagdo de acido
carboxilico, amida ou ambos.
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Figura 15. Espectro RMN de "*C em fase sélida das microesferas gelatinizadas (A) e

malonilquitosana (B)
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A substituicdo do grupo malonil nas microesferas gelatinizadas pode ocorrer
nos grupos mais reativos, o grupo hidroxil do Cg € no grupo amino do C,. Porém a
literatura mostra que a N-substituicdo ocorre mais frequentemente do que a O-
substituicdo (KAS, 1997). Os resultados obtidos por analise elementar,

espectroscopia no infravermelho e RMN de *C sugerem a N-substituigao.

A amidacgao € a reacao que ocorre entre acidos dicarboxilicos ou anidridos
correspondentes tais como acido maldnico ou anidrido malénico e aménia, aminas
primarias ou aminas secundarias com formagdo de mono ou diamidas. A
malonilquitosana foi sintetizada a partir da reacdo de amidacéo entre a quitosana e o
acido malbénico (GLASSER e JAIN, 1999). Os resultados obtidos sugerem a
formacgao de grupo monoacido carboxilico e grupo monoamida, conforme esquema

representado na Figura 16.

H,0H COOH
0 O | HZ(‘))HO
+ CH —>

AOH
| {ow Y N\

NH, COOH :
- 2 _In NHCOCH,COOH

L —In

Figura 16. Esquema representativo da sintese da malonilquitosana

5.2.3 Termogravimetria (TG/DTG)

As curvas TG/DTG, ilustradas na Figura 17, demonstram que as microesferas
gelatinizadas apresentaram um unico evento de perda de massa na faixa de
temperatura compreendida entre 235 e 335 °C (Am= 30,32 %). Para as microesferas
de malonilquitosana as curvas demonstraram duas etapas de degradacgéo na faixa
de temperatura de 165 a 221 °C (Am= 22,54 %) e 265 a 333 °C (Am= 21,67 %). O
primeiro evento de massa esta relacionado com a volatilizacdo dos produtos

formados durante o0 processo de sintese. Assim, as microesferas de



55

malonilquitosana apresentaram uma menor estabilidade térmica em relagdo as
microesferas gelatinizadas, fato este que pode ser atribuido as ramificacbes na

cadeia lateral polimérica. A decomposigao térmica do produto ocorreu apés 400 °C.
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Figura 17. Curvas TG/DTG das microesferas gelatinizadas (A) e microesferas de
malonilquitosana (B), obtidas sob razdo de aquecimento de 10 °C min™ em

atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL min™)

5.2.4 Grau de intumescimento (Gl)

O processo fisico-quimico de intumescimento em meio aquoso de géis de
polimeros sintéticos e naturais e os seus respectivos graus de hidratacdo vém sendo
investigado com o proposito de aplicar estes sistemas em liberagdo controlada de
farmacos. Através do intumescimento, a estrutura do gel € expandida, promovendo a
liberagao do principio ativo. Fatores como grau de reticulagéo, pH, hidrofobicidade e

hidrofilicidade influenciam no grau de intumescimento do polimero (GINANI et al.,
1999).
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As microesferas de malonilquitosana foram submetidas a valores crescentes
de pH (1,2; 6,8; e 9,0) com o objetivo de simular o trato gastrintestinal. Neste ensaio
apresentaram um grau de intumescimento igual a 2300 % (+ 0,6) apds 6 horas de
experimento. Porém, quando as mesmas foram submetidas aos valores de pH
individual, os resultados apontaram valores de 2018 % (+ 0,89), 1060 % (£ 0,58) e
1178 % (x 0,91) em pH 1,2; 6,8 e 9,0 respectivamente, apdés 6 horas de

experimento. Assim, observa-se um maior grau de intumescimento em pH 1,2.

As propriedades de intumescimento de hidrogéis idnicos sao originalmente
devido a ionizagdo de seus grupos funcionais. Neste estudo as microesferas de
malonilquitosana apresentaram um comportamento de intumescimento pH

dependente, conforme exposto na Figura 18 e Tabela 4.

Intumescimento microesferas malonilquitosana

Gramas

pH 1,2 6,8 9,0

O Intumescimento pH cumulativo- 2 horas O Intumescimento pH individual- 6 horas

Figura 18. Intumescimento das microesferas de malonilquitosana em solugéo
tampao pH 1,2; pH 6,8; e pH 9,0.
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Tabela 4: Resultados do grau de intumescimento (G.lI) cumulativo e individual nos

diferentes valores de pH

Intumescimento cumulativo Intumescimento individual
pH | Tempo Massa Gl (%) | Massa(g) G.I(%) Massa(g) G.I(%) Massa(g) G.l1(%)
(min) (9)
pH 1,2 pH 6,8 pH 9,0
0 0,5 0 0,5 0 0,5 0 0.5 0
30 7,85 1470 7,52 1440 1,26 152 1,36 172
60 9,73 1846 9,65 1830 1,38 176 1,41 182
1,2 90 10,51 2002 10,48 1996 1,82 264 1,96 292
120 10,58 2016 10,48 1996 2,39 378 2,65 430
150 11,39 2178 10,52 2004 3,65 630 4,23 746
180 11,41 2182 10,53 2006 4,12 724 4,89 878
6,8 210 11,54 2208 10,55 2010 4,23 746 5,11 922
240 11,62 2224 10,56 2012 4,89 878 5,13 926
270 11,73 2246 10,57 2014 5,01 902 5,69 1038
300 11,79 2258 11,58 2016 5,13 926 6,12 1124
9,0 330 11,80 2260 10,59 2018 5,32 964 6,53 1206
360 12,00 2300 10,59 2018 5,80 1060 6,39 1178

5.2.5 Eficiéncia de encapsulagao

A concentracdo de aciclovir encapsulado nas microesferas de
malonilquitosana foi de 23,9% (+ 0,65), 45,8 % (= 0,79) e 69,7 % (+ 0,67) para os
tempos de contato de 6, 12 e 24 horas, respectivamente. A maior porcentagem de

farmaco impregnado foi para o periodo de 24 horas.

5.2.6 Liberagdao in vitro do aciclovir impregnado nas microesferas de

malonilquitosana

O perfil de liberagdo do aciclovir presente nas microesferas de
malonilquitosana esta representado na Figura 19. Através dos graficos, pode-se
observar que 90 % do farmaco foi liberado por um periodo de até 5,5 horas. Em
ambas as solucbes observou-se uma liberagdo rapida do farmaco durante os
primeiros 15 minutos de ensaio, sendo esta resultante da quantidade de farmaco

remanescente presente na superficie das microesferas. Em pH acido, 50 % da
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quantidade total do farmaco foi liberada em aproximadamente 100 minutos, em pH
6,8 a liberagao foi mais lenta durante 0 mesmo intervalo de tempo, ocorrendo uma
liberacédo de aproximadamente 30%. Estes resultados traduzem o comportamento
da quitosana como um polieletrdlito catibnico, onde os grupos amino de sua cadeia
estao protonados em pH acido, favorecendo a liberagao.
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Figura 19. Perfil de liberagao do aciclovir a partir dar microesferas de
malonilquitosana em pH 1,2 e 6,8.

5.2.7 Modelo cinético de liberagao

O estabelecimento do perfil de liberagdo permite caracterizar os mecanismos
envolvidos neste processo, além do tempo necessario para que determinadas
porcentagens de farmaco se dissolvam. Permite ainda quantificar o tempo de
laténcia (tempo em que o farmaco comecga a se dissolver) e detectar alteragdes
cinéticas durante o processo (SHARGEL e ANDY, 2004).
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7

Quando o mecanismo que prevalece € uma combinacdo da difusdo do
farmaco (transporte Fickiano) e do transporte Caso Il (n&o-Fickiano, controlado pelo
relaxamento das cadeias poliméricas) (RITGER e PEPPAS, 1987), a relacéo entre a
velocidade de liberagao e o tempo € igual a:

M¢/M..= k.t" (6)

Onde M{/M.. é a fragdo de farmaco liberado no tempo t, k € uma constante
cinética que incorpora caracteristicas estruturais e geométricas do mecanismo, n € o
expoente de liberagdo, que de acordo com o valor numérico assumido, caracteriza o
mecanismo de liberagdo do farmaco. A Equacdo 6 € geralmente utilizada para
interpretar e descrever a liberagdo do farmaco quando o mecanismo que prevalece
nao € bem conhecido ou resulta da combinacao de dois processos aparentemente
independentes: um devido ao transporte do farmaco que obedece as leis de Fick ou
transporte Fickiano e, outro, como consequéncia dos fenGmenos de
intumescimento/relaxamento do gel (expansao dindmica) e que envolve a transigao
de um estado semi - rigido a outro mais flexivel, chamado transporte Caso-Il. Nesta
equacao tem-se em conta néo s6 a difusdo do farmaco, mas também o relaxamento
do gel como processos determinantes na liberagdo do farmaco (RITGER e PEPPAS,
1987),

Consoante com os critérios para a cinética de liberagao de farmacos a partir
de sistemas intumesciveis com geometria esférica, um valor do expoente de
liberacdo de n < 0,43; indica que o mecanismo de liberagdo envolvido € o de difuséo
do soluto através das camadas da matriz polimérica, também conhecido como
mecanismo de liberacado Fickiano ou “Caso I”. Para um valor de n = 0,85, indica que
a liberagdo do farmaco (soluto) é controlada pelo intumescimento/relaxagcdo da
cadeia polimérica, ou seja, independente do tempo, mecanismo este também
conhecido como “Caso II” de transporte. Para valores de 0,43 < n < 0,85, observa-se
um transporte ndo Fickiano ou anémalo, onde ocorre a superposicdo dos dois
fendbmenos, a liberacdo ¢é controlada pela difusdo e intumescimento,

simultaneamente. Valores de n > 0,85 estao relacionados com processos de difusdo,
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intumescimento, relaxagcédo e erosdo da matriz polimérica simultaneamente(RITGER
e PEPPAS, 1987),

Os valores de n foram obtidos a partir da linearizagdo da Equagao 6,
avaliados para M¢/M.< 0,6; dados expostos na Tabela 5. Em solugdo tampéao pH 1,2
e 6,8, os valores calculados foram 0,8474 e 1,0491 respectivamente. Assim, em
solucao tampéo pH 1,2 o mecanismo envolvido na liberagdo envolve intumescimento
e difusdo simultaneamente. Para o ensaio realizado em pH 6,8 a liberacdo do
aciclovir seguiu um mecanismo de liberagdo que envolve diferentes processos,
como, difusdo, intumescimento, relaxacdo e erosao da matriz polimérica. Os valores

de k calculados foram similares em ambos os valores de pH analisados.

Tabela 5: Analises dos mecanismos de liberacdo envolvidos na liberacdo do
ACV a partir das microesferas de malonilquitosana

Microesferas de

n k (min™) r
malonilquitosana
pH 1,2 0, 8474 1, 5756 0, 9863
pH 6,8 1, 0491 1, 4404 0, 9975

Nota: n: expoente de liberacdo, k: constante de liberacéo, r*: coeficiente de correlagao

5.2.8 Avaliagao morfolégica e tamanho de particula

A andlise de MEV foi realizada através de imagens produzidas pelos elétrons
secundarios. A grande vantagem da analise feita pela emissdo dos elétrons
secundarios € que ela fornece uma analise da topografia (morfologia e porosidade)
do material, pois apesar do feixe de elétrons incidente na amostra produzir elétrons
secundarios em todo o volume, somente aqueles que estiverem proximos a

superficie é que serao emitidos e irdo contribuir para a obtencao do sinal.

Na Figura 20 estdo representadas as fotomicrografias do aciclovir (A),
indicando que o farmaco se apresenta na forma de cristais ortorrdmbicos. As

fotomicrografias (B, C e D) demonstram a morfologia da superficie externa das
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microesferas de malonilquitosana sem o farmaco (B) e impregnadas com o aciclovir
(C e D). Estas indicam que as microesferas de malonilquitosana possuem uma boa
esfericidade com a superficie lisa, poucos poros e didmetro médio de
aproximadamente 882 um. Nas fotomicrografias (C, D) observa-se uma quantidade
residual de farmaco na superficie, sendo este responsavel pela rapida liberagao do
aciclovir que ocorre durante os primeiros minutos no ensaio de liberacdo. O mesmo
fendmeno foi observado em outros sistemas poliméricos de liberagdo de farmacos
(ZOLNIK e BURGUESS, 2007).

AvoV SpotMagn Dot \:{gm AccV Spot Magn  Det WD F——— 200um B
-4« : : : 10.0KkV 5.0 60x SE 99 Microesferas

§2 LA
. i : g
AccV Spot Magn Det WD |0 pm AccY  Spot Magn  Det WD F——— 200um
15‘0kV 5.0 30x SE 9.4 Microesferas 1 i P 5.0 60x SE 9.4 Microesferas 1
= - C e

Figura 20. Fotomicrografias do aciclovir magnificagéo de 800 x (A), microesferas de
malonilquitosana magnificagéo de 60 x (B), microesferas de malonilquitosana

impregnadas com aciclovir em magnificagdo de 30 x (C) e 60 x (D)

As fotomicrografias da secgao transversal (Figura 21 A, B) das microesferas
de malonilquitosana apontam que as mesmas apresentam poucos poros

internamente e uma estrutura compactada.



62

i
e

~ £ e i
A - ~ \73\__'7 e S b = TR > % 5 o

AccV  Spot Magn 0 AccY  SpotMagn Det WD —————— 200um
150kv 50 75 SE 96 Microesferas seccionada 150kv 5.0 100x  SE Microesferas seccionada
T A0 nll] A,

Figura 21. Fotomicrografias da secgao transversal das microesferas de

malonilquitosana em magnificacdo de 75 x (A) e 100 x (B)

Os resultados apresentados nesta seccdo foram publicados no peridédico
Carbohydrate Polymers. Artigo In press (Anexo ).



5.3 Caracterizagao das microparticulas produzidas pela técnica de spray

drying — Parte | (sem adicao de agente reticulante)
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5.3.1 Eficiéncia de encapsulagao

A concentragao de aciclovir encapsulado na formulagéo F1 e determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi de 92 % + 0,79 (n=3). Os
resultados foram obtidos a partir da comparacdo dos dados com uma curva de
calibracdo (1-10 pug.mL™" e r* =0.9999).

5.3.2 Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG)

A curva DSC do aciclovir (Figura 22) conforme apresentado no item 5.1.4,
evidenciou um evento endotérmico referente ao ponto de fusdo do farmaco em
256,7 °C (Tpico = 256,7 °C, AHsysao = -125,29 J/g). Para a quitosana foi observado um
pequeno evento endotérmico relacionado a evaporacdo de agua na faixa de
temperatura entre 90 °C e 110 °C (AH = -21,8 J/g), em temperatura acima de 270 °C
ocorreu o processo de decomposicdo térmica. Na curva DSC da formulacdo F1
pode-se observar o desaparecimento do pico caracteristico da fusao do farmaco, a
mesma apresenta um evento endotérmico na faixa de temperatura de 43 °C a 52 °C
(AH = 50,5 J/g), que provavelmente esta relacionado a perda de agua e liquidos

residuais remanescentes do processo de desenvolvimento da formulagéao.

DsC
mihmog
Formulac¢ao F1
1.00F
0.00F
Aciclovir
-1.00F
-2.00-
Cluitosana
i ("‘\/7 Endo
‘L 1.00m'wimag
-4.00: f f i
100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Figura 22. Curvas DSC do aciclovir, quitosana e formulagao F1 obtidas sob razéo

de aquecimento de 2 °C min™' em atmosfera dinamica de nitrogénio (100 mL min™")
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As curvas TG obtidas para amostra estdo representadas na Figura 23. O
aciclovir apresentou dois eventos de perda de massa, o primeiro na regido entre
269,62 °C e 330,45 °C (Am= 24,13 %) e o segundo na regido compreendida entre
435 °C e 514 °C (Am= 16,03 %). A curva TG da quitosana apresenta um Unico
evento de perda de massa na faixa de temperatura compreendida entre 237,87 °C e
349,6 °C (Am= 54,92 %). A formulagdo F1 apresentou-se termicamente estavel até
a temperatura de 242,4 °C, apés esta iniciou-se um evento de decomposigdo até
449,66 °C. Dessa forma, sugere-se que ndo ocorreu uma diminuigdo significativa da

estabilidade térmica da formulacdo em relacédo ao farmaco e ao polimero isolados.

TGA
E Formulacéo F1
10000F  ——
\\Q_uitosana
-
50.00F o
Aciclovir
a0.00%
0.o0f
0.00 100 00 Z00.00 300.00 40000 500.00

Temp [C]

Figura 23. Curvas TG do aciclovir, quitosana e formulagéo F1, obtidas sob razéo de

aquecimento de 10 °C min™' em atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL min™")
5.3.3 Difragao de raios-X de p6 (DRX)

A difracdo raios-X de pd € uma técnica que permite a identificacdo e
descricdo precisa de substancias cristalinas, que pode ser demonstrada conforme
estudos realizados por Marona e colaboradores (2004), que determinaram a
estrutura cristalina da flutamida. A técnica consiste na incidéncia da radiacdo em
uma amostra e na deteccao dos fétons difratados, que constituem o feixe difratado.
Em um material onde os atomos estejam arranjados periodicamente no espaco,

caracteristica das estruturas cristalinas, o fendmeno da difracdo de raios-X ocorre
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nas diregbes de espalhamento que satisfazem a Lei de Bragg (RIBBAS e RIZZUTO,
1996).

Os cristais contém arranjos ordenados de moléculas e atomos, mantidos em
contato por interagbes nao covalentes. Um solido amorfo € caracterizado pelo
estado desorganizado ou randémico de suas moléculas (FLORENCE e ATWOOD,
2003).

Consideracbes entre estados cristalinos e amorfos sdo importantes em
relacdo ao processo de absorg¢ao. Sélidos amorfos sdo, geralmente, mais absorvidos
que solidos no estado cristalino. Tal fato baseia-se na energia envolvida no processo
de dissolugao, pois em um soélido amorfo as moléculas séo arranjadas ao acaso e,
portanto, baixa energia é requerida para separa-las, consequentemente a dissolugao
€ mais rapida. Assim, o desenvolvimento de formulagbes contendo o farmaco na
forma amorfa ¢é frequentemente benéfico nos termos de dissolugdo e
biodisponibilidade (AMIDON et al., 2000).

O aciclovir possui caracteristicas cristalinas, que no difratograma (Figura 24)
se apresentam sob a forma de picos. Neste estudo foram tomados como referéncia
0s picos com maior intensidade relativa para o farmaco puro que correspondem a 260
=4,18; 9,36; 19,73; e 23,40.

As amostras de polimeros podem ser encontradas em diversos graus de
organizacgao de suas cadeias poliméricas. Uma amostra onde as cadeias encontram-
se totalmente desorganizadas é denominada amorfa (ASADA et al., 2004). A Figura
24 indica o comportamento amorfo da quitosana. No difratograma, observa-se que a
formulacdo F1 ndo apresentou os picos relativos ao aciclovir, indicando que o
mesmo foi modificado para a forma amorfa, condizendo com os resultados obtidos

por calorimetria exploratoria diferencial.

Este fendbmeno pode ser atribuido a secagem por spray drying, técnica que

frequentemente produz compostos amorfos, devido ao rapido processo de secagem,
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0 que impede a organizagdo de uma fase cristalina. O mesmo comportamento foi
observado por outros autores, envolvendo o uso de polimeros e subsequentemente

a nebulizacdo em spray-drying (SHU et al., 2006).

Formulagao F1

M‘ Qluitosana

Aciclovir

0 10 20 30 40 80 &0 70 a0 90
2 Theta

Figura 24. Difratogramas obtidos para o aciclovir, quitosana e formulagao F1
5.3.4 Espectroscopia na regidao do infravermelho (IV)

O espectro na regido do infravermelho do aciclovir ja foi abordado

anteriormente no item 5.1.2 estando de acordo com o apresentado na literatura.

No espectro infravermelho da quitosana (Figura 25), observa-se uma banda
na regiao de 3437 cm™, referente ao estiramento da ligacdo — OH, de modo que as
bandas em 2924 e 2881 cm™ sdo bandas atribuidas ao estiramento C-H. As bandas

em 1656 e 1537 cm™' referem-se ao estiramento C=0 de amida secundaria e as
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vibragbes de deformacdo N-H de amina primaria, respectivamente. Na regido de
1375 cm™ ocorre a vibracdo referente a vibragdo C-H do grupo CHs, do grupo
acetamido remanescente na cadeia polimérica, em 1086 cm™, ocorre o estiramento
C-O de alcool primario. O espectro IV da formulagdo F1 é praticamente uma
sobreposi¢cao dos espectros isolados do aciclovir e da quitosana, indicando que nao
ocorre nenhuma interacdo quimica entre 0s mesmos.

Aciclovir
2
©
(&)
C
<«
=
5
c Quitosana
©
|_
F1

40‘00 35‘00 30‘00 25‘00 20‘00 15‘00 ldOO 500
Comprimento de onda (cm”
Figura 25. Espectros Infravermelhos do aciclovir, quitosana e formulagédo F1obtidos

em pastilha de KBr

5.3.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As imagens obtidas por MEV indicaram que a formulacéo F1 (Figura 26 A e
B) apresentou formato arredondado e com a superficie interna cdncava com

tamanho médio de particula de 5,52 £ 1,8 um.
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—— 5.7 um i
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" AccV SpotMagn Det WD ——— 20um AccV SpotMagn Det WD F—— 1opm
£ 150kv 45 1000x SE 103 Formulacao F1 15.0kV 40 2000x SE 10.3 Formulacao F1

Figura 26. Fotomicrografias da formulagao F1 magnificacdo de 1000 x (A) e
2000 x (B)
5.3.6 Perfil de liberacao

Para que uma substancia seja absorvida a partir da mucosa gastrintestinal,
esta precisa estar dissolvida. A dissolugdo € o processo através do qual uma
substancia solida interage com um solvente para formar uma solugdo (ANSEL;
POPOVICH; ALLEN, 2000). A Farmacopéia Americana (2007) preconiza a liberagéao
de no minimo 80 % de aciclovir em 45 minutos, presente em comprimidos de
liberagdo imediata. O perfil de liberagao (Figura 27) realizado em pH 1,2 e 6,8 da
formulacdo F1, indicou que 80 % do aciclovir foi liberado por um periodo de 120
minutos.
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Figura 27. Perfil de liberagdo da formulagdo F1 em pH 1,2 € 6,8
O estabelecimento do perfil de dissolugdo permite caracterizar a ordem

cinética do processo e sua constante de velocidade, além do tempo necessario para
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que determinadas porcentagens de farmaco se dissolvam. Permite ainda quantificar
o tempo de laténcia (tempo para que o farmaco comece a se dissolver) e detectar
alteragdes cinéticas durante o processo (SHARGEL e ANDY, 2004).

Existem diversos modelos propostos para descrever e analisar o perfil de
liberacdo de farmacos. A interpretacdo quantitativa dos valores obtidos em um
ensaio de dissolugao é facilitada através do emprego de uma equagao matematica,
capaz de transformar a curva de dissolugdo em fungao de algum parametro relatado
para a formulacdo em analise. O tipo de farmaco, polimorfismo, cristalinidade,
tamanho de particula, solubilidade e quantidade presente na formulagdo podem
influenciar o perfil de dissolugao desse farmaco (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002;
NETZ e ORTEGA, 2002). Os modelos matematicos aplicados na formulagao

desenvolvida foram; ordem zero, primeira ordem e Higuchi.

A formulagédo F1 em ambos os meios de dissolugéo (pH 1,2 e 6,8) apresentou
como 0 mecanismo envolvido na liberacdo do farmaco o modelo proposto por
Higuchi, que correlaciona a raiz quadrada do tempo versus a porcentagem de
farmaco dissolvida, que de forma geral € um modelo adequado a formulagdes
destinadas a liberar o farmaco lentamente (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002;
STULZER e SILVA, 2007). Os coeficientes de correlagdo obtidos estdo expostos na
Tabela 6.

Tabela 6. Valores dos coeficientes de correlacdo obtidos para os trés modelos

matematicos utilizados na linearizacdo das curvas de dissolucao

Ordem da reagao pH 1,2 pH 6,8
Ordem zero 0,8819 0,8684
Primeira ordem 0,9395 0,9312
Higuchi 0,9434 0,9331

Os resultados alcancados durante esta primeira etapa de pré-formulagao
apontaram que ocorreram modificagdes na estrutura cristalina do farmaco, fazendo
com que o mesmo se tornasse mais soluvel. Fato este, que também pode ter

influenciado no processo de liberagdo do aciclovir. Tendo em vista, o objetivo de se
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desenvolver uma formulacdo que proporcionasse maiores tempos de liberagao
procedeu-se o desenvolvimento das demais formulagdes com o acréscimo de
tripolifosfato.

Esse agente reticulante foi previamente utilizado com sucesso para reticular a
quitosana na forma de microparticulas, para liberagdo prolongada do acetaminofeno
(DESAI e PARK, 2005)

Os resultados apresentados nesta secgao foram publicados no periddico Latin
American Journal of Pharmacy, volume 26 (6), p.866-871 (2007) (Anexo lI).



5.4 Caracterizagcao das microparticulas produzidas pela técnica de

spray drying — Parte Il ( com adigao de agente reticulante)
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5.4.1 Eficiéncia de encapsulagao

A concentragédo de aciclovir encapsulado nas microparticulas produzidas na
segunda etapa deste trabalho esta descrito na Tabela 7. Os dados demonstram que
os melhores resultados obtidos para o ensaio de eficiéncia de encapsulagdo média
foi para a formulacdo F5. Através da comparagcdo entre a composi¢cao das
formulacdes e os resultados obtidos, nota-se que ocorreu um aumento de farmaco
encapsulado de acordo com o aumento da relagdo polimero/farmaco. Assim, uma
maior quantidade de polimero encapsulou uma maior quantidade de farmaco.
Resultados similares foram observados por Kim e colaboradores (2006) na

encapsulagao de retinol com quitosana.

Tabela 7: Resultado do ensaio de eficiéncia de encapsulagido obtidos para as

formulacdes desenvolvidas pela técnica de spray-drying- Parte |l

Eficiéncia de Desvio padrao

Formulagao Encapsulagédo (média) relativo
(D.P.R)

F2 86,4 % +0,79

F3 79,7 % + 0,86

F4 73,8 % 10,99

F5 92,5 % + 1,07

F6 90,6 % + 0,88

n= 3 determinagdes

5.4.2 Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG)

As curvas DSC das formulacbes F2, F3 e F4 (Figura 28) apresentaram na
faixa de temperatura entre 61 °C a 95 °C um evento endotérmico, que provavelmente
esta relacionado a umidade (agua e solventes remanescentes) presentes nas

amostras. O pico de fusdo caracteristico do farmaco, ndo pode ser constatado nas
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curvas apresentadas pelas formulagdes. Entretanto, um evento endotérmico pouco

definido em torno de 220 °C pode ser observado.

DSC
mW/mg
Aciclovir

0.00-
5 o Formulagao F2
= T
© c
O
(0]
©
o l -2.00-
X
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-4.00-

2000 10000 20000 30000

Temp [C]

Figura 28. Curvas DSC do aciclovir, quitosana, formulacdes F2, F3 e F4, obtidas sob
razéo de aquecimento de 2 °C min”' em atmosfera dinamica de nitrogénio
(100 mL min™")

A Figura 29 representa as curvas DSC obtidas para as formulagées F5 e F6
desenvolvidas pela técnica de spray-drying. As mesmas apontaram um evento
endotérmico mais acentuado em torno de 215 °C, esses resultados podem estar
relacionados a alguns fatores. Entre os mais evidentes, citam-se, a transformacao
parcial do aciclovir para a forma amorfa com consequente deslocamento/diminui¢cao
do pico caracteristico de fusdo do farmaco. Ainda, pode-se suspeitar da ocorréncia
de alguma interagdo quimica entre o farmaco e o polimero, promovendo assim o

deslocamento/diminuicado do pico de fusao.
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Figura 29. Curvas DSC do aciclovir, quitosana, formulagées F5 e F6, obtidas
sob razdo de aquecimento de 2 °C min™' em atmosfera dinamica de nitrogénio
(100 mL min™)

Através das curvas TG (Figuras 30 e 31), constata-se que todas as
formulacdes demonstraram estabilidade térmica até temperatura de 221, 3 °C. Em
seguida, ocorreram eventos de perda de massa com Am= 22,13 % (F2); 25,52 %
(F3); 24,52 % (F4), 25,36 % (F5) e 24,95 % (F6).

Os resultados foram similares com o demonstrado para a formulagdo F1
(tem 5.3.2), ou seja, ndo ocorreu diminuicdo significativa da estabilidade das

formulagdes em comparacédo com o farmaco isolado e o polimero.
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Figura 30. Curvas TG do aciclovir, quitosana, formulacdes F2, F3 e F4, obtidas sob
razéo de aquecimento de 10 °C min”' em atmosfera dinamica de nitrogénio
(50 mL min™)
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Figura 31. Curvas TG do aciclovir, quitosana, formulagdes F5 e F6, obtidas sob
razéo de aquecimento de 10 °C min™' em atmosfera dinamica de nitrogénio
(50 mL min™")
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5.4.3 Difragao de raios-X de p6 (DRX)

A técnica de microencapsulagdo por spray-drying, frequentemente, produz
compostos com caracteristicas amorfas, devido ao rapido processo de secagem,
conforme citado no item 5.3.3 (CHAUHAN; SHIMPI; PARADKAR, 2005).

As analises de DRX das formulagdes produzidas na segunda etapa deste
trabalho estdo representadas na Figura 32. Da mesma forma que ocorreu com a
formulacéo F1, os difratogramas das formulagées F2, F3 e F4 ndo apresentaram os
picos relativos ao aciclovir. Assim, novamente os dados sugerem e condizem com
os ensaios de DSC, indicando que o aciclovir presente nas formulagdes foi alterado

para a forma amorfa.

Entretanto, as formulagées F5 e F6 mantiveram alguns picos caracteristicos
presentes no aciclovir isolado, indicando que ocorreu uma modificagao parcial do

aciclovir para forma amorfa. Fato previamente suposto pela analise de DSC.
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Y J Formulacéo F6
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Formulacédo F4

Formulacao F3
Formulacao F2
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Figura 32. Difratogramas obtidos para o aciclovir, quitosana, formulag¢des F2, F3, F4,
F5e F6
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5.4.4 Espectroscopia na regiao do infravermelho (IV)

Os espectros IV das formulagdes F2, F3 e F4 (Figura 33) sao uma
sobreposi¢cao dos espectros isolado do aciclovir e da quitosana, ambos descritos
anteriormente nos itens 5.1.2 e 5.3.4. Assim, ndo se pode evidenciar nenhuma

interagdo quimica entre o aciclovir e os demais constituintes das formulagdes.

Aciclovir

Quitosana

F2

% Transmitancia

F3

F4

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (cm™)

Figura 33. Espectros Infravermelhos do aciclovir, quitosana, formulagdes F2, F3 e F4

obtidos em pastilhas de KBr
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Para as formulacdes F5 e F6, os espectros IV estdo representados na Figura
34. Através destes foi possivel constatar que novamente ndo ocorreram mudancas

significativas em relagao aos espectros dos compostos isolados.

Aciclovir
Quitosana
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Figura 34. Espectros Infravermelhos do aciclovir, quitosana, formulagées F5 e F6
obtidos em pastilhas de KBr
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5.4.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

De acordo com as fotomicrografias apresentadas na Figura 35, visualiza-se
que as formulagdes, de um modo geral, apresentaram tamanho médio de particula e
morfologia bastante variado. As formulagdes F2 e F3 demonstraram ser disformes e
com a superficie interna céncava. O tamanho médio de particula das mesmas foi
igual @ 6,71 £ 2,7 um e 4,93 + 1,9 um, respectivamente. A formulagéo F4 apresentou
maiores diferengas entre as particulas, apresentando aspecto bastante irregular e

tamanho médio de 3,98 + 2,5 um.

1 -

[ A ;
/! X ' e W ‘."
4 ‘AccV SpotMagn Det WD —— 50pm S AccY SpotMagn Det WD 1 50um .

L150KkV 5.0 400x SE 105 150kY 5.0 400x SE 108 )
' e -

s = L -
AccV SpotMagn Det wb ———— Rnum
15.0kV 5.0 400x  SE 10.7 ..

Figura 35. Fotomicrografias das formulagdes F2, F3 e F4, magnificagao de 400 x
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As fotomicrografias das formulagbes F5 e F6 apresentaram aspecto
arredondado com tamanho médio de particula de 4,78 £ 1,8 um e 5,07 £ 1,8 um,

respectivamente (Figura 36).
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Figura 36. Fotomicrografias das formula¢cdes F5 e F6 magnificagdo de 400 x
5.4.6 Termogravimetria (TG) modo isotérmico

Com o objetivo de verificar a influéncia do processo de microencapsulagao
por spray-dryer na estabilidade das formulagdes, procedeu-se a avaliagdo através
de isotermas a 100 'C e atmosfera de oxigénio, para simular as condi¢gbes na qual a

amostra permaneceu no equipamento até o término do processo.

As curvas isotermas (Figura 37) indicam que todas as formulagbes foram
estaveis por um periodo de 4 horas. Assim, pode-se concluir que as amostras nao

apresentam decomposi¢ao térmica durante o processo.
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Figura 37. Isotermas obtidas através de analise termogravimétrica em atmosfera de

oxigénio (50 mL. min™")
5.4.7 Perfil de Liberagao

O perfil de dissolugado pode ser empregado no desenvolvimento e otimizagao
de formulacdes, estabelecimento do modelo cinético de dissolugao e estudos
preliminares de bioequivaléncia (STORPIRTIS et al.,1999). O ensaio de liberagao
das formulagdes realizado em pH 1,2 e 6,8 esta representado nas Figuras 38 e 39.

O comportamento das formulagbes em ambos os valores de pH foram
similares. A formulacdo F2 liberou 80 % do teor de aciclovir em aproximadamente
210 min em pH 1,2 e 240 min em pH 6,8. As formulagcbées F3 e F4 promoveram a
liberagdo de igual quantidade de farmaco por 180 e 150 min, respectivamente, em
ambos valores de pH. Para as formulagdes F5 e F6, o tempo de liberagdo foi
superior. As mesmas liberaram 80 % do aciclovir por periodos de 300 e 270 min em
pH 1,2 e 330 e 300 min em pH 6,8.
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Figura 38. Perfil de liberagao das formulagdes F2, F3, F4, F5 e F6 em pH 1,2
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Figura 39. Perfil de liberagdo das formulagdes F2, F3, F4, F5 e F6 em pH 6,8
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Uma formulacéo de liberagédo prolongada ideal € aquela em que o farmaco é
liberado constantemente do inicio ao fim, seguindo um modelo cinético de ordem
zero. Entretanto, muitas vezes as formulagdes de liberagdo prolongada seguem o
modelo cinético proposto por Higuchi, que descreve o mecanismo de liberagdo dos
farmacos como um processo de difusdo baseado na lei de Fick, estando dependente
da raiz quadrada do tempo. Ja as formulacdes de liberagao imediata, na maioria dos
casos, seguem o modelo de primeira ordem (PATHER et al., 1998; CHAMBIN et al.,
2004).

Os modelos matematicos testados para descrever a cinética de dissolugao
das formulagdes de liberagdo prolongada foram Higuchi e as cinéticas de ordem

zero e primeira ordem.

O tratamento matematico das curvas de dissolugdo demonstrou que o modelo
mais adequado para descrever a cinética de dissolugao das formulagcées em pH 1,2
foi o de Higuchi, para todas as amostras. Em pH 6,8, as formulacbes F5 e F6,
apresentaram uma cinética de ordem zero, e as formulag¢des F2, F3 e F4 seguiram
o modelo de Higuchi. Os coeficientes de correlagdo obtidos estao representados na
Tabela 8.

Tabela 8: Valores dos coeficientes de correlacdo obtidos para os trés modelos

matematicos utilizados na linearizagao das curvas de dissolugao

pH 1,2 Formulacdo Formulagdo Formulagcdo Formulagdo Formulacao
F2 F3 F4 F5 F6
Ordem zero 0,9244 0,8948 0,9865 0,9802 0,9188
Primeira ordem 0,9100 0,9219 0,9937 0,9902 0,9508
Higuchi 0,9417 0,9410 0,9943 0,9988 0,9689
pH 6,8
Ordem zero 0,9523 0,9156 0,8921 0,9946 0,9793
Primeira ordem 0,9509 0,9395 0,9109 0,9887 0,9685
Higuchi 0,9681 0,9606 0,9486 0,9718 0,9691

Através dos resultados obtidos na segunda etapa de desenvolvimento das

formulacbes por spray-dryer, pode-se avaliar a influéncia da relagéao
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polimero/farmaco e a adicao do tripolifosfato na liberacdo do farmaco com os
resultados obtidos na primeira etapa (Tabela 9).

Tabela 9: Dados comparativos entre as formulagdes desenvolvidas pela técnica de

spray-drying

Relacéo Relagéo Tempo médio  Tempo médio
Formulagdo Quitosana/Aciclovir Quitosana(g)/Tripoli  de liberagao de liberagao
(mg) fosfato(mL) (min) pH 1,2 pH 6,8 (min)

F1 1000:50 0 e 120 120

F2 1000:100 1:1 210 240

F3 1000:150 1:1 180 180

F4 1000:200 1:1 150 150

F5 1000:50 1:1 300 330

F6 1000:75 1:1 270 300

De um modo geral, as formulagbes que apresentavam a maior quantidade de
polimero na forma reticulada em relacédo a concentragao de farmaco, foram as que
proporcionaram maiores tempos de liberacdo. Os resultados demonstram que o
polimero reticulado requer concentragdes inferiores a 150 mg de farmaco para 1
grama de quitosana para promover melhores perfis de liberagado. Por outro lado, o
polimero na forma nao reticulada em concentragdes elevadas em comparagdo com

o farmaco, nao proporcionou tempos de liberagao acima de 120 minutos (F1).

Assim, pode-se concluir que a concentracdo de polimero em relagédo ao
farmaco bem como a adigcdo de agente reticulante influencia no processo de
liberacdo. Cabe ainda salientar, que o fato das formulagcbes F5 e F6 apresentarem
um maior tempo de liberagdo em relacéo as demais, pode estar também relacionado
as outras diferencas fisico-quimicas apresentadas pelas mesmas, verificadas pelos
ensaios de DSC e DRX.



5.5 Estudos de estabilidade acelerada
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5.5.1 Consideragoes Gerais

Os testes de estabilidade sado empregados no desenvolvimento de
medicamentos a fim de evitar problemas posteriores, sendo considerada uma fase
importante no desenvolvimento de um novo produto. Estes s&o realizados para
reduzir ou prevenir a ocorréncia de deterioracdo devido a hidrélise, oxidagao e
outros processos (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000; LACHMAN; LIEBERMAN;
KANIG, 2001).

Em se tratando de produtos farmacéuticos, a estabilidade pode ser
conceituada como o espago de tempo em que o referido produto, em sua embalagem
especifica, apresenta suas caracteristicas fisicas, quimicas, microbioldgicas,
terapéuticas e toxicolégicas dentro dos limites estabelecidos, garantindo a sua
qualidade (LINTNER, 1995; ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000; UNITED STATES
PHARMACOPEIA 30 NF/25, 2007).

Para determinar a estabilidade de um produto formulado € comum expé-lo a
condicbes intensas de sfress, ou seja, condigcbes de temperatura, umidade e
intensidade de luz que se conhecga, da experiéncia, que provavelmente causam a
decomposicdo deste. Condicdes elevadas de stress aumentam a decomposi¢ao do
produto e, portanto, reduzem o tempo necessario para o teste. O ensaio concomitante
da amostras sob condicbes normais de temperatura e umidade também é
aconselhavel se realizar (AULTON, 2005).

Muitos dos processos de decomposigao aplicam-se, de modo geral, quando o
farmaco estiver em solugdo. Porém, em todas as formula¢gdes ha alguma umidade
livre (devida tanto aos excipientes quanto ao farmaco). Essa agua livre age como
vetor para reagdes quimicas entre o farmaco e adjuvantes. Deste modo, € de
fundamental importancia a determinagdo da estabilidade de sistemas
microencapsulados no estado sodlido. Principalmente, quando os mesmos foram

desenvolvidos em spray-dryer, uma vez que os produtos resultantes apresentam
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elevada higroscopicidade, o que pode facilmente desencadear processos de
decomposicédo (LEUNER e DRESSMAN, 2000).

A instabilidade das formulagbes farmacéuticas pode ser detectada em alguns
casos por uma mudanga na aparéncia fisica, na cor, no odor e no gosto, enquanto
em outros casos, podem ocorrer alteracdes quimicas que nao sao evidentes e que
s6 podem ser determinadas por metodologias especificas, como a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), onde pequenas quantidades de substancias podem

ser detectadas.

As formulagbes foram armazenados em cémara climaticaa40+2°Ce 75+ 5
% de umidade relativa, bem como em temperatura e umidade ambiente. O teor de
aciclovir foi avaliado por CLAE, em tempos pré-determinados, durante o periodo de 6
meses, conforme metodologia validada e descrita no item 5.6.

5.5.2 Estabilidade do aciclovir

Os estudos de estabilidade sob condi¢cdes de “stress” sdo recomendados pela
ICH (2005), sendo que estes foram realizados por Sinha e colaboradores para o
aciclovir. Os ensaios foram feitos sob diferentes condigdes como hidrolitica,

oxidativa, fotolitica e degradacgéao térmica.

Os resultados indicaram que o farmaco em condi¢gbes neutras (agua) nao
sofre degradacdo significativa. Entretanto, em condicdes acidas (HCI 2 mol.L™") sob
aquecimento (80 °C, durante 2 horas ) ocorre hidrélise do farmaco. Em condig¢des

alcalina o aciclovir se demonstrou estavel em comparacgao a condi¢céo acida.

A degradacao em condi¢cdes oxidativas ocorreu totalmente apés o aumento
da concentragcdo do agente oxidativo H;O, para 10 % e 30 %. Porém em
concentragdes inferiores, 1% de H;0, ndo foram observadas degradagoes
significativas. Os ensaios de degradagdo térmica apontaram que o farmaco
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permanece estavel apos 15 dias a 70°C. Em condigdes fotoliticas foi observado que

o aciclovir no estado solido € mais estavel que o mesmo em solugéo.

5.5.3 Estabilidade acelerada das formulagoes

Na preparagdo de um sistema farmacéutico varios excipientes podem ser
utilizados, com a finalidade de se obter as caracteristicas fisicas e quimicas
desejadas do produto ou para melhorar a aparéncia, odor e sabor. Outras
substancias podem ser usadas para aumentar a estabilidade do farmaco,
particularmente no tocante aos processos hidrolitico e oxidativo (ANSEL,
POPOVICH; ALLEN, 2000). Em relagdo aos carreadores poliméricos, estes podem
aumentar a estabilidade do produto seco final (LEUNER e DRESSMAN, 2000).

Através dos resultados obtidos pode-se constatar que todas as formulagdes
submetidas a temperatura e umidade ambiente (Figura 40 e Tabela 10)
apresentaram uma menor degradagcdo do farmaco, quando as mesmas sao
comparadas com as que permaneceram em camara climatica (Figura 41 e Tabela
11). A literatura descreve que a temperatura afeta a estabilidade de um farmaco por
meio do aumento da velocidade de reacdo, em meédia duas a trés vezes para cada
aumento de 10°C na temperatura. A umidade elevada é outro fator que esta
relacionada com a diminuicdo da estabilidade de farmacos (CONNORS; AMIDON;
STELLA, 1986; TRISSEL, 2000).
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Tabela 10: Teor de aciclovir presente formulacbes submetidas a temperatura e

umidade ambiente

Tempo
(dias)

0
30
60
90

120
150
180

F2
Média (%)
+D.P.R
100 0,68
97,5 + 0,95
91,6 + 1,04
87,6+ 1,18
81,0+ 0,75
80,3 + 0,66
77,6 + 0,99

F3
Média (%)
+ D.P.R
100 £ 0,65
93,2 + 0,69
87,5+ 0,85
83,5+ 1,46
76,8 + 0,08
73,8 + 0,96
68,5 + 0,88

F4
Média (%)
+D.P.R
100 £ 0,77
89,5 + 0,85
83,6 + 0,76
72,8+ 1,13
69,9 + 1,04
66,2+ 0,66
64,6 + 0,62

F5
Média (%)
+D.P.R
100 + 0,86
96,4 + 0,98
94,4 + 0,76
90,5 + 0,99
85,7 + 0,56
84, 6+ 0,88
83,8 + 1,08

F6
Média (%)
+D.P.R
100 £ 0,77
94,8 + 0,98
92,1 % 0,99
87,9 + 0,67
81,8 + 0,53
80,9 £ 0,75
80,7 + 0,87
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Tabela 11: Teor de aciclovir presente nas formulagées submetidas a camara

climatica

Tempo F2 F3 F4 F5 F6

(dias) Média (%) Média (%) Média (%) Média (%) Média (%)
+D.P.R +D.P.R +D.P.R +D.P.R +D.P.R

0 100 +1,20 100 +1,25 100 £ 0,75 100 £+ 0,67 100 + 1,06
30 90,6 + 0,87 88,6 + 0,78 85,7+0,58 916+089 916+1,22
60 84,2+ 0,79 80,3+ 0,49 776+088 88,6+053 858+0,88
90 79,7 + 0,68 75,4 +0,78 66,4+091 843+0,78 80,7+0,87
120 71,8+ 1,31 68,9 + 0,69 60,6 +099 80,6+0,76 758+0,78
150 69,1+ 0,91 65,6+ 1,04 57,9+ 0,88 79,3+ 0,91 70,4+ 0,65
180 66,8 + 0,78 61,7 £ 0,81 55,6 +0,87 78,7+099 69,7+0,85

O comportamento das formulagdes nas diferentes condicbes analisadas foi

similar. Em ambas, as formulacbes F5 e F6 apresentaram menores teores de

degradagao do aciclovir. Os resultados apontaram que a relagéo polimero/farmaco

também influenciou na estabilidade final das formulag¢des, sendo que quanto maior

essa relagao, maior a estabilidade. Esse fato pode ser explicado devido a maiores

quantidades de polimero proporcionarem uma maior protecdo ao farmaco,

impedindo a acao direta da temperatura e umidade.
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O aumento da estabilidade utilizando-se farmacos revestidos foi relatado por
Stulzer e Silva (2006). Neste estudo granulos de captopril produzidos por leito
fluidizado, empregando-se a etilcelulose e metilcelulose como polimeros
demonstraram maior estabilidade em relagdo ao farmaco puro, quando os mesmos

foram submetidos a condicdes de temperatura, umidade e luz elevadas

Ainda, as formulagbes F5 e F6 possuem quantidades de farmaco na forma
cristalina, conforme observado pela técnica de DRX. Segundo Florence e Attwood
(2003) compostos cristalinos s&o mais estaveis que a respectiva forma amorfa.

5.5.4 Estudos cinéticos de degradacao

Os dados cientificos que fazem parte do estudo da estabilidade de uma
formulacdo levam a previsdao do prazo de validade esperado para o produto. A
velocidade em que a degradagdao do farmaco ocorre em uma formulagdo é
essencial. Assim, o estudo da velocidade da mudanga quimica e do modo como é
influenciado por fatores como a concentragdo do farmaco ou do reagente, o solvente
empregado, as condi¢des de temperatura e pressdo, e a presenga de outros
agentes quimicos na formulagdo € denominado cinética da reagdo (ANSEL;
POPOVICH; ALLEN, 2000; LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).

O estudo cinético comega com a medida da concentragdo do farmaco em
intervalos determinados, sob um conjunto especifico de condi¢bes que incluem
temperatura, pH, concentragdo ibnica, intensidade da luz e concentragdo do
farmaco. A medida da concentracdo do farmaco nos varios intervalos revela sua
estabilidade ou instabilidade nas condi¢cbes especificadas com o decorrer do tempo.
A partir desse ponto de inicio, cada uma das condi¢bes originais pode ser variada

isoladamente para determinar a influéncia que essas mudangas exercem sobre a
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estabilidade do farmaco (HAN e SURYANARAYANAN, 1999; ANSEL; POPOVICH,;
ALLEN, 2000; LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).

Desta forma, é fundamental, na cinética quimica a definicdo de velocidade e
ordem de reacdo. A velocidade da reacéo é a variagao de uma espécie em relacao
ao tempo, enquanto que a ordem da reacdo permite definir esta variagdo da
velocidade com a concentragdao dos reagentes (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG,
2001). Reagdes de ordem zero, de primeira ordem e de segunda ordem estao entre

as mais importantes nos estudos de degradacéo de farmacos.

As reagdes de ordem zero apresentam uma velocidade de decomposigao
constante, sendo independente da concentragdo de quaisquer dos reagentes. Nas
reacdes de primeira ordem, a velocidade de reacdo € proporcional a concentragéo
de um dos reagentes. Ja as reagdes de segunda ordem se caracterizam por uma
velocidade de reacao proporcional a concentragdao de dois reagentes (LACHMAN;
LIEBERMAN; KANIG, 2001; FLORENCE e ATTWOOD, 2003). De acordo com a
Tabela 12, observa-se que todas as formulagdes seguiram uma cinética de

degradagao de segunda ordem.

Tabela 12: Coeficientes obtidos (r?) das formulagdes submetidas as diferentes

condicoes de estabilidade

o Ordem da F2 F3 F4 F5 F6
g .5 reagao
=g o]
‘g % Ordem zero | 0,9634 | 0,9962 0,96069 | 0,9782 | 0,9185
29 Primeira
g g Ordem 0,9654 | 0,9972 0,97257 | 0,9795 | 0,9196
g Segunda

> ordem 0,9965 | 0,9985 0,9815 | 0,9804 | 0,9198
© S Ordem zero | 0,9784 | 0,9757 0,95661 | 0,9475 | 0,9826
g = Primeira
@ £ Ordem 0,9871 0,9892 | 0,97403 | 0,9569 | 0,9913
O35 Segunda

ordem 0,9921 0,9970 0,98559 | 0,9651 0,9969
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Para o calculo da constante de velocidade (k) e do tempo necessario para
que o teor do farmaco reduza a 90 % (tgo%) foram utilizadas as equagdes descritas
na Tabela 13, de acordo com a ordem de reacgéo calculada. Estes parametros foram
calculados para as amostras submetidas a temperatura e umidade ambiente, uma
vez que O t g9y (prazo de validade) de interesse € para as amostras que se

encontram em condi¢cdes ambientais.

Tabela 13: Equagdes cinéticas para calculo da degradagao do farmaco

Ordem de k t 90%
reagio (dias™) (dias)
Zero ordem Co*—C* /t 0,1.Co/k
Primeira ordem 2,303 /txlogCy/C 0,106 / k
Segunda ordem 1/tx(1/C-=1/Cy) 1/9K x Cy

* Concentragéo do farmaco no tempo zero
** Concentragao do farmaco apés degradagao por um tempo t

O tempo tgo indica 0 tempo necessario para que ocorra uma reducao de 10
% da concentracdo inicial de farmaco. O fyyy € preconizado como o limite de
degradagdo maxima que um farmaco pode sofrer, visando a sua utilizagdo pelo
paciente (NETZ e ORTEGA, 2002; AULTON, 2005). De acordo com os dados
obtidos (Tabela 14), as formulagdes com maior prazo de validade foram a F5 e FG6.

Tabela 14: Valores das constantes de velocidade (kzs) € tgoy

Temperatura e Kas (dias™) t 90% (dias)
umidade ambiente

Formulacdo F2 1,42 x 107 78

Formulagao F3 2,55x 107 43

Formulagao F4 3,04 x 10° 36

Formulacéo F5 1,07 x 107 103

Formulagdo F6 1,24 x 10° 89

Os valores de k apontam a constante de degradagcédo. Convém observar que

0s maiores valores de k apresentam os menores valores de fy9 Uma vez que
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quanto maior a constante de velocidade mais rapida sera a reagdo de degradagéao

do farmaco e consequentemente, menor sera o prazo de validade.

A legislagao brasileira (ANVISA) preconiza que para um medicamento durante
o estudo de estabilidade acelerada em sua embalagem primaria, obter um prazo de
validade provisério de 12 meses pode apresentar uma degradagdo maxima de 10 %
do teor (Resolugédo RE n° 1, de 29 de Julho de 2005).

Porém, cabe ressaltar que os resultados obtidos para as formulagdes foram
para as mesmas sem embalagem, fator que, consequentemente, acelera o processo
de degradacdo. Entretanto, como se trata de uma formulagdo que nao sera
comercializada, estes resultados foram utilizados somente para investigar a

estabilidade entre as formulagcbes desenvolvidas.



5.6 Validagdo da metodologia analitica de doseamento por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
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5.6.1 Aspectos Gerais

Na literatura, sdo descritos uma variedade de métodos para quantificagao do
aciclovir, como matéria-prima ou em formulagdes farmacéuticas, utilizando técnicas
como espectrofotometria, a espectrofluorometria, a eletroquimiluminescéncia e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector UV (BASAVAIAH e
PRAMEELA, 2002; BASAVAIAH e PRAMEELA, 2003; JIAGENG; LUO; ZHANH,
2004; HUIDORO; RUPEREZ; BARBAS, 2005; ABDELLETEF et al., 2006). Entre os
meétodos relatados, muitos sdo designados para a determinacdo do farmaco em
liquidos biolégicos como plasma, soro e urina (BOULIEU; GALLANT; SILBERSTEIN,
1997; PEH e YUEN; 1997; RAMAKRISHNA et al., 2000; FERNANDEZ et al., 2003;
BAHRAMI; MIRZAEEI; KIANI, 2005)

Para o controle de qualidade rotineiro, o desenvolvimento de um meétodo
simples, rapido, e sensivel é altamente desejavel. Assim, procedeu-se o
desenvolvimento e validagdo de uma metodologia analitica que englobasse estas
caracteristicas para determinagdo do aciclovir nas microesferas produzidas pela

técnica de spray-drying.

O processo de validagdo é essencial para definir se uma metodologia
desenvolvida estd completamente adequada aos objetivos a que se destina, a fim de
se obter resultados confidaveis que possam ser satisfatoriamente interpretados
(UNITED STATES PHARMACOPEIA 30 NF/25, 2007).

A validagcdo da metodologia analitica foi realizada conforme critérios
estabelecidos pelo ICH (2005) através dos parametros de especificidade, linearidade
e faixa, limite de quantificagdo (LQ), limite de deteccao (LD), precisdo, exatidao e

robustez.
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5.6.2 Especificidade

Este parametro é expresso como a capacidade que o método possui de medir
exatamente um composto em presenga de outros componentes tais como
impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz (ICH, 2005; UNITED
STATES PHARMACOPEIA 30 NF/25, 2007).

Os cromatogramas demonstraram que o método é especifico, pois nao
ocorreu sobreposicdo dos picos de absorgdo do aciclovir e da guanina, principal
produto de degradacgéo do farmaco (SINHA et al ., 2007), bem como absorgédo dos
demais constituintes da formulagdo no comprimento de onda utilizado para as
analises (Figuras 42 e 43).
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Figura 42. Cromatogramas, (A) solu¢do padrao de aciclovir e (B) microparticulas

contendo aciclovir 6 pg.mL'1
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5.6.3 Linearidade e faixa

A linearidade de uma metodologia analitica € a capacidade de demonstrar

que os resultados obtidos sdo proporcionais a concentragao do analito, dentro de um
intervalo especificado (ICH, 2005; UNITED STATES PHARMACOPEIA 30 NF/25,

2007). De acordo com a Tabela 15 e Figura 44 observa-se que o método apresentou

linearidade no intervalo da concentracdo testada (1 a 10 ug.mL™). Esta faixa de

concentragdo possibilitou detectar o aciclovir dentro dos limites de interesse e a

resposta do detector ultravioleta conservou-se linear.
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Tabela 15: Resultados obtidos para a linearidade e faixa

Concentragao de aciclovir (ug.mL™") Area do pico (media = D.P.R)
1 103036 + 0,013
3 306289 £ 0,068
5 503997 + 1,120
7 716928 £ 0,711
10 1014936 + 0,441
Equacao y=101532x + 1069
r° 0,9999
*n=3
1000000 -
800000
S ]
-5 600000
©]
©
@ 400000
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200000
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Figura 44. Linearidade e faixa do método de quantificagcado do aciclovir por CLAE
5.6.4 Limite de quantificacdo (LQ) e limite de deteccgéao (LD)
O limite de quantificagdo é expresso como a menor quantidade de analito na

amostra que possa ser quantificado com precisdo e exatiddao aceitaveis sob as

condicbes experimentais. A definicdo para o limite de deteccdo € a menor
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quantidade de analito em uma amostra que possa ser detectado, mas nao

necessariamente quantificado nas condi¢cdes experimentais.

Os valores calculados para LQ e LD foram de 0,85 pg.mL™ e 0,48 pg.mL™
respectivamente, indicando a sensibilidade do método. Considerando que a faixa de
concentragao utilizada para quantificacdo do aciclovir foi de 1-10 pg.mL™", conclui-se

que o farmaco é seguramente quantificavel na faixa selecionada.
5.6.5 Precisao

A precisao é a avaliagao da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra (ICH, 2005;
UNITED STATES PHARMACOPEIA 30 NF/25, 2007).

Neste ensaio foram utilizadas seis determinagcdes para cada nivel
(repetibilidade e precisao intermediaria) onde foram observadas as diferengas entre
as repeticbes (Tabela 16). O ensaio apresentou um desvio padréo relativo de 0,24
% (precisao intermediaria) e 0,14 % (repetibilidade), estes valores estdo de acordo
com a variagao aceitavel, onde o limite maximo de DPR é = 2,0 %. A analise de
variancia ANOVA demonstrou que nao ha diferenga estatistica significativa entre as
analises dos diferentes periodos, o valor de F calculado foi de 0,39 e F de

significagc&o igual a 7,7.

Tabela 16: Resultados da repetibilidade (mesmo dia) e precisdo intermediaria (dias

diferentes)

Solugao amostra Area média do pico * Solugao amostra Area media do pico
(5 ug.mL™) D.P.R% (5 ug.mL™) +D.P.R%
Manha 526873 + 0,17 Dia 1 526873 + 0,17
Tarde 528611+ 0,13 Dia 2 527322 + 0,44
Noite 528395 + 0,12 Dia 3 528361 + 0,11
Mesmo dia 527959 + 0,14 Dias diferentes 527518 £ 0,24

*Média * D.P.R (n=6)
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5.6.6 Exatidao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos
pelo método com o valor verdadeiro. Nos casos em que amostras de todos os
componentes da formulacédo estao disponiveis, se aceita a analise pelo método de
adi¢ao do padrao (ICH, 2005; UNITED STATES PHARMACOPEIA 30 NF/25, 2007).

Os resultados encontrados para o ensaio de recuperagdao do aciclovir nas
diferentes concentragdes analisadas estdo indicados na Tabela 17. A porcentagem
meédia para o ensaio de recuperacgao foi de 100, 3 £ 0,85 %, resultado que traduz a
concordancia com o valor verdadeiro da amostra. Através do teste t de Student
pode-se afirmar que o valor de recuperagdo encontrado é estatisticamente igual a

100 %, para nivel de significancia a = 0,05.

Tabela 17: Resultados da exatidao

Solucao final Area média do pico % média recuperada *
¢ +DPR D.P.R
3 pg.mL"” 306289 + 0,06 99,5 + 0,05
7 pg.mL” 716828 + 0,71 101,2 + 0,68
10 pg.mL"’ 1014936 + 0,44 100,3 + 1,16

*Média + D.P.R (n=3)

5.6.7 Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir
a pequenas e deliberadas variagdes dos parametros analiticos (ICH, 2005; UNITED
STATES PHARMACOPEIA 30 NF/25, 2007). Mudangas nas condigdes
cromatograficas como, comprimento de onda, fluxo e variagdo do pH da fase mével
nao interferiram nos resultados. Assim, o método se demonstrou robusto em relacéo

as variacdes desses parametros. Dados expostos na Tabela 18.
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Tabela 18: Resultados do ensaio de robustez

Solucgéo Teor de Solugao Teor de Solugao Teor de
amostra aciclovir (%) amostra aciclovir (%) amostra aciclovir (%)
(5 yg.mL™) +D.P.R (5 ug.mL™) +D.P.R (5 yg.mL™) +DPR
Fluxo pH Comprimento de onda
0,6 mL.min™ 99,34 + 0,44 2,0 102,33 £ 0,36 252 nm 104,30 £ 0,35
0.8 mL.min’ 100.35+ 0.64 2,5 100,41 + 0,81 254 nm 102,40 £ 0,25
1.0 ml.min-" 100.15 + 0.85 3,0 98,39+ 0,78 256 nm 102, 13 £ 0,53

*Média + D.P.R (n=3)

Por fim, os resultados obtidos através do estudo de validacdo permitem
concluir que o método proposto é adequado e seguro para quantificacédo do aciclovir

nas microparticulas desenvolvidas pela técnica de spray - drying.

Os dados apresentados nesta seccdo foram aceitos para publicacdo no

periodico Journal of Chromatographic Science (Anexo lll).



VI- Conclusoes
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De acordo com os objetivos propostos e a partir dos resultados encontrados:

» O aciclovir foi caracterizado por CLAE, IV, UV e DSC e se encontra dentro

dos padrbes de qualidade preconizados.

» Os ensaios de analise elementar, IV e RMN *C sugerem formagdo de um
monoacido carboxilico e uma monoamida nas micoresferas de
malonilquitosana com intumescimento pH dependente. As curvas TG/DTG
apresentaram uma menor estabilidade térmica em relacdo as microesferas

gelatinizadas.

» O tempo médio de liberagdo do aciclovir a partir das microesferas de
malonilquitosana foi de 5,5 horas. Os mecanismos envolvidos na liberagao
das mesmas em pH 1,2 sdo intumescimento e difusdo simultaneamente
(n=0,8474) , em pH 6,8 diferentes processos estao envolvidos, como, difuséo,

intumescimento, relaxacéo e erosao da matriz polimérica (n=1,0491).

» A maior taxa de aciclovir encapsulado nas microesferas de malonilquitosana
foi de 69,7 % (£ 0,67) para o tempo de contato de 24 horas. Através da
microscopia eletrbnica de varredura foi constatado que as mesmas
apresentam esfericidade com superficie lisa, poucos poros e didmetro médio
de aproximadamente 882 um.

» A curva DSC da formulagédo F1 ndo apresentou o evento endotérmico relativo
a fusdo do farmaco. O ensaio de DRX confirmou a modificagdo na estrutura
cristalina do aciclovir presente na formulagdo F1 para a forma amorfa,

condizendo com os resultados obtidos em DSC.

» As imagens obtidas por MEV indicaram que a formulagdo F1 apresentou
formato arredondado e com a superficie interna cbncava com tamanho médio

de particula de 5,52 + 1,8 um.
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» O perfil de liberagdo em pH 1,2 e 6,8 da formulacado F1 indicou que 80 % do
aciclovir foi liberado por um periodo de 120 minutos, seguindo o modelo

matematico proposto por Higuchi.

» As curvas DSC das formulagdes F2, F3 e F4 ndo apresentaram o pico de
fusdo caracteristico do farmaco. As formulagdes F5 e F6 apresentaram um
evento endotérmico mais acentuado em torno de 215 °C. Através das curvas
TG, constatou-se que todas as formulagdes demonstraram estabilidade

térmica até temperatura de 221, 3 °C.

» As analises de DRX das formulagbes F2, F3 e F4 ndo apresentaram os picos
relativos ao aciclovir. Assim, novamente os dados sugerem e condizem com
os ensaios de DSC, indicando que o aciclovir presente nas formulacdes foi
alterado para a forma amorfa. Entretanto, as formulagdes F5 e F6 mantiveram
alguns picos caracteristicos presentes no aciclovir isolado, indicando que

ocorreu uma modificagdo parcial do aciclovir para forma amorfa.

» As fotomicrografias das formulagdes, de um modo geral, apresentaram

tamanho médio de particula e morfologia bastante variadas.

» Os melhores valores de eficiéncia de encapsulacdo e perfis de liberagcéo
foram os obtidos para as formulagdes F5 e F6. Estas liberaram 80 % do
aciclovir por periodos de 300 min e 270 min em pH 1,2; e 330 e 300 min em
pH 6,8. O tratamento matematico das curvas de dissolu¢gao demonstrou que o
modelo mais adequado para descrever a cinética de dissolucdo das
formulagées em pH 1,2 foi o de Higuchi para todas as amostras. Em pH 6,8
as formulagdes F5 e F6, apresentaram uma cinética de ordem zero e as

formulacdes F2, F3 e F4 seguiram o modelo de Higuchi.

» A concentragdo de polimero em relagdo ao farmaco bem como a adi¢ao de

agente reticulante influenciou no processo de encapsulagao e liberagao.
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Os estudos de estabilidade acelerada indicaram que todas as formulagdes
submetidas a camara climatica apresentaram uma maior degradagao do
farmaco, quando as mesmas s&o comparadas com as que permaneceram em

temperatura e umidade ambiente.

As formulagbes F5 e F6 apresentaram menores teores de degradacéo do
aciclovir. Os resultados apontaram que a relagéo polimero/farmaco também
influenciou na estabilidade final das formulagdes, sendo que quanto maior

essa relagao, maior a estabilidade.

Os estudos cinéticos indicaram que todas as formulagdes seguiram uma
degradagao de segunda ordem. As formula¢gdes com maior prazo de validade
foram a F5 e F6, apresentando um tgg9, de 103 e 89 dias, respectivamente.

O método de quantificacdo do aciclovir encapsulado nas microparticulas
desenvolvidos pela técnica de spray-drying foi devidamente validado em
termos de especificidade, linearidade e faixa, limite de quantificacdo e
deteccao, precisdo, exatiddao e robustez. Os resultados obtidos permitem
concluir que o método proposto foi seguro e adequado para quantificacao do

farmaco nos sistemas desenvolvidos.

De um modo geral, pode-se concluir que o objetivo principal proposto pelo
trabalho foi alcangcado. Uma vez que as formulacbes desenvolvidas pelas
técnicas de coacervagdo e spray-drying, promoveram uma liberagao

modificada do aciclovir.



VII- Consideragoes Finais
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» As formulacdes desenvolvidas ainda necessitam a avaliagdo em modelos in
vivo, para se obter melhores informagées e poder comparar com O0sS

resultados obtidos in vitro.

» Os resultados apontam que o desenvolvimento e a avaliacdo de sistemas
envolvendo diferentes agentes reticulantes e em diferentes concentragoes,
bem como a variagdo dos parametros experimentais no desenvolvimento das

microparticulas por spray-drying Sao promissores.
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| - Introducao




Doencgas infecciosas virais sdo um importante problema de saude no mundo.
Embora a busca por novos farmacos antivirais seja intensa, os avangos s&o poucos,
ja que a maioria destes compostos possui aplicagdes limitadas, fazendo com que um
baixo numero deles seja aprovado pelas autoridades governamentais para uso
clinico (VLIETINCK e VANDEN, 1991; BARREIRO e FRAGA, 2002).

O aumento do numero de pacientes imunocomprometidos e da sobrevida dos
mesmos tem implicado no desenvolvimento de infec¢des virais nesses pacientes.
Além disso, o intenso uso de medicamentos antivirais conduziu ao desenvolvimento
de cepas resistentes, as quais sdo agora comumente disseminadas, agravando-se
ainda mais o problema (SNOECK, 2000). Na ultima década a incidéncia e a
severidade das infecgdes causadas pelo virus do Herpes Simplex apresentaram um
elevado crescimento, em decorréncia do aumento do numero de pacientes
imunocomprometidos,  quimioterapias, transplantes e a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (SNOECK, 2000; JALON et al., 2003).

O virus Herpes Simplex (HSV) € membro da extensa e heterogénea familia
Herpesviridae, composta por inumeros patdgenos animais e humanos, como
Citomegalovirus (CMV), Epstein-Barr (EBV) e Varicela-Zoster (VVZ). O HSV é
dividido em dois sorotipos, HSV-1 e HSV-2, responsaveis pelos herpes labial e
genital, respectivamente. O virus tem como caracteristica bioldgica o rapido
crescimento em cultivo celular, uma ampla gama de hospedeiros e a capacidade,
comum a todos os herpesvirus, de se manter latente em células de seus
hospedeiros por tempo indeterminado (COLLINS e ELLIS, 1999; BOIVIN, 2004).

O aciclovir, um analogo sintético da 2’-desoxiguanosina, € o mais efetivo e
seletivo agente contra os virus do grupo da herpes existente na atualidade, é
considerado o tratamento de escolha para as infecgoes causadas pelo HSV, devido
a sua alta seletividade pelo virus herpéticos e baixa citotoxidade as células do
hospedeiro. Este € particularmente ativo contra herpes labial e herpes genital, que
sao infecgdes virais comuns em seres humanos (GIAMMONA et al., 1995; ROSSEL
et al., 2000).



O aciclovir apresenta absorcao limitada quando administrado por via oral,
devido a sua baixa solubilidade em agua, as caracteristicas da estrutura molecular e
ao curto tempo de meia-vida bioldgica (1-2 horas) (RANG; DALE; RITTER, 2001).
Assim, sao necessarias administragdes frequentes para manter a concentragéo
plasmatica do farmaco em niveis terapéuticos. A frequéncia de administracédo,
aliada ao tempo de tratamento (10 dias ou mais) € a principal causa da ndo adesé&o

ao tratamento.

Farmacos com estas caracteristicas sado bons candidatos para o
desenvolvimento de formulag¢des que proporcionem liberagdo continua do mesmo ao
longo do trato gastrintestinal. O desenvolvimento de sistemas de liberagao
modificada de farmacos com esta caracteristica vem sendo demonstrado
extensivamente na literatura farmacéutica, devido aos beneficios terapéuticos e
farmacoldgicos em relacdo as formas farmacéuticas convencionais (PASTRANA et
al., 2000; LIESIENE e MATALIONIENE, 2004).

Entre as diferentes estratégias disponiveis para alcangar um controle na
liberacdo de farmacos estao os sistemas microparticulados. A microencapsulagao de
farmacos é uma técnica que, como o nome sugere, envolve a encapsulagao de
pequenas particulas do farmaco ou solugdo do farmaco, num revestimento
polimérico (FLORENCE e ATTWOOQOD, 2003).

A quitosana € um polimero natural, biodegradavel e atéxico. Devido as suas
caracteristicas tem se tornado um material potencialmente atraente para diversos
usos, principalmente na area farmacéutica. Este polissacarideo vem sendo usado
como sistema polimérico na liberagao de farmacos de diversas classes terapéuticas,
tais como, antibidticos, antiinflamatérios, antihipertensivos, bem como, peptideos,
proteinas e vacinas. Salienta-se, ainda, que a quitosana e seus derivados
apresentam algumas vantagens importantes com relacdo as atividades
farmacolodgicas, atuando como antiacido e antiulcera, protegendo a mucosa gastrica
e inibindo a ades&o das bactérias nas células epiteliais bucais e vaginais (ITO; BAM,;
ISHIRAHA, 2000; SINHA et al., 2004).



Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento de
sistemas poliméricos microparticulados contendo quitosana, a fim de promover uma

liberacdo modificada do antiviral, aciclovir.



II- Revisao de Literatura




2.1 Herpesvirus

Os herpesvirus causam uma larga variedade de doengas humanas que variam
desde herpes labial e genital, encefalites e infecgbes congénitas a doencgas
linfoproliferativas. Os principais pacientes acometidos destas patologias s&o os
imunocomprometidos, transplantados, portadores de cancer e HIV positivos
(SNOECK, 2000; HARTLINE et al., 2005).

Os virus da familia Herpesviridae (herpéticos), sdo altamente disseminados na
natureza. Aproximadamente 100 virus desta familia foram identificados, sendo que

oito podem infectar o homem (Tabela 1) (DA SILVA, 2000):

Tabela 1: Virus herpéticos humanos

Género Nome Oficial Nome comum Sigla

o —Herpesviridae

Herpes simples 1 Herpesvirus humano 1 Virus Herpes Simplex tipo 1 HSV-1
Herpes simples 2 Herpesvirus humano 2  Virus Herpes Simplex tipo2  HSV-2
Varicela Zoster Herpesvirus humano 3 Virus da Varicela Zoster VzZv

B -Herpesviridae

Citomegalovirus Herpesvirus humano 5 Citomegalovirus CMV
Reseolovirus Herpesvirus humano 6  Virus Herpes Humano tipo 6  HHV-6
Herpesvirus humano 7 Virus Herpes Humano tipo 7 HHV-7

y —Herpesviridae

Epstein-Barr Herpesvirus humano 4 Virus Epstein -Barr EBV
Herpesvirus humano 8  Virus Herpes Humano tipo 8 HHV -8

Fonte: DA SILVA (2000).

Os a-herpesvirus, Herpes Simplex virus tipos 1 e 2 (HSV-1 e 2), comumente
causam lesdes herpéticas faciais e genitais, respectivamente, sendo que ambos
causam infecgdes recorrentes (GONG et al., 2004; JENSSEN et al., 2004).

Os HSV sao dois virus da familia dos herpesvirus, com genoma de DNA
bicatenar (dupla hélice) que se multiplicam no nucleo da célula-hoéspede, produzindo

cerca de 90 proteinas viricas em grandes quantidades. Estes, apresentam capsideo



icosaédrico e envelope bilipidico, com a propriedade de infectar alguns tipos de
células de forma destrutiva e outras de forma latente. Os HSV-1 e HSV-2 s&o
destrutivos nas células epiteliais e nos fibroblastos e latentes nos neurdnios, onde
podem ser reativados de acordo com a fragilidade do individuo (WHITE e FENNER,
1994).

Os HSV-1 e HSV-2 sdo muito semelhantes, porém apresentam algumas
diferengas significativas. O HSV-1 tem caracteristicas que o levam a ser
particularmente infeccioso e virulento para as células da mucosa oral. O HSV-2 tem
caracteristicas de maior viruléncia e infecciosidade para a mucosa genital. No
entanto, o HSV-1 também pode causar herpes genital e o HSV-2 herpes bucal
(GONG et al., 2005).

2.1.1 Epidemiologia

O HSV produz pandemias sem precedentes, disseminando-se por todo
mundo. Estudos soroepidemioldgicos confirmam que mais de 90 % da populagao,
em geral na quarta década da vida, possui anticorpos séricos contra pelo menos
uma das cepas do HSV, ainda que possa nao apresentar sintomas (BRADY e
BERNSTEIN, 2004; SPEAR et al., 2006). Nos Estados Unidos 16 - 35 % e 40 -80%
da populagédo € soropositivo para o HSV-1 e HSV-2, respectivamente. O virus da
Varicela Zoster — VZV afeta 90 % da populacéo adulta (CASSADY e WHITLEY,
1997). O herpes genital € considerado a doenga sexualmente transmissivel (DST)
que mais afeta as pessoas, acredita-se que milhdes de individuos estéo infectadas
com DST, incluindo o HSV (GONG et al., 2005).

2.1.2 Transmissao do virus

A transmissdo do HSV ocorre através das superficies mucosas ou das
solucdes de continuidade da pele. Os principais sitios incluem a mucosa oral, ocular,
genital e anal. O HSV-2 tem como via preponderante de contagio a relagdo sexual
ou canal do parto, em gestantes infectadas (GONG et al., 2004; JENSSEN et al.,
2004).



2.1.3 Laténcia viral

O HSV apresenta tropismo por ceratindcitos e neurdnios. Os ceratindcitos séo
altamente permissiveis a replicagao viral, enquanto, os neurénios nao apresentam
elevada permissibilidade. O virus, curiosamente, beneficia-se ao infectar as células
imunes ao seu efeito citopatico. Devido aos mesmos ndo poderem destrui-las,
acabam integrando-se ao DNA celular e como resultado final ocorre o
estabelecimento da infecgao latente (JENSSEN et al., 2004; SERGERIE e BOIVIN,
2008).

A laténcia persiste até que ocorra qualquer alteracdo estrutural na célula
infectada, tal como injuria ou diferenciagcdo celular. Esses fatos podem estar
relacionados a alteracdo de nao-permissibilidade da célula. Os fatores capazes de
estimular a reativagdo viral sdo variados, com destaque para imunodepressao,
alteracbes hormonais, radiagao ultravioleta e lesdo traumatica do nervo acometido.
A laténcia viral nos génglios pode ser afetada pela presenga de neurotransmissores
envolvidos nos estados de ansiedade, depressao e disturbios comportamentais,
também comuns nas recorréncias (JENSSEN et al., 2004; VARELLA et al., 2005;
SPEAR et al., 2006; SERGERIE e BOIVIN, 2008).

2.1.4 Progressao e sintomas

Ap0s infecgdo da mucosa, o virus multiplica-se produzindo os caracteristicos
exantemas (manchas vermelhas inflamatérias) e vesiculas (bolhas) dolorosas. As
vesiculas contém liquido rico em virions e a sua ruptura junto a mucosa de outro
individuo é uma forma de transmissdo, contudo também existem virus nas
secregbes vaginais e peniana ou na saliva. Porém, estas desaparecem e
reaparecem sem deixar quaisquer marcas ou cicatrizes, € possivel que ambos os

virus e ambas as formas coexistam num so individuo (SPEAR et al., 2006).

Os episodios agudos secundarios sdo sempre de menor intensidade que o
inicial, devido aos linfécitos memoaria, contudo a doenga permanece para toda a vida,

ainda que os episédios se tornem menos frequentes. Muitas infecgbes e



recorréncias sdo assintomaticas. Nao ha vacina nem tratamento definitivo, apesar de
alguns farmacos especialmente acicloguanosinas como o aciclovir poderem reduzir
os sintomas e o perigo de complicagdes como a encefalite (BRADY e BERNESTEIN,
2004).

2.2 Aciclovir

A era da terapia antiviral seletiva eficaz comecou com o aciclovir. Este
composto é um derivado da guanosina, com alta especificidade pelo virus da Herpes
Simplex e Varicela-Zoster, sendo considerado o medicamento de escolha para o
tratamento destas patologias (SNOECK, 2000; RANG; DALE; RITTER, 2001).

2.2.1 Caracteristicas Fisico-Quimicas

O aciclovir (Figura 1) (DE CLERCQ et al., 2001) (2-amino 1,9 -dihidro-9-[(2-
hidroxietoxi)metil]-6H-purina-6-ona), apresenta-se sob a forma de um poé cristalino
branco, muito pouco soluvel em agua, insoluvel em alcool e ligeiramente soluvel em
solugdo de HCI 0,1 mol.L™" (UNITED STATES PHARMACOPEIA 30 NF/25, 2007).

Em relagado a constante de dissociagao (pka) apresenta dois valores; 2,3 e 9,2.

0
HN N
L >
HzN)N\HN NVDH/\“DH

Figura 1. Estrutura quimica do aciclovir
2.2.2 Mecanismo de acao
O aciclovir é convertido em monofosfato pela timidina quinase e, felizmente, a

forma especifica viral dessa enzima € muito mais eficaz na fosforilacdo do que a

enzima da célula do hospedeiro. Por conseguinte, € apenas adequadamente ativada
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nas células infectadas, e as quinases das células do hospedeiro convertem entédo o
monofosfato em trifosfato. O trifosfato de aciclovir € o inibidor da DNA polimerase
viral, terminando a cadeia de nucleotideos (Figura 2). Este farmaco apresenta uma
poténcia 30 vezes maior contra a enzima do herpes virus em comparagdo com a
enzima do hospedeiro (RANG; DALE; RITTER, 2001).

y Célula infectada

.
Acv.

(ACY) (ACV: P

@ l Cellular Kinase
Viral Kinase (ACVZ P P

%

Figura 2. Esquema representativo do mecanismo de agao do aciclovir

2.2.3 Aspectos farmacocinéticos

Quando administrado por via oral, apenas 20 % da dose sao absorvidos no
trato gastrintestinal e as concentragdes plasmaticas maximas sao atingidas em 1-2
horas. O farmaco exibe ampla distribuicdo, alcangando concentragdes no LCR
(liquido cefalorraquidiano) que correspondem a 50 % das concentragdes
plasmaticas. O aciclovir é excretado pelos rins, uma parte por filtragdo glomerular e
outra por secregao tubular (RANG; DALE; RITTER, 2001).
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2.2.4 Concentragao usual

Para adultos por via oral, a dose é de 200 mg quatro vezes ao dia durante 10
dias. Por via intravenosa, 5 mg/Kg a cada 8 horas durante 5 a 7 dias. Para o
tratamento de encefalite causada por Herpes Simplex, 10 mg/Kg a cada 8 horas. Por
via topica, a aplicagado do creme deve ser a cada 3 horas, seis vezes ao dia durante
sete dias (KOROLKOVAS, 2000).

2.2.5 Efeitos adversos

Algumas pessoas podem apresentar reagdes alérgicas, porém estas sao
raras. Existem relatos de inchago, especialmente dos labios, face ou palpebras,
brotoejas ou manchas. Pode ocorrer ainda, inflamagédo local durante a injegao
intravenosa se houver extravasamento da solugdo, bem como disfungdo renal,
embora a infusdo lenta reduza esse risco. Nauseas, cefaléia e raramente
encefalopatia também foram descritos (KOROLKOVAS, 2000).

2.2.6 Formulagoes disponiveis no mercado

No mercado farmacéutico esta disponivel na forma de comprimidos e
capsulas de liberacdo imediata, p6 para suspensao oral, creme, pomada oftalmica e
po liofilizado para administragcdo endovenosa, sendo Zovirax® o nome comercial do
medicamento de referéncia produzido pelo laboratério GlaxoSmithKline
(KOROLKOVAS, 2000).

2.3 Biopolimero Quitosana

A quitosana € um aminopolissacarideo biodegradavel, hidrofilico, nao tdxico e
biocompativel, obtido a partir da desacetilagdo alcalina da quitina, um polimero
encontrado em carapacas de crustaceos, cuticulas de insetos e parede celular de

alguns fungos. Em relagdo a sua estrutura quimica € considerada um copolimero,
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formado por unidades de (-(1,4) 2 - amino 2-desoxi-D - glicose e B-(1,4) 2 -
acetamido- 2- desoxi -D- glicose com a presenga de grupos amino e grupos hidroxila
primario e secundario (Figura 3). Sua obtencdo comercial é principalmente
proveniente de cascas de camardao e caranguejo (TORRES et al., 2005;
TAKAHASHI; IMAI; SUZUKI, 2007).

Durante o processo de desacetilagcdo da quitina, os grupos acetamido
sdo transformados parcialmente em grupos amino (-NH;) ao longo da cadeia
polimérica, este processo ocorre através de reagdes de hidrdlise acida ou basica
(KURITA, 2001; EINBU; GRADALEN; VARUM, 2007).

Este biopolimero é caracterizado como uma base fraca, sendo insoluvel em
agua e solventes organicos, porém, € soluvel em solugdes acidas diluidas (pH <
6,5), onde ocorre a conversao das unidades glicosaminas para forma soluvel R-
NH3*. Em contato com solucdes alcalinas ou com polianions sofre precipitacdo. Além
disso, apresenta ainda a capacidade de formar gel em baixos valores de pH.
Comercialmente esta disponivel na forma de flocos secos, solugcédo e po6 fino. O seu
peso molecular varia em média entre 3.800 e 2.000.000 Dalton e o grau de
desacetilagdo de 66 a 95 %. Estes parametros, acrescidos do tamanho de particula,
densidade e viscosidade sao considerados importantes fatores que influenciam nas

propriedades das formulag¢des farmacéuticas (SINHA et al., 2004).

As vantagens deste biopolimero em relagdo aos outros polissacarideos s&o
devido a sua nao toxicidade e biodegradabilidade. Por estas propriedades, a
quitosana tem sido usada como matriz de microparticulas e sistemas reticulados
para imobilizacdo e liberagdo de farmacos (NASCIMENTO et al., 2001; HEJAZI e
AMIJI, 2003; GONCALVES et al., 2005).
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Figura 3. Estrutura quimica do copolimero quitosana

Uma importante caracteristica da quitosana esta na possibilidade de
modificagdes estruturais, de modo a obter diversas formas de interagdo quimica e
resisténcia mecanica. Essas interacbes quimicas podem ser obtidas através de
diferentes rotas, entre elas o uso de agentes reticulantes. A reticulagdo € uma
modificagdo quimica que pode ser feita pela reacdo do polimero com diferentes
substancias, por exemplo, a reagdo dos grupos amino com glutaraldeido leva a
formacao de iminas (Figura 4) (TORRES et al.,, 2005; GEORGE e ABRAHAM,
2006). O tripolifosfato de sédio (TPP) também é usado como agente reticulante na
preparagao de microparticulas de quitosana. Este apresenta grupos O que sao
reativos, sendo atraido pelos grupamentos NHs;* da molécula de quitosana,
ocorrendo assim, um entrelacamento cruzado e aproximacgao entre essas duas
substancias através de uma reticulagéo i6nica, conforme representado na Figura 5
(YANG et al., 2007).

O aumento do grau de reticulagéo leva a um aumento de obstaculos a difusao
do farmaco, ou seja, as pontes de reticulagdo aproximam as cadeias
macromoleculares e diminuem a sua mobilidade, provocando assim uma redugao da
area efetiva de difusdo (GUPTA e JABRAIL, 2006).
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Figura 4. Figura representativa da reticulagdo entre a quitosana e o glutaraldeido
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Figura 5. Figura representativa da reticulagdo entre a quitosana e o tripolifosfato
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Outra interessante possibilidade de modificacdo estrutural da quitosana € a
sua funcionalizagdo quimica, através da introdugdo na matriz polimérica de grupos
funcionais adicionais. Recentemente a reagdo de amidacao da quitosana com acido
malbnico, introduzindo grupos amida e carboxilato, resultou na malonilquitosana, a
qual foi utilizada na forma de microesferas como sistema de liberacdo da
enrofloxacina, um farmaco de uso exclusivo da medicina veterinaria (VALGAS et al.,
2005).

Devido a sua natureza policatibnica, quando a quitosana entra em contato
com solucdes acidas € possivel a sua moldabilidade nas mais diversas formas

como, membranas, esferas, géis, microesferas, entre outros (TORRES et al., 2005).

2.4 Sistemas Microparticulados

2.4.1 Aspectos Gerais

A microencapsulagdo tem sido foco de inumeras pesquisas na area
farmacéutica nos ultimos anos, envolvendo diferentes objetivos, entre eles a
obtencdo de produtos de liberacdo modificada. Esta técnica €& considerada um
processo fisico no qual um filme fino ou camada polimérica é aplicada para envolver
sélidos, liquidos ou gases, isolando-os e protegendo-os das condigbes ambientais
como luz, ar e umidade. Ainda, permite converter liquidos em sdélidos, modificando
as propriedades do coloide ou da superficie dos materiais, contribuindo para o
controle de liberagdo de farmacos e sua biodisponibilidade. A incorporagcao de
farmacos nestes sistemas pode ser definida como um processo pelo qual se
envolvem quantidades pequenas de uma substancia farmacologicamente ativa com
um filme polimérico (RE, 1998; PENG; ZHANG; KENNEDY, 2006).

Os termos microparticulas e microcapsulas referem-se a dois tipos de
estruturas distintas (Figura 6). As microcapsulas sdo particulas normalmente
esféricas, se estiverem carregando um liquido ou um gas, ou de outro formato se
carregarem particulas sélidas ou semi-sdlidas, ja que constituem um sistema tipo

reservatorio. O material microencapsulado € chamado de nucleo ou fase interna
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enquanto a fase externa é também conhecida como parede, revestimento ou
membrana. Denomina-se microesferas aqueles sistemas em que o farmaco
encontra-se homogeneamente disperso no interior da matriz polimérica ou cerosa,
formando um sistema monolitico, onde nédo é possivel identificar um nucleo
diferenciado. O material polimérico forma uma rede tridimensional, onde o farmaco
pode ser adsorvido, incorporado ou ligado covalentemente a superficie da particula,
formando sistemas de dissolugao, dispersao ou sistemas porosos. As particulas com
tamanho entre 10 e 1000 nm (1 um) sdo consideradas nanoparticulas, enquanto que
particulas maiores que 1 pym sao denominadas microparticulas (BRESOLIN e
FILHO, 2003).

Membrana Matriz

Material Material
encapsulado disperso

Sistema reservatoério ou
Microcapsula

Sistema matricial ou
Microesfera

Figura 6. Estrutura dos sistemas obtidos por microencapsulagao

2.4.2 Métodos de preparagao

Muitos métodos foram propostos para producdo de microparticulas,
dependendo da solubilidade do nucleo e do polimero, tamanho de particula,
permeabilidade e espessura da parede, propriedades fisicas, tipo e taxa de liberacéo
e custo de produgéo (BRESOLIN e FILHO, 2003; ANAL e SINGH, 2007; JAWOREK,
2007). O método ideal de microencapsulacao deve ser simples, reprodutivel, rapido,
facil de transpor a escala industrial e deve ser pouco dependente das caracteristicas
de solubilidade do farmaco e polimero (SILVA et al., 2003).
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Para promover a formacdo de microparticulas, tanto para aplicagdo em
alimentos, como em cosméticos e liberacdo de farmacos, existem métodos
quimicos, fisicos (mecanicos) e fisico-quimicos. Entre os métodos quimicos
utilizados destacam-se a inclusdo molecular, que corresponde a encapsulagao de
certas moléculas por outras e a polimerizacao interfacial. Pode-se citar ainda a
policondensagédo interfacial e a polimerizagdo em meio disperso (CONSTANT e
STRINGHETA, 2002; JAWOREK, 2007).

Como meétodos fisico-quimicos citam-se a separacdo de fases ou a
coacervagao simples e complexa, a evaporagao-extracdo de solvente, a gelificagdo
térmica de emulsdes e o envolvimento lipossdmico. Estes métodos, de forma geral,
transformam substancias inicialmente soluveis, tais como polimeros e ceras, em

materiais insoluveis no mesmo meio (PAVANETTO et al., 1993).

A coacervacgao ou separagao de fases consiste na obtengdo a partir de uma
solugdo contendo uma macromolécula dispersa, de duas fases liquidas imisciveis,
uma fase de coacervado, em que a macromolécula estd presente em elevada
concentracdo e uma fase de equilibrio, em que a mesma estd em baixa
concentracdo. Quando estad presente uma unica macromolécula este processo €&
designado por coacervagao simples e quando estdo presentes duas ou mais
moléculas de carga oposta € referido como coacervagao complexa. A coacervagao
simples é induzida por uma alteragcao de condigdes que causam a dessolvatagao da
macromolécula, como a adigdo de um nao-solvente, a adicdo de micro-ions ou
alteragcbes da temperatura, que promovem as interagdes macromolécula-
macromolécula em detrimento das interacbes macromolécula-solvente. A
coacervagao complexa é induzida através da criagdo de forgas eletrostaticas entre
as macromoléculas (PAVANETTO et al., 1993; SILVA et al., 2003).

Dentro os processos fisicos citam-se o revestimento por extrusdo, com
diversas modalidades, e mais recentemente a coextrusdo/esferonizacdo e
nebulizagdo por spray-drying (CONSTANT e STRINGHETA, 2002; JAWOREK,

2007). Esta tecnologia é utilizada em diversos segmentos industriais, incluindo o
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farmacéutico. Embora seja uma técnica de elevado custo, que necessita de
investimentos em instalacbes e operagdes, muitas sdo as razdes pelas quais a
mesma € amplamente utilizada apesar do custo. Estas vantagens incluem a
producao de particulas de qualidade consistente, a facilidade em relagdo ao uso
continuo, a aplicabilidade da técnica em materiais tanto sensiveis quanto resistentes
ao aquecimento e a capacidade de processar varios tipos de matérias-primas
(PALMIERI; WHERLE; STAMM, 1994; DANGPRASIRT e RITTHIDEJ, 1995;
WENDEL e CELIK, 1998; RATTES e OLIVEIRA, 2007).

No método de atomizagdo por spray-drying (Figura 7) o farmaco é
incorporado juntamente ao material revestidor previamente solubilizado ou fundido.
A solugao resultante é atomizada em um compartimento que recebe um fluxo de ar
quente. A rapida evaporagdo da agua permite manter baixa a temperatura das
particulas, de maneira que a alta temperatura do ar de secagem n&o afete
demasiadamente o produto (BROADHEAD; ROUAN; RHODES, 1992; BERMAN,;
PIERCE; PAGE, 1994; SHU et al., 2006).

Atomizador
l Camara de

secagem
@ W

/ - i ' \
I' 1
N

lﬂ}l‘L Coletor 5 ‘I_
@ \ 2]

Produto seco

Figura 7. Desenho esquematico do spray- dryer
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2.4.3 Aplicagao das microparticulas

Na area farmacéutica as aplicagdes das microparticulas sdo extensas, sendo
empregadas para mascarar sabores ou odores, converter liquidos em sélidos e a
protecao em relagdo aos agentes atmosféricos (umidade, luz, calor e/ou oxidacao),
proporcionando um aumento da estabilidade (DAVIES, 2001; BRESOLIN e FILHO,
2003; SILVA et al., 2003).

Outras aplicagbes incluem a reducao ou eliminagao da irritagao gastrica ou
efeitos secundarios provocados por alguns farmacos, a reducédo da volatilidade, a
administracdo de farmacos incompativeis, o0 melhoramento das caracteristicas de
escoamento de pds, a facilitagdo do manuseio de substancias toxicas, o auxilio a
dispersdo de substancias insoluveis em agua em meios aquosos e a producao de
formas farmacéuticas de liberagdo modificada (DAVIES, 2001; BRESOLIN e FILHO,
2003; SILVA et al., 2003).

2.4.4 Vias de administragao de produtos microparticulados

As vias para administracao destes produtos sdo as mais variadas possiveis,
dependendo do alvo terapéutico desejado. As microcapsulas podem ser
administradas via parenteral ou implantadas. Pela via oral, farmacos
microencapsulados sao geralmente administrados por meio de capsulas de gelatina
dura, que podem também receber revestimento entérico ou, alternativamente, em
suspensdes estaveis, eventualmente incluidas em capsulas moles. As vias nasal e
ocular sdo também de interesse para o uso de microparticulas (BRESOLIN e FILHO,
2003; MELO et al., 2006; VANDELLI et al., 2006; BODMEIER e KRANZ, 2007; HE et
al., 2007; DONG; MAINCENT; BODMEIER, 2007).
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2.5 Liberacao modificada

2.5.1 Consideragoes gerais

Alguns sistemas de liberacéo de farmacos destinam-se a liberar o farmaco no
organismo de modo que seja absorvido com rapidez e completamente, enquanto
outros devem liberar o principio ativo lentamente para que a agdo do farmaco seja
prolongada (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000).

Cada sistema de liberagdo objetiva eliminar as mudangas ciclicas na
concentracdo de farmaco no plasma, observada apos a administragdo de um
sistema de liberagdo convencional. Assim uma variedade de expressdes sao

utilizadas para descrever esses sistemas de liberagdo modificada (AULTON, 2005):

» Liberacao retardada: indica que o farmaco nao ¢ liberado imediatamente apos
a administragdo, mas um tempo depois, por exemplo, comprimidos com

revestimento entérico e capsulas de liberagao pulsatil;

» Liberagao repetida: indica que uma dose individual é liberada regularmente
logo apds a administracdo, e uma segunda ou terceira doses sao

subsequentemente liberadas;

» Liberagao prolongada: indica que o farmaco é disponibilizado para absorgéao
por um periodo de tempo mais prolongado do que a partir de uma forma

farmacéutica convencional;

» Liberagao sustentada: indica uma liberacgao inicial de farmaco, suficiente para
disponibilizar a dose terapéutica logo apds a administragdo, a qual € seguida

de uma liberagao gradual do farmaco, por um periodo de tempo estendido;

» Liberagao estendida (LE): refere-se a formas farmacéuticas que liberam o

farmaco lentamente de modo a manter as concentragdes plasmaticas no nivel
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terapéutico, por um periodo prolongado de tempo (em geral, entre 8 e 12

horas);

» Liberagao controlada (LC): refere-se a formas farmacéuticas que liberam o
farmaco em wuma velocidade constante e fornecem concentragoes

plasmaticas que permanecem invariaveis com o tempo;

» Liberagdo modificada (LM): refere-se a formas farmacéuticas definidas pela
USP (United States Pharmacopea), nas quais as caracteristicas de curso e/ou
localizag&o de liberagdo de farmacos sao escolhidas para satisfazer objetivos
terapéuticos ou de conveniéncia nao oferecidos pelas formas convencionais,
entretanto uma forma farmacéutica de liberagdo estendida (LE) permite uma
dupla reducdo da freqiiéncia de doses. E interessante salientar que a USP
considera os termos, liberagdo controlada, liberagdo prolongada e liberagao

sustentada intercambiaveis com o termo liberacéo estendida.

A maioria dos sistemas de liberacdo modificada (Figura 8) é elaborada de
modo que a administragdo de uma s6 unidade de dose proporcione a liberagao
imediata de uma quantidade de farmaco que prontamente produz o efeito
terapéutico desejado, e a liberacdo gradual continua de quantidades adicionais
para manter esse nivel de efeito durante um periodo prolongado. Nestes sistemas,
o planejamento baseia-se nas caracteristicas peculiares de cada farmaco, pois o
que pode ser efetivo para um farmaco pode nao ser eficiente para outro,
considerando as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas de cada um. Para
manter o nivel constante de farmaco no organismo, este deve ser liberado em
velocidade que substitua a quantidade que foi metabolizada e excretada (ANSEL;
POPOVICH; ALLEN, 2000).
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Figura 8. Cedéncia do farmaco de uma forma farmacéutica de liberagéo

convencional (A) e liberagdo modificada (B)
2.5.2 Vantagens terapéuticas

Estas formulagbes apresentam grandes vantagens quando comparadas as
formas farmacéuticas de liberacdo convencional, como por exemplo, a frequéncia da
administracdo é reduzida e a adesao do paciente a terapéutica pode aumentar,
tornando a administragdo do farmaco mais adequada. As variagbes das
concentragdes plasmaticas, caracteristicas dos regimes posolégicos multiplos das
formas farmacéuticas convencionais, sdo reduzidas, pois se consegue manter um
nivel plasmatico. Outra vantagem menos evidente, mas que esta implicita na
concepgao deste tipo de forma farmacéutica é o fato da quantidade total de farmaco
administrado ao paciente poder ser reduzida, logo a biodisponibilidade € maior para
uma dose minima. Por outro lado, pode-se conseguir um controle mais adequado da
absorc¢ao do farmaco, uma vez que o nivel dos picos plasmaticos observados apdés a
administracdo da dose de um farmaco bastante biodisponivel, pode ser reduzida
pela sua formulacdo numa forma de agcdo modificada. A margem de seguranga de
farmacos bastante potentes pode ser aumentada e a incidéncia de efeitos adversos
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locais ou sistémicos pode ser reduzida em pacientes mais sensiveis (LACHMAN;
LIEBERMAN; KANING, 2001).

2.5.3 Sistemas de liberagdao modificada contendo aciclovir

O controle da liberagao de farmacos em sitios de acéo especificos, através da
utilizacao de vetores, capazes de permitir a otimizagcdo da velocidade de cedéncia e
do regime de dosagem das substancias, vem sendo amplamente investigado
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Pesquisa bibliografica realizada na base de dados “Science Direct’
demonstrou que foram pesquisados e desenvolvidos poucos trabalhos envolvendo
sistemas de liberacao diferenciados para o aciclovir. Os principais trabalhos estéao

relatados a sequir:

Em 1998, Groning e colaboradores desenvolveram comprimidos
magnetizados para administragao oral, a fim de controlar o transito gastrintestinal da
formulacdo. Os resultados apontaram que a concentragao plasmatica do aciclovir foi
significantemente maior apdés 12 horas da administracdo, em relacdo aos

comprimidos de liberacdo imediata.

Lipossomas a base de fosfatidilcolina para liberagao ocular foram preparados
e investigados in vitro e in vivo, apresentando um aumento na penetracdo do
farmaco (LAW; HUANG; CHIANG, 2000). Rossel e colaboradores (2000)
complexaram o aciclovir com p-ciclodextrinas a fim de promover um aumento da
solubilidade. Microesferas de liberacdo sustentada foram desenvolvidas utilizando a
etilcelulose como polimero, promovendo tempos de liberacdo em torno de 12 horas
em fluido gastrintestinal (CHEU et al., 2001).

Sistemas microencapsulados com poli (D,L-lactideo-co-glicolideo) foram
preparados para administracdo topica, permitindo um aumento do aciclovir na
epiderme basal (JALON et al., 2003). O mesmo sistema com diferentes pesos

moleculares também foi utilizado para desenvolver microparticulas visando a
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administracao intravitrea (CONTI et al., 1997; SANCHO; VANRELL; NEGRO, 2003).
Sandri e colaboladores (2004) indicaram um aumento da permeag¢ao e muco adesao
bucal e vaginal quando o farmaco foi incorporado em uma solugdo polimérica
contendo a 5-metil-pirrolidinonaquitosana como polimero base. Pavelic e
colaboradores (2005) desenvolveram lipossomas contendo aciclovir para liberagéo

vaginal.

A literatura demonstra o desenvolvimento de comprimidos matriciais
hidrofilicos constituidos por hidroxipropilmetilcelulose K4M em diferentes
proporgdes, proporcionando tempos de liberagdo de aproximadamente 400 minutos
(FUERTES et al., 2006).

O copolimero polietileno-co-acetato de vinila foi utilizado para originar um
filme bucal de liberagdo modificada (TALLURY; ALIMOHAMMADI; KALACHANDRA,
2007). A acrilamida enxertada com dextrana e quitosana foi igualmente empregada
como polimero base para o desenvolvimento de microesferas contendo aciclovir,
através da técnica de emulsificagdo (ROKHADE; PATIL; AMINABHAVI, 2007).

Recentemente, filmes poliméricos constituidos de etil e hexilmetacrilato com
diferentes pesos moleculares foram desenvolvidos por Tallury e colaboradores
(2008) para encapsulacao do aciclovir. Microcapsulas de liberagao controlada foram
preparadas a partir de polivinilgalactose-éster-metacriletiltrimetilaménia na forma de
cloridrato (ZHANG et al, 2008). Um complexo do farmaco com [-
ciclodextrina/poliamida/amino, foi formulado objetivando aumentar a solubilidade do
mesmo (BENCINI et al ., 2008).

Observa-se, ainda, que diversos sistemas investigados contendo aciclovir
destina-se as vias de administracdo alternativas a via oral, o que implica na
necessidade de pesquisar e desenvolver sistemas objetivando-se este local de

administragao.
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2.6 Via Oral

A administragcdo de farmacos pela via oral € a mais comum, entretanto é
também a mais variavel e envolve o trajeto mais complicado de acesso aos tecidos.
Certos farmacos s&o absorvidos no estdbmago, porém o principal sitio de entrada
para a circulacdo sistémica é o duodeno, em razdo de sua maior superficie de
absorcao. A maioria dos farmacos absorvidos no trato gastrintestinal (TGI) entra na
circulagao porta e passa pelo figado antes de ser distribuido pela circulagao geral. O
metabolismo de primeira passagem no intestino ou figado limita a eficacia de muitos

farmacos administrados por via oral.

A absorgao pelo trato gastrintestinal é regulada por diversos fatores, tais como,
estado fisico do farmaco, area de superficie para a absor¢ao, fluxo sanguineo e a
concentragdo no local da absorg&o. As principais vantagens em se administrar um
medicamento por via oral, estdo relacionadas com a seguranga, conveniéncia e
economia (AULTON, 2005).

2.7 Fisiologia do trato gastrintestinal e absorg¢ao de farmacos

A via oral é aquela pela qual a maioria dos medicamentos € administrada,
assim sendo, € importante conhecer como essas formulagbes comportam-se
durante a passagem pelo trato gastrintestinal. Sabe-se que o intestino delgado € o
sitio de maior absorgédo de farmacos e por esse motivo, o tempo em que o farmaco
permanece nessa parte do trato gastrintestinal € altamente significativo. Quando
estao sendo desenvolvidos sistemas de liberacdo modificada, € essencial avaliar os
fatores que podem afetar o seu comportamento e, especialmente o tempo de
transito em determinadas regides do trato gastrintestinal. De modo geral, a maioria
das formas farmacéuticas quando ingeridas na posicao ereta, passa pelo es6fago
rapidamente em geral menos de 15 segundos. O trénsito pelo es6fago depende
tanto da forma farmacéutica como da postura (AULTON, 2005).
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2.7.1 Esvaziamento gastrico

O tempo que uma forma farmacéutica leva para atravessar o estbmago €
geralmente denominado de, tempo de resisténcia gastrica, tempo de esvaziamento
gastrico ou velocidade de esvaziamento gastrico. O esvaziamento gastrico de
medicamentos é muito variavel e depende da forma farmacéutica e se o estdmago
estd cheio ou em jejum. Os tempos de residéncia gastrica normais variam

geralmente de cinco minutos a duas horas (AULTON, 2005).

2.7.2 Transito pelo intestino delgado

O intestino delgado é um tubo cilindrico com pouco mais de 6 metros e
aproximadamente 4 cm de didmetro na porgcado proximal, estreitando-se até 2,5 cm
de didmetro na porgao distal. O duodeno é a primeira por¢ado proximal do intestino
delgado, que se estende do piloro (gastroduodenal) ao jejuno. No duodeno realiza-
se a digestao do quimo, pela agado do suco entérico que contém enzimas como a

enteroquinase e horménios como a secretina (GUYTON, 1992).

O jejuno e o ileo constituem a porcdo mesentérica e mével do intestino
delgado, comegando ao nivel da flexura duodeno-jejunal e terminando ao nivel da
fossa iliaca direita, onde se estabelece a continuidade com o intestino grosso. A
absorcao dos nutrientes ocorre nas regides do jejuno e do ileo. Os nutrientes séo
absorvidos pelo sangue e passam para o figado para serem distribuidos a todo
organismo (GUYTON, 1992).

O transito no intestino delgado é relativamente constante, em torno de trés
horas. Contrastando com o estdbmago, nao discrimina sélidos de liquidos e, por isso,
nao discrimina formas farmacéuticas, no individuo em jejum ou apds a ingestao de
alimentos. O tempo de residéncia no intestino delgado € um fator de particular
importancia para formas farmacéuticas que liberam lentamente o farmaco a medida
que passam ao longo do trato gastrintestinal, como o sdo os sistemas de liberagao

prolongada, sustentada e controlada, bem como formas farmacéuticas com
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revestimento entérico, as quais liberam o farmaco somente quando alcangam o
intestino delgado (AULTON, 2005).

Geralmente o intestino delgado € considerado como sitio primario de
absorcdo de farmacos e, consequentemente, a via principal de escolha para sua
liberac&o. Entretanto, um grande interesse na liberacdo de farmacos no coélon tem
ocorrido nos ultimos anos (MACKAY; PHILLIPS; HASTEWEL, 1997; BRESOLIN e
FILHO, 2003).

2.7.3 Transito pelo intestino grosso

O intestino grosso € a parte final do tubo digestivo. Nele distinguem-se trés
partes: ceco, colén e reto. Entre essas regides, a mais importante em relagdo a
absorcdo de farmacos é o colon. Este é composto de trés regides; colon
ascendente, o colon transverso, que atravessa a cavidade abdominal da direita para
a esquerda e o célon descendente (GUYTON, 1992; MACKAY; PHILLIPS;
HASTEWEL, 1997). O transito de medicamentos no colon € longo e variavel (2 a 48
horas), podendo variar de acordo com o tipo de forma farmacéutica, da dieta,
padroes de alimentacao e estados doentios. Na maioria das pessoas, os tempos de
transito da boca até o anus ultrapassam 24 horas (AULTON, 2005). O trato

gastrintestinal humano estéa representado na Figura 9.

Boca—@ /
Esdfago

Estomago

Intestino delgado

Intestino grosso

Figura 9. Trato gastrintestinal humano
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3.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve por objetivo desenvolver microparticulas contendo aciclovir,
utilizando o biopolimero quitosana como matriz polimérica, através das técnicas de
coacervagao e spray-drying, a fim de promover uma liberacdo modificada do

farmaco.

3.2 Objetivos especificos

» Caracterizagao do farmaco aciclovir (matéria-prima);

» Sintese das microesferas de malonilquitosana através da reacdo de amidacao

entre a quitosana (microesferas gelatinizadas) e o acido malbnico;

» Caracterizacdo das microesferas de malonilquitosana, através de analise
elementar, IV, RMN °C, TG e MEV;

» Impregnacédo do aciclovir nas microesferas de malonilquitosana através da

técnica de adsorcgéo por contato;

» Avaliacdo do grau de intumescimento das microesferas de malonilquitosana

contendo aciclovir;

» Desenvolvimento das microparticulas de quitosana contendo aciclovir pela
técnica de spray- drying (Parte | — sem adi¢cao de agente reticulante) e (Parte

II- com adi¢cao do agente reticulante tripolifosfato);

» Determinacao da eficiéncia de encapsulacao das formulacdes desenvolvidas

pelas técnicas de coavervagao e spray- drying;

» Determinagao in vitro do perfil de liberagdo do farmaco a partir das

formulagdes desenvolvidas por ambas as técnicas;
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Aplicacdo de modelos matematicos para elucidar os mecanismos envolvidos
na liberacdo do aciclovir a partir dos sistemas poliméricos desenvolvidos

pelas distintas técnicas;

Caracterizagao das microparticulas desenvolvidas por spray- drying, pelas
técnicas de DSC, TG, DRX, IV e MEV;

Avaliagdo da estabilidade das formulagbes desenvolvidas por spray- drying
(Parte I1) frente & temperatura de 40 + 2 °C, umidade relativa de 75 + 5 % e

condi¢cdes ambientais de temperatura e umidade;

Validacdo da metodologia analitica de doseamento das microparticulas
produzidas por spray-drying por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).



IV- Materiais e Métodos
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4.1 Materiais

4.1.1 Matérias-Primas

O farmaco aciclovir foi cedido pela empresa Eurofarma, este proveniente do
fornecedor Chemo SA, numero de lote 4507062001. A quitosana foi obtida da
Purifarma, apresentando um grau de desacetilacdo de 90 % e massa molar média
de 122.740 Dalton e o tripolifosfato foi adquirido da Plury Quimica LTDA, lote interno
2134560. Os padrdes de aciclovir e guanina sao provenientes da Farmacopéia

Brasileira.

4.1.2 Solventes e Reagentes

Todos os reagentes utilizados possuiam grau de pureza analitica com excegao

daqueles utilizados na analise por CLAE.

Acetonitrila (grau cromatografico)
Acido acético

Acido cloridrico

Acido malénico

Acido sulfarico

Agua deionizada

Agua destilada

Etanol

Fosfato de sddio

Glutaraldeido

Hidréxido de sédio

YV V.V V V V V V V V V

4.1.3 Equipamentos

> Analisador térmico DSC 60 SHIMADZU
» Aparelho de dissolugdo VARIAN
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Balanca Analitica OHAUS

Banho de ultrason UNIQUE

Bomba peristaltica ISMATEC

Centrifuga SIGMA

Coluna Cromatografica PHENOMENEX

Cromatdégrafo liquido SHIMADZU FRC-10 A, com bomba LC-10AD e detector
SPD-10AV da SHIMADZU, gerenciado por controlador SCL-10 AVP,

acoplado a computador Mega Corp e operado pelo programa Class-VP

YV V. V V V V

Elemental Analyzer Carlo Erba, modelo EA 1110

Difrator de raios X, PHILIPS, modelo X-Pert

Microscopio Eletrénico de Varredura PHILIPS, modelo XL30
Espectrofotdbmetro UV/VIS VARIAN, modelo Cary 50 BIO
Espectrofotometro RMN 400 MHZ-VARIAN, modelo Eur 0028
Espectrofotdbmetro infravermelho FT Perkin Elmer, modelo 16 PC
Mini spray- dryer BUCHI, modelo B-191, Suica

Termobalanca TGA-50 SHIMADZU

YV V.V V V V V V

4.2 Métodos

4.2.1 Caracterizagao do farmaco

O aciclovir (matéria-prima) utilizado para a realizacdo deste trabalho foi
submetido aos ensaios de determinagcdo do teor de substancia ativa (UNITED
STATES PHARMACOPEIA 30 NF/25, 2007), espectroscopia na regido do
infravermelho (IV) e ultravioleta (UV), e calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

com o objetivo de caracteriza-lo e realizar o seu controle de qualidade.

4.2.2 Desenvolvimento das microparticulas

As microparticulas a base de quitosana foram desenvolvidas por técnicas

distintas, coacervacgao e spray-drying, conforme metodologias descritas a seguir:
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4.2.2.1 Preparagao das microesferas de quitosana gelatinizada pela técnica de

coacervagao

A quitosana (5 g) foi dissolvida em 100 mL de uma solug&o de acido acético
5 % (v/v). Em seguida foi gotejada em um banho contendo solugdo de NaOH 2,0
mol.L" através de uma bomba peristaltica (Ismatec) sob constante agitacdo, para
dar origem as microesferas de quitosana gelatinizada, sendo estas lavadas,

posteriormente, com agua destilada até pH neutro e secas a temperatura ambiente.

4.2.2.2 Sintese das microesferas de malonilquitosana através da reagado de

amidagcao com acido malénico

Uma amostra de 5 g de microesferas de quitosana gelatinizadas foi pesada e
suspensa em 20 mL de etanol anidro, sob constante agitagdo durante uma hora,
logo ap6s o etanol foi retirado por filtragdo. As microesferas de quitosana umidas
foram suspensas novamente em 20 mL de etanol contendo 450 mg de &cido
maldnico. A mistura resultante foi refluxada por 36 horas a 78 °C e entao resfriada
em temperatura ambiente. Apds este procedimento as microesferas foram colocadas
em contato com uma solu¢do de glutaraldeido 2,5 % (m/v) por um periodo de 24
horas em temperatura ambiente, sob constante agitacdo. O material resultante foi
fitrado e lavado com agua destilada para a retirada do excesso do agente

reticulante.

4.2.2.3 Caracterizagdo e analises fisico-quimicas das microesferas de

malonilquitosana

As microesferas produzidas pela técnica de coacervagao e modificadas pela

reacao de amidagédo com acido maldnico foram submetidas aos seguintes ensaios:
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4.2.2.3.1 Determinagao do grau de substituicao por analise elementar

O grau de substituicdo (GS) nas microesferas de quitosana foi determinado
de acordo com o método descrito por Inukai e colaboradores conforme Equacéo 1
(INUKAI et al., 1998):

GS = [(C/N), - (C/N)o] / 3 (1)

Onde (C/N), € a razao carbono/nitrogénio das microesferas de malonil
resultante e (C/N), é a razdo carbono/nitrogénio das microesferas de quitosana
gelatinizada. O valor 3 é referente ao numero de atomos de carbono substituintes.
Os valores de C/N foram medidos através de um Elemental Analyzer Carlo Erba EA

1110, utilizando-se os valores experimentais percentuais de C, H e N.
4.2.2.3.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho (IV)

As microesferas de quitosana gelatinizada e malonilquitosana foram
previamente trituradas e prensadas com KBr na forma de pastilhas. Os espectros
das microesferas na regido do infravermelho foram obtidos através de

espectrofotdmetro FT Perkin Elmer modelo 16 PC, na regido de 4000 - 400 cm™.

4.2.2.3.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN **C)

Os espectros de RMN de *C em fase sdélida foram obtidos em aparelho
Oxford Instruments, NMR 400 MHZ- Varian Model Eur 0028, através do programa
mercury NMR Spectrimeter Systems.

4.2.2.3.4 Anadlise termogravimétrica (TG/DTG)

As curvas TG foram obtidas na faixa de temperatura entre 25 °C e 600 °C,
utilizando-se termobalanca modelo TGA-50 da marca Shimadzu, sob razdo dindmica
de nitrogénio (50 mL.min™), razdo de aquecimento de 10 °C. min™, utilizando

cadinho de platina contendo aproximadamente 3 mg da amostra.
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4.2.2.3.5 Determinagao do grau de intumescimento (Gl)

Aliquotas de microesferas secas (0,5 g) foram colocadas em béqueres com
solugdes de acido cloridrico 0,1 mol.L™ pH 1,2 e tampao fosfato com pH 6,8 e 9,0
em temperatura constante de 37 °C. A cada 30 minutos durante o periodo de 6
horas as microesferas foram retiradas e ligeiramente secas em papel absorvente,
para eliminar excesso de agua, sendo em seguida pesadas em balanga analitica. A
mesma massa de microesferas foi submetida a valores crescentes de pH,
permanecendo durante duas horas em cada valor. A cada 30 minutos foram secas
em papel absorvente e pesadas em balanga analitica. O grau de intumescimento (Gl
%) foi calculado pela Equagao 2, até as amostras apresentarem peso constante.

Este ensaio foi realizado em triplicata.

Gl % =Mi—Mo x 100 (2)
Mo

Onde Gl é o grau de intumescimento, M; € a massa (g) da amostra
hidratada e My é a massa (g) da amostra seca.

4.2.2.3.6 Incorporacgao do farmaco nas microesferas de malonilquitosana

O aciclovir (0,2 g) foi incorporado nas microesferas de malonilquitosana (1 g)
fatravés da técnica de adsorcao por contato. O farmaco foi dissolvido em 100 mL de
HCI 0,3 mol.L™" e a solugao resultante colocada em contato com as microesferas por
periodos de 6, 12 e 24 horas, sob agitacdo constante para ocorrer uma melhor
penetracado do farmaco. Apds este periodo as microesferas foram retiradas, filtradas
e lavadas ligeiramente com HCI 0,3 mol.L™, para retirar o excesso do farmaco, e

secas a temperatura ambiente.
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4.2.2.3.7 Eficiéncia de encapsulagao

Amostras de 100 mg de microesferas de malonilquitosana contendo aciclovir
foram trituradas e dissolvidas em 10 mL de HCI 0,3 mol.L™" . A solugao foi filtrada
através de um filtro (Milipore®) de 0,22 ym. O conteudo de farmaco contido nas
microesferas foi determinado por espectroscopia na regido do ultravioleta (A
max=254 nm; Varian Carry 50 Bio, USA) e a porcentagem de encapsulagao
calculada conforme Equagao abaixo:

Massa de aciclovir

presente nas

microesferas
encapsulagdo = x 100 (3)

% Eficiéncia de

Massa téorica de
aciclovir

4.2.2.3.8 Liberagao in vitro

Os estudos de liberagcdo foram baseados no método proposto pela
Farmacopéia Americana (UNITED STATES PHARMACOPEIA 30/NF 25, 2007),
utilizando-se aparato | (cesto), temperatura de 37 + 0,5 °C e velocidade de rotagdo
de 100 rpm. O meio de dissolugao simulou o fluido gastrintestinal (pH 1,2 € 6,8) e 0
volume utilizado foi de 500 mL. Aliquotas de 5 mL foram retiradas nos intervalos de
5, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300 e 330 minutos ou até a
liberagdo de 80 % do farmaco. O mesmo volume retirado em cada intervalo de
tempo foi reposto. As amostras foram centrifugadas e a quantidade de aciclovir
liberada determinada através da leitura das absorbancias em espectrofotdmetro na
regidao do UV, em 254 nm. A concentragédo de aciclovir foi determinada através da
equacao da reta média obtida previamente através da construcdo de uma curva de
calibragdo (2 a 20 ug.mL™).

4.2.2.3.9 Avaliagao morfolégica e tamanho de particula

Para a avaliagdo morfologica e determinagdo do tamanho de particula foi

utilizado equipamento de Microscopia Eletronica de Varredura, modelo XL30 da



38

marca PHILIPS. As amostras foram recobertas com ouro (350 A), sob vacu, com o
auxilio do aparelho Polaron modelo E 5000.

4.2.3 Preparagao das microparticulas pela técnica de spray-drying

O desenvolvimento das microparticulas pela técnica de spray-drying foi
realizado em duas etapas: uma primeira etapa onde foi desenvolvida a formulagao
F1 sem a adigcado de tripolifosfato (etapa de pré-formulagdo) e uma segunda etapa
onde as demais formulagdes (F2, F3, F4, F5 e F6) foram preparadas com a adigéo
do agente reticulante tripolifosfato.

As formulagbes foram desenvolvidas conforme a Tabela 2 e esquema
representado na Figura 10. O aciclovir (100 a 200 mg) foi solubilizado em solugéo de
HCI 0,1 mol.L™". Em seguida, a quitosana, em diferentes concentracdes foi dissolvida
na solugdo contendo o farmaco e homogenizada durante 1 hora com o auxilio de
um agitador magnético, dando origem a uma solu¢do polimérica. A solugdo de
tripolifosfato foi adicionado a solugao lentamente, sob agitacao constante durante 30
minutos. A solugdo resultante foi nebulizada em spray-dryer Buchi (modelo B-191,
Suiga) sob as seguintes condigdes: temperatura do ar (entrada) e saida 180 °C e 92
°C respectivamente, fluxo da solugdo 7mL/min, fluxo de ar 500L/h e aspiracédo a
100%.

Tabela 2: Formulagdes desenvolvidas por spray-drying

Volume de Massa de Volume de HCI

Formulagao Quitosana (g) TPP 2 % aciclovir 0,1 mol.L™

(mL) (mg) (mL)
F1 1 0 200 100
F2 1 1 100 100
F3 1 1 150 100
F4 1 1 200 100
F5 2 2 100 100
F6 2 2 150 100
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Solugéao de aciclovir (100 a 200
mg) em HCI 0,1 mol.L™

Agitacdo 1 hora Quitosana

Solugéo polimérica de quitosana +
aciclovir (Etapa I)

TPP Homogeneizagao
600 rpm, 30 min

Solugao polimérica de quitosana +
aciclovir + TPP (Etapall)

Spray- drying

O OO
OO
o OO0

Microparticulas contendo aciclovir

Figura 10. Esquema representativo da metodologia de preparo das microparticulas

de quitosana contendo aciclovir por spray- drying

4.2.3.1 Caracterizagdao das microparticulas produzidas pela técnica de spray-

drying

As formulagdes desenvolvidas por esta técnica foram submetidas aos ensaios
de: eficiéncia de encapsulagdo (determinada por CLAE), termogravimetria (TG),
espectroscopia na regiao do infravermelho (IV), microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e liberagéo in vitro, conforme metodologias descritas anteriormente. Além dos
ensaios de calorimetria exploratdria diferencial (DSC) e difracdo de raios X de pdé

(DRX), métodos descitos a seguir.
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As formulagbes desenvolvidas na segunda etapa foram avaliadas também
através de termogravimetria no modo isotérmico e estudos de estabilidade

acelerada, conforme metodologias descritas abaixo:

4.2.3.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas na faixa de temperatura entre 25 °C e 600 °C,
utilizando-se célula calorimétrica modelo DSC-60 da Shimadzu, sob atmosfera
dindmica de nitrogénio (50 mL/min), razdo de aquecimento de 10 °C/min, utilizando

capsula de aluminio parcialmente fechada contendo a amostra.

4.2.3.3 Difragao de raios X de pé

Os difratogramas foram obtidos em equipamento Philips (fonte de radiagdo
Cu-Ka, varredura angular 26) modelo X-Pert, nas seguintes condi¢des: filtro de

niquel, tubo com anodo de cobre, voltagem de 40 kV, corrente de 40 mA.

4.2.3.4 Termogravimetria modo isotérmico

As curvas isotermas foram obtidas na faixa de temperatura entre 20 °C e 100
°C, utilizando-se termobalanga modelo TGA-50 da marca Shimadzu, sob razao
dinamica de oxigénio (50 mL.min™"). A taxa de aquecimento empregada foi de 10 °C.
min" até 20 °C e 1 °C.min” até atingir 100 °C, sendo entdo mantida nesta
temperatura durante 4 horas. As amostras (3 mg) foram pesadas e analisadas em

cadinho de platina.

4.2.3.5 Estabilidade acelerada

Os estudos de estabilidade acelerada foram realizados em camara climatica a

temperatura de 40 + 2°C e 75 £ 5 % de umidade relativa durante o periodo de seis
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meses (Resolugcdo RE n° 1, de 29 de Julho de 2005), bem como sob condigbes
ambientais de temperatura e umidade (faixa de temperatura de 20 a 30 °C e faixa de
umidade de 60 a 70 %). Amostras das formulagdes foram retiradas nos intervalos de
tempos de 0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias e o teor de farmaco determinado por

cromatografia liquida de alta eficiéncia, conforme metodologia previamente validada.

4.2.4 Validagcao da metodologia analitica de doseamento por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

4.2.4.1 Condi¢goes cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatdgrafo liquido
(Shimadzu LC -10 A Japao), equipado com bombas LC-10AD, detector UV/VIS
SPD-10 AV e controlador SCL-10 AVP. Empregou-se uma coluna de fase reversa
(150 mm x 4,6 mm de diametro interno e tamanho de particular de 5 um). A fase
movel constituida de agua: acetonitrila (95:5 v/v), pH 2,5; eluida em uma vaz&o de
0,8 mL.min™", modo isocratico. O volume injetado foi 20 L para todas as amostras e

os dados foram obtidos através do software Class VP.

4.2.4.2 Preparo da solugao padrao

A solugao padrdo de 50 pg.mL'1 foi preparada dissolvendo-se 10 mg de
aciclovir padrao em 10 mL de hidréxido de sédio 0,1 mol.L™' e o volume completado
com fase movel em baldo volumétrico de 200 mL. A partir desta solugdo foram

feitas as diluicbes necessarias para os ensaios.

4.2.4.3 Preparo da amostra

Uma aliquota de microsferas correspondente a 10 mg de aciclovir foi pesada
em balancga analitica, dissolvida em 10 mL de etanol 90 % e sonicada durante 15

minutos para extragdo do farmaco. O volume foi completado em baldo volumétrico
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de 200 mL com fase mével. Aliquotas foram diluidas para obterem-se solugdes com
diferentes concentragdes de aciclovir (2, 5 € 6 pg.mL™).

O método foi validado conforme o preconizado na Resolu¢do RE n° 899, de
29 de Maio de 2003 e com as recomendacgdes da ICH (The International Conference
on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use). Os parametros avaliados foram especificidade, linearidade e faixa,

limite de quantificacao (LQ) e detecgéo (LD), precisao, exatidéo e robustez.
4.2.4.4 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através de analises comparativas
entre as microparticulas sem aciclovir (placebo) e as contendo o aciclovir, com os

padrdes primarios de aciclovir e guanina.
4.2.4.5 Linearidade e faixa

A linearidade e a faixa foram verificadas através da construcdo de uma curva
de calibragdo em triplicata, contemplando concentracdes de 1, 3, 5, 7 e 10 ug.mL'1.

A equacao da reta foi determinada através do estudo de regressao linear.

4.2.4.6 Limite de quantificagao (LQ) e detecgao (LD)

Estes foram calculados a partir do desvio padrao da resposta (o) e coeficiente

angular (s), através das Equagdes 4 e 5:

Lo= (“)T"j 4
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330

4.2.4.7 Precisao

A preciséo inter-corrida (repetibilidade) foi avaliada através da analise de seis
solugdes amostra na concentracdo de 5 pg.mL™"' em diferentes periodos do dia
(manha, tarde e noite) . A precisado intermediaria por sua vez foi determinada pela
analise de seis medidas de solugdes na mesma concentracao realizadas em dias

distintos.

4.2.4.8 Exatidao

Este parametro foi determinado através do ensaio de adi¢do do padrao, onde
diferentes concentracdes do padrdo de aciclovir (1, 5 e 8 ug.mL™") foram adicionadas
a solugdo amostra na concentracdo de 2 pg.mL'1, estando a concentragao final

compreendida na linearidade e faixa do método (Tabela 3).

Tabela 3: Ensaio de exatidao (procedimento)

Solugao amostra Solugao padrao Solucgao final
(ug.mL") (ug.mL™") (ug.mL™")
2 1 3
2 5 7
2 8 10

4.2.4.9 Robustez

A robustez foi avaliada através de pequenas variagdes nos parametros
cromatograficos como, fluxo (0,8 mL. min™ + 0,2), pH ( 2,5 + 0,5), comprimento de
onda ( 254 nm % 2).
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4.2.5 Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente empregando analise
de variancia ANOVA unifatorial, no qual os resultados foram considerados
significativos quando a probabilidade for inferior a 5 % (p < 0,05 intervalo de
confianca de 95 %) e teste t de Student com nivel de significancia a = 0,05 (intervalo
de confianga de 95 %).



V- Resultados e Discussoes




5.1 Caracterizagao do aciclovir
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O aciclovir utilizado como matéria-prima no desenvolvimento das
formulacgdes, foi caracterizado por diferentes técnicas e submetido a ensaios de
controle de qualidade de acordo com os compéndios oficiais em que a substancia é
descrita (UNITED STATES PHARMACOPEIA 30 NF/25, 2007; BRITISH
PHARMACOPEA, 2006).

O controle de qualidade de farmacos baseia-se nas especificagbes
estabelecidas para cada substancia, de acordo com as monografias oficiais
vigentes. Esta etapa € de fundamental importancia, pois a qualidade do produto final
desenvolvido esta diretamente relacionada a qualidade da matéria-prima empregada
no seu desenvolvimento (FERREIRA, 2002).

5.1.1 Teor do farmaco

O teor de aciclovir determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi
de 99,8 % (+ 0,45; n=3), estando de acordo com o preconizado na monografia do
farmaco, que estabelece valores entre 98 % e 101 % de teor de principio (UNITED
STATES PHARMACOPEIA 30 NF/25, 2007).

5.1.2 Identificagao por espectroscopia na regidao do infravermelho

A espectrofotometria no infravermelho é capaz de medir a absorgéo, por parte
de compostos quimicos analisados, de uma radiacdo eletromagnética, sendo este
espectro unico para cada substancia com excecao aos isbmeros oOpticos que em
solugdo apresentam espectros idénticos (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
2005). No setor farmacéutico, é usada em inumeras aplica¢gdes, como por exemplo,
na identificacdo de farmacos, avaliagdo da pureza, cristalinidade e estudos de
compatibilidade (KALINKOVA, 1999).

A Figura 11 representa o espectro na regidao do infravermelho do aciclovir,
estando de acordo com o apresentado na literatura, onde as principais bandas de

absorcdo estdo presentes. Na regido de 3500 cm™ observa-se uma banda larga, a
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qual corresponde ao grupo OH presente na molécula. As bandas em 3382 e 3332
cm” referem-se as aminas primarias e secundarias. Assim como a banda de alta
intensidade em 1584 cm™ corresponde as vibracdes de R-NH. A banda fraca de
amina secundaria situa-se em 2912 cm™. O grupo CH tem sua banda caracteristica
em 1346 cm™, e os grupos metileno em 1468 cm™. Na regido de 1584 cm™ e 1036

cm”, estdo representadas as bandas referentes & amida e ao alcool primario,

respectivamente.

/ H Niﬁ:\>

vo\/\OH

Transmitancia (%)

U U N e s
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (cm™)
Figura 11. Espectro infravermelho do aciclovir obtidos em pastilhas de KBr
5.1.3 Identificagao por espectroscopia na regidao do ultravioleta
O espectro na regido do ultravioleta (Figura 12), analisado em meio acido

(H2S0, 0,2 mol.L™") apresentou o pico de absorcdo maxima em 255 nm, conforme o
preconizado na literatura (MOFFAT et al., 2004).
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Figura 12. Espectro ultravioleta do aciclovir obtido em H,S0O4 0,2 mol.L™
5.1.4 Ponto de fusao por calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A curva DSC (Figura 13) evidenciou o ponto de fusdo do aciclovir em
256,7 °C (Tpeak = 256,70 °C, AHgsion = -125,29 J/g), resultado condizendo com o

especificado para este farmaco (BRITISH PHARMACOPEIA, 2006).
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Temp [C]

Figura 13. Curva DSC do aciclovir obtida sob razdo de aquecimento de 2 °C min™

em atmosfera dinamica de nitrogénio (100 mL min™")

A partir destes ensaios de caracterizagao pode-se evidenciar a autenticidade

da amostra e a qualidade do aciclovir utilizado como farmaco modelo no presente

trabalho.



5.2 Caracterizacao e avaliagao das microesferas de quitosana
produzidas pela técnica de coacervagao e modificadas pela reagcao de

amidagao com acido malénico
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5.2.1 Analise elementar

A porcentagem de grupos amino livres nas microesferas de malonilquitosana
(36 horas) foi verificada por analise elementar. Os resultados obtidos para este
ensaio foram: C 38,2 %; H 7,05 %; N 512 % para as microesferas de
malonilquitosana e, para as microesferas gelatinizadas, C 38,5 %; H 7,91 % e N
7,0 %.

O conteudo dos grupos aminos livres encontrado foi de 23,7 %, os quais
correspondem a 66,3 % de substituicdo, considerando que a quitosana de origem

apresentava 90 % de desacetilacao.

5.2.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho (IV) e espectrometria
magnética nuclear RMN de °C

Os espectros na regidao do infravermelho das microesferas de quitosana
gelatinizadas e malonilquitosana estado apresentados na Figura 14. De acordo com
0S espectros observa-se que as bandas de absorgéo na regido entre 3424-3446 cm’
das microesferas modificadas com acido malbénico sdo mais intensas em

decorréncia das vibragdes de estiramento — OH.

Os grupamentos amina primaria e amida sao identificados no espectro 1V na
regidao compreendida entre 1560 e 1650 cm™ (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
2005). Em ambos os espectros observam-se sinais nesta regido, embora nas
microesferas gelatinizadas o sinal seja mais intenso. A identificagdo dos sinais
relativos a amina primaria e amida presentes nas microesferas de malonilquitosana
nao aparece de forma clara no espectro, uma vez que ocorreu a sobreposi¢cao dos
sinais. A banda de absor¢do observada em 1724 cm™, no espectro das
microesferas de malonilquitosana, pode ser atribuida ao acido carboxilico, a qual se

encontra ausente nas microesferas gelatinizadas.
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Figura 14. Espectros na regido do infravermelho das microesferas gelatinizadas de
quitosana (A) e microesferas de malonilquitosana (B), obtidos em pastilhas de KBr

Nos espectros RMN de *C das microesferas gelatinizadas e malonilquitosana
(Figura 15) os principais picos estdo situados entre 5 20 e 200 ppm, regido onde se
encontra o sinal referente a carbonila. Os grupos funcionais amida, acido carboxilico,
ester, ou de anidrido apresentam um sinal de carbonila na faixa de & 155 a 185 ppm
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005). Em ambos os espectros, observa-se
sinais em ¢ 60,6 a 87,4 ppm e 6 59,1 a 79,0 ppm, respectivamente, que indicam a
presenca de anel piranose nas amostras. Além disso, dois sinais referentes aos
carbonos anoméricos sao observados em 6 109,4 e 56 105,0 ppm. A comparagao
dos espectros das amostras indica que a principal diferenca é o sinal adicional
referente a carbonila, observados nas microesferas de malonilquitosana em 5 178,3

ppm. O sinal referente a carbonila pode ser atribuido a formagdo de acido
carboxilico, amida ou ambos.
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Figura 15. Espectro RMN de "*C em fase sélida das microesferas gelatinizadas (A) e

malonilquitosana (B)
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A substituicdo do grupo malonil nas microesferas gelatinizadas pode ocorrer
nos grupos mais reativos, o grupo hidroxil do Cg € no grupo amino do C,. Porém a
literatura mostra que a N-substituicdo ocorre mais frequentemente do que a O-
substituicdo (KAS, 1997). Os resultados obtidos por analise elementar,

espectroscopia no infravermelho e RMN de *C sugerem a N-substituigao.

A amidacgao € a reacao que ocorre entre acidos dicarboxilicos ou anidridos
correspondentes tais como acido maldnico ou anidrido malénico e aménia, aminas
primarias ou aminas secundarias com formagdo de mono ou diamidas. A
malonilquitosana foi sintetizada a partir da reacdo de amidacéo entre a quitosana e o
acido malbénico (GLASSER e JAIN, 1999). Os resultados obtidos sugerem a
formacgao de grupo monoacido carboxilico e grupo monoamida, conforme esquema

representado na Figura 16.

H,0H COOH
0 O | HZ(‘))HO
+ CH —>

AOH
| {ow Y N\

NH, COOH :
- 2 _In NHCOCH,COOH

L —In

Figura 16. Esquema representativo da sintese da malonilquitosana

5.2.3 Termogravimetria (TG/DTG)

As curvas TG/DTG, ilustradas na Figura 17, demonstram que as microesferas
gelatinizadas apresentaram um unico evento de perda de massa na faixa de
temperatura compreendida entre 235 e 335 °C (Am= 30,32 %). Para as microesferas
de malonilquitosana as curvas demonstraram duas etapas de degradacgéo na faixa
de temperatura de 165 a 221 °C (Am= 22,54 %) e 265 a 333 °C (Am= 21,67 %). O
primeiro evento de massa esta relacionado com a volatilizacdo dos produtos

formados durante o0 processo de sintese. Assim, as microesferas de
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malonilquitosana apresentaram uma menor estabilidade térmica em relagdo as
microesferas gelatinizadas, fato este que pode ser atribuido as ramificacbes na

cadeia lateral polimérica. A decomposigao térmica do produto ocorreu apés 400 °C.

TGA
%o
A
)
A _'_"&\/'—\/"——'_—’—‘
-1.286 my
100000~ 30324 %
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Figura 17. Curvas TG/DTG das microesferas gelatinizadas (A) e microesferas de
malonilquitosana (B), obtidas sob razdo de aquecimento de 10 °C min™ em

atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL min™)

5.2.4 Grau de intumescimento (Gl)

O processo fisico-quimico de intumescimento em meio aquoso de géis de
polimeros sintéticos e naturais e os seus respectivos graus de hidratacdo vém sendo
investigado com o proposito de aplicar estes sistemas em liberagdo controlada de
farmacos. Através do intumescimento, a estrutura do gel € expandida, promovendo a
liberagao do principio ativo. Fatores como grau de reticulagéo, pH, hidrofobicidade e

hidrofilicidade influenciam no grau de intumescimento do polimero (GINANI et al.,
1999).
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As microesferas de malonilquitosana foram submetidas a valores crescentes
de pH (1,2; 6,8; e 9,0) com o objetivo de simular o trato gastrintestinal. Neste ensaio
apresentaram um grau de intumescimento igual a 2300 % (+ 0,6) apds 6 horas de
experimento. Porém, quando as mesmas foram submetidas aos valores de pH
individual, os resultados apontaram valores de 2018 % (+ 0,89), 1060 % (£ 0,58) e
1178 % (x 0,91) em pH 1,2; 6,8 e 9,0 respectivamente, apdés 6 horas de

experimento. Assim, observa-se um maior grau de intumescimento em pH 1,2.

As propriedades de intumescimento de hidrogéis idnicos sao originalmente
devido a ionizagdo de seus grupos funcionais. Neste estudo as microesferas de
malonilquitosana apresentaram um comportamento de intumescimento pH

dependente, conforme exposto na Figura 18 e Tabela 4.

Intumescimento microesferas malonilquitosana

Gramas

pH 1,2 6,8 9,0

O Intumescimento pH cumulativo- 2 horas O Intumescimento pH individual- 6 horas

Figura 18. Intumescimento das microesferas de malonilquitosana em solugéo
tampao pH 1,2; pH 6,8; e pH 9,0.
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Tabela 4: Resultados do grau de intumescimento (G.lI) cumulativo e individual nos

diferentes valores de pH

Intumescimento cumulativo Intumescimento individual
pH | Tempo Massa Gl (%) | Massa(g) G.I(%) Massa(g) G.I(%) Massa(g) G.l1(%)
(min) (9)
pH 1,2 pH 6,8 pH 9,0
0 0,5 0 0,5 0 0,5 0 0.5 0
30 7,85 1470 7,52 1440 1,26 152 1,36 172
60 9,73 1846 9,65 1830 1,38 176 1,41 182
1,2 90 10,51 2002 10,48 1996 1,82 264 1,96 292
120 10,58 2016 10,48 1996 2,39 378 2,65 430
150 11,39 2178 10,52 2004 3,65 630 4,23 746
180 11,41 2182 10,53 2006 4,12 724 4,89 878
6,8 210 11,54 2208 10,55 2010 4,23 746 5,11 922
240 11,62 2224 10,56 2012 4,89 878 5,13 926
270 11,73 2246 10,57 2014 5,01 902 5,69 1038
300 11,79 2258 11,58 2016 5,13 926 6,12 1124
9,0 330 11,80 2260 10,59 2018 5,32 964 6,53 1206
360 12,00 2300 10,59 2018 5,80 1060 6,39 1178

5.2.5 Eficiéncia de encapsulagao

A concentracdo de aciclovir encapsulado nas microesferas de
malonilquitosana foi de 23,9% (+ 0,65), 45,8 % (= 0,79) e 69,7 % (+ 0,67) para os
tempos de contato de 6, 12 e 24 horas, respectivamente. A maior porcentagem de

farmaco impregnado foi para o periodo de 24 horas.

5.2.6 Liberagdao in vitro do aciclovir impregnado nas microesferas de

malonilquitosana

O perfil de liberagdo do aciclovir presente nas microesferas de
malonilquitosana esta representado na Figura 19. Através dos graficos, pode-se
observar que 90 % do farmaco foi liberado por um periodo de até 5,5 horas. Em
ambas as solucbes observou-se uma liberagdo rapida do farmaco durante os
primeiros 15 minutos de ensaio, sendo esta resultante da quantidade de farmaco

remanescente presente na superficie das microesferas. Em pH acido, 50 % da
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quantidade total do farmaco foi liberada em aproximadamente 100 minutos, em pH
6,8 a liberagao foi mais lenta durante 0 mesmo intervalo de tempo, ocorrendo uma
liberacédo de aproximadamente 30%. Estes resultados traduzem o comportamento
da quitosana como um polieletrdlito catibnico, onde os grupos amino de sua cadeia
estao protonados em pH acido, favorecendo a liberagao.

100
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60 — ./ @
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404 / e
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] ./
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/:/ —e—pH 6,8

Farmaco Liberado (%)
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Figura 19. Perfil de liberagao do aciclovir a partir dar microesferas de
malonilquitosana em pH 1,2 e 6,8.

5.2.7 Modelo cinético de liberagao

O estabelecimento do perfil de liberagdo permite caracterizar os mecanismos
envolvidos neste processo, além do tempo necessario para que determinadas
porcentagens de farmaco se dissolvam. Permite ainda quantificar o tempo de
laténcia (tempo em que o farmaco comecga a se dissolver) e detectar alteragdes
cinéticas durante o processo (SHARGEL e ANDY, 2004).
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7

Quando o mecanismo que prevalece € uma combinacdo da difusdo do
farmaco (transporte Fickiano) e do transporte Caso Il (n&o-Fickiano, controlado pelo
relaxamento das cadeias poliméricas) (RITGER e PEPPAS, 1987), a relacéo entre a
velocidade de liberagao e o tempo € igual a:

M¢/M..= k.t" (6)

Onde M{/M.. é a fragdo de farmaco liberado no tempo t, k € uma constante
cinética que incorpora caracteristicas estruturais e geométricas do mecanismo, n € o
expoente de liberagdo, que de acordo com o valor numérico assumido, caracteriza o
mecanismo de liberagdo do farmaco. A Equacdo 6 € geralmente utilizada para
interpretar e descrever a liberagdo do farmaco quando o mecanismo que prevalece
nao € bem conhecido ou resulta da combinacao de dois processos aparentemente
independentes: um devido ao transporte do farmaco que obedece as leis de Fick ou
transporte Fickiano e, outro, como consequéncia dos fenGmenos de
intumescimento/relaxamento do gel (expansao dindmica) e que envolve a transigao
de um estado semi - rigido a outro mais flexivel, chamado transporte Caso-Il. Nesta
equacao tem-se em conta néo s6 a difusdo do farmaco, mas também o relaxamento
do gel como processos determinantes na liberagdo do farmaco (RITGER e PEPPAS,
1987),

Consoante com os critérios para a cinética de liberagao de farmacos a partir
de sistemas intumesciveis com geometria esférica, um valor do expoente de
liberacdo de n < 0,43; indica que o mecanismo de liberagdo envolvido € o de difuséo
do soluto através das camadas da matriz polimérica, também conhecido como
mecanismo de liberacado Fickiano ou “Caso I”. Para um valor de n = 0,85, indica que
a liberagdo do farmaco (soluto) é controlada pelo intumescimento/relaxagcdo da
cadeia polimérica, ou seja, independente do tempo, mecanismo este também
conhecido como “Caso II” de transporte. Para valores de 0,43 < n < 0,85, observa-se
um transporte ndo Fickiano ou anémalo, onde ocorre a superposicdo dos dois
fendbmenos, a liberacdo ¢é controlada pela difusdo e intumescimento,

simultaneamente. Valores de n > 0,85 estao relacionados com processos de difusdo,
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intumescimento, relaxagcédo e erosdo da matriz polimérica simultaneamente(RITGER
e PEPPAS, 1987),

Os valores de n foram obtidos a partir da linearizagdo da Equagao 6,
avaliados para M¢/M.< 0,6; dados expostos na Tabela 5. Em solugdo tampéao pH 1,2
e 6,8, os valores calculados foram 0,8474 e 1,0491 respectivamente. Assim, em
solucao tampéo pH 1,2 o mecanismo envolvido na liberagdo envolve intumescimento
e difusdo simultaneamente. Para o ensaio realizado em pH 6,8 a liberacdo do
aciclovir seguiu um mecanismo de liberagdo que envolve diferentes processos,
como, difusdo, intumescimento, relaxacdo e erosao da matriz polimérica. Os valores

de k calculados foram similares em ambos os valores de pH analisados.

Tabela 5: Analises dos mecanismos de liberacdo envolvidos na liberacdo do
ACV a partir das microesferas de malonilquitosana

Microesferas de

n k (min™) r
malonilquitosana
pH 1,2 0, 8474 1, 5756 0, 9863
pH 6,8 1, 0491 1, 4404 0, 9975

Nota: n: expoente de liberacdo, k: constante de liberacéo, r*: coeficiente de correlagao

5.2.8 Avaliagao morfolégica e tamanho de particula

A andlise de MEV foi realizada através de imagens produzidas pelos elétrons
secundarios. A grande vantagem da analise feita pela emissdo dos elétrons
secundarios € que ela fornece uma analise da topografia (morfologia e porosidade)
do material, pois apesar do feixe de elétrons incidente na amostra produzir elétrons
secundarios em todo o volume, somente aqueles que estiverem proximos a

superficie é que serao emitidos e irdo contribuir para a obtencao do sinal.

Na Figura 20 estdo representadas as fotomicrografias do aciclovir (A),
indicando que o farmaco se apresenta na forma de cristais ortorrdmbicos. As

fotomicrografias (B, C e D) demonstram a morfologia da superficie externa das
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microesferas de malonilquitosana sem o farmaco (B) e impregnadas com o aciclovir
(C e D). Estas indicam que as microesferas de malonilquitosana possuem uma boa
esfericidade com a superficie lisa, poucos poros e didmetro médio de
aproximadamente 882 um. Nas fotomicrografias (C, D) observa-se uma quantidade
residual de farmaco na superficie, sendo este responsavel pela rapida liberagao do
aciclovir que ocorre durante os primeiros minutos no ensaio de liberacdo. O mesmo
fendmeno foi observado em outros sistemas poliméricos de liberagdo de farmacos
(ZOLNIK e BURGUESS, 2007).

AvoV SpotMagn Dot \:{gm AccV Spot Magn  Det WD F——— 200um B
-4« : : : 10.0KkV 5.0 60x SE 99 Microesferas

§2 LA
. i : g
AccV Spot Magn Det WD |0 pm AccY  Spot Magn  Det WD F——— 200um
15‘0kV 5.0 30x SE 9.4 Microesferas 1 i P 5.0 60x SE 9.4 Microesferas 1
= - C e

Figura 20. Fotomicrografias do aciclovir magnificagéo de 800 x (A), microesferas de
malonilquitosana magnificagéo de 60 x (B), microesferas de malonilquitosana

impregnadas com aciclovir em magnificagdo de 30 x (C) e 60 x (D)

As fotomicrografias da secgao transversal (Figura 21 A, B) das microesferas
de malonilquitosana apontam que as mesmas apresentam poucos poros

internamente e uma estrutura compactada.
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Figura 21. Fotomicrografias da secgao transversal das microesferas de

malonilquitosana em magnificacdo de 75 x (A) e 100 x (B)

Os resultados apresentados nesta seccdo foram publicados no peridédico
Carbohydrate Polymers. Artigo In press (Anexo ).



5.3 Caracterizagao das microparticulas produzidas pela técnica de spray

drying — Parte | (sem adicao de agente reticulante)
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5.3.1 Eficiéncia de encapsulagao

A concentragao de aciclovir encapsulado na formulagéo F1 e determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi de 92 % + 0,79 (n=3). Os
resultados foram obtidos a partir da comparacdo dos dados com uma curva de
calibracdo (1-10 pug.mL™" e r* =0.9999).

5.3.2 Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG)

A curva DSC do aciclovir (Figura 22) conforme apresentado no item 5.1.4,
evidenciou um evento endotérmico referente ao ponto de fusdo do farmaco em
256,7 °C (Tpico = 256,7 °C, AHsysao = -125,29 J/g). Para a quitosana foi observado um
pequeno evento endotérmico relacionado a evaporacdo de agua na faixa de
temperatura entre 90 °C e 110 °C (AH = -21,8 J/g), em temperatura acima de 270 °C
ocorreu o processo de decomposicdo térmica. Na curva DSC da formulacdo F1
pode-se observar o desaparecimento do pico caracteristico da fusao do farmaco, a
mesma apresenta um evento endotérmico na faixa de temperatura de 43 °C a 52 °C
(AH = 50,5 J/g), que provavelmente esta relacionado a perda de agua e liquidos

residuais remanescentes do processo de desenvolvimento da formulagéao.

DsC
mihmog
Formulac¢ao F1
1.00F
0.00F
Aciclovir
-1.00F
-2.00-
Cluitosana
i ("‘\/7 Endo
‘L 1.00m'wimag
-4.00: f f i
100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Figura 22. Curvas DSC do aciclovir, quitosana e formulagao F1 obtidas sob razéo

de aquecimento de 2 °C min™' em atmosfera dinamica de nitrogénio (100 mL min™")
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As curvas TG obtidas para amostra estdo representadas na Figura 23. O
aciclovir apresentou dois eventos de perda de massa, o primeiro na regido entre
269,62 °C e 330,45 °C (Am= 24,13 %) e o segundo na regido compreendida entre
435 °C e 514 °C (Am= 16,03 %). A curva TG da quitosana apresenta um Unico
evento de perda de massa na faixa de temperatura compreendida entre 237,87 °C e
349,6 °C (Am= 54,92 %). A formulagdo F1 apresentou-se termicamente estavel até
a temperatura de 242,4 °C, apés esta iniciou-se um evento de decomposigdo até
449,66 °C. Dessa forma, sugere-se que ndo ocorreu uma diminuigdo significativa da

estabilidade térmica da formulacdo em relacédo ao farmaco e ao polimero isolados.

TGA
E Formulacéo F1
10000F  ——
\\Q_uitosana
-
50.00F o
Aciclovir
a0.00%
0.o0f
0.00 100 00 Z00.00 300.00 40000 500.00

Temp [C]

Figura 23. Curvas TG do aciclovir, quitosana e formulagéo F1, obtidas sob razéo de

aquecimento de 10 °C min™' em atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL min™")
5.3.3 Difragao de raios-X de p6 (DRX)

A difracdo raios-X de pd € uma técnica que permite a identificacdo e
descricdo precisa de substancias cristalinas, que pode ser demonstrada conforme
estudos realizados por Marona e colaboradores (2004), que determinaram a
estrutura cristalina da flutamida. A técnica consiste na incidéncia da radiacdo em
uma amostra e na deteccao dos fétons difratados, que constituem o feixe difratado.
Em um material onde os atomos estejam arranjados periodicamente no espaco,

caracteristica das estruturas cristalinas, o fendmeno da difracdo de raios-X ocorre
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nas diregbes de espalhamento que satisfazem a Lei de Bragg (RIBBAS e RIZZUTO,
1996).

Os cristais contém arranjos ordenados de moléculas e atomos, mantidos em
contato por interagbes nao covalentes. Um solido amorfo € caracterizado pelo
estado desorganizado ou randémico de suas moléculas (FLORENCE e ATWOOD,
2003).

Consideracbes entre estados cristalinos e amorfos sdo importantes em
relacdo ao processo de absorg¢ao. Sélidos amorfos sdo, geralmente, mais absorvidos
que solidos no estado cristalino. Tal fato baseia-se na energia envolvida no processo
de dissolugao, pois em um soélido amorfo as moléculas séo arranjadas ao acaso e,
portanto, baixa energia é requerida para separa-las, consequentemente a dissolugao
€ mais rapida. Assim, o desenvolvimento de formulagbes contendo o farmaco na
forma amorfa ¢é frequentemente benéfico nos termos de dissolugdo e
biodisponibilidade (AMIDON et al., 2000).

O aciclovir possui caracteristicas cristalinas, que no difratograma (Figura 24)
se apresentam sob a forma de picos. Neste estudo foram tomados como referéncia
0s picos com maior intensidade relativa para o farmaco puro que correspondem a 260
=4,18; 9,36; 19,73; e 23,40.

As amostras de polimeros podem ser encontradas em diversos graus de
organizacgao de suas cadeias poliméricas. Uma amostra onde as cadeias encontram-
se totalmente desorganizadas é denominada amorfa (ASADA et al., 2004). A Figura
24 indica o comportamento amorfo da quitosana. No difratograma, observa-se que a
formulacdo F1 ndo apresentou os picos relativos ao aciclovir, indicando que o
mesmo foi modificado para a forma amorfa, condizendo com os resultados obtidos

por calorimetria exploratoria diferencial.

Este fendbmeno pode ser atribuido a secagem por spray drying, técnica que

frequentemente produz compostos amorfos, devido ao rapido processo de secagem,
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0 que impede a organizagdo de uma fase cristalina. O mesmo comportamento foi
observado por outros autores, envolvendo o uso de polimeros e subsequentemente

a nebulizacdo em spray-drying (SHU et al., 2006).

Formulagao F1

M‘ Qluitosana

Aciclovir

0 10 20 30 40 80 &0 70 a0 90
2 Theta

Figura 24. Difratogramas obtidos para o aciclovir, quitosana e formulagao F1
5.3.4 Espectroscopia na regidao do infravermelho (IV)

O espectro na regido do infravermelho do aciclovir ja foi abordado

anteriormente no item 5.1.2 estando de acordo com o apresentado na literatura.

No espectro infravermelho da quitosana (Figura 25), observa-se uma banda
na regiao de 3437 cm™, referente ao estiramento da ligacdo — OH, de modo que as
bandas em 2924 e 2881 cm™ sdo bandas atribuidas ao estiramento C-H. As bandas

em 1656 e 1537 cm™' referem-se ao estiramento C=0 de amida secundaria e as
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vibragbes de deformacdo N-H de amina primaria, respectivamente. Na regido de
1375 cm™ ocorre a vibracdo referente a vibragdo C-H do grupo CHs, do grupo
acetamido remanescente na cadeia polimérica, em 1086 cm™, ocorre o estiramento
C-O de alcool primario. O espectro IV da formulagdo F1 é praticamente uma
sobreposi¢cao dos espectros isolados do aciclovir e da quitosana, indicando que nao
ocorre nenhuma interacdo quimica entre 0s mesmos.

Aciclovir
2
©
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C
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=
5
c Quitosana
©
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F1

40‘00 35‘00 30‘00 25‘00 20‘00 15‘00 ldOO 500
Comprimento de onda (cm”
Figura 25. Espectros Infravermelhos do aciclovir, quitosana e formulagédo F1obtidos

em pastilha de KBr

5.3.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As imagens obtidas por MEV indicaram que a formulacéo F1 (Figura 26 A e
B) apresentou formato arredondado e com a superficie interna cdncava com

tamanho médio de particula de 5,52 £ 1,8 um.
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Figura 26. Fotomicrografias da formulagao F1 magnificacdo de 1000 x (A) e
2000 x (B)
5.3.6 Perfil de liberacao

Para que uma substancia seja absorvida a partir da mucosa gastrintestinal,
esta precisa estar dissolvida. A dissolugdo € o processo através do qual uma
substancia solida interage com um solvente para formar uma solugdo (ANSEL;
POPOVICH; ALLEN, 2000). A Farmacopéia Americana (2007) preconiza a liberagéao
de no minimo 80 % de aciclovir em 45 minutos, presente em comprimidos de
liberagdo imediata. O perfil de liberagao (Figura 27) realizado em pH 1,2 e 6,8 da
formulacdo F1, indicou que 80 % do aciclovir foi liberado por um periodo de 120
minutos.
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Figura 27. Perfil de liberagdo da formulagdo F1 em pH 1,2 € 6,8
O estabelecimento do perfil de dissolugdo permite caracterizar a ordem

cinética do processo e sua constante de velocidade, além do tempo necessario para
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que determinadas porcentagens de farmaco se dissolvam. Permite ainda quantificar
o tempo de laténcia (tempo para que o farmaco comece a se dissolver) e detectar
alteragdes cinéticas durante o processo (SHARGEL e ANDY, 2004).

Existem diversos modelos propostos para descrever e analisar o perfil de
liberacdo de farmacos. A interpretacdo quantitativa dos valores obtidos em um
ensaio de dissolugao é facilitada através do emprego de uma equagao matematica,
capaz de transformar a curva de dissolugdo em fungao de algum parametro relatado
para a formulacdo em analise. O tipo de farmaco, polimorfismo, cristalinidade,
tamanho de particula, solubilidade e quantidade presente na formulagdo podem
influenciar o perfil de dissolugao desse farmaco (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002;
NETZ e ORTEGA, 2002). Os modelos matematicos aplicados na formulagao

desenvolvida foram; ordem zero, primeira ordem e Higuchi.

A formulagédo F1 em ambos os meios de dissolugéo (pH 1,2 e 6,8) apresentou
como 0 mecanismo envolvido na liberacdo do farmaco o modelo proposto por
Higuchi, que correlaciona a raiz quadrada do tempo versus a porcentagem de
farmaco dissolvida, que de forma geral € um modelo adequado a formulagdes
destinadas a liberar o farmaco lentamente (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002;
STULZER e SILVA, 2007). Os coeficientes de correlagdo obtidos estdo expostos na
Tabela 6.

Tabela 6. Valores dos coeficientes de correlacdo obtidos para os trés modelos

matematicos utilizados na linearizacdo das curvas de dissolucao

Ordem da reagao pH 1,2 pH 6,8
Ordem zero 0,8819 0,8684
Primeira ordem 0,9395 0,9312
Higuchi 0,9434 0,9331

Os resultados alcancados durante esta primeira etapa de pré-formulagao
apontaram que ocorreram modificagdes na estrutura cristalina do farmaco, fazendo
com que o mesmo se tornasse mais soluvel. Fato este, que também pode ter

influenciado no processo de liberagdo do aciclovir. Tendo em vista, o objetivo de se
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desenvolver uma formulacdo que proporcionasse maiores tempos de liberagao
procedeu-se o desenvolvimento das demais formulagdes com o acréscimo de
tripolifosfato.

Esse agente reticulante foi previamente utilizado com sucesso para reticular a
quitosana na forma de microparticulas, para liberagdo prolongada do acetaminofeno
(DESAI e PARK, 2005)

Os resultados apresentados nesta secgao foram publicados no periddico Latin
American Journal of Pharmacy, volume 26 (6), p.866-871 (2007) (Anexo lI).



5.4 Caracterizagcao das microparticulas produzidas pela técnica de

spray drying — Parte Il ( com adigao de agente reticulante)
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5.4.1 Eficiéncia de encapsulagao

A concentragédo de aciclovir encapsulado nas microparticulas produzidas na
segunda etapa deste trabalho esta descrito na Tabela 7. Os dados demonstram que
os melhores resultados obtidos para o ensaio de eficiéncia de encapsulagdo média
foi para a formulacdo F5. Através da comparagcdo entre a composi¢cao das
formulacdes e os resultados obtidos, nota-se que ocorreu um aumento de farmaco
encapsulado de acordo com o aumento da relagdo polimero/farmaco. Assim, uma
maior quantidade de polimero encapsulou uma maior quantidade de farmaco.
Resultados similares foram observados por Kim e colaboradores (2006) na

encapsulagao de retinol com quitosana.

Tabela 7: Resultado do ensaio de eficiéncia de encapsulagido obtidos para as

formulacdes desenvolvidas pela técnica de spray-drying- Parte |l

Eficiéncia de Desvio padrao

Formulagao Encapsulagédo (média) relativo
(D.P.R)

F2 86,4 % +0,79

F3 79,7 % + 0,86

F4 73,8 % 10,99

F5 92,5 % + 1,07

F6 90,6 % + 0,88

n= 3 determinagdes

5.4.2 Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG)

As curvas DSC das formulacbes F2, F3 e F4 (Figura 28) apresentaram na
faixa de temperatura entre 61 °C a 95 °C um evento endotérmico, que provavelmente
esta relacionado a umidade (agua e solventes remanescentes) presentes nas

amostras. O pico de fusdo caracteristico do farmaco, ndo pode ser constatado nas



74

curvas apresentadas pelas formulagdes. Entretanto, um evento endotérmico pouco

definido em torno de 220 °C pode ser observado.

DSC
mW/mg
Aciclovir

0.00-
5 o Formulagao F2
= T
© c
O
(0]
©
o l -2.00-
X
=
L

-4.00-

2000 10000 20000 30000

Temp [C]

Figura 28. Curvas DSC do aciclovir, quitosana, formulacdes F2, F3 e F4, obtidas sob
razéo de aquecimento de 2 °C min”' em atmosfera dinamica de nitrogénio
(100 mL min™")

A Figura 29 representa as curvas DSC obtidas para as formulagées F5 e F6
desenvolvidas pela técnica de spray-drying. As mesmas apontaram um evento
endotérmico mais acentuado em torno de 215 °C, esses resultados podem estar
relacionados a alguns fatores. Entre os mais evidentes, citam-se, a transformacao
parcial do aciclovir para a forma amorfa com consequente deslocamento/diminui¢cao
do pico caracteristico de fusdo do farmaco. Ainda, pode-se suspeitar da ocorréncia
de alguma interagdo quimica entre o farmaco e o polimero, promovendo assim o

deslocamento/diminuicado do pico de fusao.
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Figura 29. Curvas DSC do aciclovir, quitosana, formulagées F5 e F6, obtidas
sob razdo de aquecimento de 2 °C min™' em atmosfera dinamica de nitrogénio
(100 mL min™)

Através das curvas TG (Figuras 30 e 31), constata-se que todas as
formulacdes demonstraram estabilidade térmica até temperatura de 221, 3 °C. Em
seguida, ocorreram eventos de perda de massa com Am= 22,13 % (F2); 25,52 %
(F3); 24,52 % (F4), 25,36 % (F5) e 24,95 % (F6).

Os resultados foram similares com o demonstrado para a formulagdo F1
(tem 5.3.2), ou seja, ndo ocorreu diminuicdo significativa da estabilidade das

formulagdes em comparacédo com o farmaco isolado e o polimero.
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Figura 30. Curvas TG do aciclovir, quitosana, formulacdes F2, F3 e F4, obtidas sob
razéo de aquecimento de 10 °C min”' em atmosfera dinamica de nitrogénio
(50 mL min™)
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Figura 31. Curvas TG do aciclovir, quitosana, formulagdes F5 e F6, obtidas sob
razéo de aquecimento de 10 °C min™' em atmosfera dinamica de nitrogénio
(50 mL min™")
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5.4.3 Difragao de raios-X de p6 (DRX)

A técnica de microencapsulagdo por spray-drying, frequentemente, produz
compostos com caracteristicas amorfas, devido ao rapido processo de secagem,
conforme citado no item 5.3.3 (CHAUHAN; SHIMPI; PARADKAR, 2005).

As analises de DRX das formulagdes produzidas na segunda etapa deste
trabalho estdo representadas na Figura 32. Da mesma forma que ocorreu com a
formulacéo F1, os difratogramas das formulagées F2, F3 e F4 ndo apresentaram os
picos relativos ao aciclovir. Assim, novamente os dados sugerem e condizem com
os ensaios de DSC, indicando que o aciclovir presente nas formulagdes foi alterado

para a forma amorfa.

Entretanto, as formulagées F5 e F6 mantiveram alguns picos caracteristicos
presentes no aciclovir isolado, indicando que ocorreu uma modificagao parcial do

aciclovir para forma amorfa. Fato previamente suposto pela analise de DSC.
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Formulacédo F4

Formulacao F3
Formulacao F2

MM Quitosana

Aciclovir

2 Theta

Figura 32. Difratogramas obtidos para o aciclovir, quitosana, formulag¢des F2, F3, F4,
F5e F6
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5.4.4 Espectroscopia na regiao do infravermelho (IV)

Os espectros IV das formulagdes F2, F3 e F4 (Figura 33) sao uma
sobreposi¢cao dos espectros isolado do aciclovir e da quitosana, ambos descritos
anteriormente nos itens 5.1.2 e 5.3.4. Assim, ndo se pode evidenciar nenhuma

interagdo quimica entre o aciclovir e os demais constituintes das formulagdes.

Aciclovir

Quitosana

F2

% Transmitancia

F3

F4

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (cm™)

Figura 33. Espectros Infravermelhos do aciclovir, quitosana, formulagdes F2, F3 e F4

obtidos em pastilhas de KBr
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Para as formulacdes F5 e F6, os espectros IV estdo representados na Figura
34. Através destes foi possivel constatar que novamente ndo ocorreram mudancas

significativas em relagao aos espectros dos compostos isolados.

Aciclovir
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Figura 34. Espectros Infravermelhos do aciclovir, quitosana, formulagées F5 e F6
obtidos em pastilhas de KBr
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5.4.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

De acordo com as fotomicrografias apresentadas na Figura 35, visualiza-se
que as formulagdes, de um modo geral, apresentaram tamanho médio de particula e
morfologia bastante variado. As formulagdes F2 e F3 demonstraram ser disformes e
com a superficie interna céncava. O tamanho médio de particula das mesmas foi
igual @ 6,71 £ 2,7 um e 4,93 + 1,9 um, respectivamente. A formulagéo F4 apresentou
maiores diferengas entre as particulas, apresentando aspecto bastante irregular e

tamanho médio de 3,98 + 2,5 um.

1 -

[ A ;
/! X ' e W ‘."
4 ‘AccV SpotMagn Det WD —— 50pm S AccY SpotMagn Det WD 1 50um .

L150KkV 5.0 400x SE 105 150kY 5.0 400x SE 108 )
' e -

s = L -
AccV SpotMagn Det wb ———— Rnum
15.0kV 5.0 400x  SE 10.7 ..

Figura 35. Fotomicrografias das formulagdes F2, F3 e F4, magnificagao de 400 x
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As fotomicrografias das formulagbes F5 e F6 apresentaram aspecto
arredondado com tamanho médio de particula de 4,78 £ 1,8 um e 5,07 £ 1,8 um,

respectivamente (Figura 36).
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Figura 36. Fotomicrografias das formula¢cdes F5 e F6 magnificagdo de 400 x
5.4.6 Termogravimetria (TG) modo isotérmico

Com o objetivo de verificar a influéncia do processo de microencapsulagao
por spray-dryer na estabilidade das formulagdes, procedeu-se a avaliagdo através
de isotermas a 100 'C e atmosfera de oxigénio, para simular as condi¢gbes na qual a

amostra permaneceu no equipamento até o término do processo.

As curvas isotermas (Figura 37) indicam que todas as formulagbes foram
estaveis por um periodo de 4 horas. Assim, pode-se concluir que as amostras nao

apresentam decomposi¢ao térmica durante o processo.
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Figura 37. Isotermas obtidas através de analise termogravimétrica em atmosfera de

oxigénio (50 mL. min™")
5.4.7 Perfil de Liberagao

O perfil de dissolugado pode ser empregado no desenvolvimento e otimizagao
de formulacdes, estabelecimento do modelo cinético de dissolugao e estudos
preliminares de bioequivaléncia (STORPIRTIS et al.,1999). O ensaio de liberagao
das formulagdes realizado em pH 1,2 e 6,8 esta representado nas Figuras 38 e 39.

O comportamento das formulagbes em ambos os valores de pH foram
similares. A formulacdo F2 liberou 80 % do teor de aciclovir em aproximadamente
210 min em pH 1,2 e 240 min em pH 6,8. As formulagcbées F3 e F4 promoveram a
liberagdo de igual quantidade de farmaco por 180 e 150 min, respectivamente, em
ambos valores de pH. Para as formulagdes F5 e F6, o tempo de liberagdo foi
superior. As mesmas liberaram 80 % do aciclovir por periodos de 300 e 270 min em
pH 1,2 e 330 e 300 min em pH 6,8.
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Figura 38. Perfil de liberagao das formulagdes F2, F3, F4, F5 e F6 em pH 1,2

100 T
6,8 _ e
_ ./. ./l/
80 / _/ 7
v /
| ./ /l //v/

S / - //'
o 60 /
©
© [} v
L R
=2
£ 40- et / —n—F2
N
g 1 & v F4
< ¢ / // ~—v—F5

204 &y F6

v'/
v
O T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350

Tempo (min)

Figura 39. Perfil de liberagdo das formulagdes F2, F3, F4, F5 e F6 em pH 6,8
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Uma formulacéo de liberagédo prolongada ideal € aquela em que o farmaco é
liberado constantemente do inicio ao fim, seguindo um modelo cinético de ordem
zero. Entretanto, muitas vezes as formulagdes de liberagdo prolongada seguem o
modelo cinético proposto por Higuchi, que descreve o mecanismo de liberagdo dos
farmacos como um processo de difusdo baseado na lei de Fick, estando dependente
da raiz quadrada do tempo. Ja as formulacdes de liberagao imediata, na maioria dos
casos, seguem o modelo de primeira ordem (PATHER et al., 1998; CHAMBIN et al.,
2004).

Os modelos matematicos testados para descrever a cinética de dissolugao
das formulagdes de liberagdo prolongada foram Higuchi e as cinéticas de ordem

zero e primeira ordem.

O tratamento matematico das curvas de dissolugdo demonstrou que o modelo
mais adequado para descrever a cinética de dissolugao das formulagcées em pH 1,2
foi o de Higuchi, para todas as amostras. Em pH 6,8, as formulacbes F5 e F6,
apresentaram uma cinética de ordem zero, e as formulag¢des F2, F3 e F4 seguiram
o modelo de Higuchi. Os coeficientes de correlagdo obtidos estao representados na
Tabela 8.

Tabela 8: Valores dos coeficientes de correlacdo obtidos para os trés modelos

matematicos utilizados na linearizagao das curvas de dissolugao

pH 1,2 Formulacdo Formulagdo Formulagcdo Formulagdo Formulacao
F2 F3 F4 F5 F6
Ordem zero 0,9244 0,8948 0,9865 0,9802 0,9188
Primeira ordem 0,9100 0,9219 0,9937 0,9902 0,9508
Higuchi 0,9417 0,9410 0,9943 0,9988 0,9689
pH 6,8
Ordem zero 0,9523 0,9156 0,8921 0,9946 0,9793
Primeira ordem 0,9509 0,9395 0,9109 0,9887 0,9685
Higuchi 0,9681 0,9606 0,9486 0,9718 0,9691

Através dos resultados obtidos na segunda etapa de desenvolvimento das

formulacbes por spray-dryer, pode-se avaliar a influéncia da relagéao
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polimero/farmaco e a adicao do tripolifosfato na liberacdo do farmaco com os
resultados obtidos na primeira etapa (Tabela 9).

Tabela 9: Dados comparativos entre as formulagdes desenvolvidas pela técnica de

spray-drying

Relacéo Relagéo Tempo médio  Tempo médio
Formulagdo Quitosana/Aciclovir Quitosana(g)/Tripoli  de liberagao de liberagao
(mg) fosfato(mL) (min) pH 1,2 pH 6,8 (min)

F1 1000:50 0 e 120 120

F2 1000:100 1:1 210 240

F3 1000:150 1:1 180 180

F4 1000:200 1:1 150 150

F5 1000:50 1:1 300 330

F6 1000:75 1:1 270 300

De um modo geral, as formulagbes que apresentavam a maior quantidade de
polimero na forma reticulada em relacédo a concentragao de farmaco, foram as que
proporcionaram maiores tempos de liberacdo. Os resultados demonstram que o
polimero reticulado requer concentragdes inferiores a 150 mg de farmaco para 1
grama de quitosana para promover melhores perfis de liberagado. Por outro lado, o
polimero na forma nao reticulada em concentragdes elevadas em comparagdo com

o farmaco, nao proporcionou tempos de liberagao acima de 120 minutos (F1).

Assim, pode-se concluir que a concentracdo de polimero em relagédo ao
farmaco bem como a adigcdo de agente reticulante influencia no processo de
liberacdo. Cabe ainda salientar, que o fato das formulagcbes F5 e F6 apresentarem
um maior tempo de liberagdo em relacéo as demais, pode estar também relacionado
as outras diferencas fisico-quimicas apresentadas pelas mesmas, verificadas pelos
ensaios de DSC e DRX.



5.5 Estudos de estabilidade acelerada
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5.5.1 Consideragoes Gerais

Os testes de estabilidade sado empregados no desenvolvimento de
medicamentos a fim de evitar problemas posteriores, sendo considerada uma fase
importante no desenvolvimento de um novo produto. Estes s&o realizados para
reduzir ou prevenir a ocorréncia de deterioracdo devido a hidrélise, oxidagao e
outros processos (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000; LACHMAN; LIEBERMAN;
KANIG, 2001).

Em se tratando de produtos farmacéuticos, a estabilidade pode ser
conceituada como o espago de tempo em que o referido produto, em sua embalagem
especifica, apresenta suas caracteristicas fisicas, quimicas, microbioldgicas,
terapéuticas e toxicolégicas dentro dos limites estabelecidos, garantindo a sua
qualidade (LINTNER, 1995; ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000; UNITED STATES
PHARMACOPEIA 30 NF/25, 2007).

Para determinar a estabilidade de um produto formulado € comum expé-lo a
condicbes intensas de sfress, ou seja, condigcbes de temperatura, umidade e
intensidade de luz que se conhecga, da experiéncia, que provavelmente causam a
decomposicdo deste. Condicdes elevadas de stress aumentam a decomposi¢ao do
produto e, portanto, reduzem o tempo necessario para o teste. O ensaio concomitante
da amostras sob condicbes normais de temperatura e umidade também é
aconselhavel se realizar (AULTON, 2005).

Muitos dos processos de decomposigao aplicam-se, de modo geral, quando o
farmaco estiver em solugdo. Porém, em todas as formula¢gdes ha alguma umidade
livre (devida tanto aos excipientes quanto ao farmaco). Essa agua livre age como
vetor para reagdes quimicas entre o farmaco e adjuvantes. Deste modo, € de
fundamental importancia a determinagdo da estabilidade de sistemas
microencapsulados no estado sodlido. Principalmente, quando os mesmos foram

desenvolvidos em spray-dryer, uma vez que os produtos resultantes apresentam
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elevada higroscopicidade, o que pode facilmente desencadear processos de
decomposicédo (LEUNER e DRESSMAN, 2000).

A instabilidade das formulagbes farmacéuticas pode ser detectada em alguns
casos por uma mudanga na aparéncia fisica, na cor, no odor e no gosto, enquanto
em outros casos, podem ocorrer alteracdes quimicas que nao sao evidentes e que
s6 podem ser determinadas por metodologias especificas, como a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), onde pequenas quantidades de substancias podem

ser detectadas.

As formulagbes foram armazenados em cémara climaticaa40+2°Ce 75+ 5
% de umidade relativa, bem como em temperatura e umidade ambiente. O teor de
aciclovir foi avaliado por CLAE, em tempos pré-determinados, durante o periodo de 6
meses, conforme metodologia validada e descrita no item 5.6.

5.5.2 Estabilidade do aciclovir

Os estudos de estabilidade sob condi¢cdes de “stress” sdo recomendados pela
ICH (2005), sendo que estes foram realizados por Sinha e colaboradores para o
aciclovir. Os ensaios foram feitos sob diferentes condigdes como hidrolitica,

oxidativa, fotolitica e degradacgéao térmica.

Os resultados indicaram que o farmaco em condi¢gbes neutras (agua) nao
sofre degradacdo significativa. Entretanto, em condicdes acidas (HCI 2 mol.L™") sob
aquecimento (80 °C, durante 2 horas ) ocorre hidrélise do farmaco. Em condig¢des

alcalina o aciclovir se demonstrou estavel em comparacgao a condi¢céo acida.

A degradacao em condi¢cdes oxidativas ocorreu totalmente apés o aumento
da concentragcdo do agente oxidativo H;O, para 10 % e 30 %. Porém em
concentragdes inferiores, 1% de H;0, ndo foram observadas degradagoes
significativas. Os ensaios de degradagdo térmica apontaram que o farmaco
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permanece estavel apos 15 dias a 70°C. Em condigdes fotoliticas foi observado que

o aciclovir no estado solido € mais estavel que o mesmo em solugéo.

5.5.3 Estabilidade acelerada das formulagoes

Na preparagdo de um sistema farmacéutico varios excipientes podem ser
utilizados, com a finalidade de se obter as caracteristicas fisicas e quimicas
desejadas do produto ou para melhorar a aparéncia, odor e sabor. Outras
substancias podem ser usadas para aumentar a estabilidade do farmaco,
particularmente no tocante aos processos hidrolitico e oxidativo (ANSEL,
POPOVICH; ALLEN, 2000). Em relagdo aos carreadores poliméricos, estes podem
aumentar a estabilidade do produto seco final (LEUNER e DRESSMAN, 2000).

Através dos resultados obtidos pode-se constatar que todas as formulagdes
submetidas a temperatura e umidade ambiente (Figura 40 e Tabela 10)
apresentaram uma menor degradagcdo do farmaco, quando as mesmas sao
comparadas com as que permaneceram em camara climatica (Figura 41 e Tabela
11). A literatura descreve que a temperatura afeta a estabilidade de um farmaco por
meio do aumento da velocidade de reacdo, em meédia duas a trés vezes para cada
aumento de 10°C na temperatura. A umidade elevada é outro fator que esta
relacionada com a diminuicdo da estabilidade de farmacos (CONNORS; AMIDON;
STELLA, 1986; TRISSEL, 2000).
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Tabela 10: Teor de aciclovir presente formulacbes submetidas a temperatura e

umidade ambiente

Tempo
(dias)

0
30
60
90

120
150
180

F2
Média (%)
+D.P.R
100 0,68
97,5 + 0,95
91,6 + 1,04
87,6+ 1,18
81,0+ 0,75
80,3 + 0,66
77,6 + 0,99

F3
Média (%)
+ D.P.R
100 £ 0,65
93,2 + 0,69
87,5+ 0,85
83,5+ 1,46
76,8 + 0,08
73,8 + 0,96
68,5 + 0,88

F4
Média (%)
+D.P.R
100 £ 0,77
89,5 + 0,85
83,6 + 0,76
72,8+ 1,13
69,9 + 1,04
66,2+ 0,66
64,6 + 0,62

F5
Média (%)
+D.P.R
100 + 0,86
96,4 + 0,98
94,4 + 0,76
90,5 + 0,99
85,7 + 0,56
84, 6+ 0,88
83,8 + 1,08

F6
Média (%)
+D.P.R
100 £ 0,77
94,8 + 0,98
92,1 % 0,99
87,9 + 0,67
81,8 + 0,53
80,9 £ 0,75
80,7 + 0,87
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Tabela 11: Teor de aciclovir presente nas formulagées submetidas a camara

climatica

Tempo F2 F3 F4 F5 F6

(dias) Média (%) Média (%) Média (%) Média (%) Média (%)
+D.P.R +D.P.R +D.P.R +D.P.R +D.P.R

0 100 +1,20 100 +1,25 100 £ 0,75 100 £+ 0,67 100 + 1,06
30 90,6 + 0,87 88,6 + 0,78 85,7+0,58 916+089 916+1,22
60 84,2+ 0,79 80,3+ 0,49 776+088 88,6+053 858+0,88
90 79,7 + 0,68 75,4 +0,78 66,4+091 843+0,78 80,7+0,87
120 71,8+ 1,31 68,9 + 0,69 60,6 +099 80,6+0,76 758+0,78
150 69,1+ 0,91 65,6+ 1,04 57,9+ 0,88 79,3+ 0,91 70,4+ 0,65
180 66,8 + 0,78 61,7 £ 0,81 55,6 +0,87 78,7+099 69,7+0,85

O comportamento das formulagdes nas diferentes condicbes analisadas foi

similar. Em ambas, as formulacbes F5 e F6 apresentaram menores teores de

degradagao do aciclovir. Os resultados apontaram que a relagéo polimero/farmaco

também influenciou na estabilidade final das formulag¢des, sendo que quanto maior

essa relagao, maior a estabilidade. Esse fato pode ser explicado devido a maiores

quantidades de polimero proporcionarem uma maior protecdo ao farmaco,

impedindo a acao direta da temperatura e umidade.
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O aumento da estabilidade utilizando-se farmacos revestidos foi relatado por
Stulzer e Silva (2006). Neste estudo granulos de captopril produzidos por leito
fluidizado, empregando-se a etilcelulose e metilcelulose como polimeros
demonstraram maior estabilidade em relagdo ao farmaco puro, quando os mesmos

foram submetidos a condicdes de temperatura, umidade e luz elevadas

Ainda, as formulagbes F5 e F6 possuem quantidades de farmaco na forma
cristalina, conforme observado pela técnica de DRX. Segundo Florence e Attwood
(2003) compostos cristalinos s&o mais estaveis que a respectiva forma amorfa.

5.5.4 Estudos cinéticos de degradacao

Os dados cientificos que fazem parte do estudo da estabilidade de uma
formulacdo levam a previsdao do prazo de validade esperado para o produto. A
velocidade em que a degradagdao do farmaco ocorre em uma formulagdo é
essencial. Assim, o estudo da velocidade da mudanga quimica e do modo como é
influenciado por fatores como a concentragdo do farmaco ou do reagente, o solvente
empregado, as condi¢des de temperatura e pressdo, e a presenga de outros
agentes quimicos na formulagdo € denominado cinética da reagdo (ANSEL;
POPOVICH; ALLEN, 2000; LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).

O estudo cinético comega com a medida da concentragdo do farmaco em
intervalos determinados, sob um conjunto especifico de condi¢bes que incluem
temperatura, pH, concentragdo ibnica, intensidade da luz e concentragdo do
farmaco. A medida da concentracdo do farmaco nos varios intervalos revela sua
estabilidade ou instabilidade nas condi¢cbes especificadas com o decorrer do tempo.
A partir desse ponto de inicio, cada uma das condi¢bes originais pode ser variada

isoladamente para determinar a influéncia que essas mudangas exercem sobre a
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estabilidade do farmaco (HAN e SURYANARAYANAN, 1999; ANSEL; POPOVICH,;
ALLEN, 2000; LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).

Desta forma, é fundamental, na cinética quimica a definicdo de velocidade e
ordem de reacdo. A velocidade da reacéo é a variagao de uma espécie em relacao
ao tempo, enquanto que a ordem da reacdo permite definir esta variagdo da
velocidade com a concentragdao dos reagentes (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG,
2001). Reagdes de ordem zero, de primeira ordem e de segunda ordem estao entre

as mais importantes nos estudos de degradacéo de farmacos.

As reagdes de ordem zero apresentam uma velocidade de decomposigao
constante, sendo independente da concentragdo de quaisquer dos reagentes. Nas
reacdes de primeira ordem, a velocidade de reacdo € proporcional a concentragéo
de um dos reagentes. Ja as reagdes de segunda ordem se caracterizam por uma
velocidade de reacao proporcional a concentragdao de dois reagentes (LACHMAN;
LIEBERMAN; KANIG, 2001; FLORENCE e ATTWOOD, 2003). De acordo com a
Tabela 12, observa-se que todas as formulagdes seguiram uma cinética de

degradagao de segunda ordem.

Tabela 12: Coeficientes obtidos (r?) das formulagdes submetidas as diferentes

condicoes de estabilidade

o Ordem da F2 F3 F4 F5 F6
g .5 reagao
=g o]
‘g % Ordem zero | 0,9634 | 0,9962 0,96069 | 0,9782 | 0,9185
29 Primeira
g g Ordem 0,9654 | 0,9972 0,97257 | 0,9795 | 0,9196
g Segunda

> ordem 0,9965 | 0,9985 0,9815 | 0,9804 | 0,9198
© S Ordem zero | 0,9784 | 0,9757 0,95661 | 0,9475 | 0,9826
g = Primeira
@ £ Ordem 0,9871 0,9892 | 0,97403 | 0,9569 | 0,9913
O35 Segunda

ordem 0,9921 0,9970 0,98559 | 0,9651 0,9969
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Para o calculo da constante de velocidade (k) e do tempo necessario para
que o teor do farmaco reduza a 90 % (tgo%) foram utilizadas as equagdes descritas
na Tabela 13, de acordo com a ordem de reacgéo calculada. Estes parametros foram
calculados para as amostras submetidas a temperatura e umidade ambiente, uma
vez que O t g9y (prazo de validade) de interesse € para as amostras que se

encontram em condi¢cdes ambientais.

Tabela 13: Equagdes cinéticas para calculo da degradagao do farmaco

Ordem de k t 90%
reagio (dias™) (dias)
Zero ordem Co*—C* /t 0,1.Co/k
Primeira ordem 2,303 /txlogCy/C 0,106 / k
Segunda ordem 1/tx(1/C-=1/Cy) 1/9K x Cy

* Concentragéo do farmaco no tempo zero
** Concentragao do farmaco apés degradagao por um tempo t

O tempo tgo indica 0 tempo necessario para que ocorra uma reducao de 10
% da concentracdo inicial de farmaco. O fyyy € preconizado como o limite de
degradagdo maxima que um farmaco pode sofrer, visando a sua utilizagdo pelo
paciente (NETZ e ORTEGA, 2002; AULTON, 2005). De acordo com os dados
obtidos (Tabela 14), as formulagdes com maior prazo de validade foram a F5 e FG6.

Tabela 14: Valores das constantes de velocidade (kzs) € tgoy

Temperatura e Kas (dias™) t 90% (dias)
umidade ambiente

Formulacdo F2 1,42 x 107 78

Formulagao F3 2,55x 107 43

Formulagao F4 3,04 x 10° 36

Formulacéo F5 1,07 x 107 103

Formulagdo F6 1,24 x 10° 89

Os valores de k apontam a constante de degradagcédo. Convém observar que

0s maiores valores de k apresentam os menores valores de fy9 Uma vez que
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quanto maior a constante de velocidade mais rapida sera a reagdo de degradagéao

do farmaco e consequentemente, menor sera o prazo de validade.

A legislagao brasileira (ANVISA) preconiza que para um medicamento durante
o estudo de estabilidade acelerada em sua embalagem primaria, obter um prazo de
validade provisério de 12 meses pode apresentar uma degradagdo maxima de 10 %
do teor (Resolugédo RE n° 1, de 29 de Julho de 2005).

Porém, cabe ressaltar que os resultados obtidos para as formulagdes foram
para as mesmas sem embalagem, fator que, consequentemente, acelera o processo
de degradacdo. Entretanto, como se trata de uma formulagdo que nao sera
comercializada, estes resultados foram utilizados somente para investigar a

estabilidade entre as formulagcbes desenvolvidas.



5.6 Validagdo da metodologia analitica de doseamento por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
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5.6.1 Aspectos Gerais

Na literatura, sdo descritos uma variedade de métodos para quantificagao do
aciclovir, como matéria-prima ou em formulagdes farmacéuticas, utilizando técnicas
como espectrofotometria, a espectrofluorometria, a eletroquimiluminescéncia e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector UV (BASAVAIAH e
PRAMEELA, 2002; BASAVAIAH e PRAMEELA, 2003; JIAGENG; LUO; ZHANH,
2004; HUIDORO; RUPEREZ; BARBAS, 2005; ABDELLETEF et al., 2006). Entre os
meétodos relatados, muitos sdo designados para a determinacdo do farmaco em
liquidos biolégicos como plasma, soro e urina (BOULIEU; GALLANT; SILBERSTEIN,
1997; PEH e YUEN; 1997; RAMAKRISHNA et al., 2000; FERNANDEZ et al., 2003;
BAHRAMI; MIRZAEEI; KIANI, 2005)

Para o controle de qualidade rotineiro, o desenvolvimento de um meétodo
simples, rapido, e sensivel é altamente desejavel. Assim, procedeu-se o
desenvolvimento e validagdo de uma metodologia analitica que englobasse estas
caracteristicas para determinagdo do aciclovir nas microesferas produzidas pela

técnica de spray-drying.

O processo de validagdo é essencial para definir se uma metodologia
desenvolvida estd completamente adequada aos objetivos a que se destina, a fim de
se obter resultados confidaveis que possam ser satisfatoriamente interpretados
(UNITED STATES PHARMACOPEIA 30 NF/25, 2007).

A validagcdo da metodologia analitica foi realizada conforme critérios
estabelecidos pelo ICH (2005) através dos parametros de especificidade, linearidade
e faixa, limite de quantificagdo (LQ), limite de deteccao (LD), precisdo, exatidao e

robustez.
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5.6.2 Especificidade

Este parametro é expresso como a capacidade que o método possui de medir
exatamente um composto em presenga de outros componentes tais como
impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz (ICH, 2005; UNITED
STATES PHARMACOPEIA 30 NF/25, 2007).

Os cromatogramas demonstraram que o método é especifico, pois nao
ocorreu sobreposicdo dos picos de absorgdo do aciclovir e da guanina, principal
produto de degradacgéo do farmaco (SINHA et al ., 2007), bem como absorgédo dos
demais constituintes da formulagdo no comprimento de onda utilizado para as
analises (Figuras 42 e 43).
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Figura 42. Cromatogramas, (A) solu¢do padrao de aciclovir e (B) microparticulas

contendo aciclovir 6 pg.mL'1
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5.6.3 Linearidade e faixa

A linearidade de uma metodologia analitica € a capacidade de demonstrar

que os resultados obtidos sdo proporcionais a concentragao do analito, dentro de um
intervalo especificado (ICH, 2005; UNITED STATES PHARMACOPEIA 30 NF/25,

2007). De acordo com a Tabela 15 e Figura 44 observa-se que o método apresentou

linearidade no intervalo da concentracdo testada (1 a 10 ug.mL™). Esta faixa de

concentragdo possibilitou detectar o aciclovir dentro dos limites de interesse e a

resposta do detector ultravioleta conservou-se linear.
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Tabela 15: Resultados obtidos para a linearidade e faixa

Concentragao de aciclovir (ug.mL™") Area do pico (media = D.P.R)
1 103036 + 0,013
3 306289 £ 0,068
5 503997 + 1,120
7 716928 £ 0,711
10 1014936 + 0,441
Equacao y=101532x + 1069
r° 0,9999
*n=3
1000000 -
800000
S ]
-5 600000
©]
©
@ 400000
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Figura 44. Linearidade e faixa do método de quantificagcado do aciclovir por CLAE
5.6.4 Limite de quantificacdo (LQ) e limite de deteccgéao (LD)
O limite de quantificagdo é expresso como a menor quantidade de analito na

amostra que possa ser quantificado com precisdo e exatiddao aceitaveis sob as

condicbes experimentais. A definicdo para o limite de deteccdo € a menor
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quantidade de analito em uma amostra que possa ser detectado, mas nao

necessariamente quantificado nas condi¢cdes experimentais.

Os valores calculados para LQ e LD foram de 0,85 pg.mL™ e 0,48 pg.mL™
respectivamente, indicando a sensibilidade do método. Considerando que a faixa de
concentragao utilizada para quantificacdo do aciclovir foi de 1-10 pg.mL™", conclui-se

que o farmaco é seguramente quantificavel na faixa selecionada.
5.6.5 Precisao

A precisao é a avaliagao da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra (ICH, 2005;
UNITED STATES PHARMACOPEIA 30 NF/25, 2007).

Neste ensaio foram utilizadas seis determinagcdes para cada nivel
(repetibilidade e precisao intermediaria) onde foram observadas as diferengas entre
as repeticbes (Tabela 16). O ensaio apresentou um desvio padréo relativo de 0,24
% (precisao intermediaria) e 0,14 % (repetibilidade), estes valores estdo de acordo
com a variagao aceitavel, onde o limite maximo de DPR é = 2,0 %. A analise de
variancia ANOVA demonstrou que nao ha diferenga estatistica significativa entre as
analises dos diferentes periodos, o valor de F calculado foi de 0,39 e F de

significagc&o igual a 7,7.

Tabela 16: Resultados da repetibilidade (mesmo dia) e precisdo intermediaria (dias

diferentes)

Solugao amostra Area média do pico * Solugao amostra Area media do pico
(5 ug.mL™) D.P.R% (5 ug.mL™) +D.P.R%
Manha 526873 + 0,17 Dia 1 526873 + 0,17
Tarde 528611+ 0,13 Dia 2 527322 + 0,44
Noite 528395 + 0,12 Dia 3 528361 + 0,11
Mesmo dia 527959 + 0,14 Dias diferentes 527518 £ 0,24

*Média * D.P.R (n=6)
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5.6.6 Exatidao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos
pelo método com o valor verdadeiro. Nos casos em que amostras de todos os
componentes da formulacédo estao disponiveis, se aceita a analise pelo método de
adi¢ao do padrao (ICH, 2005; UNITED STATES PHARMACOPEIA 30 NF/25, 2007).

Os resultados encontrados para o ensaio de recuperagdao do aciclovir nas
diferentes concentragdes analisadas estdo indicados na Tabela 17. A porcentagem
meédia para o ensaio de recuperacgao foi de 100, 3 £ 0,85 %, resultado que traduz a
concordancia com o valor verdadeiro da amostra. Através do teste t de Student
pode-se afirmar que o valor de recuperagdo encontrado é estatisticamente igual a

100 %, para nivel de significancia a = 0,05.

Tabela 17: Resultados da exatidao

Solucao final Area média do pico % média recuperada *
¢ +DPR D.P.R
3 pg.mL"” 306289 + 0,06 99,5 + 0,05
7 pg.mL” 716828 + 0,71 101,2 + 0,68
10 pg.mL"’ 1014936 + 0,44 100,3 + 1,16

*Média + D.P.R (n=3)

5.6.7 Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir
a pequenas e deliberadas variagdes dos parametros analiticos (ICH, 2005; UNITED
STATES PHARMACOPEIA 30 NF/25, 2007). Mudangas nas condigdes
cromatograficas como, comprimento de onda, fluxo e variagdo do pH da fase mével
nao interferiram nos resultados. Assim, o método se demonstrou robusto em relacéo

as variacdes desses parametros. Dados expostos na Tabela 18.
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Tabela 18: Resultados do ensaio de robustez

Solucgéo Teor de Solugao Teor de Solugao Teor de
amostra aciclovir (%) amostra aciclovir (%) amostra aciclovir (%)
(5 yg.mL™) +D.P.R (5 ug.mL™) +D.P.R (5 yg.mL™) +DPR
Fluxo pH Comprimento de onda
0,6 mL.min™ 99,34 + 0,44 2,0 102,33 £ 0,36 252 nm 104,30 £ 0,35
0.8 mL.min’ 100.35+ 0.64 2,5 100,41 + 0,81 254 nm 102,40 £ 0,25
1.0 ml.min-" 100.15 + 0.85 3,0 98,39+ 0,78 256 nm 102, 13 £ 0,53

*Média + D.P.R (n=3)

Por fim, os resultados obtidos através do estudo de validacdo permitem
concluir que o método proposto é adequado e seguro para quantificacédo do aciclovir

nas microparticulas desenvolvidas pela técnica de spray - drying.

Os dados apresentados nesta seccdo foram aceitos para publicacdo no

periodico Journal of Chromatographic Science (Anexo lll).



VI- Conclusoes
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De acordo com os objetivos propostos e a partir dos resultados encontrados:

» O aciclovir foi caracterizado por CLAE, IV, UV e DSC e se encontra dentro

dos padrbes de qualidade preconizados.

» Os ensaios de analise elementar, IV e RMN *C sugerem formagdo de um
monoacido carboxilico e uma monoamida nas micoresferas de
malonilquitosana com intumescimento pH dependente. As curvas TG/DTG
apresentaram uma menor estabilidade térmica em relacdo as microesferas

gelatinizadas.

» O tempo médio de liberagdo do aciclovir a partir das microesferas de
malonilquitosana foi de 5,5 horas. Os mecanismos envolvidos na liberagao
das mesmas em pH 1,2 sdo intumescimento e difusdo simultaneamente
(n=0,8474) , em pH 6,8 diferentes processos estao envolvidos, como, difuséo,

intumescimento, relaxacéo e erosao da matriz polimérica (n=1,0491).

» A maior taxa de aciclovir encapsulado nas microesferas de malonilquitosana
foi de 69,7 % (£ 0,67) para o tempo de contato de 24 horas. Através da
microscopia eletrbnica de varredura foi constatado que as mesmas
apresentam esfericidade com superficie lisa, poucos poros e didmetro médio
de aproximadamente 882 um.

» A curva DSC da formulagédo F1 ndo apresentou o evento endotérmico relativo
a fusdo do farmaco. O ensaio de DRX confirmou a modificagdo na estrutura
cristalina do aciclovir presente na formulagdo F1 para a forma amorfa,

condizendo com os resultados obtidos em DSC.

» As imagens obtidas por MEV indicaram que a formulagdo F1 apresentou
formato arredondado e com a superficie interna cbncava com tamanho médio

de particula de 5,52 + 1,8 um.
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» O perfil de liberagdo em pH 1,2 e 6,8 da formulacado F1 indicou que 80 % do
aciclovir foi liberado por um periodo de 120 minutos, seguindo o modelo

matematico proposto por Higuchi.

» As curvas DSC das formulagdes F2, F3 e F4 ndo apresentaram o pico de
fusdo caracteristico do farmaco. As formulagdes F5 e F6 apresentaram um
evento endotérmico mais acentuado em torno de 215 °C. Através das curvas
TG, constatou-se que todas as formulagdes demonstraram estabilidade

térmica até temperatura de 221, 3 °C.

» As analises de DRX das formulagbes F2, F3 e F4 ndo apresentaram os picos
relativos ao aciclovir. Assim, novamente os dados sugerem e condizem com
os ensaios de DSC, indicando que o aciclovir presente nas formulacdes foi
alterado para a forma amorfa. Entretanto, as formulagdes F5 e F6 mantiveram
alguns picos caracteristicos presentes no aciclovir isolado, indicando que

ocorreu uma modificagdo parcial do aciclovir para forma amorfa.

» As fotomicrografias das formulagdes, de um modo geral, apresentaram

tamanho médio de particula e morfologia bastante variadas.

» Os melhores valores de eficiéncia de encapsulacdo e perfis de liberagcéo
foram os obtidos para as formulagdes F5 e F6. Estas liberaram 80 % do
aciclovir por periodos de 300 min e 270 min em pH 1,2; e 330 e 300 min em
pH 6,8. O tratamento matematico das curvas de dissolu¢gao demonstrou que o
modelo mais adequado para descrever a cinética de dissolucdo das
formulagées em pH 1,2 foi o de Higuchi para todas as amostras. Em pH 6,8
as formulagdes F5 e F6, apresentaram uma cinética de ordem zero e as

formulacdes F2, F3 e F4 seguiram o modelo de Higuchi.

» A concentragdo de polimero em relagdo ao farmaco bem como a adi¢ao de

agente reticulante influenciou no processo de encapsulagao e liberagao.
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Os estudos de estabilidade acelerada indicaram que todas as formulagdes
submetidas a camara climatica apresentaram uma maior degradagao do
farmaco, quando as mesmas s&o comparadas com as que permaneceram em

temperatura e umidade ambiente.

As formulagbes F5 e F6 apresentaram menores teores de degradacéo do
aciclovir. Os resultados apontaram que a relagéo polimero/farmaco também
influenciou na estabilidade final das formulagdes, sendo que quanto maior

essa relagao, maior a estabilidade.

Os estudos cinéticos indicaram que todas as formulagdes seguiram uma
degradagao de segunda ordem. As formula¢gdes com maior prazo de validade
foram a F5 e F6, apresentando um tgg9, de 103 e 89 dias, respectivamente.

O método de quantificacdo do aciclovir encapsulado nas microparticulas
desenvolvidos pela técnica de spray-drying foi devidamente validado em
termos de especificidade, linearidade e faixa, limite de quantificacdo e
deteccao, precisdo, exatiddao e robustez. Os resultados obtidos permitem
concluir que o método proposto foi seguro e adequado para quantificacao do

farmaco nos sistemas desenvolvidos.

De um modo geral, pode-se concluir que o objetivo principal proposto pelo
trabalho foi alcangcado. Uma vez que as formulacbes desenvolvidas pelas
técnicas de coacervagdo e spray-drying, promoveram uma liberagao

modificada do aciclovir.



VII- Consideragoes Finais
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» As formulacdes desenvolvidas ainda necessitam a avaliagdo em modelos in
vivo, para se obter melhores informagées e poder comparar com O0sS

resultados obtidos in vitro.

» Os resultados apontam que o desenvolvimento e a avaliacdo de sistemas
envolvendo diferentes agentes reticulantes e em diferentes concentragoes,
bem como a variagdo dos parametros experimentais no desenvolvimento das

microparticulas por spray-drying Sao promissores.
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