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RESUMO

As propriedades fitoquimicas e farmacoldgicas da Achyrocline satureioides, marcela,
espécie nativa da América do Sul, vém sendo estudadas ha mais de duas décadas.
Devido aos resultados interessantes obtidos, diversos estudos visando o
desenvolvimento galénico de produtos fitoterapicos aproveitando o potencial
terapéutico demonstrado por esta planta vém sendo conduzidos. Neste sentido, um
extrato seco nebulizado da planta foi desenvolvido e otimizado, possibilitando o
desenvolvimento de formas farmacéuticas sélidas. Este extrato foi recentemente
avaliado quanto a atividade frente ao HSV-1 e apresentou-se promissor para o
tratamento do Herpes simples. Considerando o exposto, este trabalho teve por
objetivo o desenvolvimento e a avaliagdo de comprimidos mucoadesivos contendo o
extrato seco previamente desenvolvido visando ao tratamento bucal do Herpes
simples. Para isso, o ESN foi caracterizado quanto aos teores de umidade e de
quercetina (marcador quimico), apresentando valores de 2,47% + 0,06 e 18,80 mg/g
+ 0,07, respectivamente. Os excipientes, Carbopol®, quitosana e
hidroxipropilmetilcelulose, polimeros hidrofilicos com caracteristicas distintas (ibnico,
catibénico e ndo-i6nico) e o estearato de magnésio (lubrificante), foram caracterizados
quanto ao teor de umidade e identificados por espectroscopia de infravermelho.
Apés isso, foi realizado um delineamento experimental para avaliar as formulacées
obtidas a partir de misturas de ESN com o0s polimeros ou suas blendas, sendo
estudadas suas caracteristicas tecnoldgicas visando a obtencdo de comprimidos por
compressao direta. No entanto, as misturas apresentaram fluxo e compactabilidade
inadequadas. Assim, um segundo delineamento experimental foi tracado, e o
método de granulacdo por via seca foi estabelecido, produzindo comprimidos com
propriedades fisicas adequadas. As formulagdes elaboradas foram avaliadas quanto
as propriedades fisicas, quimicas e fisico-quimicas, sendo todas consideradas
aprovadas segundo os critérios da Farmacopéia Brasileira (1988). Uma metodologia
por CLAE foi desenvolvida e validada a fim de estabelecer com seguranca o teor do
marcador quimico nos comprimidos. Em seguida, foram avaliados o intumescimento
€ erosao in vitro das matrizes. A partir desses resultados, inseridos no software, uma
formulacao otimizada foi proposta, a qual foi também caracterizada. A formulacao
otimizada apresentou propriedades fisicas, quimicas e fisico-quimicas adequadas, e
valores de intumescimento (76,16 % em 8h) e erosao (5,42 % em 8 h) satisfatoérios,
conforme previsto pelo delineamento. A seguir, tanto a formulacao otimizada quanto
as demais foram avaliadas quanto ao tempo de mucoadeséo, que foi considerado
satisfatorio e depende das caracteristicas estruturais dos diferentes polimeros. Por
fim, todas as formulagdes foram avaliadas quanto ao perfil e cinética de liberagéo in
vitro de quercetina, empregando-se o0 método de cubas com agitacao de cesta. A
maioria das formulacbes apresentou uma liberagcdo bastante prolongada do
marcador, cuja cinética foi caracterizada como de primeira ordem, ou seja,
dependente da quantidade de flavondide remanescente na matriz. A liberagdo da
quercetina a partir da formulagdo otimizada também foi prolongada (cerca de 50,19
% em 24 h) e obedeceu a uma cinética de ordem zero, ou seja, independente da
guantidade remanescente na matriz.

Palavras-chave: Achyrocline satureioides, marcela, comprimidos mucoadesivos,
polimeros bioadesivos, Herpes simples, liberacao bucal.



ABSTRACT

Development of mucoadhesive buccal tablets containing spray dried extract of
Achyrocline satureioides (Lam.) D. C. — Marcela

The phytochemical and pharmacological properties of Achyrocline satureioides
(marcela), a native specimen found in South America, have been extensively studied
over two decades. Due to the results obtained so far, several studies concerning the
development of phyto products have been conducted and take advantage of the
therapeutical potential shown by this herb. Therefore, a spray dried plant extract was
developed and optimized, which made possible the development of solid dosage
forms. The activity of such extract against HSV-1 was recently evaluated and was
found promising for the treatment of Herpes simples. Considering these facts, the
objective of this work was to develop and evaluate mucoadhesive tablets containing
the spray dried extract previously developed aiming to the buccal treatment of
Herpes simples.In this regard, this research focuses on the development and the
mucoadhesive tablet evaluation containing a dry extract previously developed aiming
to the buccal treatment of the Herpes simples. For this, the ESN was characterized
by humidity content and quercetin content (chemical marker), presenting values of
2,47% + 0,06 and 18,80 mg/g + 0,07, respectively. The excipients, Carbopol®
chitosan and hydroxypropylmethylcellulose, which are hydrophilic polymers with
distinct characteristics (anionic, cationic and non-ionic) as well as magnesium
stearate (lubricant), have been characterized by humidity content and identified by
infrared spectroscopy. After this, an experimental design was carried out in order to
evaluate the formulations produced from mixtures of ESN with either polymers or
their blends, and their technological properties were evaluated aiming to obtain
tablets by direct compression. However, the mixtures presented inadequate flow and
compactability. Thus, a second experimental design was planed, and the use of dry
granulation was established, leading to tablets with satisfactory physical properties.
The formulations were evaluated concerning physical, chemical physicochemical
properties, being all considered approved according to the criteria of the Brazilian
Official Pharmacopoeia (1988). An HPLC method was developed and validated in
order to establish with security the chemical marker content in tablets. After that, the
matrices were characterized with respect to swelling and erosion in vitro. From these
results, inserted in the software, an optimized formularization was suggested, which
also was characterized. This optimized formulation presented acceptable physical,
chemical and physicochemical properties, as well as satisfactory swelling (76,16 %
em 8h) and erosion (5,42 % em 8 h) values, which matched those predicted by the
software. Thus, the optimized formulation, as well as the other tablets, were
evaluated with respect to the mucoadhesive properties, which were found
satisfactory and dependent on the polymers structural characteristics. Finally, all
formulations were evaluated with regard to the in vitro release profile and kinetics of
quercetin, by employing the basket method. Most of the formulations displayed a
prolonged release of the chemical marker, and the release kinetics was classified as
first order, that is, the release was found dependent on the flavonoid amount
remaining in the matrix. The release of quercetin from the optimized formulation was
also prolonged (around 50,19 % over 24 h) and followed a zero order kinetics, that is,
it was independent on the amount remaining in the matrix.

Keywords: Achyrocline Satureioides; marcela; mucoadhesive tablets; bioadhesive
polymers; Herpes simples; Buccal drug delivery
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1 INTRODUCAO



Introducéo 15

A pesquisa voltada ao desenvolvimento galénico vem direcionando esfor¢os
para a obtencdo de formas farmacéuticas eficientes, seguras e, sobretudo, mais
confortaveis ao paciente, utilizando mecanismos que permitam o controle da
liberacdo do farmaco e a adequacao a vias de administracao alternativas a via oral.
Neste sentido, os sistemas bioadesivos tém-se mostrado uma alternativa
interessante para liberagdo de farmacos pelas vias transdérmica e transmucosa e,
entre as mucosas, a da cavidade bucal é considerada a mais conveniente e de facil
acesso. A liberacdo de agentes terapéuticos através de dispositivos de liberacao
aderidos a cavidade bucal, tanto visando efeitos locais como sistémicos, é uma
opcao promissora devido as caracteristicas biofarmacéuticas favoraveis desta via de
administracdo. Além disso, este tipo de forma farmacéutica € auto-administravel, de
baixo custo e agradavel ao paciente (SUDHAKAR; KOUTSU; BANDYOPADHYAY,
2006).

Outro segmento da pesquisa farmacéutica em nivel mundial que vem
crescendo exponencialmente nos Uultimos anos, interesse este traduzido pelo
crescente investimento nesta éarea, € o desenvolvimento de medicamentos
fitoterapicos. Este crescimento € estimado em 10% a 20% ao ano e as principais
razées que impulsionaram esse grande crescimento nas ultimas décadas foram a
valorizagdo de uma vida de habitos mais saudaveis e, consequentemente, o
consumo de produtos naturais, a descoberta de novos principios ativos nas plantas
e a comprovacao cientifica da atividade de fitoterapicos (SOUSA; MIRANDA, 2009).

A imensa biodiversidade de nossa flora nativa tem potencial para colocar o
Brasil na linha de frente deste segmento da industria farmacéutica, mas, para isso é
necessario que a espécie em questao seja profundamente estudada com base em
critérios cientificos. Dentro deste contexto, entre as espécies nativas da Regiao Sul
do Brasil, encontra-se a Achyrocline satureioides (Lam.) D.C., planta que vem sendo
amplamente estudada no que diz respeito a composicao quimica, potencialidades
terapéuticas e toxicidade, bem como estudos tecnoldgicos que possibilitaram a
obtencdo de um extrato seco padronizado a partir do qual formas farmacéuticas

finais podem ser obtidas.
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A potencial aplicacdo de Achyrocline satureioides no tratamento do Herpes
simples foi evidenciada recentemente pelo estudo de Bettega e colaboradores
(2004), que avaliaram a atividade antiviral in vitro de extratos secos padronizados

obtidos a partir de um extrato hidroetandlico rico em flavonodides.

As infecgdes virais constituem um importante problema de saude publica em
todo o mundo. Particularmente, o herpes labial se caracteriza por uma condicéo
bastante incbmoda e o tratamento de primeira escolha é o uso tépico de formulacdes
contendo antivirais (BRADY; BERNSTEIN, 2004; DREW, 2004).

Aliando estas tendéncias, o desenvolvimento de um medicamento fitoterapico
constituido por um comprimido mucoadesivo contendo extrato seco de marcela

parece ser uma alternativa interessante para o tratamento bucal do herpes simples.
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2.1 Achyrocline satureioides

“Marcela” Achyrocline satureioides (Lam.) D.C., Asteraceae, conhecida
popularmente como “marcela”, € uma planta medicinal que tem sido utilizada na
medicina popular na Argentina, Uruguai, Paraguai e Brasil (SIMOES et al, 1986).
Esta espécie foi descrita detalhadamente na primeira edicdo da Farmacopéia
Brasileira (1928). Em 2001, sua monografia foi atualizada e incluida na quarta

edicao da Farmacopéia Brasileira.
2.1.1 Atividades farmacoldgicas

Extratos aquosos e alcodlicos preparados a partir de diferentes partes de
Achyrocline satureioides, especialmente das inflorescéncias secas, vém sendo
avaliados quanto a sua atividade farmacol6gica. Por meio de estudos in vitro, foram
identificadas as atividades antiespasmadica (SIMOES et al., 1988a), antimicrobiana
(CALVO et al., 2006), antioxidante (GUGLIUCCI; MENINI, 2002, POLYDORO et al.,
2004;), citoprotetora (ARREDONDO et al., 2004), imunomodulatéria (SANTOS et al.,
1999; COSENTINO et al., 2008), hipoglicemiante (CARNEY et al., 2002) e anti-
herpética (BETTEGA et al., 2004).

Em estudos in vivo foram identificadas atividades sedativa (SIMOES et al.,
1988a), antiinflamatéria (SIMOES et al., 1988b), hepatoprotetora (KADARIAN et al.,
2002), relaxante muscular (HNATYSZUN et al., 2004), fotoprotetora (MORQUIO;
RIVERA-MEGRET; DAJAS, 2005) e géastrica (SIMOES et al., 1988a).

2.1.2 Composicao Quimica

A composicdo quimica de Achyrocline satureioides foi extensivamente
estudada por diversos pesquisadores, sendo relatada a presenca de
monoterpendides do 6leo essencial; acidos cafeico, clorogénico e isoclorogénico e
seus ésteres; outros terpendides, compostos acetilénicos, derivados da kawapirona,
polissacarideos e minerais (AKISUE, 1971; BOHLMANN; BURKHARDT; ZDERO,
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1973; MESQUITA; CORREA; PADUA, 1986; BROUSSALIS et al., 1988; LAMATY et
al; 1991; PETROVICK; ORTEGA; BASSANI, 1997).

Estes estudos demonstraram que os flavondéides quercetina, 3-O-
metilquercetina e luteolina sdo os principais constituintes da fragdo etandlica do
extrato obtido das inflorescéncias da marcela (FERRARO; NORBEDOQO; COSSIO,
1981; SIMOES, 1984) e possuem relacdo com as principais atividades

farmacolégicas atribuidas a esta planta.

Os flavondides sao polifendis potencialmente bioativos presentes em relativa
abundancia entre os metabdlitos secundarios de vegetais. O termo flavonéides
engloba um grupo de compostos polifenélicos complexos que apresentam uma
estrutura comum caracterizada por dois anéis aromaticos (A e B) e um heterociclo
oxigenado (anel C) (WILHELM FILHO; DA SILVA; BOVERIS, 2001). Estes
compostos sdo frequentemente utilizados tanto como marcadores taxonémicos
como marcadores quimicos no desenvolvimento tecnologico de fitoterapicos, em
razdo de sua ja citada abundancia, grande especificidade em algumas espécies,
relativa facilidade de identificacao, relativa estabilidade e acumulo em determinados
orgaos vegetais, que sofre menor influéncia do meio ambiente (ZUANAZZI;
MONTANHA, 2003).

Segundo definicdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
(BRASIL, 2004), um marcador quimico é um componente ou classe de compostos
quimicos (ex: alcalbides, flavonodides, acidos graxos, etc.) presente na matéria-prima
vegetal, idealmente o préprio principio ativo e preferencialmente que tenha
correlacdo com o efeito terapéutico, utilizado como referéncia no controle de
qualidade da matéria-prima vegetal e dos medicamentos fitoterapicos. Nos estudos
tecnoldgicos ja realizados com Achyrocline satureioides, os flavonoides, em especial

a quercetina, vém sendo utilizados como marcadores quimicos.

A quercetina (3,3,4°,5,7 — pentaidréxi-flavona), representada na figura 1, é um
flavonol, pertencente a classe dos flavonoides, que possui uma extensa distribuicdo
no reino vegetal. Apresenta sensibilidade a luz (HARBORNE; WILLIAMS, 2000) e
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sua estabilidade em solucéo torna-se comprometida em valores de pH acima de 7,
condicdo na qual as reacbes de oxidagdo e hidrdlise tornam-se favorecidas
(GOMATHI et al., 2003).

OH O

OH
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HO O
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Figura 1: Estrutura quimica da quercetina

2.1.3 Desenvolvimento Tecnoldgico

O desenvolvimento tecnolégico de extratos de Achyrocline satureioides, com
o intuito de obter um medicamento fitoterapico, iniciou-se em 1987 por Sonaglio com
a padronizacdo de solugdes extrativas hidroalcodlicas e o estabelecimento de
metodologias para o controle de qualidade da matéria-prima e do produto acabado.
Nesta etapa, foram definidos parametros como o tipo de solvente, razao matéria-

prima/solvente, método extrativo e tempo de extracao.

Bassani (1990) estudou a aplicacdo da técnica de filtragcdo tangencial sobre
membrana de osmose inversa no desenvolvimento de extratos de baixo teor
etanolico de Achyrocline satureioides, a partir de solugdes extrativas hidroetanélicas
padronizadas por Sonaglio (1987). Nestes estudos foi observada a eliminagcdo de
uma fracdo de baixa polaridade durante a etapa de desalcoolizacdo. Este fato
explica a perda importante dos flavondides presentes e a obtengcao de uma solugéo
desalcoolizada limpida. No entanto, evidenciou a viabilidade da preparacdo do
produto seco por spray-drying (nebulizacdo), através da adicdo de adjuvantes de
nebulizagao.

Este conjunto de dados direcionou os estudos visando a otimizagdo das
condicdes de preparacao de extratos secos nebulizados, de forma a evitar a perda

da fracdo de menor polaridade. Lemos-Senna e colaboradores (1997)
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desenvolveram extratos de baixo teor etandlico de Achyrocline satureioides, em
evaporador rotatorio, utilizando polissorbato 80 a 2 % (p/p) como adjuvante.

Teixeira (1996), aprofundando estes estudos, avaliou a influéncia da natureza
de adjuvantes tecnoldgicos: dioxido de silicio coloidal, celulose microcristalina e 8-
ciclodextrina sobre caracteristicas fisicas, quimicas, tecnoldgicas e farmacoldgicas
de extratos secos nebulizados de Achyrocline satureioides preparados com um teor
de 50 % (p/p) desses adjuvantes de secagem. Neste trabalho ficou evidenciado que
o produto seco contendo diéxido de silicio coloidal como adjuvante apresentou
melhores caracteristicas tecnoldgicas. Este estudo deu origem ao extrato seco

nebulizado utilizado no presente trabalho.

Paralelamente, foram desenvolvidas preparacées semi-sélidas utilizando
solucdes extrativas de Achyrocline satureioides concentradas na presenca de
agentes tensoativos (PETROVICK; KNORST, 1991).

Continuando estes estudos, De Paula e colaboradores (1998) incorporaram o
extrato seco nebulizado em uma forma farmacéutica semi-sélida numa proporcao de
20% (m/m). A preparagdo mostrou-se tecnologicamente viavel, porém o alto teor de
sélidos inserido na matriz semi-sélida resultou na obtencdo de uma pasta e nao

permitiu o estudo da liberacao dos flavonéides.

Em 2001, o processo de obtencdo de um produto seco de Achyrocline
satureioides foi objeto de pedido de patente no Instituto Nacional de Propriedade
Intelectual (BASSANI et al., 2001).

De Souza e colaboradores (2002) constataram que os teores de flavondides
presentes nas solugdes extrativas hidroetandlica 40 e 80% (v/v) sdo muito
semelhantes, o que constitui uma vantagem do ponto de vista econémico no
processo de desalcoolizagcédo, etapa prévia a secagem por nebulizacdo. No mesmo
estudo, foi observado que a auséncia de B-ciclodextrina aumenta o rendimento da
operacao e que a presenca de didxido de silicio coloidal torna-se imprescindivel para
a obtencao dos diferentes extratos.
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Da Silva (2003) propbs o desenvolvimento do produto seco de Achyrocline
satureioides em escala piloto, bem como a incorporacdo deste em bases semi-
solidas, hidrofilica e lipofilica, com posterior estudo in vitro para a avaliagdo do perfil
de liberagdo dos flavonoides. Os resultados demonstraram que os flavondides
possuem uma maior afinidade pela base lipofilica, resultando na retengcdo completa
do marcador quimico (3-O-metilquercetina) pela base, assim, esta formulacao foi
abandonada. A formulacado hidrofilica resultou em uma reduzida liberacdo do
marcador quimico (3-O-metilquercetina). Esses resultados foram relacionados com a
viscosidade dos sistemas obtidos devido ao elevado teor de soélidos.

Petrovick (2006) estudou dois métodos de granulagao a partir de produto seco
de Achyrocline satureioides obtido por nebulizacdo, com posterior revestimento, em
escala semi-industrial, visando superar as principais limitacées tecnolédgicas, como
higroscopia excessiva do produto, baixa densidade, pequeno tamanho de particula e
instabilidade dos constituintes flavonoidicos frente a luz. A granulacdo por via seca
possibilitou a obtencao de um produto com propriedades favoraveis a compressao.

Recentemente, Holzschuh e colaboradores (2007) realizaram um estudo de
fotoestabilidade e estabilidade térmica para o ESN. Nesse estudo, constataram a
manutencdo da estabilidade por nove meses em condicbes normais de
armazenamento (temperatura: 25 + 2°C; umidade relativa: 60 + 5%).

2.2 A viabucal de administracao de farmacos

A via bucal vem despertando recentemente um consideravel interesse como
via alternativa para a administracdo sistémica de farmacos, devido a propriedades
qgue a tornam vantajosa com respeito a outras vias de administragdo. As principais
vantagens relacionadas a esta via sdo: (i) evita o efeito de primeira passagem
hepatica da via oral, além da atividade enzimatica ser significativamente menor que
em outras vias mucosas; (/i) facil acesso, possibilitando uma colocacao precisa do
dispositivo de liberagdo do farmaco, além de permitir sua retirada quando
necessario; (iii) permite a modificagdo da permeabilidade local do tecido ou,
inclusive, a inibicdo da atividade proteasica; (iv) boa aceitacao por parte do paciente;
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(v) é considerada menos suscetivel que outras mucosas a irritagdes ou danos
importantes devido a forma de dosificacao, farmaco ou excipientes, ja que devido a
sua funcédo, esta habitualmente exposta a uma grande quantidade de substancias
exdgenas, além de possuir renovacao celular extremamente rapida, o que permite o
emprego de promotores de absorcdo; (vi) € uma mucosa altamente vascularizada,
permitindo que, apds a penetragdo, o farmaco chegue rapidamente a circulacao
sanguinea (HARRIS; ROBINSON, 1992; SUNDHAKAR,; KUOTSU;
BANDYOPADHAYAY, 2006; ROSSI; SANDRI; CARAMELLA, 2005; ANDREWS;
LAVERTY; JONES, 2008):

Por outro lado, as desvantagens associadas a esta via de administracdo
também estdo associadas as suas caracteristicas anatémico-funcionais: (i) producao
constante de saliva (1,5 a 2 litros/dia), que pode conduzir ao arraste e ingestao
involuntaria do dispositivo de liberacao, resultando em absorcao oral; (ii) a elevada
motilidade como consequéncia da fala e da mastigacdo; (iii) as exigéncias de
caracteristicas organolépticas adequadas, restringindo a disponibilidade de
excipientes; (iv) a espessura da mucosa e seu carater lipidico que limitam fortemente
a permeabilidade, especialmente a moléculas hidrofilicas e de peso molecular
elevado. Desta forma, formas farmacéuticas convencionais ndo sao capazes de
assegurar niveis terapéuticos de farmaco tanto na mucosa como na circulacdo
(HARRIS; ROBINSON, 1992; MIZRAHI; DOMB, 2008).

Assim, para obter uma acdo terapéutica adequada a partir de uma
administragcdo bucal, € necessario o prolongamento do tempo e o aumento da
intensidade do contato entre o farmaco e a mucosa. Consequentemente, é desejavel
gue uma forma farmacéutica destinada a este tipo de administracdo apresente boas
propriedades adesivas e um eficiente controle de liberagdo do farmaco,

caracteristicos dos sistemas mucoadesivos.

2.3 Sistemas mucoadesivos

O uso de estruturas mucoadesivas como sistemas de liberacdo de farmacos

vem sendo considerada uma estratégia bastante interessante para melhorar a
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administracdo de farmacos via bucal (VARSHOSAZ; DEHGHAN, 2002; PERIOLI et
al., 2004; MOHAMMADI-SAMANI; BAHRI-NAJAFI; YOUSEFI, 2005). Estes
sistemas, geralmente poliméricos, apresentam a capacidade de aderir-se a
superficie das células de epitélios ou da camada de muco que os recobre. O
principal atrativo de utilizagdo de polimeros bioadesivos na elaboracdo de sistemas
de liberacdo de farmacos reside nas propriedades que outorgam aos mesmos:
prolongamento do tempo de residéncia no lugar de absorcdo, intensificacdo do
contato com a mucosa resultando em um gradiente de concentracao que favorece a
absorcao do farmaco, localizagdo do sistema em uma zona especifica, possibilidade
de utilizacdo de promotores de permeacao. Todas estas propriedades se traduzem,

via de regra, na melhora da biodisponibilidade ou no efeito da molécula ativa.

Polimeros mucoadesivos sao geralmente macromoléculas hidrofilicas
contendo numerosos grupos funcionais, nomeadamente carboxilas, hidroxilas,
amidas, aminas, capazes de interagir através de pontes de hidrogénio com as
estruturas da mucosa e que, em contato com solu¢des aquosas, tendem a hidratar e
intumescer. Com a hidratacdo, esses adquirirem propriedades adesivas, mas
quando essa é excessiva resulta na formacdo de uma mucilagem escorregadia,
diminuindo a capacidade de adesado (AMEYE et al., 2002; CHIAPPETTA et al., 2006;
MORTAZAVI, 1995).

Esses sistemas devem ser biocompativeis, farmacolégica e quimicamente
inertes, nao irritantes, nao alergénicos, nao-absorviveis, bioadesivos e de baixo
custo (SENEL; HINCAL, 2001; MOHAMMADI-SAMANI; BAHI-NAJFI; YOUSEFI,
2005).

Diferentes situacdes para mucoadesao séao possiveis, dependendo do tipo de
formulacdo desejada. No caso de formulacdes secas ou parcialmente hidratadas, a
hidratacao do polimero e o intumescimento provavelmente desempenham um papel
chave (ROSSI; SANDRI; CARAMELLA, 2005). A hidratacdo do polimero e a
consequente desidratacdo do muco causam um aumento das propriedades coesivas
gue promovem a mucoadesado. O intumescimento pode favorecer a flexibilidade das
cadeias poliméricas e a interpenetracdo entre estas e as cadeias de mucina. O
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coeficiente de espalhamento e a capacidade de formar ligagdes quimicas ou fisicas
com a mucina aumentam com a hidratagdo da forma farmacéutica (DUCHENE;
PONCHEL, 1997; SALAMAT-MILLER; CHITTCHANG; JOHNSTON, 2005).

Os polimeros carregados sdo mais interessantes para o intumescimento, pois
as cargas no interior do polimero levam a uma concentragdo i6nica da trama
polimérica, criando uma pressado osmatica que facilita a entrada de agua no interior
desta malha. Também ocorrem ligacoes interfaciais entre as cadeias interpenetradas
(DUCHENE; PONCHEL, 1997).

Essas ligacdes sao interagdes entre os mucoadesivos e a mucosa, € ocorrem
através de forcas intermoleculares repulsivas ou atrativas, como forcas eletrostaticas
que, nesse caso, possuem menor contribuicdo, forcas repulsivas estéricas,
interacdes hidrofébicas, ligacbes covalentes e forcas de hidratacdo. As interacdes
atrativas compreendem forcas fracas, como interacdo de Van der Waals, ou
interacdes fortes, como ligagdes covalentes. Ja as interagdes repulsivas ocorrem
através das interagdes eletrostaticas ou interagdes estéricas (SMART, 2005;
SUDHAKAR; KOUTSU; BANDYOPADHYAY, 2006).

Portanto, dependendo do tipo de formulacido, polimeros com diferentes
caracteristicas devem ser utilizados. Entre as diversas classes de polimeros que
apresentam boas propriedades de bioadesdao encontram-se os derivados de
celulose (ex: hidroxipropilmetilcelulose), os derivados do &cido poliacrilico (ex:
Carbopol®) e os polissacarideos (ex: quitosana) (SALAMAT-MILLER; CHITTCHANG;
JOHNSTON, 2005, SMART, 2005; MAKHOLOF; WERLE; TAKEUCHI, 2008).

2.3.1 Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)

A hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), cuja estrutura quimica esta representada
na figura 2, é um polimero de carater hidrofilico, ndo ibénico, biocompativel,
biodegradavel, nado tdxico, possuindo capacidade de incorporar elevadas
quantidades de substancias ativas (SALAMAT-MILLER; CHITTCHANG;
JOHNSTON, 2005, LOPES; LOBO; COSTA, 2005).
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Este polimero tem sido amplamente utilizado em formula¢ées farmacéuticas
orais como aglutinante, agente de revestimento e formador de matriz de liberacédo
prolongada em comprimidos, devido a sua natureza nao toxica e propriedades de
intumescimento (CHIAPPETTA et al., 2006). No que se refere a sua aplicagdo em
sistemas de liberacdo modificada, a capacidade de intumescimento € uma das
caracteristicas mais importantes desse polimero, uma vez que exerce efeito
pronunciado na cinética de liberacdo do farmaco incorporado (LOPES; LOBO;
COSTA, 2005).

Mohammadi-Samani e colaboradores (2005) em estudo visando avaliar a
influéncia de diferentes polimeros sobre a liberacdo da prednisolona a partir de
comprimidos bucais mucoadesivos, observaram que o peso molecular da HPMC
influencia na capacidade de mucoadesdo, sendo que apresentaram
comportamentos mais eficientes os polimeros de menor peso molecular. Neste
estudo, blendas de HPMC e Carbopol® resultaram em uma maior forca adesiva e
duracéao da liberacao da prednisolona.
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Figura 2: Estrutura quimica do HPMC

2.3.2 Quitosana

A quitosana, cuja estrutura esta representada na figura 3, € um
polissacarideo catibnico semi-sintético obtido por desacetilagdo da quitina, que
possui caracteristicas mucoadesivas devido a atracao eletrostatica com as cargas
negativas da superficie da mucosa (DHAWAN; SINGLA; SINHA, 2004; SALAMAT-
MILLER, 2005). Este polimero apresenta caracteristicas bioadesivas, biodegradaveis
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e biocompativeis (CAFAGGI et al., 2005), além de propriedades de regeneragéo de
tecido e atividade antimicrobiana (IKINCI et al., 2006).

Comparando-se com os demais polimeros, a quitosana possui a vantagem de
promover a permeacao na mucosa, atuando diretamente sobre as jung¢des intimas
do epitélio, provocando sua abertura transitéria e, como consequéncia, o aumento
da permeabilidade e do transporte paracelular, inclusive de moléculas de tamanho
elevado, como peptideos e proteinas (ARTURRSON et al.,, 1994; ILLUM, 1998;
MAKHOLOF; WERLE; TAKEUCHI, 2008).
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Figura 3: Estrutura quimica da Quitosana

Ikinci e colaboradores (2006) observaram um aumento na liberagcdo da
nicotina apds a administracao bucal de comprimidos mucoadesivos proporcional ao
aumento da concentracdo de quitosana na formulagdo. No entanto, uma maior
concentracdo do polissacarideo resultou em uma diminuicdo da capacidade
bioadesiva do comprimido.

2.3.3 Carbopol®

O Carbopol®, com a estrutura quimica representada na figura 4, é um
polimero aniénico derivado do acido poliacrilico com alto peso molecular (KIBBE,
2000), que possui caracteristicas bioadesivas, exibindo boa retencéao in vitro e in vivo
(KOCKISCK et al.,, 2001). Este polimero apresenta baixa toxicidade e
biocompatibilidade, sendo interessante na formulacado de produtos destinados a uso
frequente (KEEGAN et al., 2007).
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Figura 4: Estrutura quimica do Carbopol®

Perioli e colaboradores (2004) desenvolveram um comprimido mucoadesivo a
partir de uma blenda de Carbopol® com hidroxietilcelulose (HEC). Este comprimido
apresentou um desempenho bastante satisfatério, com uma permanéncia no local
de aplicacao de 12 h em estudo in vivo realizado em voluntarios humanos. Segundo
os autores, a utilizagdo da blenda justifica-se pelas melhores propriedades
bioadesivas do Carbopol® associado & baixa toxicidade do derivado celulésico.

2.4 Comprimidos mucoadesivos

Os comprimidos representam, em termos mercadolégicos, a forma
farmacéutica mais consumida e constituem a forma farmacéutica sélida mais
adequada para producdo em escala industrial, possibilitando um menor custo
efetivo. Comprimidos que contém polimeros mucoadesivos devem apresentar
tamanho reduzido, o que permite a funcionalidade no lugar de aplicagdo, mantendo-
se no local durante o tempo necessario. O efeito farmacolégico pode ocorrer no local
da administracao ou de forma sistémica, por meio da absorcédo através da mucosa
(DUCHENE; PONCHEL, 1997; LACHMAN; LIBERMAN; KANING, 2001; ALLEN;
POPOVICH; ANSEL, 2007).

Nos ultimos anos, diversos tipos de comprimidos destinados a aplicacdo em
diferentes mucosas vém sendo desenvolvidos (KARASULU et al., 2004; PERIOLI et
al., 2004; WEYENBERG et al., 2006). Especificamente os comprimidos para
aplicagdo na mucosa oral, permitem ao usudrio beber e conversar sem maior
desconforto. Os comprimidos sdo suaves, se aderem a mucosa e sao retidos na
mesma posicao até completa dissolugdo e/ou liberacdo do farmaco. Podem ser

aplicados em diferentes locais da cavidade oral, incluindo o palato, a mucosa da
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bochecha, labios e gengiva. Sucessivas aplicacbes desses comprimidos podem ser
feitas em locais alternados da boca (SALAMAT-MILLER; CHITTCHANG;
JOHNSTON, 2005).

2.5 Compressao

A compressdo é um método de fabricacdo de comprimidos que pode ser
realizado através de trés tipos de procedimentos: a compressao direta, a granulagéao
por via umida e a granulacdo por via seca (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2007;
LACHMAN; LIBERMAN; KANING, 2001).

2.5.1 Compressao Direta

O método mais utilizado para preparacdo de comprimidos mucoadesivos é a
compressao direta (CHIAPPETTA et al., 2006; IKINCI et al.,2006; MOHAMMADI-
SAMANI; BAHRI-NAJAFI; YOUSEFI, 2005; PERIOLI et al., 2004;), considerada a
técnica de escolha para a fabricacdo de comprimidos que contém farmacos
termolabeis e sensiveis a umidade (JIVRAJ; MARTINI; THOMSON, 2000). Por
comprimir diretamente o pd ou a mistura de pés, esta técnica minimiza o nimero de
operacdes, reduzindo custos e tempo (ALDERBORN, 2005). No entanto, para que
esta técnica de compressao possa ser utilizada, é necessario que o p6é ou mistura de
pds apresente fluxo livre e propriedades coesivas adequadas (ALLEN; POPOVICH;
ANSEL, 2007).

No caso de po6s desprovidos dessas propriedades, a adicdo de excipientes
farmacéuticos pode dotar a mistura de pds de caracteristicas mais adequadas.
Quando a presenca de excipientes nao é suficiente, a granulagéo pode ser utilizada
para conferir as qualidades necessarias para a fabricagdo de comprimidos (ALLEN;
POPOVICH; ANSEL, 2007).
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2.5.2 Granulacao

A granulagdo tem por objetivo principal a melhoria das propriedades de fluxo
e das caracteristicas de compressibilidade de uma mistura de pdés, assim como a
prevencdo da segregacao dos constituintes, manejo da densidade e da distribuicao
granulométrica, da forma e das estruturas internas e superficiais (SUMMERS;
AULTON, 2005).

Os granulados sao obtidos por meio do emprego de aglutinantes, adjuvantes
primarios tecnoldgicos que tem como objetivo manter a coesao entre as particulas
primarias. A granulagdo pode ser classificada quanto ao agente de formacao de
granulos, seja pela presenca de um liquido ou pelo exercicio de pressao no qual
ocorre a compactacao, respectivamente por via Umida e por via seca. Podem,
também, ser diferenciados quanto ao principio de aglomeragdo, como granulados
formados através da agregacao direta ou por desagregacdo apds obtencdo de
conglomerados maiores (COUTO; ORTEGA; PETROVICK, 2000; ALLEN;
POPOVICH; ANSEL, 2007).

No entanto, comparada a compressao direta, a granulacdo requer inumeras
operacdes unitarias adicionais, as quais representam a agregacado de maior custo
em termos de tempo, equipamentos, espago fisico, recursos humanos e
procedimentos. Além disso, dela decorre a necessidade de etapas adicionais de
validacéo e otimizacao de processo (AUGSBURGER; VUPPALA, 1997).

2.5.2.1 Granulagao por via seca

A granulacdo por via seca é especialmente aplicadvel a materiais que néo
podem ser preparados por via umida, devido ao fato de apresentarem instabilidade
frente a umidade ou a temperatura durante o processo de secagem do granulado ou
que se apresentem muito soluveis em agua (SOARES; PETROVICK, 1999).

No processo de granulacdo por via seca, a pressdao é responsavel pela
coesao das particulas primarias. A mistura do componente ativo e dos adjuvantes é
submetida a uma compactacdo prévia, originando grandes aglomerados,
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denominados compactos ou briquetes, que devem possuir elevada resisténcia
mecanica, distribuida homogeneamente, a fim de evitar quantidade excessiva de
particulas finas durante a proxima operacao, que consiste na granulagdo. Na
granulacao ocorre o desmonte da massa compactada e consequente formacao dos
granulos. O processo € finalizado com a etapa de calibracdo, que consiste na
selecdo de granulos com dimensdes uniformes, dentro de uma faixa granulomeétrica
determinada (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2007; COUTO; ORTEGA; PETROVICK,
2000).

2.5.2.2 Granulacao por via umida

O emprego de umidade e calor na granulacdo por via Uumida exige que o
produto se apresente suficientemente insolivel no liquido utilizado para
umedecimento e se mantenha quimicamente estavel durante o tempo de exposi¢ao
ao calor nas faixas de temperatura adequadas para a secagem dos granulos obtidos
por desagregacao (COUTO; ORTEGA; PETROVICK, 2000).

Na granulagdo por via umida convencional, o liquido de umectagéo é
adicionado a mistura pulvérea em misturadores, com a finalidade exclusiva de
umedecer a mistura de pés, podendo eventualmente promover a dissolucao apenas
parcial de um ou mais constituintes da mistura pés. A massa umedecida é forcada
através de um tamis para que produza os granulos no tamanho desejado. As
particulas assim formadas sdo secas pela acdo do calor e do ar (COUTO; ORTEGA;
PETROVICK, 2000; ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2007).

2.6 Herpes Simples (HSV)

InUmeras pesquisas direcionam-se ao tratamento de infecgbes pelos virus
herpéticos tipos 1 (HSV-1) e 2 (HSV-2), pelo fato de estes apresentarem uma
participacdo expressiva nas doencgas infecto-contagiosas no mundo e, muitas vezes,
serem situacbes com graves consequéncias, sobretudo em pacientes
imunocomprometidos (HERGET et al., 2005).
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Os virus herpéticos estdo associados a infeccdes localizadas no epitélio da
mucosa das genitais, cavidade oral, faringe, eséfago e olhos, dependendo do tipo do
virus envolvido. Sao altamente contagiosos, sendo a principal forma de

disseminagao o contato direto com secrec¢des infectadas (DREW, 2004).

Apés a inoculacdo na pele ou nas mucosas, 0s virus replicam-se nas células
epiteliais. O periodo de incubacao é de quatro a seis dias, causando destruicao
celular e inflamacdo local, resultando em lesdes vesiculosas sobre uma base
eritematosa, muito dolorosa, mas de regressdo espontanea (CECIL; GOLDMAN;
AUSIELLO, 2005; DE FARIA, 1999).

E observada nestes virus a capacidade de estabelecer infeccdo latente e
cronica por toda a vida do hospedeiro, variando o sitio de laténcia de acordo com a
subfamilia. O HSV-1 pertence a sub-familia a-Herpesviridae estabelecendo laténcia
nos nervos sensoriais, podendo ser reativado em infecgdes recorrentes sintomaticas
ou assintomaticas (BRADY; BERNSTEIN, 2004). O processo de saida do estado
latente é desencadeado por fatores relacionados a reducao da resposta imune do
individuo, quadro normalmente associado a deficiéncias alimentares, fadiga e
estresse, mas também existente em portadores de imunossupressdo congénita,
adquirida ou medicamentosa (McCORMACK et al., 1996).

As principais manifestacées clinicas do HSV-1 caracterizam-se por
gengivomastites, faringotonsilites, querato-conjuntivites, encefalites, infeccoes
neonatais e Herpes labial (BRADY; BERNSTEIN, 2004).

2.6.1 Herpes Labial

O herpes labial se caracteriza por uma condi¢cdo bastante incobmoda, com
formacao de vesiculas acompanhadas de coceira e ardéncia no local, nas quais ha
extravasamento de liquido celular. Ap6s o término desta fase, estas vesiculas
secam, restando no local um tecido lesado, altamente queratinizado, diferindo das
caracteristicas normais do tecido da mucosa oral. Todo o processo pode levar de 2 a
12 dias (McCORMACK et al., 1996).
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Atualmente, as infeccdes causadas pelo HSV estdo entre as mais comuns na
populacdo e é estimado que 60-95% das pessoas adultas estejam infectadas.
Estudos soroepidemioldgicos indicam que a prevaléncia de anticorpos para HSV
variam diretamente conforme a idade e o nivel socioeconébmico da populagcéao
estudada. Nos paises em desenvolvimento, 90% da populacédo apresentam, aos 30
anos de idade, anticorpos anti-HSV-1 (DREW, 2004).

Para a selecdo do tratamento, alguns fatores importantes devem ser
considerados, tais como a imunidade do paciente, o local da infeccdo e se a
infeccdo é primaria ou recorrente. Entre os agentes anti-herpéticos disponiveis estdao
o aciclovir, valaciclovir, penciclovir, fanciclovir, trifluoridina, vidarabina, foscarnet,
cidofovir, docosanol, brivudina e o ganciclovir (BRADY; BERNSTEIN, 2004), sendo o

tratamento de primeira escolha o uso tépico de formulagdes contendo aciclovir.

O aciclovir possui baixa biodisponibilidade quando administrado por via oral
devido a reduzida solubilidade da molécula, a ineficiéncia da particao lipidica e ao
transito gastrintestinal rapido, sendo absorvida apenas 15-30% da dose
administrada. Além disso, possui um reduzido tempo de meia-vida, de apenas 1-3
horas, e sua concentragdo na saliva € bastante reduzida (DEGIM; EGLEN; OCAK,
2006). Na tentativa de solucionar estes problemas e sabendo da necessidade do
desenvolvimento de um tratamento tépico mais eficaz contra o Herpes labial, a
empresa francesa BioAlliance Pharma pretende lancar no mercado até 2010 o
aciclovir Lauriad®, um comprimido bioadesivo bucal com efeito local e sistémico e
que libera altas concentra¢des do antiviral no local da infec¢cdo (BIOALLIANCE
PHARMA, 2009). Esta formulacado é baseada na constatacdo de que a proximidade
fisica do comprimido permite a penetragdo do farmaco diretamente na mucosa bucal
e, consequentemente, uma concentracdo local mais elevada sera atingida
rapidamente, além da diminuigdo da dose administrada e minimizacao de possiveis

efeitos indesejaveis.

Por outro lado, como alternativa para o tratamento de infecgdes virais, surge a
busca por substancias de origem natural, principalmente extratos e compostos

isolados de fungos. Nos ultimos anos, diversos trabalhos foram publicados sobre a
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atividade antiviral de produtos naturais. A maioria destes descreve pesquisas
realizadas com extratos ou compostos isolados de plantas selecionadas por serem

amplamente utilizados na medicina popular (RUFFA et al., 2004).

Neste contexto, o Laboratério de Virologia Aplicada (LVA) da Universidade
Federal de Santa Catarina vem testando produtos naturais e sintéticos a fim de
detectar atividade antiviral. Extratos secos nebulizados de Achyrocline satureioides,
desenvolvidos pelo grupo de Bassani (2001) (INPI Pl 0103468-5) foram estudados
no LVA por Bettega e colaboradores (2004). Neste estudo, foi avaliada a atividade
antiviral in vitro de trés extratos secos nebulizados (ESN) contendo 50 % de extrato
hidroetandlico rico em flavonoides, sendo os restantes 50% blendas de diferentes
adjuvantes. A atividade antiviral foi avaliada utilizando herpes Simples virus tipo 1
(HSV-1), cepa 29-R (resistente ao aciclovir) e cepa KOS (sensivel ao aciclovir). O
conjunto dos resultados obtidos indica que os extratos estudados podem ser
considerados promissores para o tratamento de infec¢des herpéticas causadas pelo
HSV-1, caracterizadas por sua localizacdo majoritaria em labios e mucosas, com
destaque para a formulacdo denominada N2, constituida de uma solucéao extrativa
hidroalcodlica (80%, p/v) de Achyrocline satureioides contendo 0s seguintes
adjuvantes: polissorbato 80 (10%, p/p), didxido de silicio coloidal (20%, p/p) e

celulose microcristalina (20%, p/p).

Com base no exposto, a incorporacdo de um extrato seco nebulizado de
marcela em um comprimido oral com o intuito de obter um sistema mucoadesivo de
administracdo bucal para o tratamento de infecgbes herpéticas torna-se uma
alternativa muito promissora. Desta forma, a hipétese na qual se baseia este
trabalho é que comprimidos mucoadesivos permitiiam uma longa permanéncia
deste ESN no local de acdo, além de uma lenta dissolugdo e uma liberacédo

constante dos flavonoides na cavidade bucal.



3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar comprimidos mucoadesivos elaborados a base de
um extrato seco nebulizado padronizado de inflorescéncias de Achyrocline
satureioides (Lam.) DC. Asteraceae.

3.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar o extrato seco nebulizado de A. satureioides quanto aos
teores de umidade e de quercetina (marcador quimico);

e (Caracterizar os excipientes de compressao selecionados;

e Estudar as caracteristicas tecnoldgicas de formulacdes obtidas a partir de
misturas de extrato seco nebulizado de A. satureioides com diferentes

polimeros ou suas blendas;

e Preparar comprimidos por granulagdo por via seca com base em um

delineamento experimental;

e Avaliar e comparar as propriedades fisicas, quimicas e fisico-quimicas dos

comprimidos elaborados;

e Desenvolver e validar o método analitico de cromatografia liquida de alta

eficiéncia para determinar o teor de quercetina nos comprimidos;

e Avaliar as caracteristicas de intumescimento e erosdao in vitro dos

comprimidos;

e Preparar e caracterizar uma formulacdo otimizada a partir dos resultados

obtidos com as formulac¢des do delineamento experimental;

e Avaliar o tempo de mucoadesdo da formulacdo otimizada e demais

formulacées;

e Desenvolver e validar o método para avaliar o perfil de liberacéo in vitro da
quercetina a partir da formulacdo otimizada e demais comprimidos

desenvolvidos;

e Estudar o perfil, bem como a cinética de liberacéo in vitro da quercetina a

partir dos comprimidos.



4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 MATERIAIS
4.1.1 Extrato vegetal

O extrato seco de marcela utilizado neste trabalho foi gentilmente cedido pela
Professora Dra. Valquiria Linck Bassani, da Faculdade de Farmécia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Esse produto seco por aspersdo (spray-drying),
juntamente com o processo de preparo, tornou-se objeto de patente (INPI PI
0103468-5, BASSANI et al., 2001). O ESN foi elaborado a partir de uma solugao
extrativa hidroalcoolica (80%, p/v) de Achyrocline satureioides contendo os seguintes
adjuvantes: polissorbato 80 (10%, p/p), didxido de silicio coloidal (20%, p/p) e

celulose microcristalina (20%, p/p).
4.1.2 Matérias-primas

e Carbopol® 940 (Embacaps — Brasil);

e Celulose microcristalina (Biotec - Brasil);

e Dioxido de silicio coloidal (Galena, Brasil);

e Estearato de magnésio (Quimidrol - Brasil);

e Hidroxipropilmetilcelulose K100 LV (Blanver — Brasil);
e Quercetina (Sigma Alderich - EUA);

¢ (Quitosana (Galena, Brasil);
4.1.3 Solventes e reagentes

Todos os solventes citados apresentam qualidade pré-andlise (p.a.), exceto
quando especificado diferentemente. Toda a agua empregada no trabalho foi

purificada por destilacdo ou osmose reversa.

e Acetato de etila (F. Maia - Brasil);
 Acido fosférico 85% (CPQ — Brasil);
e Cloreto de sodio (Vetec - Brasil);

e Adesivo instantaneo de éster de cianoacrilato (Henkel, Brasil);



Materiais e Métodos 39

e Fosfato de potassio monobasico (Vetec - Brasil);
e Fosfato de sédio dibasico (Vetec - Brasil);

e Metanol grau CLAE (J. Backer - Brasil);

e Polissorbato 20 (Vetec — Brasil);

Polissorbato 80 (Synth — Brasil).

4.1.4 Equipamentos e utensilios

e Agitador de Tamises para andlises granulométricas (Série 9904),

e Agitador magnético Are-Velp Scientifica;

e Aparelho para determinagdo do angulo de repouso (adaptado por
Guterres, 1990);

e Balanca analitica Ohaus Corporation AS200;

e Banho de ultrassom Ultrasonic Cleaner Unique USC - 700;

e (Centrifuga Sigma 4K 15;

e Coluna RP-Cyg Agilent Zorbax ODS (150 mm x 4.6 mm, 5 um);

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia Perkin Elmer S200, com bomba
binaria S 200, Detector UV/Vis, injetor automatico S 200,

e Dessecador;

e Destilador;

e Dissolutor Nova Etica (Modelo 299);

e Dissolutor Varian (Modelo VK7000E , EUA)

e Durdmetro Nova Etica (Modelo 300);

e Espectrofotdmetro na regido do infravermelho Perkin Elmer (Modelo 21);

e Estufa Nova Etica (Modelo 402/3N);

e Evaporador rotatério Quimis (Modelo Q-344B2);

e Filtro de membrana de fluoreto de polivinilideno 0,45 um (Millipore);

e Friabildmetro Nova Etica (Modelo 298-AT);

e Granulador (Fabbe);

e Maquina de compressao Excéntrica (Fabbe);

e Paquimetro (Digimess);

o Pesa-filtro;
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e pHmetro Oakton Acorns series;
e Sistema de purificagdo Milli-Q® (Millipore);

e Volumetro de compactacgéo;
4.1.5 Material biologico
e Eséfago de porco

Para a realizacdo do estudo do tempo de mucoadesdao foram utilizados
esbfagos congelados isolados de porcos obtidos no Frigorifico Anténio Carlos,
situado em Antdnio Carlos, Santa Catarina — Brasil.

4.2 METODOS

4.2.1 Caracterizacao das matérias-primas

4.2.1.1 Caracterizacao do Extrato Seco Nebulizado (ESN)
4.2.1.1.1 Teor de umidade

Exatamente cerca de um grama de ESN foi pesado e transferido para pesa-
filtro previamente dessecado durante 30 minutos. O pesa-filtro foi colocado em
estufa a 105 °C durante duas horas e, a seguir, transferido para dessecador por 20
minutos. Apds o resfriamento, o pesa-filtro foi pesado e colocado na estufa a 105 °C
por mais 1 hora. A operacgao foi repetida até a obtencao de peso constante (quando
a diferenga entre duas pesagens consecutivas ndao excede a 5 mg). O resultado de
perda por dessecagdo do ESN foi expresso em porcentagem ponderal, através da
média de trés determinacdes (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).
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42112 Quantificagdo do teor de Marcador Quimico no ESN por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia — Quercetina

Para o doseamento do ESN e formulagdes derivadas, a metodologia foi
desenvolvida e validada, e os parametros avaliados encontram-se descritos no item
4.2.5, pagina 49. A metodologia de extracdo da quercetina a partir da amostra de

ESN, descrita a seguir, foi adaptada do procedimento descrito por De Souza (2007).

Duzentos microgramas de ESN foram exatamente pesados, transferidos para
erlenmeyer com tampa esmerilhada e posteriormente, extraidos com 20 mL de
acetato de etila por duas horas, sob agitacado magnética. A solucao obtida foi filtrada
sob vacuo e reservada. A extragao foi repetida com o residuo e o filtro. Em seguida,
as duas porcoes foram reunidas em um baldo de fundo redondo e o acetato de etila
eliminado em rotaevaporador. Por fim, o residuo obtido foi retomado com 20 mL de

metanol.

Para analise cromatogréafica, 1,0 mL dessa solucao foi diluida a 10 mL com
metanol:solucdo de acido fosférico 1% (55:45, v/v). Esta solucao foi filtrada em filtro
de membrana de fluoreto de polivinilideno 0,45 um (Millipore), colocada em vial de

uso exclusivo do cromatégrafo liquido, prosseguindo com a andlise quantitativa por
CLAE.

4.2.1.2 Caracterizacao dos excipientes

Os excipientes utilizados na preparacdo dos comprimidos, bem como sua
repectiva fungédo na formulagao, estdo descritos na quadro 1.
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Quadro 1: Excipientes empregados na produc¢ao dos comprimidos mucoadesivos
bucais de Achyrocline satureioides e suas fungdes.

Excipientes Funcao

Quitosana Mucoadesivo

Carbopol® Mucoadesivo e formador de matriz de liberacéao
modificada

Hidroxipropilmetilcelulose Mucoadesivo e formador de matriz de liberagéo
modificada
Estearato de Magnésio Lubrificante

421.2.1 Espectroscopia no infravermelho (1V)

Cada excipiente (estearato de magnésio, Carbopol®, quitosana e HPMC) foi
preparado através da mistura com uma quantidade determinada de brometo de
potassio. Os espectros obtidos foram comparados com os espectros disponiveis na

literatura.

Para a interpretacdo dos espectros no infravermelho, foi utilizada a formula

molecular de cada excipiente bem como dados obtidos por Barbosa (2007).
4.2.1.2.2 Teor de umidade

A avaliagdo do teor de umidade dos excipientes foi realizada conforme
metodologia descrita no item 4.2.1.1.1, pagina 40.

4.2.2 Estudo de formulacao 1: avaliacao das caracteristicas tecnoldgicas das

misturas de excipientes
4.2.2.1 Delineamento experimental

A quantidade de ESN foi determinada diante de testes preliminares com
diferentes blendas dos polimeros.
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Apoés isso, foi elaborada uma matriz de planejamento, utilizando trés tipos de
polimeros em diferentes propor¢cées tendo como objetivo, avaliar a influéncia das
caracteristicas ibnicas dos polimeros (nao-ibnico, catibnico e aniénico) sobre as

formulacées.
4222 Caracterizacao tecnolégica das formulagdes: fluxo e compressibilidade
4.2.2.2.1 Determinacéo do Angulo de Repouso

Para a determinacao do angulo de repouso foi utilizado um aparelho adaptado
por Guterres (1990) (Figura 5). Este equipamento é constituido de um cilindro mével
ajustado a uma base fixa, acoplado a um motor que, quando acionado, separa o
cilindro da base pela ascensao do mesmo. Papel milimetrado foi utilizado para o
registro da sombra projetada pela incidéncia de uma fonte luminosa, sobre o cone
do p6 formado apds a elevacdo do cilindro contendo a amostra. Para cada
formulacdo foram realizadas cinco determinacdes utilizando-se cerca de 15 gramas
de amostra. As medidas foram feitas diretamente através do registro das sombras
projetadas, utilizando-se transferidor e o angulo calculado segundo a equagéo (1):

g

/ 84 H

175 S e
Figura 5: Aparelho para determinacdo do &angulo de repouso (dimensdes em

centimetros)

Equacéao 1
180— b

Angulo =
ngulo 5
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Em que:
Angulo = Angulo de repouso

b= angulo do apice do tridngulo
4.2.2.2.2 Determinacao das densidades bruta e de compactacao

Cinco gramas das formulacoes foram pesados, separadamente, e transferidos
cuidadosamente para proveta de 50 mL para medida do volume ocupado pelo pé e
determinacao de sua densidade bruta. A densidade de compactacéao foi determinada
com auxilio de volumetro de compactacao (figura 6). O p6 contido na proveta do
aparelho foi submetido a 10, 500 e 1250 quedas. O ensaio foi repetido até que a
diferenca entre duas leituras subsequentes fosse inferior a 1 mL (GUYOT et al.,
1995).

Figura 6: Volumetro de compactacao

4.2.2.2.3 Fator de Hausner (FH)

O fator de Hausner (WELLS, 1988) foi determinado através do quociente

entre as densidades de compactagéao e bruta do p6, conforme a equacao (2).

Equacao 2

— dc
 db
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Em que:

FH= fator de Hausner

dc= densidade de compactacao (g/mL)
db = densidade bruta (g/mL)

4.2.2.2.4 indice de compressibilidade (IC)

O indice de compressibilidade ou indice de Carr (CARR, 1965) corresponde a
média dos indices de compressibilidade calculados a partir dos valores individuais

de densidades de compactacao e bruta (equacéao 3).

Equacéo 3

dc — db

IC = 100
dc x

Em que:

IC= indice de compressibilidade (%)
dc= densidade de compactacao (g/mL)
db= densidade bruta (g/mL)

4.2.2.2.5 Compactabilidade das misturas

A compactabilidade (C) foi determinada pela diferenga entre os volumes apés
10 (Vio) e 500 (Vs0) quedas em volimetro de compactagdo. O resultado
corresponde a média de trés valores de (C) calculados a partir dos valores
individuais de trés determinacodes, conforme a equacéo (4).

Equacao 4

C=V10-V500

Em que:
C= Compactabilidade das misturas

Vo= Volume apés 10 quedas
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Vs00= Volume apds 500 quedas

Com base nos resultados obtidos neste primeiro estudo de formulagdo, um
novo estudo foi delineado, incorporando-se a granulagdo via seca no processo de

obtencédo dos comprimidos.

4.2.3Estudo de formulacao 2: preparacao de comprimidos a partir de
granulados

4.2.3.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi obtido com auxilio de um software Design-
Expert® utilizando uma metodologia de planejamento com mistura D-optimal. O
objetivo desse estudo foi estabelecer qual a melhor proporcao dos polimeros que
proporciona uma menor erosao € intumescimento do sistema matricial. A
composi¢cao pormenorizada das formulagdes inicialmente desenvolvidas encontra-se

na secao 5.3 (Resultados e Discusséao, pagina 70).
4.2.3.1.1 Granulacao Via Seca

A técnica de preparacdo foi escolhida de acordo com a avaliagdo das

caracteristicas tecnologicas das formulagdes (item 4.2.2.2, pagina 42).

A técnica de granulacdo via seca constitui-se das seguintes etapas:

1. Mistura dos p6s por diluicao geométrica, em gral de vidro, seguida de
homogeneizacao por 5 minutos;

2. Compactacao da mistura dos pdés com auxilio da maquina de
compressao excéntrica Fabbe formando os briquetes;

3. Granulacdo dos briquetes em granulador oscilante com abertura de
malha de 2,00 mm;

4, Calibracdo dos granulados através de tamisacao empregando-se um
agitador de tamises por 10 min. A faixa granulométrica entre 250 — 1000 pum

foi escolhida para a producao dos comprimidos;
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5. Adicdo de aglutinante (Carbopol®, 10%, p/p) ao granulado, seguido de
homogeneizacado da mistura em gral;

6. Compressao. A camara de compressao foi ajustada para conter cerca
de 200 mg da mistura. Foi utilizada puncao dupla circular plana de 10 mm de

didametro.

Durante o processo foram avaliados o peso e a dureza. A forca de
compressao foi ajustada para obter comprimidos com dureza de cerca de 10 Kgf.
Durante todas as etapas da operacdo de compressao por granulacao via seca, as
condi¢des de temperatura e umidade foram controladas (25 + 1 °C; 45 £ 5 UR).

4.2.4 Caracterizacao dos comprimidos

A caracterizagdo de comprimidos das diferentes formulacées foi realizada por
meio dos ensaios descritos na Farmacopéia Brasileira (1988) para formas
farmacéuticas solidas.

4.2.4.1 Avaliagdo da aparéncia e dimensdes

Os comprimidos foram avaliados visualmente levando em consideragao a
homogeneidade de coloracao, forma, rugosidade de superficie e defeitos fisicos do
processo de compressao. A espessura e diametro foram determinados com auxilio

de um paquimetro.
4.2.4.2 Peso médio
Vinte comprimidos de cada formulacdo, escolhidos aleatoriamente, foram

pesados individualmente. Calculou-se o peso médio, permitindo-se uma variagao de
+ 7,5% (Farmacopéia Brasileira, 1988).
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4243 Dureza

Foram submetidas dez unidades ao teste, objetivando verificar a resisténcia
dos mesmos a uma forca aplicada diametralmente através do Dur6metro. A dureza
minima aceitavel € 3 Kgf (Farmacopéia Brasileira, 1988).

424.4 Friabilidade

Vinte comprimidos foram pesados e submetidos a acdo do friabildbmetro a
uma velocidade de vinte e cinco rotacées por minuto durante quatro minutos.
Decorrido o prazo, removeu-se qualquer residuo de p6 da superficie dos
comprimidos e estes foram novamente pesados. A diferenca entre o peso inicial e 0
peso final dos comprimidos representa a friabilidade em funcao da porcentagem de
pd perdido. Consideram-se aceitaveis os comprimidos com perda igual ou inferior a

1,5% do seu peso (Farmacopéia Brasileira, 1988).

4.2.4.5 Teor de marcador quimico nos comprimidos

Considerando a inexisténcia de método analitico para a quantificagdo de
quercetina em comprimidos, uma metodologia analitica utilizando CLAE foi
desenvolvida e validada.

42451 Preparagdo das amostras de comprimidos para analise

Cinco comprimidos foram finamente pulverizados. Uma quantidade do pé
correspondente a dois comprimidos (400 mg) foi exatamente pesada, transferida
para erlenmeyer com tampa esmerilhada, posteriormente extraida com 20 mL de
acetato de etila por duas horas sob agitagdo magnética. A solugao obtida foi filtrada
sob vacuo e reservada. A extragao foi repetida com o residuo e o filtro. Em seguida,
as duas porgoes foram reunidas em um baldo de fundo redondo e o acetato de etila
eliminado em rotaevaporador. Por fim, o residuo obtido foi retomado com 20 mL de

metanol.
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Para analise cromatogréafica, 1,0 mL dessa solucao foi diluida a 10 mL com
metanol: solucao de &cido fosférico 1% (55:45, v/v). Esta solugao foi filtrada em filtro
de membrana de fluoreto de polivinilideno 0,45 um (Millipore), colocada em vial de
uso exclusivo do cromatégrafo liquido, prosseguindo com a analise quantitativa por
CLAE.

4.2.5 Validacao do método de doseamento do marcador quimico nos

comprimidos

A validacdo da metodologia analitica foi realizada conforme critérios
estabelecidos pelo ICH (2005) e pelo Guia para Validacao de Métodos Analiticos e
Bioanaliticos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), publicada como
resolucdo (BRASIL, 2003) através dos parametros de linearidade, especificidade,
precisao, exatidao, limite de quantificacao, limite de deteccéo e robustez.

4.2.5.1 Condigdes Cromatograficas

As anadlises foram realizadas em um cromatografo liquido de alta eficiéncia
Perkin Elmer S 200 composto por uma bomba binaria, um controlador automatico de
fluxo, um injetor automatico (com alca dosadora de até 200 ul), um detector
espectofotométrico UV/VIS e um desgaseificador. Foi utilizada uma pré-coluna
Phenomenex ODS (4,0 x 3,0mm) acoplada a uma coluna Zorbax ODS (5 um — 150
mm x 4,6 mm i.d.). A fase movel foi constituida de uma mistura de metanol:solu¢ao
de acido fosforico 1% (55:45, v/v). Essa solucao foi desgaseificada e filtrada. As
condicdes de operagdo foram em modo isocratico, com fluxo de 1,0 mL.min™,
deteccédo de 369 nm e volume de injecdo de 20 uL, a temperatura ambiente.

A concentracdo do marcador quimico nas amostras foi estimada por CLAE
utiizando o programa TOTALCHROM, através da medida da &area dos picos
detectados.
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4.25.2 Curva Padrao

Uma curva padrao foi construida utilizando as condicbes cromatograficas
descritas acima, contemplando concentracées de 10 a 30 pg/mL. A partir de uma
solucdo mae de quercetina 1000 pug/mL foram preparadas diluicdes 10, 15, 20, 25 e
30 pg/mL utilizando a fase moével como diluente.

A equacao da reta foi estabelecida através do estudo de regressao linear. A
linearidade foi avaliada através da construcdo de trés curvas de calibracdo, em

diferentes dias.

4253 Precisao

A repetibilidade do método cromatografico foi avaliada utilizando uma mistura
de todos os adjuvantes presentes no ESN e comprimidos, a qual foi contaminada
com 20 pg/mL de quercetina. A amostra foi preparada como descrito no item
42451, pagina 48, e injetada seis vezes em um mesmo dia. A precisao
intermediaria, por sua vez, foi determinada pela analise de seis réplicas na mesma
concentracao realizadas em trés dias distintos. A precisédo foi expressa através dos
desvios padrdes relativos obtidos.

4.2.5.4 Especificidade

Uma mistura de todos os adjuvantes presentes no ESN e comprimidos, apds
passarem pela preparacao da amostra (descrita no item 4.2.4.5.1, pagina 48), foram
injetados no cromatografo a fim de garantir que os componentes do comprimido nao

interferem na deteccéo e quantificacdo do marcador quimico — quercetina.

4255 Exatidao

A exatidao foi avaliada através de um teste de recuperacdo. Uma mistura de
todos os adjuvantes presentes no ESN e comprimidos foi contaminada com
concentracdes conhecidas de quercetina nas propor¢des de 80, 100 e 120% da
concentragao teste (20 pg/mL) e submetidas a preparacdo da amostra conforme
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item 4.2.4.5.1, pagina 48. Amostras dos comprimidos placebo, dos comprimidos
contaminados e das solu¢des de quercetina 80, 100 e 120% foram injetadas em

triplicata. As porcentagens de recuperacao foram calculadas conforme a equacéo:
Equacédo 5

RO, — C.. — Pcc

Em que:

R % = porcentagem de recuperacao
Ccc = comprimidos contaminados
Pcc = comprimidos placebos

Sq = solugdes de quercetina

4.2.5.6 Limite de quantificacao (LQ) e limite de detecgéo (LD)

O LQ e LD foram calculados através das formulas matematicas preconizadas
pelo ICH (2005), sendo utilizados os valores de desvio padrao e de inclinagao das
curvas de calibracdo construidas no item linearidade. O LQ e LD podem ser

expressos pelas equacgdes 6 e 7:

Equacao 6
1D — DP x3,3
I
Equacao 7
Lo = DP x10
- IC
Em que:

LQ = limite de quantificacao
LD= limite de deteccao
DP = desvio padrao do intercepto com o eixo de Y

IC = inclinagao da curva de calibragao
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4.2.6 Caracteristicas de intumescimento e erosao dos comprimidos
4.2.6.1 Avaliagao do intumescimento dos comprimidos

O intumescimento dos comprimidos foi avaliado por gravimetria conforme
metodologia adaptada de Tirosh e colaboradores (1997). O meio de intumescimento
selecionado foi saliva artificial (CHIAPPETTA et al., 2006; PERIOLI et al., 2004).
Para cada litro de saliva artificial preparada foram pesados 2,38 g Na,HPO4, 0,19 g
KH,PO4 e 8,00 g NaCl e o volume final completado com agua destilada. Uma

solucao de acido fosférico a 50% foi preparada para ajustar o pH a 6,0.

Cada comprimido foi individualmente pesado em balangca analitica (P1) e
imerso em saliva artificial por tempos determinados (0,5, 1, 2, 4, 8, 24h). Apds a
imersao, o comprimido foi seco com papel filtro e novamente pesado (P2). A
capacidade de hidratacdo dos comprimidos foi avaliada utilizando a seguinte

equacao (8):

Equacao 8

P2—P1
~ P2x100

Em que:

H = Capacidade de hidratagcéo

P1 = Peso inicial

P2 = Peso do comprimido intumescido

4.2.6.2 Avaliagdo da erosdo dos comprimidos

A erosdo dos comprimidos foi avaliada por gravimetria conforme metodologia
adaptada de Tirosh e colaboradores (1997). Apdés a determinacdao de P2, o
comprimido intumescido foi seco em estufa a 60 °C por 24 horas, sendo
posteriormente transferido para dessecador por 48 horas. Transcorrido este tempo, o
comprimido foi novamente pesado (P3). A erosdo da matriz (EM) foi avaliada

utilizando a seguinte equacéo (9):
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Equacéo 9
P1—P3

~ P1x100

Em que:
EM = Erosdo da matriz
P1 = Peso inicial do comprimido

P3 = Peso do comprimido apds a erosao
4.2.7 Tempo de mucoadesao in vitro

A metodologia para avaliacdo do tempo de adesao in vitro do comprimido a
mucosa foi adaptada a partir do procedimento descrito por Perioli e colaboradores
(2004).

Um segmento de eséfago de porco foi fixado no lado interno da cuba do
aparelho de dissolugcdo Nova Etica com cola de éster de cianoacrilato. Em seguida,
um lado do comprimido foi umedecido com 50 pyL de saliva artificial (pH= 6.75) e
pressionado contra a superficie da mucosa por 20 segundos. A cuba foi preenchida
com 800 mL de saliva artificial (pH 6,75). Por fim, ap6s 2 minutos, o meio foi agitado
em uma velocidade de 150 rpm com temperatura controlada (37°C + 0,5), simulando
a cavidade bucal. O estudo do tempo de mucoadeséao teve uma duracgao total de 24

horas.
4.2.8 Determinacao do perfil de liberacao in vitro

Para garantir a confiabilidade dos resultados do estudo de dissolucéo in vitro,

alguns parametros de validagao foram analisados conforme descritos abaixo.
4.2.8.1 Validacdo do método de dissolucdo dos comprimidos

4.2.8.1.1 Condigdes Cromatograficas

As andlises foram realizadas conforme condi¢cdes descritas no item 4.2.5.1,
pagina 49.
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4.2.8.1.2 Avaliagédo da influéncia do filtro

Para esta andlise utilizou-se 0 meio de dissolucao, previamente filtrado com
posterior acréscimo de 10 pug/mL de quercetina. Esta solugao foi injetada no CLAE
seguida da injecdo desta mesma solucgao filtrada em filtro de membrana de fluoreto

de polivinilideno 0,45 um (Millipore).

4.2.8.1.3 Determinagdo da solubilidade de quercetina em diferentes meios de

dissolucao

Para a escolha do meio de dissolugdo, a solubilidade de quercetina foi
estimada em agua, saliva artificial e saliva artificial com polissorbato 20 em
diferentes concentragdes (0,25, 0,3, 0,45 e 0,5%) (p/v). Dez mililitros de cada meio a
ser testado e um excesso de quercetina foram adicionados em um frasco ambar,
obtendo-se uma suspensdo. Os frascos foram providos de agitagdo magnética,
permanecendo por 24 horas sob agitacdo. O conteudo dos frascos foi centrifugado a
3000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi filtrado imediatamente em filtro de
membrana de fluoreto de polivinilideno 0,45 um (Millipore). Os filtrados foram

injetados diretamente no cromatografo.

4.2.8.1.4 Linearidade

Com o objetivo de quantificar a quercetina liberada dos comprimidos no
ensaio de dissolugdo, uma curva de calibracao foi construida, em diferentes dias,
contemplando concentragdes de 0,05 a 10 pg/mL. A partir de uma solugcédo méae de
quercetina 1000 pug/mL foram preparadas diluicées 0,05, 0,15, 0,30, 0,6 1,5 3,0, 6,0
e 10 pg/mL utilizando o meio de dissolu¢do como diluente. A equacao da reta foi
determinada através do estudo de regressao linear.

4.2.8.1.5 Especificidade frente a composicdo do meio de dissolucao

Uma aliquota do meio de dissolugéo foi injetada em triplicata no cromatégrafo
a fim de garantir que a presenca dos componentes do mesmo nao interfere na

deteccdo e quantificagao de quercetina.
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4.2.8.1.6 Limite de Deteccao (LD) e Limite de Quantificacao (LQ)

O LD e LQ foram calculados através das formulas matematicas preconizadas
pelo ICH (2005), demonstradas no item 4.2.5.6, pagina 51, sendo utilizados os

valores de desvio padrao e de inclinagdo das curvas de calibragcao construidas.

4.2.8.2 Estudo da cinética de liberacao

O ensaio de dissolucdo foi realizado para todas as formulacoes
desenvolvidas, empregando aparelho de dissolugdo Varian com o aparato 1. O meio
de dissolucdo selecionado foi saliva artificial (descrita no item 4.2.6.1, pagina 52,
acrescida de polissorbato 20, 0,3 %, p/v).

Trezentos mililitros do meio foram transferidos para cubas do dissolutor. Ap6s
a estabilizacdo da temperatura (37°C = 0,5), um lado do comprimido foi umedecido
com 50 pL de saliva artificial sendo imobilizado no fundo da cesta através da
pressao de bastdo de vidro por 20 segundos. A rotacdo das cestas foi de 100 rpm.
Aliquotas de 3 mL foram retiradas nos tempos determinados (0,5, 1, 2, 4, 8, 12 e
24h), filtradas com filtro de membrana de fluoreto de polivinilideno 0,45 um
(Millipore) colocada em vial de uso exclusivo do cromatografo liquido, prosseguindo
com a andlise quantitativa por CLAE. Para manutengdo do volume do meio de
dissolugdo a aliquota retirada para a andlise foi imediatamente reposta com o

mesmo meio de dissolucao.
4.2.8.3 Avaliagdo matematica dos perfis

Na avaliagdo da cinética de liberacdo do marcador a partir das formulacgées,
0s modelos de ordem zero, primeira ordem e Higuchi foram empregados (equacdes

10, 11 e 12, respectivamente).

Equacao10
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Equacéao 11
In (Mm— Mﬁ/M ) =kt
Equacéao 12
M P
t/Mm — Jr‘lr v t
Em que:

M¢/M..: quantidade liberada de farmaco;
K: constante de liberacao

t: tempo;

M..: quantidade total de farmaco

4.2.9 Analise estatistica

Todos os estudos descritos foram realizados em triplicata, exceto quando
especificado diferentemente. Os resultados obtidos foram avaliados empregando-se
a analise de variancia (ANOVA), seguida do pés-teste de Tukey.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Caracterizacao das matérias-primas

A primeira etapa do trabalho constituiu na caracterizagdo das matérias-primas
utilizadas para a obtencado dos comprimidos. Esta etapa é de suma importancia, pois
a garantia de qualidade do produto final depende de matérias primas apropriadas,
que estejam dentro dos parametros farmacopeicos. A realizacdo destas anélises
permite, além de segurancga no processo de desenvolvimento, a reprodutibilidade de

cada formulagéo.

5.1.1 Caracterizacao do Extrato Seco Nebulizado (ESN)

Na caracterizacdo do extrato seco nebulizado foram verificadas algumas
propriedades consideradas relevantes para a manutencédo e garantia da qualidade.
Desta forma, foram determinados o teor de umidade e a quantificagcdo do teor do

marcador quimico no ESN para estabelecer um perfil de qualidade.

5.1.1.1 Teor de umidade do Extrato Seco Nebulizado

O conteudo de umidade pode causar alteracbes de natureza diversa em
preparacoes de origem vegetal. Teores elevados de umidade podem favorecer
alteragbes de caracteristicas fisicas, tais como a distribuicdo granulométrica e fluxo
de pdés e também nas caracteristicas quimicas, interferindo na estabilidade de
constituintes presentes (BOLTON, 1984; GUTERRES, 1990), bem como propiciar o

crescimento de microrganismos.

Os valores de umidade encontrados para o ESN foram de 2,47% + 0,06 (DPR
2,419%), estando de acordo com o limite preconizado pela Farmacopéia Brasileira
IV (1988) para extratos secos que € inferior ou igual a 4%.

5.1.1.2 Quantificacado do teor do Marcador Quimico no ESN —Quercetina

Como citado anteriormente neste trabalho, o marcador quimico é de

fundamental importancia no desenvolvimento de produtos fitoterapicos, devido a sua
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utiizagdo como substéncia de referéncia durante a realizagdo dos métodos
analiticos de avaliacdo da qualidade das etapas intermediarias necessarias para a

obtencao do produto final.

No caso da Achyrocline satureioides, os flavonéides, mais especificamente a
quercetina, vém sendo utilizados como marcadores quimicos por sua abundancia e
disponibilidade de metodologia de deteccédo e doseamento. Adicionalmente, a fracdo
flavonoidica esta diretamente relacionada a atividade farmacolégica da marcela, de
forma que todas as operacdes realizadas devem garantir a manutencdo da

qualidade e integridade destes compostos.

De Souza e colaboradores (2002) desenvolveram e validaram um método de
cromatografia liquida para a separacao das trés principais substancias constituintes
da A. satureioides (quercetina, 3-O-metilquercetina e luteolina), alcangcando, pela
primeira vez, a separacao dos ultimos dois constituintes, o que resultou na insercao
deste procedimento na Farmacopéia Brasileira quarta edicao (2001).

Com o objetivo de simplificar esse método, visando especificamente a
separacao da quercetina, uma técnica por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi
desenvolvida. Esta metodologia apresenta um tempo de analise consideravelmente
menor do que o método original (de 65 para 20 minutos) e utiliza uma coluna
cromatografica mais vidvel economicamente, o que resulta em economia de tempo e

quantidade de fase movel utilizada no ensaio.

As condicbes cromatograficas utilizadas para a quantificacdo do teor do
marcador quimico no ESN foram: fase estacionaria: pré-coluna Phenomenex ODS
(4,0 x 3,0mm) acoplada a uma coluna Zorbax ODS (5 um — 150 mm x 4,6 mm i.d.);
fase movel: metanol:solucdo de acido fosférico 1% (55:45, v/v); condicbes de
operacdo: modo isocratico; fluxo: 1,0 mL.min™'; deteccdo: 369 nm. A validacdo do
método para a quantificacdo do ESN e comprimidos esta exposta no item 5.3.2,

pagina 79.
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O perfil cromatografico tipico do ESN de Achyrocline satureioides esta
apresentado na figura 7. Nas condicbes cromatograficas utilizadas, a quercetina
apresentou um tempo de retencdo em torno de 5,20 minutos. O teor encontrado de
quercetina no ESN, analisado por CLAE, foi de 18,78 mg/g (+ 0,07; n=3).
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Figura 7: Perfil cromatografico do ESN de Achyroclines satureioides em CLAE. Fase
mével: metanol:acido fosférico 1% (55:45, v/v), fluxo 1 mL/min, detecgcédo: 369 nm.

5.1.2 Caracterizacao dos Excipientes

Excipientes farmacéuticos constituem elementos de elevado destaque na
formulacdo dos medicamentos, uma vez que exercem efetivo papel na garantia de
obtencéo da forma farmacéutica adequada ao uso e ao efeito terapéutico desejado,
regendo e influenciando de maneira significativa a cedéncia do principio ativo
contido no medicamento (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2007).

Os excipientes selecionados para o estudo de pré-formulagdo foram
caracterizados através de analise por espectroscopia no infravermelho e teor de

umidade.
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5.1.2.1 Espectroscopia no infravermelho (1V)

A espectroscopia na regiao do infravermelho fornece uma impressao digital,
Unica para cada composto. Por essa razdo, é um dos métodos mais empregados
para identificacdo de substancias, pois € capaz de diferenciar substancias por
menores que sejam as diferencas estruturais, com excecao dos isbmeros Opticos. A
partir dos espectros podem-se identificar as bandas caracteristicas dos grupos
funcionais presentes na amostra (PAVIA et al., 2001; WATSON, 2005).

No presente trabalho, o objetivo da realizacdo desse ensaio foi avaliar a
autenticidade das matérias-primas utilizadas na produgéao das formulagdes.

5.1.2.1.1 Estearato de Magnésio

Através do espectro obtido para o estearato de magnésio foram observadas
as principais bandas de absorgao. Deformagdes axiais das ligagbes O-H e C-H em
2900-2800 cm™. Em 1550 cm™, foi observada a regido de sobreposicdo das
deformacgdes axiais assimétricas do ion carboxilato, do estearato e de palmitato. Em
1500, deformacdo angular da ligagdo C-H. Em 723,4 cm™ observa-se deformacéo
angular assimétrica da ligagdo C-H. O conjunto de resultados confirma a
autenticidade da matéria-prima, cujo espectro na regido do infravermelho esta
representado na figura 8.

Figura 8: Espectro na regido do infravermelho do Estearato de Magnésio em
brometo de potassio
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5.1.2.1.2 Carbopol®

A analise por espectroscopia no infravermelho permitiu observar as principais
bandas caracteristicas dos grupos funcionais presentes na estrutura do Carbopol®.
Em 3400 — 2500 cm foi observada uma banda larga referente ao estiramento da
ligacdo O-H do acido carboxilico, que € confirmado pela presenca da banda de
estiramento de C=0 na regido de 1725 — 1700 cm™'; banda na regido entre 3000 —
2800 cm™' correspondente ao estiramento da ligagdo C-H, apesar da sobreposicao
da banda da hidroxila; 1440 — 1295 cm™ refere-se & banda de combinagdo do
estiramento de C-O e a deformacdo angular de O-H; em 1345 — 1180 cm™, uma
banda comum em espectros de &acidos graxos de cadeia longa, referente a
deformacéo angular CH,. O espectro do Carbopol® na regido do infravermelho esta
representado na figura 9.

Figura 9: Espectro na regido do infravermelho do Carbopol® em brometo de
potassio

5.1.2.1.3 Hidroxipropilmetilcelulose

As principais bandas referentes ao hidroxipropilmetilcelulose estdo
associadas com o estiramento O-H entre 3600 — 3430 cm™, C-H em 3000 — 2800
cm™, carboxila da unidade de glicose que compde a celulose em 1645 cm™ e C-O-C
na regido 1300 — 900 cm™. O espectro da HPMC na regido do infravermelho esta
representado na figura 10.



Resultados e Discussao 63

Figura 10: Espectro na regido do infravermelho do HPMC em brometo de potassio

5.1.2.1.4 Quitosana

A banda na regido de 3400 cm™, intensa e larga, resulta do estiramento axial
da ligacdo entre oxigénio e hidrogénio do grupo OH presente na molécula de
quitosana. Esta banda aparece sobreposta a banda de estiramento N-H. A banda
em torno de 2900 cm™ é atribuida ao estiramento assimétrico da ligagao C-H.

Visando a obtencdo de um produto em que a transposicdo de escala seja
facilitada, a quitosana utilizada neste trabalho foi produzida no Brasil. Sendo um
produto natural, o grau de pureza da mesma € bastante dependente do lote. Desta
forma, a visualizagdo das bandas localizadas na regido abaixo de 2000 cm™ ficou
prejudicada. O espectro da quitosana na regiao do infravermelho esta representado
na figura 11.

Figura 11: Espectro na regido do infravermelho da Quitosana em brometo de
potassio
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5.1.2.2 Teor de umidade

A importancia da andlise do teor de umidade dos excipientes reside na
manutencdo da qualidade do material no que tange a estabilidade quimica e
microbiolégica. Além disso, o teor de umidade expressa, indiretamente, problemas

de manuseio da matéria-prima durante o armazenamento e transporte.

Os teores de umidade dos excipientes, apresentados na tabela 1, estdo
dentro dos limites preconizados pela Farmacopéia Britanica (2007), com excecao do
Carbopol®, que apresenta um teor umidade superior ao especificado nesta
Farmacopéia. Este valor de umidade pode ser explicado pelo armazenamento prévio
em ambiente desprovido de controle de temperatura e umidade. Apesar deste
resultado, o Carbopol® foi utilizado neste estudo sem qualquer manipulacéo prévia.
No entanto, para evitar erros de andlise devido a este desvio de qualidade, os

calculos foram ajustados sempre que necessario.

Tabela 1: Teor de umidade dos excipientes utilizados para a confeccdo dos
comprimidos

Excipiente Especificacao Teor de umidade
(Farm. Britanica) (% = DP) (DPR)
Hidroxipropilmetilcelulose <10,0% 7,16 £ 0,057 (0,797)
Quitosana <10,0% 5,69 + 0,001 (0,021)
Carbopol® <3,0% 6,56 + 0,056 (0,852)
Estearato de Magnésio < 6,0% 3,66 + 0,057 (1,563)

5.2 Delineamento experimental 1, visando a preparacao de comprimidos por
compressao direta

Com vistas a otimizar uma formulacdo com caracteristicas adequadas de
mucoadesdo, capacidade de controle de liberagdo do marcador quimico e
adequacao aos requisitos da via bucal, foi elaborado um planejamento fatorial
envolvendo a utilizagdo dos 3 polimeros mucoadesivos, HPMC, Carbopol® e

quitosana, isoladamente ou em misturas binarias (1:0, 1:2, 1:1, 2:1, 0:1), visando
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avaliar inicialmente as caracteristicas tecnoldgicas das misturas e sua adequacéao a
obtencdo de comprimidos. Como comentado anteriormente, estes polimeros
apresentam diferentes caracteristicas i6nicas (nao-ibnico, aniénico e catibnico,

respectivamente) e, portanto, podem interagir diferentemente com a mucosa bucal.

Para a definicdo quantitativa das formulacdes, a primeira dificuldade foi
estabelecer a quantidade do ESN na formulacao, visto que esse trabalho é pioneiro
na incorporacdo do ESN de marcela em uma forma farmacéutica sélida
mucoadesiva para via bucal e que nao ha registros na literatura sobre a quantidade
necessaria do ESN de marcela para que haja uma ac¢ao farmacoldgica contra o virus
do herpes. Estudos anteriores visando confirmar a concentracao anti-herpética do
extrato padronizado por placa de lise (Luciane Savi, tese de doutorado em
andamento, dados confidencias visando patenteamento), apesar de permitirem
estabelecer uma correlacdo com o farmaco de escolha, o aciclovir, ndo foram
suficientes para determinar uma concentracdo de partida, uma vez que nao existem
formulacdes deste farmaco para esta forma de administragdo — comprimidos para
via bucal. Desta forma, a quantidade de ESN nas formulacdes foi eleita em 100 mg,
definida de acordo com o volume do p6 em relacdo as caracteristicas da via de
administracdo, a qual nado permite um comprimido com elevado tamanho
(especialmente no que se refere a altura), considerando a presenca dos polimeros
mucoadesivos. A relagdo entre o extrato seco nebulizado e os excipientes (isolados
ou blendas) foi de 1:1, resultando em 12 diferentes formula¢ées, apresentadas na
tabela 2. A cada formulacédo foi adicionado 1 % de estearato de magnésio como

lubrificante.

A literatura disponibiliza inimeros exemplos de producdo de comprimidos
bucais pelo método da compressao direta (PERIOLI et al., 2004; MOHAMMADI-
SAMANI; BAHRI-NAJAFI; YOUSEFI, 2005; ELL-SAMALIGY; YAHIA; BASALIOUS,
2004; GIANNOLA et al., 2007), tendo sido este o método selecionado inicialmente
para a obtencdo dos comprimidos. No entanto, para que possa ser utilizada esta
técnica de compressao, os pos devem possuir fluxo livre e propriedades coesivas
que os tornem passiveis de serem comprimidas diretamente em maquinas de
comprimir (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2007). Considerando que extratos vegetais



Resultados e Discussao 66

de maneira geral carecem de propriedades satisfatérias de reologia e de
compressibilidade que permitam o processo de fabricacdo (SOARES et al., 2002),
um estudo para determinacdo das caracteristicas de fluxo e compressibilidade das

misturas foi conduzido.

Tabela 2: Delineamento experimental 1, visando a preparagdo de comprimidos por
compressao direta

Composicao % (p/p)
HPMC CP CS ESN Est. Mg
1 50 0 0 50 1
2 0 50 0 50 1
3 0 0 50 50 1
4 25 25 0 50 1
5 25 0 25 50 1
6 0 25 25 50 1
7 17 33 0 50 1
8 17 0 33 50 1
9 33 17 0 50 1
10 33 0 17 50 1
11 0 33 17 50 1
12 0 17 33 50 1

5.2.1 Caracterizacao tecnolégica das formulacées: fluxo e compressibilidade

Os estudos para a caracterizagao tecnolégica das misturas foram realizados
na Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),
sob supervisao da Profa. Dra. Leticia Scherer Koester.

As propriedades avaliadas foram o angulo de repouso e a densidade bruta e
de compactacdo, permitindo estimar o fator de Hausner, o indice de
compressibilidade (IC) e de compactabilidade (C) das misturas. Os resultados deste

estudo estdo expressos na tabela 3.

A determinacdo da densidade aparente e de compactacédo foi usada para a
previsdo das caracteristicas de compressibilidade dos materiais utilizados. A

densidade bruta é a razdo entre o peso do pd e o volume livremente ocupado por
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este. A densidade de compactagcédo é a razao entre o peso do pé e o volume final
ocupado por este depois de submetido a quedas em condigdes controladas. Através
da medida destas propriedades é possivel obter o fator de Hausner (FH), que é o
quociente entre a densidade de compactacdo e densidade bruta. Esta relacéo
depende do coeficiente de friccdo interparticular, tamanho e forma das patrticulas,
bem como da metodologia empregada na determinagdo das densidades. As
misturas cujo FH for inferior a 1,25 sdo facilmente compressiveis, ao contrario
daquelas que apresentam valor superior. Como pode ser observado na tabela 3,
todas as misturas obtiveram FH superior a 1,25.

Tabela 3: Resultados da caracterizacao tecnologica das formulacées

% dos Polimeros Dados experimentais i}
Angulo
DB* DC* de
HPMC CP CS | (g/mL) (g/mL) FH* IC* (%) C*(mL) Re*eo‘l;lso
1 50 0 0 0,40 0,56 1,39 28,00 2,30 25,(821
2 50 0 0,28 0,39 1,38 27,65 3,60 59,17
3 0 50 0,53 0,69 1,32 24,21 1,50 25,84
4 25 25 0 0,33 0,47 1,40 28,33 3,57 62,17
5 25 0 25 0,48 0,67 1,40 28,57 2,00 28,17
6 0 25 25 0,37 0,50 1,35 2593 2,83 61,34
7 17 33 0 0,31 0,43 1,39 28,13 3,50 63,00
8 17 0 33 0,48 0,66 1,38 27,62 1,90 24,67
9 33 17 0 0,34 0,53 1,53 34,48 4,00 59,17
10 33 0 17 0,43 0,61 1,40 28,70 1,80 23,50
11 0 33 17 0,34 0,48 1,38 27,59 3,00 55,50
12 0 17 33 0,42 0,59 1,41 29,17 2,50 58,60

Nota: composicao da mistura: 50% de polimeros; 50 % de ESN e 1% de estearato
de Mg. * DPR < 2,71 % ** DPR < 8,78 %

Da mesma forma que o fator de Hausner (FH), o indice de compressibilidade
ou indice de Carr e a compactabilidade sdo parametros vinculados a capacidade de
empacotamento de materiais particulados. Valores adequados para estes indices
podem indicar materiais com caracteristicas de empacotamento mais estaveis,

assim influenciando positivamente na reprodutibilidade de enchimento das camaras
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de compressdao e na operacao de compressdao (CARR, 1965; WELLS, 1988;
THOMAS; POURCELOT, 1991).

O IC mede indiretamente o fluxo e empacotamento dos p6s. Quanto menor o
IC, melhor o fluxo e o empacotamento (THOMAS; POURCELOT, 1991). Segundo
Staniforth (2005), valores de IC de até 15% originam um escoamento adequado
indicando um empacotamento regular; IC entre 18 e 21% indica um fluxo toleravel;
de 23 a 35% um fluxo pobre; e, finalmente, valores de IC acima de 40% sao obtidos
em misturas com fluxo extremamente fraco. Como pode ser visualizado na tabela 3,
todos os valores de IC obtidos para as misturas estdo compreendidos entre 24 e
35%. Desta forma, pode ser esperado destas misturas um fluxo e capacidade de

empacotamento deficientes.

A compactabilidade (C) prové informacdes sobre o comportamento do pé
quando este é submetido a movimentacao indicando maior ou menor facilidade de
rearranjo das particulas e ocupacao de espaco e infere a respeito do comportamento
compressional do produto (SOARES; PETROVICK, 1999). Valores superiores a 20
mL sugerem que o pd apresenta razoavel propriedade de fluidez (GUYOT et al.,
1995). O baixo valor obtido para as misturas, de 1,5 a 4 mL, indica uma
compactabilidade desfavoravel, apontando para potenciais problemas durante a

compressao.

Para finalizar o estudo de caracterizacao tecnologica das misturas, o angulo
de repouso das misturas foi determinado. Esta determinacao se da pelo escoamento
de um soélido sobre uma superficie horizontal (base), formando uma figura cénica. O
angulo formado entre a superficie lateral do pé e a base esta relacionado com a
friccao interna ou coesao entre as particulas e € denominado angulo de repouso.
Materiais particulados apresentando valores de angulo de repouso inferiores a 20°
caracterizam-se como materiais de fluxo livre; entre e 20 e 309, o tipo de fluxo pode
ser considerado bom; o fluxo pode ser considerado tolerdvel para materiais que
formam angulos entre 30 e 34°; finalmente, angulos de repouso superiores a 40°

indicam materiais com fluxo muito pobre (WELLS, 2005).
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Em relacdo ao angulo de repouso, podem ser observadas claras diferencas
entre as misturas. As formulagdes 1, 3, 5, 8 e 10, que contém HPMC e/ou CS, em
todas as proporcdes avaliadas, apresentaram um angulo entre 23 e 29, indicando
uma capacidade de fluxo adequada. Estes resultados sdo coerentes com outros
trabalhos publicados que demonstram que o HPMC possui boas propriedades de
fluxo, sendo geralmente empregado na técnica de compressao direta (CHIAPETTA,
2006; VIRIDEN; WITTGREN; LARSSON, 2009; WU et al., 2007). Apesar de nio
haver na literatura estudos que apresentem uma caracterizacdo detalhada do
comportamento na compressdo e compactacdo da quitosana, foi demonstrado que
este polimero reduz a friccdo durante a producdo de comprimidos (PICKER-
FREYER, 2006).

Por outro lado, pode ser observado que todas as misturas que contém
Carbopol® (formulagdes 2, 4, 6, 7, 9, 11 e 12) apresentam um angulo de repouso
elevado, indicando fluxo deficiente. Estes resultados podem estar relacionados com
o tamanho de particula do Carbopol® (2 — 6 um, KIBBE, 2000). Da mesma forma que
o ESN, que apresenta um tamanho de particula aproximado de 15 um
(PETROVICK, 2006), o reduzido tamanho de particula do Carbopol® néo contribui
para a melhoria das caracteristicas de fluidez, como observado nas misturas que
contém HPMC e/ou CS. Segundo Staniforth (2005), o fluxo esta diretamente
relacionado com o tamanho das particulas. Particulas finas possuem uma massa
muito elevada sendo mais coesivas que as particulas grosseiras. Assim, a medida
que o tamanho diminui, os pds tendem a serem mais coesivos € com problemas de
fluxo. Os pdés com tamanho de particula inferior a 10 um, em geral, sao

extremamente coesivos e resistem ao fluxo por acdo da gravidade.

Apesar do resultado interessante obtido para algumas formulagcdées no que se
refere ao angulo de repouso, o conjunto de resultados obtidos evidenciou que todas
as formulacdes apresentam deficiéncias de fluxo e de compactabilidade, sendo,
desta forma, consideradas inadequadas para serem comprimidas pelo método de
compressao direta. Foi planejado, entdo, um novo estudo de formulacdo, desta vez

utilizando como método de preparacao a granulacao por via seca.
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5.3 Delineamento experimental 2, visando a preparacao de comprimidos por
granulacao via seca

O emprego da operacdo de granulagdo tem a finalidade de modificar as
caracteristicas do complexo farmacéutico, transformando particulas de pds
cristalinos ou amorfos em agregados sélidos mais ou menos resistentes e porosos,
denominados granulados (SOARES; PETROVICK, 1999). Esta transformacéao ajuda
a melhorar as propriedades de fluxo, que sao requisitos necessarios para alcancar
escoamento adequado durante a alimentagdo da maquina compressora € no
enchimento das matrizes de compressao da mistura do ESN com os polimeros e/ou

suas blendas.

Para o planejamento dos experimentos e avaliacao dos resultados, utilizou-se
um plano de experimentacdo estatistico que constitui uma maneira tecnicamente
6tima, viavel e economicamente eficaz na obtencgao e exploracéo de informagdes. O
planejamento estatistico de experimentos € uma pratica ja aplicada no
desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas, com o objetivo de produzir formas
farmacéuticas com propriedades adequadas. A utilizacdo de um delineamento
experimental é util para resolver problemas tecnoldgicos ou fontes de variaveis, mais
ou menos aleatérias (WEKEMA, 1996).

Muitos produtos sdo feitos com a mistura de varios componentes. Produtos
farmacéuticos e quimicos, tintas, alimentos sdo alguns exemplos. Para tais produtos,
o interesse é determinar qual € a proporcdo dos componentes que conduz a um
resultado desejado em termos de uma variavel que caracteriza a qualidade do
produto. Quando nado se sabe preliminarmente qual € a proporcao ideal de cada
componente, devemos realizar experimentos. Nesses experimentos, sdo arbitradas
varias combinacdes de proporcées dos componentes e entdo sdo observados os
valores correspondentes do controle de qualidade. Estes valores sdo denominados
respostas do experimento.

Para esse delineamento experimental foi utilizado o delineamento para

misturas D-optimal. Em experimentos envolvendo mistura, a soma das proporgoes
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dos componentes é sempre igual a 100%. Ao modificar a formulagdo no sentido de
alterar as propriedades de uma determinada mistura em estudo, as novas
proporcoes devem continuar obedecendo a essa restricdo. Este delineamento foi
proposto utilizando polimeros sozinhos (100%) ou misturas binarias de polimeros
(25, 50 e 75%). Este desenho esta mais bem representado pela figura 12. Cabe
ressaltar que em certos experimentos pode haver a necessidade de restringir a
proporcdo de um ou mais componentes, que, por motivos tecnolégicos, os tornam
invidveis de realizar. Este foi o caso de duas formulacdes sugeridas pelo software.
As formulagdes que continham 100% de Carbopol® e 100% de quitosana foram
retirados do desenho.

HFPMC

s . o L cp
Figura 12: Sistema de selecao dos pontos das blendas dos polimeros.

Para que um delineamento experimental obtenha resultados confidveis é
preciso que o desenho possua ftriplicatas e duplicatas. Assim, o modelo se torna
robusto, ajustado, podendo estimar o desvio padrao das respostas. O delineamento
proposto conduziu a preparacao de 10 formulacdes sendo que o vértice foi realizado
em triplicata e os pontos medianos entre as blendas foram feitos em duplicata. O
delineamento esta detalhado na tabela 4.

Os compactados para a granulacdo foram preparados em compressora
excéntrica apresentando espessura na faixa de 3 a 4 mm de modo a facilitar a
operacao de desagregacao (PRISTA, 1995). A dureza, por sua vez, foi ajustada na
faixa de 90N. Este valor foi previsto para suportar a sua quebra durante a
granulagdo no granulador oscilatério e para minimizar o aparecimento de partes

escuras nos com pactados.
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Tabela 4: Delineamento experimental 2, visando a preparacdo de comprimidos por
granulagao via seca

% DOS CONSTITUINTES NAS FORMULAGCOES

Formulacées HPMC CP CS ESN Est.deMg CP
1 39 0 0 50 1 10
2 19,5 19,5 0 50 1 10
3 26 13 0 50 1 10
4 13 26 0 50 1 10
5 19,5 19,5 0 50 1 10
6 39 0 0 50 1 10
7 0 19,5 19,5 50 1 10
8 0 26 13 50 1 10
9 0 13 26 50 1 10
10 0 19,5 19,5 50 1 10
11 19,5 0 19,5 50 1 10
12 39 0 0 50 1 10
13 26 0 13 50 1 10
14 19,5 0 19,5 50 1 10
15 13 0 26 50 1 10

Esta ultima consideracao foi observada durante testes de compactacéo dos
comprimidos onde, a medida que a forca de compressao foi aumentada, manchas
escuras foram observadas nos comprimidos. Estas manchas também foram
observadas no estudo realizado por Petrovick (2006), que demonstrou que esta
alteracao nao implica em diferencas nos perfis dos flavondides ou no aparecimento

de picos de degradacgao.

Os granulados foram produzidos em granulador oscilatério com malha de 2
um e posteriormente tamizados. A escolha da faixa granulométrica para a confecgéao
dos comprimidos foi baseada no trabalho realizado por Soares e colaboradores

(2005), que compreende a fragao entre 250 a 1000 pum.

Os rendimentos da operacdo de granulacdo nas diferentes formulacoes
obtiveram uma variacédo de 64,65 a 81,77 %, como pode ser observado na tabela 5.
Tecnologicamente, quanto maior o rendimento da granulacdo, menos ciclos

operacionais sao necessarios e, com isso, o produto sofre menor estresse mecanico.
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Essa diferenga na variagdo percentual de rendimento da granulagéo por via
seca pode ser explicada de acordo com as propriedades das misturas dos polimeros
utilizados (densidade bruta e de compactacdo). Dependendo das blendas
poliméricas, utilizadas para a confecgao dos comprimidos, a forca de compressao foi
aumentada para que houvesse a formacao dos briquetes, resultando em diferentes

rendimentos para as diferentes misturas.

Testes preliminares de mucoadesividade mostraram que a adicdo de
Carbopol® como fase externa aos granulados incrementou a capacidade
mucoadesiva dos comprimidos. Desta forma, antes da compressao, 10% (p/p) de
Carbopol® foi misturado ao granulado (para cada comprimido, 20 mg de Carbopol®
foram adicionados a 180 mg de granulado).

Tabela 5: Rendimento (%) da operacéo da granulagéo via seca.

Formulacoes Rendimento %
1 75,05
2 80,00
3 69,75
4 78,38
5 81,77
6 76,41
7 78,18
8 74,60
9 74,85

10 79,34
11 64,65
12 74,44
13 71,97
14 71,26
15 66,92

A produgédo dos comprimidos foi realizada em maquina excéntrica com
acionamento manual da maquina de compressao, apds o ajuste manual da forca de

compressao e do volume de enchimento da cAmara de compressao, objetivando a
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obtencdo de comprimidos com dureza superior a 90 N e considerando um peso
médio de 200mg.

Com o método de granulagdo por via seca foram obtidas preparacoes
adequadas para compressao do ponto de vista tecnoldgico, com boa fluidez e nao
aderéncia aos pung¢des da maquina de compressao, bem como capazes de produzir

comprimidos com propriedades fisicas adequadas.
5.3.1 Caracterizacao dos comprimidos

Os comprimidos obtidos através de granulacdo via seca foram avaliados de
acordo com os critérios preconizados pela Farmacopéia Brasileira (1988) e os

resultados estdo expressos na tabela 6.

Tabela 6: Resultados da caracterizacao das formulacoes

Ensaios
Formulacoées Peso médio Dureza Friabilidade

(mg + DP) (Kgf + DP) (%)
1 200,45 + 4,33 10,78 £ 0,74 0,17
2 198,15 £ 3,66 11,19 +£0,72 0,00
3 196,85 + 6,48 11,72 £ 0,52 0,03
4 199,55 + 5,33 15,97 £ 0,61 0,00
5 197,50 + 4,81 11,13 £ 0,51 0,13
6 195,75 £ 5,12 11,64 £ 0,49 0,05
7 193,00 £ 4,10 12,83 £ 0,58 0,13
8 200,85 + 3,83 13,93 £ 0,56 0,12
9 198,65 + 3,91 12,61 £ 0,61 0,17
10 199,10 £ 6,25 13,23 £ 0,55 0,25
11 196,30 + 3,84 9,26 + 0,46 0,08
12 194,90 £ 4,56 10,41 £ 0,49 0,10
13 199,95 + 4,29 10,92 + 0,62 0,10
14 200,90 £ 5,04 9,45 + 0,46 0,17
15 195,05 + 4,76 8,41 £ 0,40 0,15
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Os comprimidos avaliados visualmente possuem coloragdo ndo homogénea,
predominante amarelo pardo, sem rugosidades. A figura 13 exibe as diferentes

formulacoes.

Todas as formulacbes apresentaram uma espessura de cerca de 2,05 mm e
10 mm de diametro. Este pardmetro € importante uma vez que se destina a
aplicagao sobre a mucosa bucal e um dos requisitos para essa via de administracao
€ o tamanho da forma farmacéutica, a qual deve ser pequena e plana (SUDHAKAR,;
KUOTSU; BANDYOPADHYAY, 2006).

1,6,12 2,5 3 4 7,10

8 9 11,14 13 15

Figura 13: Aspecto macroscépico dos comprimidos de Achyrocline satureioides
obtidos por granulacéao via seca.

O peso médio de todas as formulagdes variou entre 193 e 201 mg, estando
de acordo com o preconizado pela Farmacopéia Brasileira, que permite uma
variagdo de + 7,5% (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

A dureza € a resisténcia do comprimido ao esmagamento ou a ruptura sob
pressao radial. Segundo a Farmacopéia Brasileira (1988), a dureza minima aceitavel
€ 3 Kgf. Como pode ser observado na tabela 9, a dureza média das formulagdes
variou entre 8 e 16 kgf. As diferengas encontradas entre as formulagées podem ser
explicadas de acordo com as misturas dos polimeros nas diferentes formulacdes.
Apesar de selecionar a faixa granulométrica, para a confeccdo dos comprimidos,
entre 250 a 1000 um, acredita-se que os comprimidos obtidos a partir dos
granulados que contém Carbopol® em maior quantidade apresentaram um menor
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tamanho. A dureza mais elevada pode ser atribuida a maior area superficial
apresentada por esses granulados menores, 0 que promoveu uma maior area de
ligagbes interparticulares, permitindo a obtencao de comprimidos mais resistentes
(CURY; SILVA JUNIOR; CASTRO, 2008).

A friabilidade pode ser conceituada como a falta de resisténcia dos
comprimidos a abrasdo, quando submetidos a acdo mecéanica de aparelhagem
especifica. Consideram-se aceitaveis os comprimidos com perda igual ou inferior a
1,5% do seu peso. As formulacdes desenvolvidas apresentam valores inferiores ao
especificado (entre 0,00 e 0,25%), sendo consideradas aprovadas segundo oS
critérios farmacopeicos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

5.3.1.1 Teor de quercetina nos comprimidos

Apesar da disponibilidade de uma metodologia farmacopeica de separacéao e
quantificagao dos flavonéides da marcela e de haver sido utilizada uma metodologia
simplificada para o doseamento da quercetina no ESN, ambas utilizando
cormatografia liquida de alta eficiéncia, ndo foram encontrados relatos sobre
nenhum método analitico para o doseamento da quercetina em comprimidos
mucoadesivos. Desta forma, foi conduzido um estudo de validagdo de uma
metodologia analitica com esta finalidade.

A validacao deve garantir por meio de estudos experimentais que o método
atenda as exigéncias das aplicacoes analiticas assegurando assim a confiabilidade
dos resultados (BRASIL, 2003). Os parametros de validacao selecionados para a
quantificacdo do marcador quimico no comprimido seguiram as normas de validacao
conforme critérios estabelecidos pelo ICH (2005) e pelo Guia para Validacao de
Métodos Analiticos e Bioanaliticos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Deste modo, foram avaliados os parametros de linearidade,
especificidade, precisédo, exatidao e limite de deteccéo e quantificacao.
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5.3.2 Validacao da metodologia para o doseamento do marcador quimico nos

comprimidos

A linearidade pode ser definida como a capacidade do método de fornecer
resultados que sao diretamente proporcionais a concentracdo da substéncia na
amostra, dentro de um intervalo especifico. Esta avaliagédo é realizada através da
elaboragdo de uma curva padrdo e da analise estatistica da linearidade através de

analise de regressao linear (BRASIL, 2003).

A faixa de linearidade do método foi avaliada através da elaboracédo de trés
curvas padrao contemplando concentracées de 10 a 30 ug de quercetina por mililitro
de fase mével (metanol:solugédo de acido fosférico 1% 55:45, v/v). Os valores médios
de area para cada concentracdo, bem como seus respectivos desvios padrdao e

desvios padrao relativos estdo expressos na tabela 7.

Tabela 7: Areas dos picos médios obtidas apds analise das solucdes de quercetina
por CLAE (n=3).

Faixa de Linearidade Area do Pico DPR
(pg/mL) (Média + DP) (%)

10 734313 + 3078 0,42

15 1103325 + 5796 0,53

20 1437929 £ 6917 0,48

25 1791004 + 8145 0,45

30 2151375 + 4269 0,20

Dentro dessa faixa, o método demonstrou-se linear, apresentando um
coeficiente de correlacdo de R2 = 0,9998, indicando uma 6tima correlacao entre os
dados, ou seja, o0 modelo explica 99,98% da variacao da area dos picos. A figura 14
representa a equacao da reta obtida por regressao linear, bem como a curva de
calibragdo meédia utilizada na conversdo entre as dreas dos picos dos

cromatogramas obtidas e a concentracado dos analitos.
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Figura 14: Curva de calibracdo média de Quercetina obtida por CLAE e sua
respectiva equacgao da reta.

A avaliagdo estatistica dos valores obtidos na curva padréo foi realizada por
analise de varidncia (ANOVA). Os resultados obtidos demonstraram que a
linearidade é estatisticamente valida, pois a curva apresentou regressao linear
significativa (p<0,05), com valor de Feaicuiado de 15994,69 e Feiiico igual a 1,089 x 107,
Ainda, nao foi detectada a presenca de erro sistematico constante, uma vez que o a
reta passa estatisticamente pelo zero (Apéndice A). Assim, o método apresentou

linearidade de resposta na faixa de 10 a 30 pg/mL.

A especificidade de um método indica sua capacidade em avaliar sem
equivoco o analito de interesse, mesmo em presenca de outras substancias como
impurezas, produtos de degradacéao e excipientes (ICH, 2005). Neste estudo, para a
avaliacdo da especificidade do método, uma mistura de todos os adjuvantes
presentes no ESN e comprimidos foi submetida ao mesmo procedimento de
extracdo dos comprimidos contendo ESN, descritos no item 4.2.4.5.1 (Materiais e
métodos, pagina 48). A solucao extrativa resultante foi injetada no cromatografo a
fim de demonstrar que nenhum excipiente absorve no mesmo comprimento de onda
utilizado para as analises do marcador quimico (quercetina, A=369 nm). Com base
no cromatograma apresentado na figura 15, observa-se que nao ha interferéncia dos
excipientes da formulagao indicando que o método é especifico a que se destina.
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Figura 15: Cromatograma tipico obtido por CLAE da mistura de todos os adjuvantes
presentes no ESN e comprimidos

A precisdao do método é a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos
em uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra
(BRASIL, 2003). A repetibilidade e a precisao intermediaria foram caracterizadas por
coeficientes de variagéo inferiores a 0,27 e 0,72 %, respectivamente, demonstrando
que o método proposto é preciso. O cromatograma obtido com a concentracao de 20
ug/mL, utilizada para o estudo da precisdo, estd demonstrado na figura 16. Os
resultados das andlises intra e inter-dia sdo apresentados na tabela 8.

Tabela 8: Valores experimentais médios obtidos durante o estudo da precisédo do
método (n=6)

Amostra Amostra Recuperacao DPR
Tedrica (ug/mL) Experimfgts)l (hg/mL (%) (%)

Intra-dia -
Dia 1 (n=6) 20,0 19,63 + 0,05 98,15+0,27 0,27
Dia 2 (n=6) 20,0 19,85 + 0,03 99,24 +0,17 0,17
Dia 3 (n=6) 20,0 19,59 + 0,05 97,93+0,27 0,27
Inter-dia (n=18) 20,0 19,69 £ 0,14 98,44 +0,70 0,72
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Figura 16: Cromatograma da mistura de todos os adjuvantes presentes no ESN e
comprimidos adicionado de 20 ug de quercetina

A exatiddo de um método analitico corresponde a proximidade entre o0s
resultados obtidos por um determinado método e o valor verdadeiro. A exatidao
pode ser avaliada através de amostras contendo quantidades conhecidas da
substancia referéncia, podendo ser expressa como porcentagem de recuperacao
(BRASIL, 2003; ICH, 2005). O teste de recuperacao foi utilizado para a verificagao
da exatidao do método proposto, sendo que todos os valores experimentais obtidos
encontravam-se dentro dos limites aceitaveis (95-105%) de recuperacao (tabela 9),

demonstrando assim, que o método € exato.

Tabela 9: Valores de recuperacdo (%) obtidos apds adicionar diferentes
concentragbes de quercetina (ug/mL) em uma mistura de todos os adjuvantes
presentes no ESN e comprimidos (n=3)

Amostra Amostra de Quercetina Recuperacao
Tedrica (pg/mL) Experimental (ug/mL) (% * DP)
15 14,84 98,94 +1,17
Comprimidos 20 19,93 99,66 + 0,49
25 24,82 99,26 + 0,16

A metodologia de quantificagdo de quercetina foi avaliada em relagcao a sua
sensibilidade através da determinacédo dos limites de deteccdo e quantificacdo. O
limite de detecg¢édo pode ser definido como a menor quantidade do analito presente

em uma amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado,
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enquanto que o limite de quantificacdo representa a menor concentracdo de
substancia analisada que pode ser determinada com precisao e exatidao (BRASIL,
2003; ICH, 2005). Neste contexto, a determinacdo do limite de deteccdo e
quantificacao foi calculada com base no desvio padrdo da resposta e inclinacao da
curva de calibracdo. O limite de deteccdo e de quantificacao foi de 0,10 ug/mL e
0,30 pg/mL, respectivamente.

O conjunto desses resultados obtidos no estudo de validacao permite concluir
que o método proposto é adequado e seguro para a quantificacdo do marcador

quimico — quercetina, no ESN e comprimidos mucoadesivos.

Desta forma, os valores do teor de quercetina nas formulagdes foram
determinados utilizando o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
devidamente validado. Os resultados para as formulacdes avaliadas estdo descritos
na tabela 10.

Tabela 10: Teor de quercetina nas formulacdes obtidos por CLAE

Formulacoées

Teor de quercetina

Teor de quercetina

(% * DP) (mg £ DP)
1 99,10 £ 0,14 1,863 + 0,003
2 100,17 £0,76 1,883+ 0,014
3 101,20 + 0,23 1,903 + 0,004
4 98,53 + 0,53 1,852 + 0,010
5 100,62 + 0,26 1,892 + 0,005
6 99,72 + 0,32 1,875 + 0,006
7 97,52 £0,13 1,833 £ 0,002
8 98,52 + 0,86 1,852 + 0,016
9 99,23 + 0,04 1,865 0,001
10 97,47 £0,28 1,832 + 0,005
11 101,67 + 0,21 1,911 £ 0,004
12 98,52 + 0,85 1,852+ 0,016
13 101,25 + 0,31 1,903 + 0,006
14 103,99+ 0,48 1,955 + 0,009
15 105,08 + 0,45 1,975 + 0,008
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Conforme os valores especificados na Farmacopéia Brasileira (1988), os
comprimidos devem conter, em geral, no minimo 90% e no maximo 110% da
quantidade declarada de ativo. As formulagdes desenvolvidas apresentam valores
entre 97,47 e 105,08 %, estando dentro do limite preconizado pela Farmacopéia
Brasileira (1988).

5.4 Caracteristicas de intumescimento e erosao dos comprimidos

Um comprimido bucal mucoadesivo deve possuir certa resisténcia aos
mecanismos fisiolégicos da cavidade oral, como o efeito removedor da saliva e o
estresse mecanico (ROSSI; SANDRI; CARAMELLA, 2005; SALAMAT-MULLER;
CHITTCHANG; JOHNSTON, 2005). Dentro deste contexto, espera-se que as
formulacées obtenham um baixo grau de hidratacdo e uma baixa perda de massa

para nao se tornarem incbmodas na cavidade oral.

Por outro lado, estes fenbmenos estdo diretamente relacionados com a
liberagdo das substancias ativas a partir de uma matriz hidrofilica, como é o caso
das formulagdes avaliadas. A matriz hidrofilica pode ser composta por um gel
“verdadeiro”, o que ocorre quando o0 sistema interage na presenca de agua
formando ligagdes cruzadas, que podem ser ligacées quimicas ou fisicas, e que
restringem o movimento das cadeias. Por outro lado, a matriz pode nao constituir um
gel “verdadeiro”, e é entdo descrita como uma solugdo muito viscosa. Em contato
com a agua, esses sistemas formam uma matriz na qual uma viscosidade maior
ocorre em fung¢do do simples entrelace de cadeias poliméricas adjacentes, sem que
ocorram ligagcbdes cruzadas (COLLETT; MORETON, 2005). Apds a penetracédo do
meio de dissolucdo na matriz, ocorre a formagdo de trés diferentes regides de
delimitacao (frentes) que separam os diferentes estados termodinamicos do
polimero, ou as vérias fases da matriz. Estas sdo as frentes de intumescimento,
difusdo e erosdo (COLOMBO et al., 2000). A transi¢éo do polimero do estado vitreo
para o estado elastico ocorre na frente de intumescimento, no nucleo da matriz,
enquanto a transicao do farmaco do estado solido ao dissolvido ocorre na frente de
difusdo. A frente de erosdo, por sua vez, corresponde a fronteira entre o meio de
dissolucdo e a superficie da matriz. Durante a liberacdo do farmaco, as frentes de

intumescimento e difusdo se movem em dire¢cdo ao interior da matriz, enquanto a
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frente de erosdo se move em direcao ao exterior (COLOMBO et al., 1995; KONRAD
et al.,, 1998). Desta forma, este estudo pode contribuir para o entendimento do

mecanismo de liberacdo do marcador quimico a partir dos comprimidos.

Inicialmente, foi avaliada a influéncia da composicdo polimérica das
formulagdes sobre as caracteristicas de intumescimento das formulagdes. Como
intumescimento entende-se a capacidade de captacao de liquido pelo comprimido
quando imerso em um meio especifico, traduzido pelo aumento de massa em funcao
do tempo. Neste caso, o liquido de imersao utilizado foi saliva artificial e a medida do
intumescimento foi realizada por gravimetria. Na figura 17 pode ser visualizada a

aparéncia dos comprimidos depois de submetidos ao intumescimento por 8 horas.

As caracteristicas de intumescimento estdo relacionadas com o préprio
polimero e o ambiente envolvente. A interpenetracdo das cadeias é facilitada
quando as cadeias poliméricas estao desenroladas e livres de interacdes. Por outro
lado, a intumescéncia depende da concentracdo de polimero e da presenca de
agua, nao se pretendendo, no entanto, que esta seja muito elevada, pois nesse caso
ocorre uma diminui¢do da bioadesao (AHUJA et al., 1997).

11,14 13 15

Figura 17: Aparéncia dos comprimidos depois de submetidos ao intumescimento por
8 horas

Mediante a andlise dos perfis de intumescimento, demonstrados na figura 18,
€ possivel verificar que todas as formulacdées captam agua em grande quantidade,
com um aumento da captacdo em funcdo do tempo. Porém, a composicao
polimérica exerce uma influéncia clara sobre as caracteristicas de intumescimento

dos comprimidos.



Resultados e Discussao 84

Todas as formulagdes apresentaram um rapido intumescimento inicial de
cerca de 40% na primeira hora de ensaio, com a excecdo dos comprimidos que
contém quitosana, cujo ganho de peso neste periodo foi de 50 a 60%. O maximo de
intumescimento observado foi de cerca de 90%, também para os comprimidos

contendo em suas blendas o polimero quitosana.

Do mesmo modo, verificou-se que todas as matrizes intumescem
constantemente do inicio até o final do ensaio sem a obtencdo de platb. Esse
resultado é coerente com outros trabalhos recentemente publicados (PERIOLLI,
2004; SRIAMORNSAK et al., 2007), e pode ser visualizado na figura 18.
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Figura 18: Perfil de Intumescimento das formulagdes em saliva artificial

A andlise estatistica (ANOVA) sobre o conjunto dos dados gerados nos
experimentos realizados demonstrou que os perfis de intumescéncia relativos as
formulacbes 1, 2, 3, 4, 5, 6, e 12 ndo apresentam diferencgas significativas entre si (p
> 0,05). Como pode ser observado na figura 18, estas formulagdes apresentam um
menor ganho de peso percentual em todos os tempos estudados. Em comum, estes

comprimidos possuem em sua formulagdo HPMC e/ou CP. Sendo assim, pode-se
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inferir que a presenca de HPMC e/ou CP, independente da proporcao entre eles,
nao interfere nas caracteristicas de intumescimento da matriz. De acordo com
Mohammadi-Samani (2005), a combinac¢do de polimeros aniénicos com nao-iénicos
produz um sinergismo aumentando a viscosidade e, consequentemente, diminuindo
a capacidade de intumescimento, o que poderia explicar o comportamento deste

grupo de formulacoes.

Por outro lado, a presenca da quitosana na matriz polimérica, independente
da presenca dos outros polimeros, induz a um comportamento diferente de
intumescimento, evidenciando a influéncia mais pronunciada desse polimero sobre
este parametro. Como pode ser visualizado na figura 18, as formulagées 7, 8, 9, 10,
11, 13, 14 e 15 apresentam valores de intumescimento superiores as formulacoes
citadas anteriormente em todos os tempos estudados. No entanto, a analise
estatistica (ANOVA seguida do teste de Tukey) demonstra diferencas significativas
(p < 0,05) decorrentes do tipo de combinacdo polimérica na matriz e também da

proporgao entre os polimeros.

As formulacdées contendo HPMC e quitosana (formulagdes 11, 14 e 15),
independente da proporcdo entre elas, apresentam um intumescimento menor do
que as formulacdes correspondentes contendo Carbopol® e quitosana (formulagdes
7, 9 e 10). No entanto, em ambos o0s grupos, pode ser observada a influéncia da
propor¢do com a quitosana: ndo sao observadas diferengas significativas de
intumescimento (ANOVA p > 0,05) nas formulacées nas quais a quitosana esta
presente numa quantidade igual ou superior a de outro polimero (formulagdes 11, 14
e 15, formulacdes 7, 9 e 10). Ao contrario, quando a quantidade da quitosana é
inferior a do outro polimero da blenda, o intumescimento € menos evidenciado

(formulactes 8 e 13).

Esses resultados podem ser correlacionados com a hidrofilicidade dos
diferentes polimeros. A quitosana possui grupos amina e hidroxila e o Carbopol®
grupos carboxilicos em sua estrutura molecular, resultando em uma maior

capacidade de retencédo de agua quando comparadas ao HPMC, cuja hidrofilicidade
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difere de acordo com o tipo e grau de substituicdo (PERIOLI et al., 2004;
MONAMMADI-SAMANI; BAHRI-NAJAFI; YOUSEFI, 2005; BHISE et al., 2007).

A erosao pode ser descrita como uma liberagdo continua do material
formador da matriz a partir da superficie do comprimido, isto &, por eroséo
superficial. A consequéncia é a redugéao continua do peso do comprimido durante o
desenrolar do processo de cedéncia (AULTON, 2005). A velocidade de erosao
depende da natureza dos polimeros.

A erosdo das matrizes, caracterizada pela perda de massa em fungédo do
tempo de imersdao do comprimido em um meio especifico, foi realizada
gravimetricamente, utilizando, como meio, saliva artificial. Na figura 19 pode ser
visualizada a aparéncia dos comprimidos depois de submetidos a erosdo por 8

horas.

8 9 1" 13 15

Figura 19: Comprimidos apds serem submetidos ao ensaio de caracterizagao da
erosao por 8 h

Os polimeros utilizados neste estudo sdo muito hidrofilicos e podem reter
grandes quantidades de agua depois da operagao de secagem a 60°C. Por esse
motivo, em alguns casos, a perda de massa néo foi observada e/ou obteve-se valor
de erosdo negativo. Este efeito foi mais evidente nas blendas poliméricas contendo
quitosana e Carbopol®, formulagdes (7, 8, 9 e 10), as quais ndo apresentam
diferengas estatisticas (ANOVA, p > 0,05), exceto o tempo de 8 horas onde a
formulagéo 9 possui diferenca significativa com as demais formulagdes ( p < 0,05).
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Mediante a andlise dos perfis de erosdo, demonstrados na figura 20, as
formulacbes que contém alta concentracdo de HPMC (formulacées 1, 6 e 12)

apresentaram maior valor de erosdao em todos os tempos estudados.

No entanto, esses valores de erosdo nao sao considerados elevados quando
comparados com outros estudos que caracterizam intumescimento e erosdo de
comprimidos bucais mucoadesivos (TIROSH et al., 1997; PERIOLI et al., 2004;
CHIAPPETTA et al., 2006).
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Figura 20: Perfil de Erosdo dos comprimidos em saliva artificial

A analise estatistica (ANOVA seguida do teste de Tukey) sobre o conjunto
dos dados gerados nos experimentos realizados demonstrou que as formulagdes 2,
3, 4,5, 11, 13, 14 e 15 ndo apresentam diferencas significativas (p > 0,05) entre
elas, exceto as formulacées 3 e 15 que sao diferentes entre si (p < 0,01). Essa
diferenga pode estar relacionada com a hidrofilia desses polimeros, como citado
anteriormente. No entanto, podemos enfatizar que diferentes proporcées de
polimeros nao interferem nas caracteristicas de erosdo da matriz, exceto quando

HPMC e quitosana estdo numa mistura em uma proporgao superior ao Carbopol®.
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Com esses resultados podemos concluir que o tipo e a quantidade de
polimero, se isolado ou em mistura, e as propor¢des entre os polimeros nas blendas
sao parametros determinantes sobre as caracteristicas de intumescimento e eroséo
dos comprimidos. Da mesma forma, foi possivel evidenciar que o intumescimento é
inversamente proporcional a erosao, assim como a importancia da propriedade de

hidrofilia dos polimeros na caracterizacao de intumescimento e eroséo.

Como respostas do delineamento experimental foram selecionadas o
intumescimento e a erosdao. Apds obter esses resultados, uma faixa de
intumescimento (72,77 — 89,92%) e erosao (-9,22 — 12,6%) foi estabelecida. A partir
desta informacdo, o software sugeriu a formulacdo que teoricamente atenderia a
estes parametros, ou seja, a blenda polimérica mais adequada para obter estes
valores de intumescimento e erosdo. Essa formulacdo otimizada estd apresentada

no quadro 2.
5.5 Caracterizacao da formulacao otimizada
A formulagéo gerada pelo software, com base nas melhores respostas obtidas

com relagédo ao intumescimento e eroséo, encontra-se apresentada no quadro 2.

Quadro 2: Formulacao otimizada proposta pelo software

Excipientes Quantidade dos constituintes (%)
HPMC 13

Carbopol 24,4

Quitosana 1,6

ESN 50

Estearato de Magnésio 1

Carbopol 10

Esta formulacdo foi caracterizada quanto ao rendimento da operagdo da
granulagao, avaliagdo visual, tamanho, peso médio, dureza, friabilidade e teor de
quercetina. Os resultados dessa caracterizacao podem ser visualizados no quadro 3.
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Quadro 3: Caracteristicas da formulacao otimizada
Parametro analisado Dados Experimentais

Rendimento da operacao da 72,58 %
granulacao (%)

Avaliagao visual Coloracao nao homogénea,
predominante amarelo pardo,
sem rugosidades.

Tamanho (altura e didmetro) (mm) 2,00e 10 mm
Peso Médio (mg + DP) 200,20 £ 6,09
Dureza (Kgf £ DP) 11,74 £ 1,04
Friabilidade (%) 0,17%

Teor de Quercetina (% + DP) 100,56 + 0,07

De acordo com a Farmacopéia Brasileira (1988), a formulacéo esta de acordo
com as especificacdes. Estas podem ser observadas no item Caracterizacao dos
comprimidos (item 5.3.1, pagina 74).

Ainda, na caracterizagdo do intumescimento e erosao desta formulagao,
foram previstos pelo software valores de intumescimento e erosdo por 8 horas de
77,22% e 3,53%. Uma vez que os valores experimentais foram de 76,16% e 5,42%,
respectivamente, o delineamento experimental pode ser considerado preciso e
robusto. O perfil de intumescimento e erosdo da formulagdo otimizada estd

demonstrado nas figuras 21 e 22 respectivamente.
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Figura 21: Perfil de Intumescimento em saliva artificial da formulagéo otimizada
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Figura 22: Perfil de Eroséo da formulacdo otimizada em saliva artificial

5.6 Tempo de mucoadesao in vitro

A avaliagdo do tempo de mucoadesado tem sido realizada em diversos
estudos, uma vez que o tempo de residéncia da formulagdo no local de agdo pode
influenciar diretamente no efeito terapéutico do principio ativo (EL-SAMALIGY;
YAHIA; BASALIOUS, 2004, PERIOLI et al., 2004, IKINCI et al., 2004, CHIAPPETTA
et al., 2006).

A mucoadesdo é um processo complexo cujo mecanismo ainda nao foi
perfeitamente elucidado, embora vérias teorias tenham sido formuladas. Essas
hipoteses incluem interpenetracdo, molhabilidade, forcas eletrostaticas, de adsorcao,
de difusédo e de fratura. Devido a sua complexidade, é provavel que o processo de
mucoadesdo envolva mais de um destes principios (SMART; 2005; ANDREWS;
LAVERTY; JONES, 2008; LYRA et al., 2007).

De uma maneira mais simples, a mucoadesado pode ser descrita como um
processo que ocorre em duas etapas: etapa 1: contato entre 0 material mucoadesivo
€ a mucosa; etapa 2: consolidacdo através de interagdes fisico-quimicas,
conduzindo a adesao prolongada (LYRA et al., 2007).

O tempo de mucoadesédo das diferentes formulagdes no eséfago de porco
esta demonstrado na figura 23, onde € possivel verificar que os comprimidos

permaneceram aderidos por um tempo superior a 17,75 horas, com excecdo da
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formulagdo 15. Esta formulacdo possui em sua matriz polimérica uma elevada
proporcao de quitosana (26%) e uma concentracao intermediaria de HPMC (13%), e
apresenta diferenga significativa no tempo de mucoadesdo (ANOVA p < 0,001)
quando comparada com as demais formulacdes avaliadas.

As formulacdes 1, 6 e 12, réplicas com 39% de HPMC, foram monitoradas até
a sua completa desintegragcao, que foi verificada em um tempo inferior (22,75 h *
1,90) a duragéo total do ensaio (24 h).

As formulagbes que permaneceram aderidas na mucosa até o final do ensaio
(24 horas), contém diferentes proporgdes de Carbopol® (13 — 26 %) (formulagdes 2,
3, 4, 5, 8) e incluem a formulacao otimizada.

16,12
24 25
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7, 10
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11,14
4 - 13
15

Formulactes F. Otimizada

Figura 23: Tempo de mucoadesao dos comprimidos em contato com o eséfago de
porco

Os menores tempos de mucoadesao foram observados com as formulacoes
que contém quitosana (13 — 26 %) e nenhuma (formulacées 11, 13, 14 e 15) ou
baixa (13 %, formulagdo 9) proporcido de Carbopol®. Ao contrario, comprimidos que
contém Carbopol® e HPMC originaram formulagdes com alta mucoadesdo (> 24
horas). O maior tempo de mucoadesdo das formulagdes contendo Carbopol® é
justificado pela ligagao que ocorre entre as cadeias de oligossacaridos, presentes no
muco, e 0s grupos carboxilicos presentes no Carbopol®, quando comparada com a
mucoadesao que ocorre com 0s grupos amina da quitosana (IKINCI et al., 2006).
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Outro fator importante para a mucoadesdo €é a percentagem de
intumescimento das matrizes hidrofilicas. De acordo com Andrews e colaboradores
(2008), para que haja mucoadesdo € necessario o intumescimento matricial. No
entanto, a hidratacdo ndo pode ser excessiva, pois neste caso podera resultar na
formacao de uma mucilagem escorregadia, diminuindo a capacidade de

mucoadesao.

Embora a quitosana possua grupos (aminas e hidroxilas) capazes de formar
interacdes com as glicoproteinas do muco, a sua alta capacidade de reter agua

ocasionou uma diminuicao de mucoadesao.

Por fim, pode ser sugerido que as formulagdes com maior capacidade de
intumescimento (9, 11, 13, 14 e 15) apresentaram um menor tempo de mucoadesao.
Estas formulacées (com exceg¢do da formulacdo 15) nao apresentam diferencas
significativas entre si (ANOVA p > 0,05).

A analise estatistica (ANOVA seguida do teste de Tukey) sobre o conjunto
dos resultados gerados no experimento realizado demonstrou que as formulagdes 1,
2,3,4,5,6,7,8,10, 12, 14 e a formulacdo otimizada ndo apresentam diferencas

significativas entre si (p > 0,05).
5.7 Determinacao do perfil de liberacao in vitro
5.7.1 Validacao do método de dissolucao dos comprimidos
Para a realizacdo do estudo de dissolucao se faz necessaria a escolha de
uma metodologia analitica capaz de detectar baixas concentra¢des do farmaco no

meio de liberacédo. Assim, a cromatografia liquida de alta eficiéncia foi escolhida.

A fim de garantir a confiabilidade dos resultados do estudo de dissolucéo in
vitro, alguns parametros de validagao foram revalidados, conforme descrito abaixo.
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5.7.1.1 Avaliagéo da influéncia do filtro

A filtracao do meio de dissolucao antes da quantificacdo mostra-se necessaria
para a remocao tanto de particulas nao dissolvidas da substancia quanto de
excipientes insoluveis que podem mascarar resultado ou obstruir a coluna, no caso
de serem usados métodos cromatogréaficos. Para que o filtro possa ser utilizado, os
resultados obtidos apds a filtracdo devem estar dentro da faixa de 98 — 102% da
concentracdo inicial da solucdo nao fitrada (MARCOLONGO, 2003;
PHARMACOPEIAL FORUM, 2004).

Esta avaliacao foi realizada para verificar possiveis alteracoes significativas
na concentracdo do farmaco para a solugdo. Com base nos valores mostrados na
tabela 11, foi verificado que ndo houve diferenca da concentracdo da amostra da
solugédo filtrada e da solugéo n&o filtrada. Portanto, o filtro de membrana de fluoreto
de polivinilideno 0,45 um foi selecionado para o desenvolvimento do método de

dissolucéo.

Tabela 11: Valores experimentais obtidos na avaliacao da influéncia do filtro

Amostra Amostra Recuperacao DPR
Experimental
Tedrica (ug/mL) (pg/mL + DP) (%) (%)
Sem filtracao 10 10,08 + 0,01 100,81 +0,11 0,11
Com filtracao 10 10,03% 0,06 100,26 + 0,61 0,61

5.7.1.2 Determinagdo da solubilidade de quercetina em diferentes meios de
dissolugao

A solubilidade de um farmaco € parametro chave nos estudos de dissolugéo
de formas farmacéuticas. Assim, estabelecer condigcbes sink no sistema é de

extrema importancia.

O termo condigdes sink € definido como nao menos que trés vezes o volume
de meio necessario para obter uma solugdo saturada do farmaco (MARQUES;
BROWN, 2002; PHARMACOPEIAL FORUM, 2004). Aceita-se também um volume

de 5-10 vezes 0 necessario para saturacao seja suficiente para manter as condicdes
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sink (ABDOU, 1989). As condicdées sink sdo desejaveis a fim de evitar que a
velocidade de dissolucdo seja influenciada, artificialmente, pela aproximacgédo da
saturacdo durante a realizacdo do teste, porém, ndo sao obrigatérias (FDA, 1997;
MARQUES; BROWN, 2002)

Para manter as condicdes sink no presente estudo, é necessario que a
solubilidade da quercetina no meio de dissolucdo seja igual ou superior a 18,80
ug/mL. As condigdes sink nao foram atingidas com &agua, saliva artificial e saliva
artificial acrescida do tensoativo polissorbato 20 na concentragdo de 0,25% (p/v). No
entanto, 0 aumento da concetracdo de polissorbato 20 na saliva artificial promovem
uma crescente solubilidade de quercetina. Esses resultados podem ser visualizados
na tabela 12.

Tabela 12: Solubilidade da Quercetina nos meios avaliados, expressa como
concentracdo de saturacao

Meio Avaliado Concentracao de Quercetina

(ug/mL = DP)

Agua 1,46 + 0,01

Saliva artificial 0,82 + 0,02

Saliva artificial + polissorbato 20 (0,25%, p/v) 18,52 £ 0,52

Saliva artificial + polissorbato 20 (0,30%, p/v) 23,15 +£0,17

Saliva artificial + polissorbato 20 (0,35%, p/v) 26,01 £ 0,41

Saliva artificial + polissorbato 20 (0,40%, p/v) 30,78 £0,25

Saliva artificial + polissorbato 20 (0,45%, p/v) 33,09 £ 0,39

Desta forma, os ensaios de dissolucdo foram realizados utilizando solucao
saliva acrescida de polissorbato 20 (0,3%, p/v), com a finalidade de garantir
condi¢cdes adequadas para o teste de dissolugcdo para os diferentes comprimidos

testados.

5.7.1.3 Linearidade

Dentro da faixa de concentragdo escolhida (0,05-10,0 pg/mL) o método

demonstrou-se linear, nas trés curvas construidas, apresentando um coeficiente de
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correlacdo médio de 0,9999. A figura 24 representa a curva de calibracdo média,

bem como a equacdo da reta obtida por regressao linear utilizada na conversao

entre as areas dos picos dos cromatogramas obtidas e a concentracdo dos analitos.
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Figura 24: Curva de calibracdo média da quercetina obtida por CLAE e sua

respectiva equacao da reta.

Na tabela 13, estdo representados os valores experimentais médios obtidos

das areas absolutas utilizadas para a construgdo da curva de calibracdo. A analise

do ponto de intersecgcédo e a determinacao dos limites de confianca (apéndice B) da

curva de calibracado demonstram a auséncia de erro sistematico constante.

Tabela 13: Areas dos picos médios obtidas apds analise das solucdes de quercetina

por CLAE (n=3)

Faixa de Linearidade Area do Pico DPR
(ug/mL) (Média + DP) (%)

0,05 3695 + 71 1,91

0,10 7419 + 35 0,47

0,25 13749 £ 70 0,51

0,50 28509 * 436 1,53

1,0 70757 £ 607 0,86

2,5 138563 +916 0,66

5,0 270678 + 1131 0,42

10,0 476750 +4494 0,94
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5.7.2.4 Especificidade frente a composi¢cdo do meio de dissolugao

O cromatograma obtido com a analise do meio de dissolugdo nao apresentou
interferentes na regido de retencao da quercetina, nas condigdes empregadas, como
pode ser verificado pela figura 25. Assim, o método demonstrou-se especifico, uma
vez que nenhum componente do meio de dissolugéo interferiu na quantificagdo do
marcador quimico.

rial)

Teripa imind

Figura 25: Cromatograma tipico obtido por CLAE do meio de dissolugéo

5.7.1.5 Limite de quantificagdo e Detecgao

O limite de quantificagéao, calculado através da férmula preconizada pelo ICH
(2005), foi estabelecido com o objetivo de garantir que a faixa de trabalho escolhida
estd dentro da faixa de concentracdo quantificavel pelo método. Os limite de
quantificagdo e detecgdo calculados foram de 0,050 pg/mL e 0,017ug/mL,
respectivamente.

5.7.2 Determinacao do perfil e avaliacado da cinética de liberacao do marcador
quimico a partir dos comprimidos

A dissolugao/liberagdo de medicamentos pode ser definida como o fenémeno
em que um farmaco no estado sélido libera-se de sua forma farmacéutica de
administracdo e entra em solugdo. Uma vez solubilizado, o farmaco esta pronto para
a acao desejada (AMIDON et al., 1995).



Resultados e Discussao 97

Os estudos de dissolugdo constituem uma ferramenta indispensavel nas
varias etapas dos processos de desenvolvimento galénico, identificacdo de variaveis
criticas na producdo, formulacdo, controle de qualidade, estabelecimento de
correlagcbes in vitro/in vivo e assuntos regulamentares (FDA, 1997; MARQUES;
BROWN, 2002).

Os métodos de fabricacdo podem provocar grandes variacdes no processo de
dissolucdo/liberacdo. Algumas etapas da fabricacdo de medicamentos,
principalmente no caso de formas farmacéuticas sélidas, como o tempo de mistura,
forca de compressao e adjuvantes, podem influenciar na dissolugdo do farmaco a
partir de sua forma farmacéutica (PILLAY; FASSIHI, 1998; STORPIRTIS et al.,
1999).

Devido as caracteristicas dessa forma farmacéutica bucal, seu local e forma
de aplicagao, é essencial que a selecao do aparato, composicao do meio, agitacao e
temperatura sejam levados em consideragdes durante o delineamento do método
para que simule as condi¢cbes da cavidade bucal.

Diversos trabalhos cientificos relatam métodos que podem ser utilizados no
estudo de dissolucdo in vitro de formas farmacéuticas bucais. Alguns desses
trabalhos foram recentemente revisados por AZARMI; ROA; LOBENBERG (2007).

No presente estudo, a técnica empregada na determinagdo do perfil de
dissolucdo do marcador quimico foi baseada em alguns exemplos da literatura que
empregavam o aparato |, a saliva artificial e o meio de dissolugcdo acrescido de
polissorbato 20 (PERIOLI et al., 2004; MOHAMMADI-SAMANI et al., 2005,
CASAGRANDE et al., 2007; VARSHOSAZ, DEHGHAN, 2002).

O meio de dissolucao selecionado para o ensaio foi saliva artificial (descrita
no item 4.2.6.1 pagina 52). Para atingir as condi¢des sink, foi necessaria a adicao do
tensoativo polissorbato 20 (0,30% p/v). A escolha desse tensoativo baseou-se no
estudo realizado por CASAGRANDE et al. (2007) e VARSHOSAZ, DEHGHAN
(2002).
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A erosdo, a difusdo e o intumescimento das matrizes sdo os varios
mecanismos pelos quais os sistemas matriciais podem controlar a liberagdo das
substancias ativas. A predominancia de um desses mecanismos depende
invariavelmente das propriedades do polimero empregado no sistema. De um modo
geral, quando as estruturas matriciais entram em contato com o meio de dissolugéo,
podem manter a sua estrutura mais ou menos constante ao longo de todo o
processo de dissolugdo ou podem sofrer um fendmeno de intumescimento e,
posteriormente, de erosao (LOPES, 2005).

A velocidade de liberacdo do farmaco, no caso de comprimidos matriciais
constituidos a base de polimeros hidrofilicos, é condicionada por um ou mais dos
seguintes mecanismos cinéticos (RANGA RAO; PADMALATHA, 1988): transporte
do meio de dissolugdo para a matriz polimérica; intumescimento do polimero com
formagdo de uma camada de gel; difusdo do farmaco através da camada de

polimero intumescido; erosédo do polimero intumescido.

Nao apenas a formulagdo otimizada, mas todos os comprimidos produzidos
foram avaliados para fins de comparacao. Conforme pode ser observado na figura
26, todos os comprimidos obtiveram baixa liberagdo do marcador quimico nas
primeiras horas. Isso pode ser explicado devido a baixa velocidade de penetracao
da agua no sistema matricial, que condiciona o modo de liberagdo do marcador.

Ainda, a operacgao de granulacao pode ter tido uma influéncia negativa sobre
a liberacao do marcador a partir dos sistemas, visto que a densificacdo do material
particulado, resultante do processo, diminui espagos interparticulares e a
porosidade, dificultando a penetracao do meio liquido (ALLEN; POPOVICH; ANSEL,
2007).

Um estudo realizado por PETROVICK (2006) demonstrou uma baixa
liberacdo dos flavondides (quercetina, 3-O-metilquercetina e luteolina) a partir dos
granulados contendo ESN de marcela. Em especial a quercetina, que liberou cerca

de 16,90 % em 90 minutos, demonstrando que esta baixa liberagdo dos flavonéides
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do ESN também ¢é outro fator limitante para a liberagdo da quercetina a partir do

comprimido.

Outro fato bastante relevante é a adicao de estearato de magnésio, devido a
sua caracteristica hidrofébica. Assim, pode ser sugerido que a presenca desse
excipiente agiu de forma inibitdéria na liberacdo do marcador quimico a partir da

forma farmacéutica.

Nao foram observadas diferencas significativas entre as formulacgdes 2, 3, 4 e
5, indicando que diferentes propor¢cdes de HPMC e CP (13, 19,5% e 26%) néao
interferem no perfil de liberagdo. Esse resultado estd diretamente correlacionado
com as caracteristicas de intumescimento das matrizes, que mostraram que essas
formulagdes possuem uma baixa capacidade de intumescimento devido a uma maior

viscosidade da matriz, dificultando a velocidade de liberacao da quercetina.

O HPMC possui capacidade de, apds hidratagao, intumescer e formar uma
camada gelatinosa a superficie do comprimido. Esta funciona como barreira a rapida
liberacdo do farmaco, controlando quer a penetracdo de agua quer a velocidade de
liberacdo da substancia ativa (COLOMBO et al., 2000). Quando esse polimero esta
sozinho (formulagdes 1, 6 e 12), o perfil de liberacéo foi controlado, obtendo-se 98,5
% de liberacao do marcador quimico, pode ser visualizados na figura 26.

As demais formulagdes (7, 8, 9, 10, 11, 14, 15 e formulagédo otimizada), nao
apresentam diferencas significativas entre si (ANOVA seguida do teste de Tukey).
No entanto, a formulacao 13 é estatisticamente diferente das formulagdes contendo
Carbopol® e quitosana (formulacées 7, 8, 9 e 10) e a formulagdo 8 estatisticamente
diferente das formulacées que contem HPMC e quitosana (formulacdes 11, 13 e 14).

A formulacdo otimizada, conforme pode ser observado na figura 26,
apresentou um perfil de liberacéo intermediario, quando comparado com os obtidos
pela maioria das formulagdes, tendo liberado até 50,19 % em 24 h.
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Figura 26: Perfil de dissolucdo do marcador quimico nas formulagdes (DPR <
13,82% no primeiro ponto e DPR < 8,47% nos demais pontos)

Apesar da complexidade dos fenémenos envolvidos na liberacao de farmacos
a partir de sistemas matriciais hidrofilicos, alguns modelos bem conhecidos sao
utilizados extensivamente para analisar a liberacdo da substancia ativa a partir
desses sistemas. Assim, na avaliagdo da cinética de liberacdo do marcador quimico
dos comprimidos, os resultados da liberacdo foram analisados com os modelos

matematicos de ordem zero, primeira ordem e Higuchi.

O tratamento matematico das curvas de dissolucdo demonstrou que o modelo
mais adequado para descrever a cinética de dissolucdo das diferentes formulacdes
desenvolvidas foi o de primeira ordem, exceto para as formulacbes 1, 6, 8, 12 e
otimizada, cujos dados se ajustaram melhor a uma cinética de ordem zero. Os
coeficientes de correlagdo obtidos estdo apresentados na tabela 14. A adequacao
da maioria das formulacbes a uma cinética de primeira ordem sugere que a
liberacdo do marcador, nestes sistemas, torna-se dependente da quantidade de
flavondide remanescente na matriz (COSTA; LOBO, 2001, COSTA, 2001;
MANADAS; PINA; VEIGA, 2002). Ja a partir destas formulacbées (1, 6, 8, 12 e
otimizada) a liberagdo ocorreria independentemente da quantidade de quercetina

remanescente na matriz.
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A liberacdo do marcador quimico a partir dos comprimidos bucais
mucoadesivos resultou da interacdo complexa entre a dissolucao, a difusdo e os
mecanismos de erosao. A escolha do tipo de polimero hidrofilico e da quantidade
presente na formulagdo da matriz € essencial para obter combinacdo adequada dos
varios mecanismos (intumescimento, dissolucdo ou erosdao) provavelmente

envolvidos na cinética da liberagao in vitro.

Assim, a utilizacdo de blendas poliméricas constitui uma alternativa no
controle de cada um desses processos, uma vez que se pode alterar as
caracteristicas do sistema propiciando o mecanismo desejado de liberacao, seja por

difusao e/ou erosao.

Tabela 14: Valores dos coeficientes de correlacao obtidos para os trés modelos
matematicos utilizados na linearizacdo das curvas de dissolucéo

Formulacdes Ordem Primeira Higuchi
Zero Ordem

1 0,9947 0,9480 0,8973
2 0,9973 0,9995 0,9370
3 0,9975 0,9996 0,9372
4 0,9900 0,9968 0,9511
5 0,9992 0,9996 0,9259
6 0,9887 0,9484 0,8547
7 0,9813 0,9988 0,9663
8 0,9989 0,9882 0,9313
9 0,9842 0,9991 0,9618
10 0,9618 0,9877 0,9738
11 0,9878 0,9985 0,9547
12 0,9888 0,9229 0,8877
13 0,9927 0,9993 0,9498
14 0,9906 0,9994 0,9531
15 0,9775 0,9964 0,9699

Form. Otimizada 0,9978 0,9823 0,8977
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Perfis de liberacdo controlados tém sido observados para comprimidos
mucoadesivos, em que nem sempre uma liberacdo total da substancia ativa é
alcancada pelas formulacdes, embora esse aspecto seja normalmente almejado nos
estudos (PERIOLI et al, 2004; CHIAPPETTA et al., 2006). De fato, conciliar a
liberagéo total da substancia ativa com caracteristicas como baixo intumescimento e
erosao, alta mucoadesdo e que permitam ao comprimido permanecer de forma
conveniente ao paciente no local de aplicacdo, constitui um dos maiores desafios ao
desenvolvimento deste tipo de forma farmacéutica.

No caso dos comprimidos contendo ESN de marcela, em que a quantidade
necessaria para exercer acao farmacolégica contra o virus do herpes simples nao foi
ainda estabelecida, a avaliacdo desses perfis no que se refere a adequabilidade

mostra-se como um objetivo a ser ainda alcangado.

Ainda, o monitoramento do perfil de liberacdo do marcador in vivo, na
cavidade bucal, podera ser futuramente avaliado a fim de demonstrar se as
condigbes do ensaio realizado in vitro sdo realmente capazes de reproduzir o
ambiente bucal. Uma vez constatada a capacidade do método in vitro em predizer o
comportamento in vivo, assim como a necessidade de ocorrer maior liberagdo do
marcador para o efeito farmacolégico desejado, uma forma de otimizar o
desenvolvimento de uma nova formulacdo seria empregar novamente o software,
inserindo-se as respostas obtidas no ensaio de dissolugdo, e delinear uma nova

composicao para a matriz.



5 CONCLUSOES
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O extrato seco nebulizado de Achyrocline satureioides, apresentou teor de
18,80 mg/g £ 0,07 de quercetina e baixo teor de umidade (2,47% = 0,06);

Os excipientes de compressao selecionados foram adequadamente
identificados por espectroscopia de infravermelho e apresentaram teor de
umidade de acordo com as especificacbes da Farmacopéia Britanica
(2007), com excecédo do Carpobol®, que apresentou um teor de umidade

levemente superior ao indicado;

O estudo das caracteristicas tecnoldgicas de formulagdes obtidas a partir
de misturas de ESN com diferentes polimeros ou suas blendas evidenciou
que as misturas apresentaram fluxo e compactabilidade inadequadas para
serem comprimidas pelo método de compressao direta;

O método de granulagéo por via seca proporcionou compressao adequada
do material, com boa fluidez e ndo aderéncia aos puncdées da maquina de
compressao, bem como permitiu produzir comprimidos com propriedades

fisicas adequadas;

A avaliagdo das propriedades fisicas, quimicas e fisico-quimicas dos
comprimidos elaborados resultou em formulacbes com valores que
respeitam os critérios farmacopeicos padronizados quanto ao peso médio,
dureza, friabilidade e teor de marcador (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
1988);

O conjunto dos resultados obtidos no estudo de validacao permitiu concluir
que o método proposto foi adequado para a quantificacdo do marcador

quimico — quercetina, no ESN e comprimidos mucoadesivos;

A caracterizagdo de intumescimento e erosdo in vitro dos comprimidos
sugere que a quantidade de polimero, se isolado ou em mistura, e as
proporcdes entre os polimeros nas blendas sao parametros determinantes

sobre as caracteristicas de intumescimento e erosdao dos mesmos. Da
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mesma forma, foi possivel evidenciar que o intumescimento €
inversamente proporcional a erosdo, assim como as propriedades de

hidrofilia dos polimeros exercem influéncia no intumescimento e erosao;

e Os resultados experimentais obtidos na caracterizagdo do intumescimento
e erosdao da formulagcdo otimizada foram muito semelhantes aqueles
obtidos pelo software, comprovando a robustez e a capacidade preditiva do

delineamento experimental;

e O tempo de mucoadesao da formulacdo otimizada e demais formulacdes
foi satisfatério e poéde ser relacionado com as caracteristicas estruturais

dos diferentes polimeros;

e O desenvolvimento e a validagdo do método para avaliar o perfil de
liberagéo in vitro da quercetina a partir da formulagédo otimizada e demais
comprimidos desenvolvidos garantiu a confiabilidade dos resultados do

estudo de liberagao;

e O estudo do perfil, bem como a cinética de liberagao in vitro da quercetina
a partir dos comprimidos, mostrou que todas as formulacdes apresentaram
um prolongamento de liberagdo do marcador quimico, sendo que a
formulacao otimizada apresentou um perfil de liberacao intermediario, que
se ajustou ao modelo de ordem zero, com liberacdo de até 50,19 % de

quercetina em 24 h.
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APENDICE A — Andlise do ponto de interseccdo e determinacdo dos limites de
confianca da curva de calibracdo de quercetina por CLAE para o doseamento do
marcador quimico nos comprimidos.

Analise dos dados de regressao obtidos a partir da curva de calibracao de
quercetina por CLAE

Parametros de regressao Valores
Intercepto (intervalo de confianga) 34867,67 (-2731,18 a 72466,52)
Inclinacéo (intervalo de confianca) 70436,08 (68663,65 a 72208,50)

R? 0,9998
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APENDICE B — Andlise do ponto de interseccdo e determinacdo dos limites de
confianca da curva de calibragcdo de quercetina por CLAE para a determinacédo do
perfil de liberagéo in vitro do marcador quimico

Analise dos dados de regressao obtidos a partir da curva de calibracao de
quercetina por CLAE

Parametros de regressao Valores
Intercepto (intervalo de confianga) -138,15 (-1590,29 a 1313,99)
Inclinacéo (intervalo de confianca) 54275,86 (53919,14 a 54632,57)

R? 0,9999
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APENDICE C — Valores médios individuais de intumescimento (%) das diferentes
formulacbes em saliva artificial

Valores de intumescimento (%) das diferentes formulacdes

Tempos (% + DP)

Form. 0,5h 1h 2h 4 h 8h 24 h
1 33,00+1,05 43,23+0,13 55,04 +0,24 64,28+0,94 73,57+0,46 84,52+1,73
2 30,54+0,80 4093+1,16 52,25+0,87 63,10+1,21 7557 +0,55 85,34 +0,32
3 29,29 +#1,05  39,87+1,30 51,96+1,06 63,26 +232 72,77 +0,62 83,57 +1,53
4 33,27+0,75 42,02+0,53 53,50+1,52 63,81 +1,11 76,40 +0,54 86,97 +0,68
5 30,98+1,20 39,02+1,46 50,17 +1,11 61,43+0,39 74,66 +0,69 85,55+0,92
6 31,67+1,44 4196+041 5438+122 6261+250 74,13+0,31 84,15+5,31
7 52,39 +0,99 62,87+0,24 7359+0,55 82,83+0,59 88,81+0,76 92,83 +0,82
8 4558+0,71 57,05+0,46 69,36+0,32 79,87 +0,22 86,59 +0,10 92,28 +0,16
9 53,16 +1,04 6523+1,01 7525+0,57 84,45+0,79 89,66+0,20 92,76 +0,38
10 54,21+0,97 66,24+0,83 74,81+0,54 82,85+253 89,92+0,23 94,13+0,18
11 46,33+1,61 57,56+1,98 67,38+0,61 7522+220 82,91+041 86,82+0,86
12 33,29+152 4450+1,41 56,99+1,86 64,76+222 7394+352 87,39+217
13 4195+0552 51,47+231 63,11+3,09 72,22+2,75 79,24+355 87,91+0,27
14 4489+064 5593+0,38 65,78+061 7573+3,03 84,13+0,71 87,22+0,22
15 49,08 +0,48 5828+261 6881+166 76,38+3,68 84,33+060 87,73+0,37
Form.
Otimizada 35,88+0,99 43,99+0,78 54,67+0,84 66,30+1,74 76,16+0,64 86,88+0,26

NOTA: DPR < 4,90 %
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APENDICE D - Valores médios individuais de erosdo (%) das diferentes
formulacbes em saliva artificial

Valores de erosdo (%) das diferentes formulacdes

Tempos (% +DP)
Form. 0,5h 1h 2h 4 h 8h 24 h
1 443+0,08 497+0,04 577028 795+024 11,17%0,38 22,71 £ 2,16
2 3,07+0,09 342+0,09 3,56+0,06 392+0,05 3,98+0,07 6,79 + 2,35
3 2,00+0,06 298+0,12 3,19x0,07 4,69*0,01 6,07 +0,18 10,45 £2,13
4 1,96 + 0,01 1,95+0,05 2,48 +0,01 287+0,06 4,52+0,06 4,93 +2,15
5 3,04 +0,01 298+0,04 432%+0,18 463+0,05 5,12+0,09 5,66 + 0,14
6 526+0,12 594+0,06 757+0,25 8,79+0,22 11,06+0,38 17,01 £ 0,61
7 -0,52+0,01 -0,10+0,03 -1,52+0,08 -4,49+0,11 -6,84+0,24 -5,42 £ 0,66
8 0,50+0,01 0,00+0,00 -0,98+0,02 -1,50+0,03 -3,38+0,02 -11,22+0,00
9 -0,98+0,03 -1,52+0,07 -3,70+0,283 -4,72+0,13 -9,22+0,00 -12,38+0,48
10 -0,51+0,01 -247+0,10 -1,95+0,01 -3,52+0,07 -0,96+0,01 -13,08 £ 0,26
11 220+0,35 242+0,03 252+0,08 249+0,04 2,48 *0,01 3,58 +£0,18
12 4,07+0,04 543+022 7,39+0,37 10,33x0,25 12,60+0,05 24,07+0,24
13 3,37+0,06 3,34+0,01 342%+0,02 3,39+0,04 3,76%0,05 3,48 £ 0,06
14 296+0,08 299+0,07 2,88+0,09 256+0,06 3,02+0,03 5,71 £ 0,00
15 2,07+0,02 2,63+0,056 0,50+ 0,01 1,01 + 0,01 1,00 + 0,01 3,11 £ 0,11
Form.
Otimizada 2,17+0,04 248+0,13 248%0,04 356+0,13 542+0,17 5,03+0,13

NOTA: DPR < 5,20%
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APENDICE E — Valores médios individuais do perfil de liberagdo in vitro do marcador

quimico

Valores do perfil de liberacao in vitro do marcador quimico

Tempos (% +DP)
Form. 0,5h 1h 2h 4 h 8h 12 h 24 h
1 1,35+0,18 2,75+0,09 5,79+ 0,45 11,52 +0,68 29,92 +1,50 53,92 +1,11 100,29+2,1
) 1,37+0,18 2,08+0,11 3,84 +0,27 6,84 + 0,42 13,61 0,27 20,16 +0,77 36,64 +2,37
3 1,44 +0,11 2,02+0,10 3,37 0,07 5,84 +0,09 11,68 +0,32 17,01 +0,43 31,14 +0,95
4 1,04 +0,03 1,69+0,11 3,03+0,22 5,78 +0,12 11,36 +0,23 16,77 +0,31 28,03 +1,67
5 1,36 + 0,08 2,25+0,04 3,73+0,23 6,48 +0,30 12,82 +0,20 17,87 +0,24 35,71 +2,50
6 1,38+ 1,44 2,52+0,07 4,35+0,16 9,31 +0,42 22,60 +0,91 43,19 +1,78 96,79 +0,40
7 2,12+0,09 3,88 +0,26 6,45+0,19 12,41 0,80 22,68 +0,83 31,66 +1,28 50,94 +2,40
8 1,87+0,11 3,68+0,16 6,47 0,37 11,95 +0,45 21,65 +0,83 32,73 +2,29 61,93 +2,56
9 1,82+0,09 3,55+0,10 6,11 +0,46 11,58 +0,47 21,40 +0,90 30,85 +1,39 49,95 +2,76
10 1,98 +0,19 3,75+0,30 6,11 +0,36 12,37 +0,44 22,90 +0,37 31,14 +0,48 46,09 +0,53
11 1,38+0,13 2,91 0,19 4,81 +0,34 8,92+ 0,65 17,54 +1,57 25,75 +1,98 42,38 +2,91
12 1,40+0,19 2,57 +0,11 4,45+0,26 9,17 0,57 28,20 +0,48 55,13 +3,74 98,45 +0,44
13 1,24+0,71 2,58 +0,11 4,42+0,04 7,36 +0,28 15,25 +0,69 21,30 +0,64 37,15 +1,86
14 1,42 +0,06 2,58 +0,09 4,30+0,09 8,77 0,40 17,30 +0,69 23,71 +0,90 41,15 +1,10
15 1,80+ 0,04 2,97 +0,06 6,20 +0,08 11,71 £0,37 21,49 0,17 28,36 0,21 46,11 0,75
Otl:r:')l:;re‘l'da 1,33+ 0,07 2,44+0,12 4,04+0,15 6,79+ 0,29 16,29 +0,84 23,15 0,64 50,19 +3,90

NOTA: DPR < 13,82% no primeiro ponto e DPR < 8,47% nos demais pontos



