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RESUMO

A baixa biodisponibilidade oral do aciclovir (~30%) é considerada um dos maiores problemas
das formulacGes contendo o farmaco. O desenvolvimento de sistemas de liberacdo que
aumentem sua absorcdo é uma importante estratégia para contornar esta situacdo. Neste
trabalho, um sistema formado por uma fase oleosa (miristato de isopropila), fase aquosa
(contendo co-tensoativo glicerina ou polietilenoglicol 400, PEG400) e tensoativo (polissorbato
80) foi selecionado apos a construcdo de um diagrama de fases pseudoternario que indicou
pontos sugestivos na forma de microemulsdo ou cristal liquido. A quitosana € um biomaterial
com propriedades mucoadesivas, que foi incorporado nas formulagdes a fim de alterar seu
comportamento reoldgico, aumentando a viscosidade aparente da preparacdo. Isto se associa
com aumento no tempo de contato do sistema de liberacdo com mucosas. A incorporacao do
aciclovir nestas formulagdes resultou em suspensdes farmacéuticas, tendo em vista que o
farmaco ndo foi totalmente solubilizado no sistema. Esta estratégia trouxe maior estabilidade
fisica ao sistema quando em contato com fluido gastrico simulado (FGSSE), e refletiu em maior
valor de potencial zeta. Os resultados foram positivos e permitiram explorar novas formulagdes
para incorporacdo do aciclovir, que ainda serdo otimizadas em estudos futuros. Aléem disso,
posteriormente, espera-se conduzir ensaios in vitro (para avaliar a liberagcdo prolongada do
farmaco a partir dos cristais liquidos) e ensaios in vivo em modelos animais, tendo como foco

buscar um aumento da biodisponibilidade oral do aciclovir.

Palavras chave: Aciclovir. Mesofase. Cristal liquido. Microemulsdo. Quitosana. Reologia.



ABSTRACT

The low oral bioavailability of acyclovir (~30%) is considered one of the biggest problems with
formulations containing the drug. The development of delivery systems that increase its
absorption is an important strategy to overcome this situation. In this work, a system formed by
an oil phase (isopropyl myristate), aqueous phase (containing co-surfactant glycerin or
polyethylene glycol 400, PEG400) and surfactant (polysorbate 80) was selected after the
construction of a pseudoternary phase diagram that indicated points suggestive in the form of
microemulsion or liquid crystal. Chitosan is a biomaterial with mucoadhesive properties, which
was incorporated into formulations in order to change its rheological behavior, increasing the
apparent viscosity of the preparation. This is associated with an increase in the contact time of
the delivery system with the mucosa. The incorporation of acyclovir in these formulations
resulted in pharmaceutical suspensions, since the drug was not fully solubilized in the system.
This strategy brought greater physical stability to the system when in contact with simulated
gastric fluid (FGSSE), and reflected in a higher zeta potential value. The results were positive
and made it possible to explore new formulations for incorporating acyclovir, which will still
be optimized in future studies. In addition, later, it is expected to conduct in vitro assays (to
evaluate the prolonged release of the drug from liquid crystals) and in vivo assays in animal
models, with a focus on seeking an increase in the oral bioavailability of acyclovir.

Keywords: Acyclovir. Mesophase. Liquid crystal. Microemulsion. Chitosan. Rheology.
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1. INTRODUCAO

Mesofases liquido-cristalinas sdo definidas como sistemas termodinamicamente
estaveis formados a partir da dispersdo de uma fase aquosa, fase oleosa e sistema tensoativo a
temperatura ambiente. Diferentes tipos de sistemas podem resultar desta estratégia de
desenvolvimento de formulagdes, como fases lamelares (baixa viscosidade), hexagonais e
cubicas (ambas de alta viscosidade) (FORMARIZ et al., 2005; MILAK; ZIMMER, 2015; MU;
HOLM; MULLERTZ, 2013). Microemulsdes sdo sistemas fluidos e termodinamicamente
estaveis, e podem ser resultado da dispersao a baixo cisalhamento de oléo, 4gua e tensoativo,
assim como pode haver formacdo de emulsBes grosseiras e sistemas instaveis com eventual
separacdo de fases (CALLENDER et al., 2017; FORMARIZ et al., 2005; KARASULU, 2008;
LAWRENCE; REES, 2000). Cristais liquidos e microemulsdes sdo caracterizados quanto ao
comportamento optico perante a luz polarizada, sendo as microemulsdes caracterizadas como
sistemas isotrépicos (ndo desviam o plano da luz), enquanto os cristais liquidos sdo sistemas
anisotrépicos (ha desvio do plano da luz). Algumas vezes, microemulsdes com alta fluidez
podem sofrer transi¢do de fase ao absorver agua, formando cristais liquidos mais viscosos in
situ, podendo conferir bioadesao as formulagdes (KARASULU, 2008; RUELA; CARVALHO;
PEREIRA, 2016).

A quitina é um homopolimero linear constituido de unidades de N-acetilglicosamina
unidas por ligacdes glicosidicas do tipo -(1-4). E considerada o segundo polissacarideo mais
abundante na natureza, sendo extraida do exoesqueleto de crustdceos como caranguejo e
camardo. A desacetilacdo parcial da quitina produz a quitosana, quimicamente caracterizada
como um copolimero de glicosamina e N-acetilglicosamina, em que as espécies monoméricas
estdo aleatoriamente distribuidas (ALSARRA et al., 2009; ALVAREZ-LORENZO et al., 2013;
DUDHANI; KOSARAJU, 2010; PONGJANYAKUL et al., 2013; DANG et al., 2016). Entre
as potenciais aplicacGes da quitosana, destacam-se os sistemas para liberacdo de farmacos
(ALVAREZ-LORENZO et al., 2013; BHATTARAI; GUNN; ZHANG, 2010; CARAMELLA
et al., 2015; DANG et al., 2016; HARTHI et al., 2019). A quitosana pode ser usada para
preparar hidrogéis e sistemas particulados baseados em nanotecnologia, em que nanoparticulas
poliméricas s&o produzidas pela técnica de gelificagdo ionotropica. Outra caracteristica notavel
deste biomaterial é a sua propriedade mucoadesiva, podendo aumentar o tempo de contato do
sistema de liberacdo com mucosas (DUDHANI; KOSARAJU, 2010; SMART, 2005). Sendo
assim, a associacdo da quitosana a mesofases liquido-cristalinas € uma estratégia interessante

para obter formulagdes com potencial mucoadesivo.



O aciclovir (CgH11NsO3) (Figura 1) é um farmaco antiviral, analogo sintético do
nucleotideo guanosina, que se apresenta na forma de um p6 branco ou quase branco. Apresenta
uma potente atividade inibitdria in vitro e in vivo contra os virus herpes simples tipo 1 (HSV-
1), tipo 2 (HSV-2), e virus varicela-zoster (VVZ). O aciclovir também € indicado para
tratamento de meningite asseptica/ encefalite herpética causada por HSV-1 e HSV-2, sendo
administrado por infusdo endovenosa na dosagem de 10 mg/kg de 8/8 horas pelo periodo de 14
a 21 dias. Atua interrompendo a replicacdo do DNA viral, possuindo alta afinidade pela enzima
timina quinase. Possui massa molecular 225,2 g/mol na forma de base livre e ponto de fusédo
com decomposicao térmica em 255° C. E levemente sol(ivel em &gua, possui carater alcalino,
com pontos isoelétricos (pKa) de 2,27 e 9,25, referentes aos grupos amina terciaria em sua
estrutura quimica. A molécula do farmaco apresenta carater hidrofilico, com coeficiente de
particdo octanol/ agua (Log P) de -1.56 (BRIGDEN; SUMMARY, 1983; KENNEDY, 2005;
KUBBINGA et al., 2015; MOFFAT; OSSELTON; WIDDOP, 2009; PALLASCH; JOSEPH;
GILL, 1984; RICHARDS et al., 1983). Esta disponivel comercialmente em formas
farmacéuticas injetaveis (infusdo endovenosa, 25 mg/mL), comprimidos para liberacdo

imediata de uso oral (200 mg e 400 mg) e cremes de uso tdpico 50 mg/g.

Figura 1. Estrutura quimica do aciclovir (CgH11NsO3z; 225,21, 2-Amino-1,9-
di-hidro-9-[(2-hidroxietoxi)metil]-6H-purin-6-ona [59277-89-3])

Fonte: Da autora.

Tendo em vista que, de acordo com o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, o
aciclovir é classificado como um farmaco da classe 11 (altamente solGvel e pouco permeavel),
apresentando baixa biodisponibilidade ap6s administracdo oral, em torno de 10% a 30%, se faz
importante buscar estratégias que permitam o desenvolvimento de sistemas de liberagdo que
aumentem sua absor¢cdo no trato gastrointestinal (KUBBINGA et al., 2015; MIRANDA,
BLUM, 1983; MOFFAT; OSSELTON; WIDDOP, 2009). Estes sistemas de liberacdo tornam-

se ainda mais eficientes se contribuirem para aumentar a permeabilidade do farmaco,



modificarem sua cinética de liberacdo e apresentarem propriedades mucoadesivas, tendo em
vista que os componentes das microemuls@es, como 6leos e tensoativos, podem aumentar a
permeacéo do farmaco em determinada membrana (GHOSH et al., 2006; PATEL; SAWANT,
2007; BHALEKAR et al., 2014; DJEKIC et al., 2018; SAIFI et al., 2020). Desta forma, o
desenvolvimento das formulagdes via oral com potencial mucoadesivo, dos tipos mesofases
liquido-cristalinas e microemulsGes €é considerado promissor, tendo em vista que o
comportamento de fase destes sistemas podem conferir bioadesao ao entrar em contato fluidos
corporais, como o fluido gastrico, aumentando o tempo de resisténcia das formulacdes nas
mucosas e melhorando, portanto, a absorcéo do farmaco (OLIVEIRA et al., 2021). Para isto, a
construcdo de diagramas de fases pseudo-ternérios, que indicam pontos sugestivos de
microemulsdes e cristais liquidos, sdo utilizados para a selecdo e posterior incorporacdo de
quitosana e de aciclovir, como formulacbes promissoras para aumentar biodisponibilidade do
farmaco apds a administracdo oral. Ademais, a construcao destes diagramas se faz fundamental

para a identificacdo do comportamento dos sistemas formados.



2. OBJETIVOS
Desenvolvimento e caracterizacdo de mesofases liquido-cristalinas a partir da
preparacdo de dispersdes termodinamicamente estaveis e sua associa¢cdo com quitosana como

potenciais sistemas para administracdo oral de aciclovir.

2.1. Objetivos especificos:

Desenvolver metodologia por espectrofotometria no ultravioleta visivel (UV-Vis) para

determinacéo de aciclovir.;

Avaliar a solubilidade do aciclovir em veiculos oleosos, como potenciais fases oleosas
para obtencdo de mesofases liquido-cristalinas;
e Construir diagramas de fase pseudoternarios e a partir deles selecionar potenciais
formulacdes do tipo mesofases liquido-cristalinas;
e Avaliar a incorporagdo da quitosana de baixa massa molecular nos sistemas como um
agente gelificante capaz de conferir propriedades mucoadesivas a formulacao;

e Avaliar a incorporacao de aciclovir nas formulag6es selecionadas;

Caracterizar 0s sistemas gquanto ao intumescimento, analise por microscopia de luz

polarizada, perfil reoldgico e estabilidade fisica (pH e centrifugacao).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

Dentre os padrbes, reagentes e solventes, foram utilizados: Acetonitrila grau
cromatografico; acido metacrilico; &cido acético; acido (orto) fosforico; agua ultrapura; fosfato
de sodio dibéasico P.A.; fosfato de s6dio monobasico; hidroxido de sodio P.A.; metanol grau
HPLC; quitosana de baixo peso molecular (Exodo Cientifica); aciclovir padrao (Sigma-Aldrich.
Envase/lote: P500254. Teor: 94,9% tal qual. Umidade: 4,7% determinada por Karl Fisher.
Guanina: 0,3%. Impurezas: 0,4%); aciclovir matéria-prima (Fabricante: Zhejiang Zhe, Origem:
China, Lote: 071103); veiculos oleosos (miristato de isopropila e acido oleico).

Os equipamentos e acessorios para a realizacdo da pesquisa incluiam: Banho ultrassom;
balanga analitica; balanca; espectrofotdmetro ultravioleta-visivel (UV-Vis) (modelo AJX-
6100PC Micronal, usando cubeta de quartzo 1 cm com caminho éptico 10 mm e volume 3,5
mL); estufa de secagem; medidor de pH; micropipetator automatico 100-1000 pL; microscopio

de luz polarizada; reémetro DV-I1I do tipo cone e placa da marca Brookfield.

3.2. METODOS

3.2.1. Preparo de solucdes e dispersdo de quitosana

Para preparo da solucdo salina isot6nica, dissolveu-se 0,85 g de cloreto de s6dio em 100
mL de agua ultrapura.

Para preparo do fluido gastrico simulado sem enzimas (FGSSE), usou-se 7,0 mL de
acido cloridrico 37% P.A. e 2,0 g de cloreto de sédio diluidos em baldo volumétrico de 1000
mL com agua ultrapura. O pH determinado ap6s homegeneizacéo foi de aproximadamente 1,2.

Para preparo do tampé&o fosfato 0,025 mol.L™ pH 6,8 com salina 0,85%, dissolveu-se
3,53 g de fosfato de sddio dibasico, 2,99 g de fosfato de s6dio monobasico, 0,85 g de cloreto
de sodio em agua ultrapura e completou-se o volume para 1000 mL com o mesmo solvente. O
pH foi ajustado para 6,8, se necessario, usando &cido fosforico ou solucdo de hidroxido de
sodio.

A dispersdo de quitosana a 5% foi preparada com base em estudo anterior, assim, usou-

se 1,25 g de quitosana e adicionou 0,75 mL de &cido acético P.A. (3% de acido acético),
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completando o volume para 25 mL com &gua ultrapura. O pH determinado apo6s
homogeneizacéo foi de aproximadamente 4,0 (OLIVEIRA et al., 2021).

3.2.2. Metodologia analitica para quantificacdo de aciclovir

A quantificacdo do aciclovir foi realizada por espectrofotometria na regido do UV-Vis,
selecionando o FGSSE como solvente, intervalo de concentrac6es de trabalho de 1 a 18 pg/mL
e comprimento de onda de 256 nm. A validagdo do método foi avaliada quanto aos parametros
linearidade e intervalo; exatid&o; precisdo intra e inter-dias; limite de deteccédo e quantificagéo;
seletividade (interferéncias dos excipientes nos espectros de absorcdo, de 200 a 400 nm),
conforme a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) 166/2017 da Anvisa. (OLIVEIRA et al.,
2021).

3.2.3. Solubilidade do aciclovir nos componentes da formulagao

Apos revisao bibliografica em diferentes fontes cientificas, a solubilidade do aciclovir
nos componentes da formulagdo (6leo, fase aquosa, tensoativo e co-tensoativo) foi avaliada a
partir da adicdo de quantidades conhecidas e variaveis do farmaco no veiculo, que foi mantido
em condicdo estatica (tubo com tampa, contendo 2 mL do solvente e 200 mg do farmaco) a
temperatura ambiente por 24 horas. Apoés este periodo, o potencial de solubilizacéo do aciclovir
no veiculo foi avaliado visualmente, ou quando possivel, determinado usando o método
espectrofotométrico no UV-Vis. Sendo assim, a selecdo da fase oleosa a ser usada foi baseada

na capacidade do veiculo em solubilizar o farmaco.

3.2.4. Construcao do diagrama de fases pseudo-ternario

O desenvolvimento de sistemas nanoestruturados para a incorporagdo do aciclovir foi
realizado a partir da construcéo de diagramas de fases pseudo-ternarios. Estes, foram obtidos
por titulagcbes com duas fases aquosas diferentes: Uma contendo o polietilenoglicol 400 (PEG
400) como co-solvente e outra que o co-solvente foi o glicerol (ou glicerina). Ambas fases

aquosas continham 40% v/v do co-tensoativo e 60% v/v de acido acético 0.5 mol/L. As fases
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aquosas (titulante) foram tituladas em misturas previamente preparadas do tensoativo
polissorbato 80 (Tween 80) misturado com a fase oleosa miristato de isopropila, em diferentes
proporcoes, de 1:9 p/p a 9:1 p/p (analito), como exemplificado na Figura 2. Cada adicdo de fase
aquosa foi realizada utilizando pipeta volumétrica em um intervalo de 5 minutos, com agitacéo

suave, e posterior observacgéo visual do sistema formado (OLIVEIRA et al., 2021).

Figura 2. Construcdo dos diagramas de fases por método titulométrico.

Titration with the
aqueous phase

=
- Phase separation

Micelle (O/A
microemulsion)

Qil and — S Inverted micelle
surfactant s (A/0

microemulsion)

Fonte: Da autora.

Ap0s a construcdo dos 2 diagramas de fases, foram selecionados e caracterizados alguns
pontos/sistemas, potencialmente do tipo microemuls@es e/ou cristais liquidos. Para a construcdo
dos diagramas, os sistemas foram identificados visualmente e caracterizados por observacéo

visual, conforme critérios mostrados na Tabela 1 e Figura 3.

Tabela 1. Carateristica dos diferentes tipos de sistemas formados no diagrama de fases
pseudoternario.

Tipo de Sistema Aspecto
Microemulséo Transparente ou translucido e apresentando
fluidez
Cristal liquido Transparente ou translucido, podendo
apresentar maior viscosidade
Emulsao Leitoso, opaco ou turvo
Instavel/Separacdo de fases Presenca de mais de uma fase, aparente

instabilidade




13

Figura 3. Tubos apos titulacOes realizadas na construcdo do diagrama de fases.
Conforme a ordem das fotos: Sugestivo de microemulsdo (estavel e fluida),
emulsdo opaca (instavel), emulsdo leitosa (instavel), separacédo de fases (instavel),
cristal liquido (estavel e viscoso), respectivamente.

Fonte: Da autora.

3.2.5. Incorporacdo da quitosana nas mesofases liquido-cristalinas

Levou-se em conta que a administracdo da formulacdo com aciclovir por via oral, com
a adicdo de quitosana de baixa massa molecular, na forma de uma composic¢éo fluida, visou
conferir propriedades mucoadesivas a preparagdo, visto que esta é uma propriedade bem
conhecida deste biopolimero. Nesta etapa considerou-se como um fator critico, o potencial da
quitosana alterar a organizacdo (estabilidade fisica) da microemulséo ou da mesofase liquido-
cristalina.

A adicdo de quitosana nas formulacdes foi feita substituindo uma parte da fase aquosa
(&cido acético 0,5 mol/L) pela dispersao de quitosana, mantendo o co-tensoativo (glicerina ou
PEG 400).

3.2.6. Incorporacéo do aciclovir nas formulages selecionadas
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Para o desenvolvimento das formulagdes para liberacdo oral de aciclovir, o farmaco
(200 mg) foi misturado nas preparacdes selecionadas (5 g). Levou-se em consideragédo o
potencial desta incorporacao do aciclovir alterar a organizacdo da mesofase liquido-cristalina e
avaliou-se se o farmaco permaneceria na forma sollvel ou suspensa nas formulacGes

selecionadas (dose de 40 mg de aciclovir por grama de formulagéo, 40 mg/g).

3.2.7. Estudo da transicéo de fase dos sistemas selecionados

A mudanca de viscosidade de formulacgdes isotropicas fluidas, que em contato com meio
liquido séo capazes de formar sistemas mais viscosos e com caracteristicas anisotropicas, foi
estudada, avaliando a capacidade do sistema em intumescer na presenca de liquido (fluido
gastrico simulado). Para a selecdo destes sistemas, capazes de sofrer transicao de fase, 0s pontos
no diagrama de fases pseudoternario foram identificados e a porcentagem de intumescimento
da formulacdo na presenga de FGSSE foi determinada, a temperatura ambiente, observando
visualmente os sistemas que permaneciam com aspecto de gel viscoso apds contato com
FGSSE. A estabilidade do cristal liquido formado ao longo do tempo imerso no FGSSE também
foi avaliada.

A porcentagem de intumescimento (ou swelling: absor¢cdo de FGSSE com transicéo de

fase) foi determinada pela equacdo 1, usando um método gravimétrico:

Equacéo 1

Peso da formulagdo ap6s absorver liquido — Peso do béquer vazio

Intumescimento (%) = x 100

Peso incial da formulacio — Peso do béquer vazio

3.2.8. Teste de centrifugacdo, determinacdo do pH e transparéncia das

microemulsdes

As formulacdes selecionadas contendo ou ndo aciclovir foram analisados quanto ao pH
(apos diluicao apropriada da formulagdo em &gua ultrapura). As formulacBes selecionadas
tambeém foram centrifugadas imediatamente ap6s o preparo a 3000 rpm (rotagdes por minuto)

por 15 minutos, a temperatura ambiente, a fim de se determinar sua estabilidade fisica como
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um sistema transparente de fase Unica. Ap6s a incorporagdo da quitosana, os sistemas foram
submetidos novamente a centrifugacdo (3000 rpm por 15 minutos) para avaliacdo da
estabilidade fisica.

As formulacdes que apresentaram fluidez e transparéncia foram avaliadas em
espectrofotbmetro com absorbancia em 570 nm. Foram consideradas translicidas as
formulacGes que apresentam absorbancia menor que 0,046 (equivalente a uma transmitancia

igual ou menor a 90%).

3.2.9. Andlise do potencial zeta, tamanho da goticula e indice de polidispersao

O potencial zeta, tamanho e polidispersdo dos sistemas foram analisados por
espectroscopia de correlacdo de foétons usando dispersao dindmica de luz em um equipamento
Zetasizer, modelo NanoSurf. Formulac@es fluidas, sugestivas de microemulsdes, e passiveis de
diluicBes, ainda se apresentando como sistemas translucidos, foram analisadas.

Para a realizacdo destas medidas, as microemulsdes foram diluidas sucessivamente em
um béquer até a limpidez (diluicdes de 10 a 50 vezes). As diluicBes para analise foram
realizadas em &gua ultrapura, fluido gastrico simulado (FGSSE) e salina, obtendo-se resultados
nestas trés condigdes.

3.2.10. Caracterizacdo reoldgica das formulaces selecionadas

O perfil reoldgico dos sistemas nanoestruturados e dispersdes de quitosana foram
avaliados usando um Redmetro Brookfield, modelo DV-III Ultra (Figura 4), acoplada a um
computador com o software Rheocalc v.3.2 Brookfield Endineering Laboratories. As anélises
foram realizadas com spindle CPE-51 e CPE-52 a 25°C. Realizaram-se as medi¢Oes em
velocidades progressivamente maiores para obtencdo das curvas ascendentes, nas rotagoes de
5 a 25 rpm (CPE-51) e de 5 a 15 rpm (CPE-52), seguidas de velocidades progressivamente
menores para obtencdo da curva descendente. O ensaio foi realizado em triplicata e os dados
ajustados a Lei da Poténcia (Power Law ou Otswald), seguindo a equacéo:
=K,

Em que: © = tensao de cisalhamento (Shear stress) (dina/cm2); K = indice de consisténcia (cP);

y = taxa de cisalhamento (Shear rate) (1/seg); n = indice de fluxo.
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A partir dos resultados, caracterizou-se 0 comportamento reoldgico das formulacoes
analisadas, determinando a viscosidade aparente (em centipdise, cP).

Figura 4. Rebmetro Brookfield, modelo DV-11I Ultra.

OV-TIT ULTRA
PROGRAMMABLE RHEOMETER

@ﬂ
" o

Fonte: Da autora.

3.2.11. Andlise estatistica dos resultados

Os resultados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) e teste Tukey para

comparacdo de médias com nivel de significancia maior ou igual a 5% e valor de p <0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Metodologia analitica por espectrofotometria para quantificacdo de aciclovir
Os resultados da validacdo analitica estdo apresentados na Tabela 2. Os resultados estdo
conforme o preconizado na RDC 167/2017, indicando confiabilidade do método para

determinacéo do aciclovir em FGSSE.

Tabela 2. Validacdo do método analitico para determinacdo de aciclovir diluido em FGSSE.

Parametro de validagéo Resultado (A =256 nm)
Linearidade (n=3) Y =0.0591 (£0.0001) X + 0.0119 (+0.0015)
Coeficiente de correlagdo de Pearson r > 0,990, com valor de r = 0.99898
Coeficiente de determinacéo r> = 0,99796
Intervalo (7 pontos) 1a18 pug/mL
Precisdo-intra-dias (3 pontos)! 0.22% a 0.49%, ou seja, < 2.0%

Precisdo inter-dias (3 pontos)? 0.46% a 0.85"%, ou seja, < 2.0%
Exatido (3 pontos)? 100.23% a 100.89%, ou seja, variou entre
98.0% a 102.0%

Legenda: !, Determinado pelo desvio padréo relativo;

2, determinado por porcentagem de recuperacdo (3 pontos, em triplicata, niveis baixo, médio e alto).

A seletividade do método foi alcancada somente quando a solucdo de excipientes foi
muito diluida. Em maiores concentracdes, excipientes como polissorbato 80, glicerina e 6leos
(miristato de isopropila) apresentaram absorbancia significativa na regido de comprimento de
onda méaxima onde ha maior absor¢do do aciclovir (250 a 280 nm) (Figura 5). A interferéncia
de excipientes como PEG400 foi menor, permitindo, por exemplo analise da solubilidade na
fase aquosa (Tabela 3). Os resultados em propilenoglicol foram levemente superiores aos
demais veiculos testados. Por analise visual, a solubilidade do aciclovir no polissorbato 80,
acido oleico e miristato de isopropila foi muito baixa, sendo visivel a presenca de cristais e
precipitacao.

A solubilidade do aciclovir em agua é dependente do pH (Figura 6), conforme ionizam-
se os grupos funcionais da molécula (SHOJAEI; BERNER; LI, 1998). Ademais, a solubilidade
em miristato de isopropila e polissorbato 80 tendem a ser menores que em agua (< 0.2 mg/mL),
conforme dados da literatura (AL-SUBAIE et al., 2015). Comparando os resultados da

solubilidade na fase aquosa e na fase oleosa, pode-se avaliar em qual componente da
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formulacdo o farmaco estara mais concentrado. Neste caso, pode-se presumir que o aciclovir
na forma sollvel tende a ter uma maior partilha para a fase aquosa, porém, de toda forma, a
quantidade de farmaco na formulacao deve ser muito alta, resultando em um sistema na forma

de suspensao.

Tabela 3. Solubilidade do aciclovir a temperatura ambiente nos veiculos (n=3).

Meio Resultado (mg/mL)
PEG400 2.2 (£ 0.205)
Propilenoglicol 3.7 (£ 0.101)
Acido acético 0,5 mol/L 1.8 (x0.127)
Acido acético 0,5 mol/L: PEG400 (40:60) 1.9 (x0.012)

Figura 5. Varreduras espectrais no UV-Vis
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Fonte: Da autora.

Figura 6. lonizag&o e solubilidade do aciclovir em meios aquosos.
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Fonte: Adapatado de dados de Shojaei, Berner e Li (1998).
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4.2. Diagramas de fases pseudoternrios

O diagrama construido usando a glicerina como co-solvente apresentou uma regiao
extensa indicativa da formacao de cristal liquido viscoso (do tipo gel semissdlido, sugestivo de
fases hexagonais ou cubica). Para isso, as porcentagens de tensoativo variaram de 15% a 75%.
O diagrama também apresentou uma area significativa indicativa de uma microemuls&o viscosa
ou de um cristal liquido mais fluido (do tipo fase lamelar). Tal fato pode estar associado a maior
viscosidade da glicerina, incorporada na fase aquosa, resultando em sistemas dispersos também
de maior viscosidade. A densidade da fase aquosa com PEG 400 foi de 1,09 g/mL, enquanto
que a densidade da fase aquosa com glicerina foi de 1,12 g/mL. O diagrama preparado usando
PEG400 como co-solvente apresentou uma maior regido indicativa de formacdo de
microemulsdo (de alta fluidez), com regides menores sendo sugestivas de cristal liquido (tanto
mais fluido, quanto mais viscoso).

Em ambos os diagramas, regides com maiores quantidades de agua (> 50%) e menores
concentracdes de tensoativo (< 25%) indicaram instabilidade aparente, com formacéo de
emulsdes opacas ou separacdo de fases. A separacdo de fases tendeu a ser mais evidente em
regides usando menores concentracoes de tensoativo (< 25%) e maiores concentracdes de fase
oleosa (> 65%). Com base na discussao, é possivel afirmar que a selecdo do co-solvente
interfere criticamente nos tipos de mesofases formadas. Imagens de microscopia de luz
polarizada serdo analisadas posteriormente, para caracterizar o tipo da mesofase formada
(cubica, hexagonal ou lamelar). As analises ndo foram realizadas, pelo fato do microscépio com

dispositivo de polarizagao estar em processo de aquisicao.

Figura 7. Resultado dos diagramas de fases pseudoternarios com os diferentes tipos de fase
aquosa. Em (A) o diagrama usando fase aquosa com glicerina. Em (B) o diagrama usando fase

aquosa com PEG 400.

0.50 0.75 0 025 0.50 075

Aqueous phase (%) Aqueous phase (%)
I suggestive of microemulsion [ Suggestive of liquid crystal I Phase separation

] Sug?elstlve of microemulsion or fluid liquid [T Suggestive of fluid liquid crystal [l Opaque dispersion
crysta

Fonte: Da autora.
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A formacdo esponténea de sistemas do tipo microemulséo e cristal liquido depende da
composicdo da fase aquosa, fase oleosa e tensoativo/co-tensoativo. A auto-organizacdo do
sistema liotropico liquido cristalino depende da composicdo da dispersdo, possuindo baixa
energia livre. Por isso, o equilibrio hidrofilo-lipofilo (EHL) é importante, de modo que a fase
oleosa e fase aquosa possam se dispersar, com 0 tensoativo promovendo sua estabilizacéo e
resultando em uma mistura termodinamica estavel. Considerando que o tensoativo polissorbato
80 (Figura 8) possui EHL de 15,8 e o miristato de isopropila (fase oleosa) possui um EHL
requerido de 11,5, é possivel deduzir que estes valores de EHL relativamente altos favorecem
a formacdo de dispersdes hidrofilicas. Estes valores também sdo relativamente proximos entre
si, 0 que indica que a mistura com a fase aquosa contendo co-tensoativo (PEG 400 ou glicerina)
possa favorecer a formacdo de mesofases liquido cristalinas, resultando em um valor muito
préximo entre o EHL do 6leo (miristato de isopropila) e do sistema tensoativo (co-tensoativo e
polissorbato 80).

O polissorbato 80 (tensoativo ndo i6nico utilizado na construcdo dos diagramas) é um
surfactante, emulsificante e agente molhante que foi utilizado buscando uma homogeneizacgéo
da formulacao 6leo/agua, de forma com que durante as titulagfes realizadas na construgdo do
diagrama de fases fossem obtidas formulacdes do tipo mesofase liquido-cristalina.

Figura 8. Estrutura quimica do Polissorbato 80 (Tween 80).

Fonte: Moffat, A. C., Osselton, M. D., & Widdop, B. (2009).

Desta maneira, o diagrama de fases preparado com glicerina apresentou significativo
potencial para selecdo de formulagdes com comportamento de transicdo de fase. Este
comportamento foi caracterizado por um aumento da viscosidade do sistema a partir da

absorcdo de agua, havendo transicdo de uma microemulsdo de alta fluidez para um cristal
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liquido viscoso (tipo gel semissolido), geralmente do tipo fase hexagonal. O cristal liquido
viscoso pode promover a difusdo lenta do farmaco incorporado, resultando em um sistema do
tipo matricial com potencial para liberacdo controlada do aciclovir por tempos prolongados.
Entretanto, é importante avaliar se o sistema ndo se desorganiza ap6s um tempo em contato cm
FGSSE, havendo formag&o de uma emulséo opaca.

O pH é&cido da fase aquosa (acido acético 0,5 mol/L) foi selecionado de modo a
promover a solubilizacéo do aciclovir, incorporando o farmaco preferencialmente em sua forma
solGvel (a0 menos uma parte), e facilitando também a incorporacéo da quitosana, visto que o
biopolimero precipita em valores de pH neutros ou alcalinos. Por isso, o pH de estabilidade da
dispersdo de quitosana foi um fator limitante no desenvolvimento da formulagé&o.

Estudos descritos na literatura, apontaram que a solubilidade do aciclovir em glicerol,
usado como co-tensoativo em um diagrama (Figura 7A), € muito maior (~153 mg/mL) que em
outros veiculos, melhorando a capacidade de carregamento da formulagdo com farmaco soltvel
(PATEL; SAWANT, 2007). Por conta disto, foi considerado como fase aquosa em um dos
diagramas estudados no projeto. O glicerol, também conhecido como 1,2,3-propan-triol, € um
liquido viscoso, incolor, inodoro e higroscopico, sendo caracteristico por apresentar
solubilidade em solventes polares e densidade de 1,261 kg/L. Além disso, a molécula possui
trés hidroxilas que lhe conferem caracteristicas hidrofilicas (FONSECA; SANTOS; LUCENA,
2017). Ja o PEG 400 usado em outro diagrama (Figura 7B) é um liquido viscoso, limpido,
incolor e com caracteristicas também hidrofilicas, sendo definido como um co-tensoativo que
possui acdo como agente dispersante e emulsionante, auxiliando na estabilizacdo fisica do
sistema disperso e promovendo a formagdo de consideravel regido de mesofase liquido-
cristalina.

A fase oleosa foi composta pelo miristato de isopropila (C17Hz402), um 6leo que possui

caracteristicas de um liquido incolor e inodoro, sendo constituido por ésteres alifaticos.

4.3. Sistemas selecionados apdés transicao de fases

A partir do resultado dos diagramas de fases pseudoternarios (Figura 7), algumas
formulacBes sugestivas de cristais liquidos ou microemulsdes estaveis foram selecionadas.
Apos selecdo destas formulacbes, foram centrifugadas (centrifugacdo de 3500 rpm a 15

minutos) e mantiveram-se estaveis.
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As formulacgdes selecionadas com fase aquosa contendo co-solvente glicerina foram

descritas na Tabela 4 e Figura 9.

Tabela 4. FormulacGes selecionadas com fase aquosa contendo glicerina.

NUmero/Tipo Miristato de Polissorbato 80 (%)  Fase aquosa (%)
isopropila (%)
1/Microemulséo A/O 50 40 10
2/Cristal liquido 50 25 25
3/Microemulsdo O/A 5 20 75

Legenda: A/O, agua em 6leo; O/A, 6leo em agua.

A formulagdo 1 (microemulsdo A/O) sofreu transicdo de fase com FGSSE, com
intumescimento de 19,8 £ 2,1%, porém formou uma dispersdo grosseira (aspecto opaco)
rapidamente (~5 minutos). A formulacdo 3 (microemulsdo O/A) diluiu infinitamente em
FGSSE (se dispersou no FGSSE, sendo visualizada de forma limpida) e apresentou absorbancia

em 570 nm de ~0.018, indicando translucidez, caracteristica de microemulsao.

Figura 9. Formulagdes contendo 25%, 75% e 10% de fase aquosa com glicerina,

apos centrifugacéo.

Fonte: Da autora.

As formulacdes selecionadas com fase aquosa contendo co-solvente PEG 400 foram

descritas na Tabela 5 e Figura 10.
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Tabela 5. Formulac@es selecionadas com fase aquosa contendo PEG400.

Numero/Tipo Miristato de Polissorbato 80 (%)  Fase aquosa (%)
isopropila (%)
1/Microemulséo A/O 60 30 10
2/Cristal liquido 25 55 20
3/Cristal liquido 20 55 25
4/Microemulsdo O/A 5 20 75

Legenda: A/O, 4gua em 6leo; O/A, 6leo em &gua.

A formulagdo 1 (microemulsdo A/O) sofreu transicdo de fase com FGSSE, com
intumescimento de 16,6 £ 2,8%, porém formou uma dispersdo grosseira (aspecto opaco)
rapidamente (~5 minutos). A formulacdo 4 (microemulsdo O/A) diluiu infinitamente em
FGSSE (se dispersou no FGSSE, sendo visualizada de forma limpida) e apresentou absorbancia

em 570 nm de ~0.046, indicando translucidez, caracteristica de microemulsao.

Figura 10. FormulacGes contendo 10%, 20%, 25% e 75% de fase aquosa

com PEG400, apo6s centrifugacéo.

Fonte: Da autora.

4.4. FormulacGes apoés a incorporagdo da quitosana
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Ap0s a adicdo do gel de quitosana e o teste de estabilidade fisica (centrifugacdo de 3500
rpm a 15 minutos), as formulagdes indicaram resultados varidveis quanto a estabilidade fisica,
apresentando precipitacdes do biopolimero em determinados sistemas. Quando o co-solvente
foi a glicerina (Figura 11), a formulagdo com menor teor aquoso (10%) indicou precipitacdo da
quitosana, observado um corpo de fundo, enquanto as formulagfes com 25% e 75% de fase
aquosa mantiveram-se estaveis. A formulagdo com 75% de fase aquosa apresentou absorbancia
de 0.014 a 570 nm, indicando translucidez, podendo ser diluida indefinidamente em contato
com FGSSE. O cristal liquido com 25% de fase aquosa apresentou swelling de 18,2%.

Quando o co-solvente foi PEG400 (Figuras 12 e 13), as formulagGes com menor teor
aquoso (10%, 20% e 25%) indicaram precipitacdo da quitosana, observado um corpo de fundo.
A formulacdo com 75% de fase aquosa manteve-se estavel, além disso, passou a formar um

cristal liquido em contato com FGSSE.

Figura 11. Formulacdes contendo 10%, 25% e 75% de fase aquosa com glicerina, ap6s a

incorporacdo de quitosana e centrifugacéo.

Microemulsao O/A
75%FA 1

Microemulsao

10% de FA 1

Fonte: Da autora.

Figura 12. Formulagdes contendo 10 e 20% de fase aquosa com PEG400, apds a

incorporacdo de quitosana e centrifugacéo.
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Microemulsao Cristal liquido
10% FA 2 20% FA 2
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Fonte: Da autora.

Figura 13. Formulacgdes contendo 25 e 75% de fase aquosa com PEG400, apos a

incorporacdo de quitosana e centrifugacao.

Cristal liquido semissélido
(alta viscosidade)
25%FA?2
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Fonte: Da autora.

4.5. Estabilidade das formulages em contato com FGSSE

Ap0s a realizacao da centrifugacdo dos tubos, contendo os sistemas com a incorporacao
de quitosana ou ndo, as formulagdes foram imersas em FGSSE a temperatura ambiente. A
formulacdo de microemulsdo O/A contendo 75% de fase aquosa com PEG400, sem quitosana,
em contato com FGSSE, apresentou uma diluicdo infinita. Entretanto, esta mesma formulacéo,
apos a incorporacdo da quitosana, quando em contato com FGSSE, formou uma mesofase

estavel em FGSSE, conforme figura 14.
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As outras formulagdes de microemulsdo sem quitosana, quando em contato com
FGSSE, passaram por transicdo de fase, se desestabilizando e formando emulsdes grosseiras.
A figura 14 (canto direito) mostra uma formulacdo em que o sistema perdeu a estabilidade

fisica, ficando com aspecto opaco/leitoso.

Figura 14. As imagens na figura representam, respectivamente: A) formulagdo de
microemulsdo O/A com 75% de fase aquosa com PEG400 sem quitosana, apds contato com
FGSSE. B) Formulacdo de microemulsdo O/A com 75% de fase aquosa com PEG 400 com
quitosana, apos contato com FGSSE, formando um cristal liquido estavel. C) Cristal liquido

com fase aquosa com PEG400 sem quitosana, que se desestabiliza em contato com FGSSE.

Figura: Da autora.

A partir destes resultados € possivel identificar que a incorporagdo da quitosana nas
formulacdes selecionadas permitiu maior viscosidade ao sistema. Estas caracteristicas de
transicdo de fase, com aumento da viscosidade aparente da formulacdo, séo eficientes para
demonstrar uma incrementacdo do potencial mucoadesivo destas preparacdes ap6s a adi¢ao do
biopolimero. Isto ocorrerd in situ, ap6s a administracdo de uma formulagéo fluida que se tornara

viscosa e mucoadesiva.

4.6. Incorporacao do aciclovir nas formulacdes
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O farmaco aciclovir (200 mg) na forma de um p6 branco foi incorporado no sistema,
que ficou com aspecto branco/opaco, caracteristica do insumo farmacéutico ativo. Tal fato
indicou uma supersaturacdo das formulacdes compostas por fase aquosa com glicerina e PEG
400. Sendo assim, o aciclovir se manteve de forma suspensa, como mostrado na figura 15, visto
que o farmaco ndo se solubilizou totalmente nas formulac6es. Além disso, ndo foi possivel
concluir a anélise espectrofotométrica no UV-Visivel, pois os resultados apos a incorporacao
do farmaco ndo foram confiaveis, visto haver interferéncia significativa dos excipientes no
método analitico (Tween 80 e Glicerina absorvem em comprimento de onda similar ao

Aciclovir).

Figura 15. Formulagdes com quitosana e incorporacdo de aciclovir (40 mg/g). Em A,
formulacdo de microemulsdo com 10% de fase aquosa com glicerina. Em B, formulacéo de
cristal liquido com 25% de fase aquosa com glicerina. Em C, formulacéo de microemulsdo com
10% de fase aquosa com PEG400. Em D, formulag&o de cristal liquido com 20% de fase aquosa

com PEG400. Em E, formulacéo de cristal liquido com 25% de fase aquosa com PEG400.

Figura: Da autora.

4.7. Andlise do potencial zeta, distribuicdo de tamanho de goticulas e indice de
polidispersao

A seguir, estdo apresentados 0s resultados das andlises das microemulsdes por

espectroscopia de correlagdo de fotons, na Tabela 6 e na Figura 16.
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Tabela 6. Resultado da analise em Zetasizer das formulacfes de microemulsdes (ME), com
75% de fase aquosa.

. Potencial zeta  Condutividade . Dlame:[ro_
Formulacéo hidrodinamico PDI
(mV) (mS/cm)
(nm)
ME com
glicerinal, em 104023 38107 1751+0.15  0.180 +0.010
FGSSE
1
ME,;;"E;?;“ 0.4%30 341403 1822152  0.199 +0.093
1
ME, Z?;“é;'jf“oo 13408 0236+01  1673+044  0.03+0.036
2
ME, g;”;;ﬁg‘mo 16201 154+ 12 185+0.1  0.144 +0.010
2
ME, Ce?;nazljfmo 734422 02+0.1 204£03  0.279+0.008
3
ME1e‘;§rEgSE§E4OO 72416 271+127  3054:083 0472+0.026
3
ME, g;rr;;ﬁgmo 9.9+19 142£070  27.35+061  0.423+0.006
3
ME, ce?;nézljfm 10.0 + 1.5 0.7+0.1 Alto PDI Alto PDI
4
ME’e‘r’:r;gSEsE“OO 8.4+ 14 30.7+16 215411  0.271+0033
4
ME, gr‘:]msjﬁg“oo 79404 141+07 222+05  0.310%0.020
4
ME, ce?Tr]néZEf‘m 6.3+ 25 02+0.1 254£02  0.358+0.013
5
ME’E‘;:?GPSESGE“OO 8.6+0.6 215+07 Alto PDI Alto PDI
5
ME, 222555400 82+10 14.1+05 34.7+49  0.456+0.047
5
ME, ‘;‘?;“é;'jf“oo 174127 07+0.1 423+32 04300017
Legenda:

! Fase aquosa: 30% Co-solvente + 45% acido acético 0.5 mol/L;

2 Fase aquosa: 30% Co-solvente + 35% &cido acético 0.5 mol/L + 10% de dispersdo de quitosana a 5%;
% Fase aquosa: 30% Co-solvente + 25% écido acético 0.5 mol/L + 20% de dispersdo de quitosana a 5%;
* Fase aquosa: 30% Co-solvente + 15% acido acético 0.5 mol/L + 30% de disperséo de quitosana a 5%;
% Fase aquosa: 30% Co-solvente + 45% de disperséo de quitosana a 5%;

PDI, indice de polidisperséo.
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Figura 16. Distribuicdo de tamanho (didmetro hidrodindmico) - Microemulséo com fase
aquosa: 30% Co-solvente (PEG400) + 35% acido acético 0.5 mol/L + 10% de dispersao de
quitosana a 5% diluida em A) agua; B) salina; Microemulsdo com fase aquosa: 30% Co-
solvente (PEG400) + 15% 4&cido acético 0.5 mol/L + 30% de dispersdo de quitosana a 5%
diluida em C) FGSSE; D) salina.

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
2Z-Average (d.nm): 20,59 Peak 1: 18,65 86,4 5,925
Pdi: 0,280 Peak 2: 9593 136 439,6
Intercept: 0,950 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality : Good
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Fonte: Da autora.

Observa-se pelos resultados na Tabela 6, que as formulacBes sem quitosana tiveram
potencial zeta proximo a neutralidade, em torno de zero, o que é esperado tendo em vista que 0
polissorbato 80 é um tensoativo ndo idnico. A incorporacao de quitosana aumentou o potencial
zeta, atribuindo carga positiva as goticulas, na maioria dos casos, variando de +7 a +10 mV.
Visto que a quitosana apresenta carga positiva, sendo um polieletrélito, assume-se que a mesma
pode se depositar na interface contendo tensoativo, modificando a superficie das goticulas. As
medidas foram realizadas em meios com diferentes forgas i6nicas e pH, de modo a verificar o
efeito no didmetro hidrodinamico e potencial zeta. Entretanto, efeitos significativos ndo foram
identificados. No geral, o tamanho variou entre 15 a 30 nm, apds diluicdo das microemulsdes,
e o PDI variou de 0,1 a 0,45. O ideal sdo valores de PDI inferiores a 0,3, indicando distribuicéo
mais homogénea de tamanho. A analise em FGSSE simula melhor a distribui¢do de tamanho
da microemulsdo apds administracdo oral, entretanto, a caracterizagdo fisico-quimica também
é importante, por isso, realizaram-se as medidas em agua e salina. Em alguns casos, quando o
potencial zeta é menor que 20 mV, em modulo, aglomeracGes podem ser identificadas,
conforme visualizados na Figura 16 (A, C e D), com a presenga de um pico de maior tamanho
(~1000 nm), o que reflete aumentando o PDI.

4.8. Caracterizacdo reoldgica

A analise em gel de quitosana foi realizada logo apds a preparacdo (analise realizada em
trés dias diferentes), apos 24 horas e apos 1, 2, 3 e 4 semanas. O resultado da caracterizacdo
reoldgica foi realizado usando spindle CPE-51, com 5 a 25 rota¢es por minuto, sendo indicado
conforme resultados na Tabela 7 e Figura 17. Observou-se que a dispersao apresentava-se com
maior viscosidade aparente logo ap6s o preparo, com perda significativa de consisténcia dentro
do periodo de 1 més. Conforme os valores de indice de fluxo, enquanto a preparagdo é mais
viscosa, 0 valor situa-se em aproximadamente 0.77, indicando comportamento ndo-newtoniano,
do tipo pseudoplastico. Até 24 h apds o preparo, € possivel observar tendéncia de
comportamento dependente do tempo, tixotropico, visto que a viscosidade aparente dada pelo
indice de consisténcia é maior na curva ascendente do que na curva descendente. Apos 1

semana, a tendéncia de comportamento tixotropico ja ndo € mais observada e o indice de fluxo



tende a se aproximar de 1, o que é caracteristico de fluidos newtonianos. Pode-se presumir falta
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de estabilidade da quitosana, provavelmente com degradacdo das cadeias poliméricas,

reduzindo o peso molecular e a viscosidade aparente.

Tabela 7. Reologia da dispersédo de quitosana a 5% em acido acético 0,5 mol/L a 3% (n=3).
Na primeira linha, a curva ascendente (5 a 25 rpm), e na segunda linha, a curva
descentende (25 a 5 rpm).

Disperséao de indice de consisténcia indice de Confianca de ajuste
i (cP) fluxo (%)
quitosana
Recém- 6053.0 £ 397.4 0.76 £ 0.02 98.9+0.1
preparada 5361.7 + 46.2 0.78 +0.01 99.1+0.1
Recém- 5745.3 + 335.3 0.76 £ 0.02 99.1+0.2
preparada 5527.0 + 26.2 0.77 +0.01 99.1+0.1
Recém- 5806.7 + 336.8 0.76 £ 0.01 99.0+0.1
preparada 5525.7 + 77.8 0774001  992+0.1
Apdbs 24 h 4150.3 + 556.8 0.80 +0.02 99.0+0.2
4034.7 £ 170.4 0.80+0.01 99.1+0.2
1 semana 1496.3 £ 29.8 0.89 +£0.01 99.2+0.1
1485.7 £+ 54.5 0.90+0.01 99.3+0.3
2 semanas 4359+ 195 0.98 £ 0.01 994 +0.1
467.7 £ 43.7 0.96 + 0.02 99.6 +0.3
3 semanas 341.6 £26.2 0.98 + 0.02 99.5+0.3
3205+ 16.9 0.99 + 0.02 995+0.2
4 semanas 149.2 +0.2 1.02+0.01 99.2+0.2
132.3+13.3 1.04 +0.02 98.9+0.2

Figura 17. Curvas indicativas da viscosidade aparente das formulacbes de dispersdo de

quitosana. A primeira curva em tempo zero e a segunda curva apds duas semanas. Analises

realizadas a temperatura ambiente.
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Figura: Da autora.

As formulagdes descritas na Tabela 8 foram analisadas usando spindle CP52 com 5 a
15 rotagdes por minuto. Porém, com a incorporacdo de quitosana no sistema contendo 75% de
fase aquosa, a viscosidade aparente foi muita alta, apresentando resultado > 1 milhdo cP, acima
dos limites de detecgdo do equipamento. A microemulsdo sem quitosana apresentou menor
viscosidade aparente, e indice de fluxo préoximo a 0.9, indicando leve tendéncia a
pseudoplasticidade. Entretanto, microemulsdes tendem a apresentar comportamento
newtoniano. A associacdo de quitosana produziu aumento na viscosidade, nitidamente
induzindo a transicdo de fase no sistema. Modificando levemente as porcentagens dos
componentes, foi possivel obter um sistema menos viscoso para caracterizacdo do perfil
reoldgico. Nestas preparacdes, o indice de fluxo diminuiu mais, aproximando-se de 0.6,
caracterizando pseudoplasticidade. Estes resultados sdo de suma importancia para o projeto e
sua continuidade, no futuro, visto que transicfes de fase sdo possiveis com ligeiras variacGes
na composicdo, sendo possivel realizar a caracterizacdo reoldgica dentro dos limites de
deteccdo para formulacGes contendo quitosana. Os resultados estdo também apresentados na
Figura 18.

A variagdo da quantidade de quitosana na formulagdo, também foi avaliada, buscando
modular a viscosidade do sistema. As anélises foram efetuadas usando spindle CP52 com 5 a
15 rotagdes por minuto. A fase aquosa sem quitosana (75%) pode ser subdivida em 45% de
acido acético 0,5 mol/L e 35% de PEG400. Modificando a fracdo de &cido acético 0,5 mol/L
por dispersao de quitosana, ou seja, acrescentando 10%, 20% e 30% de dispersdo de quitosana,
e completando o restante com acido acético 0,5 mol/L até alcancar 45%, foi uma estratégia

investigada para analisar os efeitos do polimero na consisténcia das preparagfes. O que se
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observou na Tabela 8, é que a viscosidade do sistema foi menor, quando até 30% de quitosana
foi associada as preparagdes. N&o houve diferenca significativa entre as preparacoes.

Tabela 8. Reologia das formulagbes (n=3). Na primeira, a curva ascendente (5 a 15 rpm), e na

segunda linha, a curva descentende (15 a 5 rpm).

Formulacéo indice de indice de Confianca de
consisténcia (cP) fluxo ajuste (%)
ME PEG 196.2 + 37.3 0.85+£0.05 95.3+20
145.3 £ 66.8 0.93+£0.10 96.2+0.8
ME PEG DILUIDA 79.7 £60.1 088+0.15 935+21
103.4 + 31.7 079+006 92.7+1.6
ME PEG QUI DILUIDA 11039.0 £ 354.2 068+0.01 99.2+04
11509.3 + 1045.6 0.67+0.02 99.6+0.2
ME PEG QUI DILUIDA (1 6460.0+443.1 0.64+0.02 98.7+0.2
semana) 6459.3 + 116.6 0.64+001 98.9+0.7
ME PEG QUI DILUIDA (2 8875217 098+0.01 99.6+0.3
semanas) 1051.0 + 38.5 093+001 99.5+0.3
Legenda:

ME PEG: 5% Miristato de isopropila + 30% PEG400 + 45% Acido acético 0,5 mol/L + 20%
Polissorbato 80;

ME PEG QUI: 5% Miristato de isopropila + 30% PEG400 + 45% Dispersao de quitosana a 5% + 20%
Polissorbato 80 — Né&o foi possivel analisar, muito viscosa (> 1 milhdo cP);

ME PEG DILUIDA: 4.3% Miristato de isopropila + 26% PEG400 + 52.2% Acido acético 0,5 mol/L +
17.4% Polissorbato 80;

ME PEG QUI DILUIDA: 4.3% Miristato de isopropila + 26% PEG400 + 52.2% Dispersio de quitosana
a 5% + 17.4% Polissorbato 80.

Figura 18. Curvas indicativas da viscosidade aparente das formula¢fes de microemulsdo com
4.3% de fase oleosa + 26% de PEG 400 + 52.2% acido acético 0,5 mol/L + 17.4% polissorbato
80. A primeira curva sem quitosana e a segunda curva com a dispersdo de quitosana

incorporada, aumentando a viscosidade aparente.
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Fonte: Da autora.

Tabela 9. Efeito da variacdo da quantidade de quitosana nos sistemas dispersos (n=3). Na
primeira, a curva ascendente (5 a 15 rpm), e na segunda linha, a curva descentende

(15a5 rpm).
Formulacéo indice de consisténcia indice de Confianca de ajuste
(cP) fluxo (%)
ME PEG QUI 104954 0.93+£0.01 99.3+04
2 1148+ 1.6 0.91+0.01 99.3+0.2
ME PEG QUI 118.3+5.3 0.92+0.01 99.4+0.3
3 115.0+ 4.7 0.92+0.01 99.5+0.1
ME PEG QUI 835+6.4 0.94 +0.01 98.8+0.2
4 945+0.1 0.91+0.01 99.2+0.1
Legenda:

ME PEG QUI 2: 5% Miristato de isopropila + 30% PEG400 + 35% Acido acético 0,5 mol/L + 10%
Disperséo de quitosana a 5% + 20% Polissorbato 80;

ME PEG QUI 3: 5% Miristato de isopropila + 30% PEG400 + 25% Acido acético 0,5 mol/L + 20%
Dispersao de guitosana a 5% + 20% Polissorbato 80;

ME PEG QUI 4: 5% Miristato de isopropila + 30% PEG400 + 15% Acido acético 0,5 mol/L + 30%
Dispersao de quitosana a 5% + 20% Polissorbato 80.
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As formulagfes preparadas com co-solvente glicerina também foram caracterizadas
quanto ao perfil reoldgico, indicando caracteristicas similares aquelas com PEG400 (Tabela
10). Observou-se tendéncia a reducédo de viscosidade aparente do sistema com o tempo, assim
como na dispersado de quitosana, com mudanca do indice de fluxo, tendendo incialmente a
pseudoplasticidade e depois do armazenamento apresentando comportamento newtoniano. Esta
perda de consisténcia também foi relacionada a degradacéo da quitosana em meio acido.

Tabela 10. Sistemas dispersos preparados com glicerina como co-solvente na fase aquosa
(n=3). Na primeira, a curva ascendente (5 a 15 rpm), e na segunda linha, a curva
descentende (15 a5 rpm).

Formulacéo Indice de consisténcia indice de fluxo Confianca de
(cP) ajuste (%)
ME GLI 148.2 £ 94.9 0.83+0.12 96.2+25
94.7 £ 26.0 0.91+0.06 95.3+1.9
ME GLI QUI 5440 + 790.2 0.73£0.05 98.3+0.5
4586 + 369.6 0.73+£0.04 974+1.0
ME GLI QUI 10387.3+588.3 0.69 £ 0.01 99.5+£0.3
DILUIDA 12095.0 + 1905.3 0.65 £ 0.03 99.1+£0.7
ME QLI QUI 54605 £ 1133.3 0.47 £0.07 96.4+1.1
DILUIDA 4669.0 + 843.6 0.52 £ 0.06 97.2+15
(1 semana)
ME GLI QUI 391.5+67.5 0.96 £ 0.06 985114
DILUIDA 335.3+36.8 1.00 £ 0.03 99.0+04

(2 semanas)

Legenda:

ME GLI: 5% Miristato de isopropila + 30% Glicerina + 45% Acido acético 0,5 mol/L + 20%
Polissorbato 80;

ME GLI QUI: 5% Miristato de isopropila + 30% Glicerina + 45% Dispersdo de quitosana a 5% + 20%
Polissorbato 80;

ME GLI DILUIDA: 4.3% Miristato de isopropila + 26% Glicerina + 52.2% Acido acético 0,5 mol/L +
17.4% Polissorbato 80;

ME GLI QUI DILUIDA: 4.3% Miristato de isopropila + 26% Glicerina + 52.2% Dispersio de quitosana
a 5% + 17.4% Polissorbato 80.
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5. CONCLUSAO

As formulacdes foram desenvolvidas e selecionadas para a incorporagédo do aciclovir,
demonstrando baixa capacidade de solubilizacdo do farmaco no sistema. Assim, a estratégia é
o0 delineamento de formulagdes de suspensdo, em que o sistema estara saturado com aciclovir
e ainda particulas insoluveis estardo homogeneamente dispersas na formulagdo. Estes
resultados permitiram identificar e explorar possiveis formulacGes a serem otimizadas em
estudos futuros para incorporacdo do aciclovir, e posteriormente conduzir ensaios in vitro
(liberacdo) e ensaios in vivo em modelos animais (farmacocinética em ratos). A avaliagdo do
carregamento do farmaco também se faz necesséria, com padronizacdo de método
cromatografico, devido as interferéncias demonstradas pela metodologia por
espectrofotometria no UV-Vis. Para determinar a incorporacdo, tendo em vista que somente
resultados preliminares foram obtidos, anélises por cromatografia liquida de alta eficiéncia
serdo realizadas em uma proposta de continuidade. E importante destacar que atualmente o
aciclovir pode ser encontrado na forma farmacéutica suspensdo, entretanto, o uso do
medicamento resulta uma baixa biodisponibilidade do farmaco por via oral (~30%).

Identificaram-se sistemas dispersos nanoestruturados de diferentes viscosidades e
passiveis de sofrer alteracdo de fase em contato com FGSSE. Sendo assim, as formulacdes tém
potencial mucoadesivos. A incorporacdo de quitosana € um fator adicional que pode contribuir
para aumentar o tempo de permanéncia da formulacdo em contato com a mucosa, tornando
maior a absorcao oral do aciclovir e consequentemente sua biodispobibilidade. Além disso, a
quitosana pode ser associada aos sistemas dispersos com maior teor aquoso, aumentando a
estabilidade fisica do sistema em contato com FGSSE e o valor de potencial zeta. Estes

resultados representam uma inovacgdo incremental deste trabalho.
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