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RESUMO

O aciclovir ¢ um farmaco antiviral, derivado da guanina, utilizado no tratamento do Herpes
virus. Sua absor¢do oral ¢ limitada, com uma biodisponibilidade que pode variar entre 10% e
30% devido a suas caracteristicas fisico-quimicas. De acordo com o Sistema de Classificagdo
Biofarmacéutica (SCB), o aciclovir ¢ classificado como um farmaco da Classe III, caracterizado
por alta solubilidade e baixa permeabilidade. Quando ¢ necesséaria uma terapia antiviral com
doses elevadas de aciclovir, a administragdo intravenosa lenta se faz necessaria, o que pode
gerar incomodos ao paciente. Portanto, ¢ relevante desenvolver formulagdes orais de liberagao
modificada do aciclovir e com propriedades mucoadesivas, com o objetivo de potencialmente
aumentar a biodisponibilidade do farmaco. Para isso, os ensaios de liberagdo e mucoadesdo in
vitro sdo essenciais no desenvolvimento de formulagdes, sendo necessaria a quantificagdo do
farmaco para a triagem das formulagdes mais promissoras. Dessa forma, a validacdo de
métodos analiticos aplicados a quantificagdo de farmacos no Brasil comumente ¢ realizada
conforme a Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) 166/2017 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa). Assim, o objetivo deste trabalho é desenvolver e validar um
método analitico baseado em cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector ultravioleta
(CLAE-UV) para a analise do aciclovir nas etapas de desenvolvimento de formulagdes com
propriedades mucoadesivas. Os resultados mostraram que o método analitico por CLAE-UV
possibilitou a quantificacdo do aciclovir, e permitiu a separacdo da guanina (principal
impureza), demonstrando seletividade, linearidade, precisdo e exatiddo e sensibilidade, em
conformidade com a RDC 166/2017, incluindo complementagdes do trabalho proposto por
Marson e colaboradores (2020). Dessa forma, os resultados esperados foram atingidos, € o
método CLAE-UV pode ser utilizado como uma ferramenta pratica para quantificacao durante

o desenvolvimento farmacotécnico de novos medicamentos contendo aciclovir.

Palavras-chave: Aciclovir, Cromatografia Liquida, Valida¢do Analitica, Mucoadesao.



ABSTRACT

Acyclovir is an antiviral drug, derived from guanine, used in the treatment of Herpes virus
infections. Its oral absorption is limited, with a bioavailability that can vary between 10% and
30% due to its physicochemical characteristics. According to the Biopharmaceutical
Classification System (BCS), acyclovir is classified as a Class III drug, characterized by high
solubility and low permeability. When high doses of acyclovir are required for antiviral therapy,
slow intravenous administration becomes necessary, which can cause discomfort to the patient.
Therefore, it is relevant to develop oral modified-release formulations of acyclovir with
mucoadhesive properties, aiming to potentially increase the drug's bioavailability. For this
purpose, in vitro release and mucoadhesion assays are essential in the formulation development
process, requiring drug quantification to screen the most promising formulations. Thus, the
validation of analytical methods applied to drug quantification in Brazil is commonly performed
in accordance with Resolution RDC 166/2017 of the Brazilian Health Regulatory Agency
(ANVISA). In this context, the objective of this project is to develop and validate an analytical
method based on high-performance liquid chromatography with ultraviolet detection (HPLC-
UV) for the analysis of acyclovir during the development stages of formulations with
mucoadhesive properties. The results showed that the HPLC-UV analytical method enabled the
quantification of acyclovir and allowed the separation of guanine (the main impurity),
demonstrating selectivity, linearity, precision, accuracy, and sensitivity, in compliance with
RDC 166/2017 and additional recommendations proposed by Marson and collaborators (2020).
Thus, the expected outcomes were achieved, and the HPLC-UV method can be used as a
practical tool during the pharmaceutical development of new drug products containing

acyclovir.

Keywords: Acyclovir, Liquid Chromatography, Analytical Validation, Mucoadhesion.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

HSV-1 Herpes virus simples tipo 1

HSV-2 Herpes virus simples tipo 2

HHV-3 Virus Varicela Zoster

CLAE-UV Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecc¢ao na regiao do
ultravioleta visivel

SNC Sistema Nervoso Central

SCB Sistema de classificacdo biofarmacéutica

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

FDA Food and Drug Administration

pppACV Trifosfato de aciclovir

ACV Aciclovir

dGTP Trifosfato de desoxiguanosina

LoD Limite de Detecgao

LoQ Limite de quantificacao

MRC Material de Referéncia Certificado

SQR Substancia Quimica de Referéncia

EMA Agéncia Europeia de Medicamentos

TGI Trato Gastrointestinal

TA Tampado acetato

OMS Organizacdo Mundial de Satde

UV-Vis Ultra violeta visivel
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1 INTRODUCAO

As doengas infecciosas virais representam um grave desafio a saude global. Apesar dos
esfor¢os continuos na busca por novos farmacos antivirais, os avangos tém sido modestos, uma
vez que a maioria desses compostos apresenta aplicacdes restritas. Como resultado, poucos

deles recebem aprovacgdo das autoridades regulatérias para uso clinico (Barreiro, 2015).

Os herpesvirus sdo capazes de causar uma ampla variedade de doengas humanas. O
virus Herpes Simplex (HSV) faz parte da familia Herpesviridae e ¢ subdividido em dois
sorotipos: HSV-1, associado ao herpes labial, e HSV-2, responsavel pelo herpes genital. Entre
suas caracteristicas biologicas, destacam-se o rdpido crescimento celular, a capacidade de
infectar uma ampla variedade de hospedeiros e a habilidade, comum a todos os herpesvirus, de

permanecer latente nas células dos hospedeiros por periodos indefinidos (Santos et al., 2021).

O aciclovir, um andlogo sintético da 2'desoxiguanosina, ¢ atualmente o agente mais
eficaz e seletivo contra os virus do grupo Herpes. E considerado o tratamento de escolha para
as infec¢des causadas pelo HSV devido a sua alta afinidade pelos virus herpéticos e baixa
citotoxicidade as células do hospedeiro. Esse farmaco ¢ especialmente eficaz no tratamento do

herpes labial e herpes genital (Golan, 2014; Rang, et al., 2020).

No entanto, o aciclovir possui uma absor¢ao limitada quando administrado por via oral,
devido a sua baixa solubilidade em 4gua, as caracteristicas da sua estrutura molecular e a curta
meia-vida bioldgica. Por isso, € necessario realizar administracdes frequentes em altas doses
para manter as concentragdes plasmaticas do firmaco dentro dos niveis terapéuticos. Assim, ha
um interesse constante no desenvolvimento de uma formulacdo oral que aumente a

biodisponibilidade do farmaco (Golan, 2014; Rang, ef al., 2020; Carvalho et al, 2010).

A mucoadesdo, ou bioadesdo, ¢ o processo pelo qual dois materiais, sendo pelo menos
um deles de natureza bioldgica (como mucosa ou pele), permanecem unidos por determinado
periodo de tempo. Esse fendmeno € influenciado por diversos mecanismos e, no caso da mucosa
intestinal, esta relacionado as interagdes ndo covalentes entre 0 muco (que contém mucina e
agua) e os componentes das formulagdes (como polimeros e formulagdes viscosas). O potencial
desses sistemas estd na capacidade de prolongar o tempo de permanéncia da formulagao

farmacéutica no local de acdo ou absor¢ao, aumentando o contato do farmaco com a mucosa.



Esse aumento no tempo de residéncia, aliado a libera¢do controlada, pode contribuir para a
manuten¢do de concentragdes terapéuticas no local de acdo ou absor¢do, o que pode, por sua
vez, melhorar a eficciéncia terapéutica e reduzir a necessidade de doses e frequéncias de
administracao. Esse efeito ¢ particularmente relevante na administragao oral de medicamentos,
pois pode favorecer a absor¢do intestinal do farmaco (Chowdary; Rao, 2004; Carvalho et al,
2010; Carvalho, Chorilli; Gremido, 2014). Dessa forma, a pesquisa por formulagdes para
administracao de farmacos com propriedades mucoadesivas ¢ muito importante, no sentido de

melhorar a terapéutica, sobretudo, de farmacos de baixa permeabilidade intestinal.

Metodologias in vitro sdo importantes no delineamento de novas formulagdes,
reduzindo o nimero de experimentos in vivo. A partir do uso destas metodologias, que
mimetizam condigdes fisioldgicas, € possivel predizer o comportamento do medicamento em
processo de desenvolvimento no organismo. Com isso, ¢ possivel fazer uma triagem de um
grande numero de formulagdes a partir de ensaios in vitro de maior simplicidade e menor custo,
e depois selecionar as formulagdes mais promissoras, obtendo maior chance de alcangar

resultados inovadores nos ensaios pré-clinicos ou clinicos.

A caracterizacdo da mucoadesao de uma formulacio pode ser realizada pelo método de
gotejamento em fluxo, usando intestino de suinos excisado, indicando quais sistemas podem
promover um aumento do tempo de permanéncia das formulagdes em contato com a mucosa

(Smart, 2005).

Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia analitica que permita
quantificar o aciclovir para futuras aplicacdes em estudos de liberacdo e mucoadesdo in vitro

na triagem de novas formulagdes orais contendo este fArmaco.

2  OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Validar método analitico para quantificagdo do aciclovir por cromatografia
liquido de alta eficiéncia (CLAE) em meio tampao acetato pH 4,5 em amostras
coletadas em estudos in vitro para caracterizagao da mucoadesao das novas

formulagdes.



2.2 Objetivos especificos

a) Definir o intervalo/faixa de trabalho para o qual o método sera validado;
b) Atestar a linearidade do método por meio do preparo de curvas analiticas;

c) Atestar seletividade, precisdo, exatidao, LD e LQ por meio de ensaios preconizados na

RDC 166/2017;

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Herpes

Os virus Herpes Simplex do tipo 1 € 2 (HSV-1 e HSV-2) sdo neurotrdpicos e causam lesdes
mucocutaneas, orofaciais e genitais, podendo ocasionar também infec¢do ocular e encefalite.
Ja o alfa-herpesvirus HHV-3 (herpesvirus de humanos 3 ou virus da varicela-zoster) € o
causador da varicela (ou catapora). No entanto, em adultos com algum tipo de imunossupressao,
principalmente idosos, o HHV-3 sofre reativacdo e provoca o aparecimento do herpes-zoster,
que pode causar complicagdes, principalmente, neuralgia pos-herpética. Além das diferentes
patologias, os membros da familia Herpesviridae causam infec¢des persistentes latentes por

toda a vida dos hospedeiros e podem ser reativados (Santos ef al., 2021).

3.2 Epidemiologia

A prevaléncia de infec¢ao pelo HSV-1 e HSV-2 ¢ de 60% a 80% na populagdo mundial,
0 que pode significar que ha um vasto reservatorio viral. Dito isso, a prevaléncia de infec¢ao
pelo HSV-1 ¢é de 40% aos 15 anos de idade, e de 60 a 90% em adultos. Em paises desenvolvidos,
ela é de 20% aos 5 anos de idade, e de 40 a 60% entre 20 e 40 anos. Em populagdes ndo expostas
a fatores de risco, como a imunossupressao, esta prevaléncia tende a se elevar linearmente com

a idade, com picos durante a infancia e a adolescéncia. Nos Estados Unidos, o virus varicela-



zoster (HHV-3) ¢ responsavel por mais de 9.000 hospitalizagdes anualmente. Sua maior

prevaléncia ¢ na faixa etdria de 4 a 10 anos (Geller et al., 2012; Freer et al., 2018).

A varicela tem uma taxa de infecgdo de 90%. Dados do Ministério da Saude (2024)
mostram que, no Brasil, no periodo entre 2014 a 2024, foram registradas 3.035 internag¢des que
evoluiram para dbito por varicela/herpes-zoster com ou sem outras complicagdes, com destaque
na faixa etaria da populagdo dos maiores de 79 anos com 1.191 (39,2%). Em 2019 foi registrado
o maior nimero de obitos por varicela/herpes-zoster com 407 (13,4%), enquanto que nos anos
de 2021 e 2024 foram registrados os menores numeros de dbitos com 261 (8,6%) e 154 (5,1%),

respectivamente (Brasil, 2024).

3.3 Transmissao

A transmissao viral ¢ dependente de um contato intimo de um hospedeiro suscetivel com
alguém que esteja excretando ativamente os HSV-1, HSV-2 ou HHV-3, quer esteja
manifestando os sintomas clinicos ou ndo. Os virus penetram no organismo pelo contato direto
com a pele apresentando alguma lesdo, ou através das mucosas da boca ou genital. Os virus
podem ser transmitidos quando presentes em fluidos corporais como saliva, s€men e secregoes
cervicais, ou no liquido das vesiculas caracteristicas da infec¢do, que sdo bolhas agrupadas em
formatos similares a “cachos de uva”. O risco da infeccdo ¢ maior quando ocorre o contato

direto com o liquido das vesiculas durante os episodios de herpes (Santos ef al., 2021).

3.4 Sintomas

As pessoas que ainda ndo possuem anticorpos preexistentes aos herpes virus desenvolvem
a infec¢do primaria apds o primeiro contato com os virus. No HSV-1 e HSV-2, no geral, as
manifestagdes mais prevalentes sdo a herpes orofacial e herpes genital, que geram vesiculas
dolorosas nas regides afetadas. A interacdo do virus com o hospedeiro ¢ branda, levando ao
estabelecimento da laténcia por toda a vida do hospedeiro. Normalmente, a infec¢do primaria
costuma ser mais invasiva que a recorrente, devido a falta de imunidade celular e humoral do
hospedeiro, podendo ocorrer pneumonia, hepatite e/ou comprometimento do Sistema Nervoso

Central (SNC). A infec¢do primaria com HSV-1 ou HSV-2 dura de 2 a 3 semanas, mas a dor



pode persistir ainda por até 6 semanas. Durante o periodo de laténcia, pode ocorrer reativacao
causando lesdes que podem se localizar no sitio da infec¢do primdria inicial ou préximas a ele.
O alfa-herpesvirus HHV-3 (herpesvirus de humanos 3 ou virus da varicela-zdster) causa
varicela ou catapora como infec¢do primaria € os principais sintomas sao erupgoes cutaneas
com bolhas (vesiculas) que cogam, febre leve e dor de cabeca, Ja na reativagdo prevalece a
herpes-zoster, que provoca sintomas como coceira e ardor locais, formigamento e dor nos

nervos (Santos et al., 2021).

3.5 Aciclovir

No Herpes virus simples, a producdo de desoxirribonucleosidios trifosfatos envolve a
fosforilagao de nucleosidios pela via de recuperacao por uma timidinoquinase viral, em seguida,
uma DNA polimerase viral acrescenta desoxirribonucleosidios trifosfatos ao genoma de DNA
em crescimento. O estudo desse processo em duas etapas levou ao desenvolvimento de alguns
dos agentes antivirais mais efetivos e seguros atualmente disponiveis, visto que as diferencas
existentes entre as quinases € as polimerases humanas e virais permitem que os farmacos se

beneficiem de duas etapas diferentes em uma Unica via (Golan, 2014; Rang, ef al., 2020).

Em 1979, o farmaco aciclovir (Figura 1) foi introduzido como antiviral para o
tratamento de infec¢des produzidas pelos HSV-1, HSV-2 e HHV-3. Originalmente, o aciclovir
foi sintetizado com o proposito de inibir a enzima adenosina desaminase, para melhorar o
desempenho do farmaco vidarabina, e posteriormente foi verificado seu efeito antiviral. O
farmaco ¢ o primeiro dos analogos de nucleosideos de segunda geracdo e um derivado do

nucleosideo guanosina (Golan, 2014; Santos et al., 2021; Majewska, et al. 2022).
0
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Figura 1. Estrutura quimica do aciclovir (a) e guanina (b)



Os analogos de nucleosideos sdo inibidores altamente seletivos, direcionados 8 DNA
polimerase viral, uma enzima codificada pelo proprio virus. Seu efeito antiviral decorre da
inibicao da sintese de DNA viral, atuando por meio da incorporagdo competitiva do trifosfato

de desoxiguanosina (dGTP) na cadeia de DNA viral (Santos, 2021).

Essa enzima viral possui uma capacidade muito maior de fosforilar o aciclovir (ACV)
do que as enzimas presentes nas células hospedeiras. Por esse motivo, o aciclovir ¢ ativado
predominantemente nas células infectadas. As quinases da célula hospedeira convertem o
monofosfato de aciclovir em sua forma ativa, o trifosfato de aciclovir (pppACV), que entdo
inibe a DNA polimerase viral e bloqueia a extensdo da cadeia de DNA. Esse composto ¢ 30
vezes mais eficaz contra a enzima do herpesvirus do que contra as enzimas da célula hospedeira.
O trifosfato de aciclovir, entdo, inibe com maior eficaicia a DNA polimerase viral em
compara¢do a DNA polimerase das células hospedeiras. (Figura 02). Por fim, o trifosfato de
aciclovir ¢ inativado dentro das células hospedeiras, possivelmente pelas fosfatases celulares

(Golan, 2014).



Figura 2. Representagdo do mecanismo de agdo do aciclovir
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Fonte: Golan, 2014.

3.6 Farmacocinética do aciclovir

A administragdo oral de formas farmacéuticas solidas, como comprimidos e capsulas,
contendo 200 a 800 mg de aciclovir, ¢ indicada para a profilaxia e o tratamento de infec¢des
por HSV-1, HSV-2 e HHV-3 em pacientes imunocompetentes. Nas doses de 200 mg e 400 mg,
o aciclovir ¢ classificado no grupo 3 do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), o que
significa que possui alta solubilidade em meios aquosos, mas baixa permeabilidade nas
membranas do trato gastrointestinal. Por outro lado, na dose de 800 mg (que ndo ¢
comercializada no Brasil), o aciclovir se enquadra no grupo 4 do SCB, que ¢ caracterizado por
baixa solubilidade e permeabilidade. E predominantemente absorvido pela via paracelular e

tem uma biodisponibilidade baixa e variavel de 10-30%. Alguns estudos sugerem a existéncia



de um sistema carreador saturavel ou uma janela de absor¢do limitada. A maior parte do
farmaco ¢ excretada pelos rins na forma inalterada, ou seja, como aciclovir (Kubbinga, et al.,

2015).

3.7 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A CLAE ¢ uma técnica analitica de separagdo amplamente utilizada na andlise de
substancias quimicas presentes em misturas. Ela se destaca pela sua alta precisao e
sensibilidade, sendo extremamente empregada no controle de qualidade de industrias

farmacéuticas (Aragjo, 2021).

O principio da técnica baseia-se na interacao diferencial dos componentes de uma
mistura com duas fases: a fase estacionaria e a fase mével. A fase estacionaria ¢ normalmente
composta por particulas solidas finamente divididas, inseridas em uma coluna cromatogréafica,
a qual ¢ escolhida conforme os requisitos do experimento. A técnica pode ser realizada em
diferentes modos, como a cromatografia em fase reversa e em fase normal. No modo fase
reversa, a fase estaciondaria € apolar, enquanto a fase moével ¢é polar, sendo particularmente util
para compostos organicos e substancias de polaridade alta ou moderada. Ja na cromatografia
em fase normal, utiliza-se uma fase estacionaria polar e uma fase mével apolar, ideal para a

separagdo de compostos apolares e misturas organicas (Ribani, 2004; Aratjo, 2021).

A fase mével na CLAE ¢ um liquido que percorre a coluna sob pressao controlada, podendo
ser polar ou apolar. Geralmente, ¢ uma mistura de 4gua com solucdes acidificadas ou
tamponadas e modificadores organicos como metanol. A separagdo dos compostos ocorre com
base nas diferencas de afinidade dos analitos entre a fase estacionaria ¢ a fase movel, resultando

em tempos de retencdo distintos (Aratjo, 2021).

Conforme as substancias sdo liberadas, elas passam por um detector, um dos detectores
mais comuns em cromatografia liquida de alta eficiéncia s3o os espectrofotométricos como o
Ultra violeta visivel (UV-Vis), utilizados para detectar substancias que possuem grupamentos
cromoforos. Esses detectores possuem uma célula de fluxo localizada apos a coluna
cromatografica. Durante o funcionamento do sistema, a radiacdo ultravioleta passa
continuamente pela célula de fluxo e é recebida pelo detector. A medida que as substancias sdo
eluidas da coluna e passam pela célula de fluxo, elas absorvem a radiagdo, provocando

alteracdes mensuraveis no nivel de energia (Aragjo, 2021).



3.8 Validacao Analitica

Os métodos analiticos sdo muitas vezes aplicados na industria farmacéutica com objetivo
de avaliar o cumprimento dos atributos de qualidade de produtos terminados. Entretanto, um
nivel de qualidade adequado so6 sera atingido se o método analitico passar por um processo de
validacao consistente. Dessa forma, a validac¢ao analitica compreende uma ferramenta formal,
sistematica ¢ documentada que mede a capacidade de um método analitico de fornecer
resultados confiaveis, precisos e reprodutiveis. No Brasil, a RDC N° 166, de 24 de julho de
2017, publicada pela Agéncia Nacional de Vigilncia Sanitaria (Anvisa), norteia os critérios
para a validagcdo de métodos analiticos no pais. Além disso, as principais agéncias reguladoras
do mundo t€m proposto varias diretrizes acerca da validacdo analitica, como a Organizacio
Mundial da Satde (OMS), Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) e Food and Drug
Administration (FDA) (Ribani, 2004; Marson, 2020).

No entanto, conforme o propdsito analitico, diferentes parametros de validagao podem
ser necessarios, como seletividade, efeitos de matriz, linearidade, precisdo, exatidao, detecgao,

quantificagdo e robustez (Marson, 2020).

3.8.1 Seletividade

A seletividade, como parametro de validacdo analitica, conforme definido pela
ANVISA (2017), refere-se a capacidade de um método analitico identificar ou quantificar de
forma inequivoca o analito de interesse na presenca de outros componentes, como impurezas,
produtos de degradagdo e elementos da matriz. Por outro lado, o termo especificidade ¢
entendido como a capacidade de um método em fornecer uma resposta exclusiva para o

composto de interesse, mesmo na presencga de outros compostos (Marson, 2020).

Todos os métodos analiticos devem ser capazes de determinar de forma inequivoca o
analito de interesse, considerando o efeito da matriz ¢ eventuais interferentes. Caso essa
caracteristica ndo seja garantida, diversos outros requisitos analiticos, como linearidade,
exatiddo e precisdo, poderdo ser gravemente comprometidos. Portanto, a seletividade deve ser

considerada desde o inicio do desenvolvimento do método analitico, levando em conta tanto as
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propriedades do analito quanto da matriz. E um parametro crucial, e recomenda-se que seja o

primeiro a ser avaliado durante a validagdo analitica (Ribani, 2004).

A seletividade ¢ geralmente avaliada por andlise comparativa entre uma amostra
contendo apenas o analito e uma amostra que inclui possiveis interferentes, os quais podem ser
adicionados em quantidades relevantes considerando a aplicagdo do método analitico. Em
métodos cromatograficos, espera-se que nenhum interferente seja eluido no mesmo tempo de
retencdo da substancia de interesse. Ou seja, os cromatogramas contendo interferentes e matriz
na auséncia do analito ndo devem apresentar picos ou distor¢des na linha de base proximas ao
tempo de retengdo do(s) analito(s), e as interferéncias ndo devem interferir na quantificagao

deste analito, caso seja o propdsito do método (Marson, 2020).

Uma forma de identificar a separagdo cromatografica entre substidncias (como por
exemplo, aciclovir e guanina) se da pela analise da resolucdo entre os picos destes dois analitos.
A resolugdo em picos cromatograficos ¢ um parametro que quantifica a capacidade de uma
coluna cromatografica em separar dois picos de substancias diferentes. Ela ¢ importante pois
indica se os picos de interesse estdo suficientemente separados para que possam ser
identificados e quantificados com confiabilidade. Uma resolugdo maior significa que os picos
estdo mais distantes, o que facilita a andlise. Usualmente, valores maiores ou iguais a 1,5

assumem que houve uma boa resolucdo entre picos (Aradjo, 2021).

3.8.2 Linearidade e precisao

A linearidade ¢ definida como a capacidade de gerar resultados que sejam diretamente
proporcionais as diferentes concentragdes de um analito em um intervalo de concentragdes
conhecidas desta substancia para estabelecer uma faixa linear especifica. Normalmente, a
linearidade ¢ expressa por meio de regressdo linear, calculada com base em uma relagdo
matematica estabelecida pelos resultados instrumentais obtidos experimentalmente para o
analito em diversas concentragdes conhecidas, de acordo com a faixa de trabalho selecionada

(Ribani, 2004).



11

O modelo linear analisa a relacdo entre duas variaveis, ajustando geralmente uma
equacao linear, que pode ser expressa pela Equacao 1. Nessa equagdo, b representa o intercepto

da reta de regressao e a a inclinagao da reta.
(y=ax+Db)

Equacao 1 — Regressao linear simples

Os niveis de concentracdo utilizados para construir o teste de linearidade devem ser
estabelecidos com base na faixa de concentracdo de interesse, garantindo precisdo e exatidao
adequadas. Algumas faixas lineares sdo geralmente padronizadas entre diferentes diretrizes,

apresentando pequenas variagdes conforme os objetivos do método (Marson, 2020).

Além disso, a magnitude da resposta do instrumento pode variar consideravelmente de
um dia para o outro devido a varios fatores, portanto, ¢ recomendado que diferentes sequéncias
de calibracdo sejam analisadas ao longo de pelo menos 2-3 dias diferentes, compostos por
diferentes conjuntos de execugdes analiticas. Além disso, analisar cada nivel de calibracdo em
réplicas ¢ uma excelente maneira de minimizar o erro de calibragdo aleatorio e aumentar a
precisdo dos valores previstos a partir das medigdes de amostras reais. A precisao ¢ geralmente
expressa como desvio padrdo relativo entre diferentes réplicas de uma mesma concentragao
conhecida do analito. A precisdo pode ser determinada dentro do mesmo dia (intradia) ou em

dias diferentes (inter-dias) (Marson, 2020).

3.8.3 Limite de deteccio e quantificacio

O limite de deteccdo (LoD) consiste na menor quantidade de analito em uma amostra
que pode ser detectada e identificada de forma confidvel, mas ndo necessariamente
quantificada, sob as condigdes experimentais estabelecidas do método analitico. O LoD pode
ser estimado por trés critérios diferentes: avaliagdo visual, relagdo sinal-ruido (S/N) e com base
em parametros de curva analitica. Quando calculado com base em pardmetros de curva

analitica, o LoD ¢ calculado pela seguinte equacao:
LoD=3,3xDP/S

Equacio 2 — Célculo de limite de detec¢do
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Onde DP ¢ o desvio padrao dos interceptos da curva de calibracio, ou o desvio padrao

residual da curva, e S ¢ a média da inclinacao do grafico de linearidade.

O método visual ¢ empregado para analisar amostras com concentra¢des conhecidas e
decrescentes do analito. Assim, o LoD est4 associado a menor concentragdo na qual o ruido e

o sinal analitico torna-se distinguivel (Marson, 2020).

J4, o limite de quantifica¢ao (LoQ) ¢ definido como a menor quantidade de analito em
uma amostra que pode ser medida quantitativamente com precisdo e exatiddo adequadas sob
condigdes experimentais estabelecidas para o método analitico. A determinagdo do LoQ como
parametro de validagdo analitica ¢ recomendada para testes de quantificagao de impurezas e

quando as medi¢des sdo realizadas em amostras com baixos niveis de analito (Marson, 2020).

3.8.4 Exatidao

A exatiddo ¢ o parametro responsavel por avaliar a concordancia entre o resultado
encontrado pelo método analitico em avaliagdo e o valor aceito como verdadeiro ou como
referéncia. O uso de um material de referéncia certificado (MRC) ou substancia quimica de
referéncia (SQR) pode ser usado para determinar a precisdo comparando os valores medidos do
método analitico (erros relativos e normalizados) com o valor de referéncia certificado. A
porcentagem de recupera¢do determinada pela razdo entre a média experimental e o valor
certificado, incluindo os intervalos de confianca, também pode ser usada para expressar a
exatiddo. Dessa forma, o valor certificado ¢ assumido como 100%, e o valor determinado
corrigido pelas diluigdes € assumido como o valor experimental, isto € mostrado na Equacao 3

(Ribani, 2004; Marson, 2020).

Y A X valor experimental medido < 100
OTECUPETata0 = Y aterial de Referéncia Certificado

Equacio 3 — Recuperacao
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Padrdes, reagentes e solventes: Acido acético; agua ultrapura; acetato de sodio P.A.;
hidroxido de sédio P.A.; metanol grau HPLC; quitosana de baixo peso molecular (Exodo
Cientifica); aciclovir substancia quimica de referéncia (Sigma-Aldrich); aciclovir matéria-
prima; propilenoglicol, polietilenoglicol 400, glicerina, veiculos oleosos (miristato de
isopropila, triglicerideos de cadeia média e 4cido oleico); monoleina (Myverol 18-92 K, Kerry),

polissorbato 80 (Tween 80).

4.1.1 Equipamentos e acessorios

Agitador magnético; banho ultrassom; balancas analiticas de precisdo; balanga;
centrifugas; sistema de filtragdo de fase mével; bomba de vacuo; sistema de CLAE com detector
ultravioleta (UV) ThermoFischer; bomba peristaltica de infusdo; coluna para uso em sistema
CLAE com recheio octadecilsilano C18 (250 x 4,6 mm); pré-colunas para uso em sistema
CLAE; estufa de secagem; medidor de pH; micropipetatores automaticos; microscopio de luz
polarizada; redmetro DV-III cone e placa da marca Brookfield; capela de exaustao; filtros de
seringa PVDF; membrana de filtragdo de fase movel PVDF; vials de vidro de 2 mL; vidrarias

de uso geral (béqueres, baldes volumétricos, provetas, bastdes de vidro, entre outros).

4.2 Métodos

4.2.1 Validagao da metodologia analitica para quantificacio de aciclovir por CLAE-
uv

4.2.1.1 Condicdes cromatograficas

A quantificagdo do aciclovir foi realizada pela técnica de CLAE-UV em condigdes
padronizadas. Para isso, a fase mével selecionada foi 4gua acidificada com acido acético 1% e
metanol (95:5, v/v); o intervalo de concentracdes de trabalho variou de 5 a 50 pg/mL; o diluente

das amostras foi composto por uma solucao tampao acetato em pH 4,5 (fluido simulado do TGI);
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a deteccdo ultravioleta foi realizada a 252 nm. A coluna possui dimensdes de 250 mm x 4,6
mm, com tamanho de particula de 5 um e recheio de octadecilsilano (C18); a temperatura do

forno da coluna foi mantida a 30°C; e o volume de injecao de 20 uL.

4.2.1.2 Preparo das curvas

A metodologia analitica foi validada conforme os critérios da RDC N° 166 de 24 de
julho de 2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), com complementacgdes
propostas pelo trabalho Marson e colaboradores (2020). O diluente utilizado foi o tampao
acetato pH 4,5 (TA), como um fluido simulado do trato gastrointestinal, com relevancia
fisioloégica considerando a aplicagdo da metodologia analitica em ensaios futuros para
caracterizacdo da mucoadesao das formulagdes (Brasil, 2019). Para preparar o TA, pesou-se
transferiu-se 5,98 g de acetato de sddio triidratado para um baldo volumétrico com capacidade
de 2000 mL. Adicionou-se 28 mL de acido acético a 2,0 mol/L. Apobs, o volume do baldo com

capacidade de 2000 mL foi ajustado com 4gua ultrapura e homogeneizado.

Para o preparo da solu¢do aquosa da fase movel, foi feita uma solugao 95/5 de agua
ultrapura acidificada com acido acético a 1% e metanol. A solucdo aquosa da fase mével foi

filtrada a vacuo usando membrana PVDF hidrofilica com porosidade de 0,45 um.

Para analisar a interferéncia dos excipientes, injetou-se solu¢do preparada a partir de
placebo da formulagdo (mistura de lipideos, agua e demais aditivos), avaliando o aparecimento
de picos nos mesmos tempos de reten¢ao do aciclovir ou guanina. A guanina foi utilizada por
ser uma impureza do aciclovir, com estrutura andloga. O preparo da solu¢do padrio estoque foi
realizado em triplicata. Pesou-se 10,00 mg de padrao de aciclovir em balanca analitica de
precisdo com 5 casas decimais. Em seguida, o padrao foi transferido quantitativamente para
baldo volumétrico de 10 mL contendo 5 mL de metanol e o volume foi ajustado com agua
ultrapura. Obtiveram-se trés solu¢des padrdo estoque de concentragao 1000 pg/mL, que foram
posteriormente diluidas para construgdo de curva analitica e determinagdo da linearidade. As
curvas foram, portanto, construidas a partir de solucdes padrao estoque preparadas de forma
independente. Para isso, preparou-se uma solu¢do de concentragdo intermediaria de 200 pg/mL
usando TA como diluente. Para isso, pipetou-se 2 mL da solucdo estoque para baldo de 10 mL
e completou-se o volume com o diluente TA. A partir desta solugdo de concentragdo

intermediaria, foram feitas as seguintes diluigdes, conforme Tabela 1.
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Tabela 1. Dilui¢oes da curva analitica do aciclovir

Concentracao Aliquota de solucio Balao volumétrico
(ng/mL) padrao (mL) (mL)
10 0,5 10
20 1,0 10
30 1,5 10
40 2,0 10
50 2,5 10

Fonte: Da autora.

Ap6s as diluigdes, as solugdes foram filtradas em filtro de seringa de 0,22 um e injetadas
no sistema CLAE-UV nas condi¢des cromatograficas definidas. A partir dos cromatogramas,
foi possivel determinar a 4rea dos picos, apds integracdo usando software Thermo Scientific
Standard Instrument Integration, para realizacdo dos calculos. Apos os calculos, determinou-se
a equacdo de reta (y = ax + b) da curva analitica por regressao linear usando o método dos
minimos quadrados e também o coeficiente de correlagao (r). O valor de r deve ser maior que
0,990 para caracterizar a linearidade do método.

Para analisar a precisdo intradia e inter-dias, analisaram-se solugdes padrdo de aciclovir,
em triplicata, em trés niveis de concentragdes, sendo 10, 30 e 50 pg/mL, que foram preparadas
do mesmo modo que no teste da linearidade. Os resultados foram expressos como desvio padrao
relativo (DPR), e expressos em porcentagem da variacdo entre as réplicas.

A exatidao foi preparada do mesmo modo que a precisdo, porém com contaminagao das
solugdes padrao com placebo da formulacdo (mistura de excipientes). Os resultados deste teste
foram expressos como porcentagem de recuperacgado (%) a partir do quociente da concentragao
experimental (numerador) pela concentragdo teodrica (denominador), com o resultado

multiplicado por 100 (Equagao 2).
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5 RESULTADOS

Na Figura 3 est4 apresentado o cromatograma na condicao analitica em que a validagao
analitica foi realizada, demonstrando a separacdo do aciclovir da sua principal impureza
(substancia relacionada) guanina, o que foi adotado como critério indicativo de seletividade.
Para demonstrar a seletividade dos métodos analiticos, os ensaios devem considerar substancias
estruturalmente semelhantes ao analito, sendo o critério de aceitagdo a separagdo
cromatografica destas substancias estruturalmente analogas. A guanina ¢ a principal impureza,
e pode surgir como produto de degradacdo do aciclovir, que contém estruturas de purina

(Tzanavaras, 2007).

Figura 3. Cromatograma evidenciando a separa¢do cromatografica da guanina (tempo de

retengdo em torno de 4 minutos) e do aciclovir (tempo de retengdo em torno de 10 minutos).
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Fonte: Da autora.

Os resultados da linearidade estdo apresentados na Figura 4. As curvas analiticas foram
lineares no intervalo de 5 a 50 ug/mL, visto que, o coeficiente de correlacdo linear (r) foi maior

que 0,99.
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Figura 4. Linearidade do método analitico para quantificacdo do aciclovir por CLAE-UV
(n=3).
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Fonte: Da autora.

Obteve-se r igual a 0,9993, 12 igual a 0,9986 e equacdo da reta média y = 1,3438 (£ 0,0307) x

+0,1525 (£ 0,0773), evidenciando a linearidade do método analitico no intervalo proposto.

Os resultados de precisdo intradia estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Precisdo intradia (n=3)

Concentracio média Desvio padrao relativo (%)
4,78 ug/mL 2,32
29,08 pg/mL 2,25
48,06 pg/mL 2,00

Fonte: Da autora.

Para os resultados de precisdo intradia e inter-dias, foi adotado como regra, o desvio
padrdo relativo das concentracdes médias reais menor que 5%. Este limite seguiu o método

proposto por Marson e colaboradores (2020) e apresentado nas Tabelas 2 e 3.
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Tabela 3. Precisdo inter-dias (n=3)

Concentracio média Desvio padrao relativo (%)
4,94 ng/mL 2,49
29,66 pg/mL 1,12
49,43 pg/mL 1,94

Fonte: Da autora.

A metodologia cumpriu as especificacoes definidas para a exatidao, obtendo
recuperagdes entre 95 e 105%, e com desvio padrdo relativo menor que 5% entre as

determinagdes (MARSON, 2020).

Tabela 4. Exatiddo do método analitico

Concentracio média Recuperacio (%) Desvio padrao relativo (%)
4,98 pg/mL 96,83 1,77
29,87 pg/mL 101,22 2,10
49,78 pg/mL 99,68 1,43

Fonte: Da autora.

Os limites de quantificacdo (LQ) e deteccdo (LD) foram determinados a partir das
informacdes de inclinagdo e intercepto das curvas analiticas, que foram calculados a partir das

seguintes equagoes (Brasil, 2017):
LQ=10xd/IC
LD=3,3x0/IC

Em que, IC ¢ a inclinagdo e 6 € o desvio padrao da intersecao da curva de calibragao,
ambos determinados a partir das trés curvas analiticas, preparadas utilizando solugdes estoque

(n = 3) de aciclovir independentes

Para caracterizar a sensibilidade deste método analitico, o limite de deteccao foi calculado

a partir dos parametros da curva analitica (desvio padrdo da intercepcao e valor da inclinagao),



19

correspondendo a menor concentracdo de aciclovir que pode ser detectada, 0,19 pg/mL. Ja o
limite de quantificacdo ¢ a menor concentragdo de aciclovir que pode ser quantificada de forma

precisa, sendo calculado o valor de concentragao de 0,58 pg/mL.

6 DISCUSSAO

A metodologia por CLAE-UV permitiu a quantifica¢do do aciclovir em fluido simulado
com relevancia fisiologica, demonstrando que o método analitico ¢ capaz de quantificar o
farmaco na presenca dos demais excipientes das formulagdes a serem testadas. A analise dos
resultados comprova que o método ¢ seletivo, preciso, exato e sensivel. Com isso, o método
analitico por CLAE-UV pode ser utilizado como uma ferramenta em ensaios in vitro de novas

formulagdes contendo aciclovir, de modo a caracterizar o seu potencial mucoadesivo.

Metodologias in vitro desempenham um papel crucial no desenvolvimento de novas
formulagdes, pois ajudam a reduzir a necessidade de experimentos in vivo. Ao utilizar essas
metodologias, que simulam condi¢des fisiologicas, € possivel prever o comportamento de
medicamentos em desenvolvimento usando condi¢des simuladas do organismo. Dessa forma,
¢ possivel realizar uma triagem de diversas formulagdes por meio de ensaios in vitro simples e
de menor custo, selecionando os sistemas de liberagdo mais promissores para futuros ensaios

pré-clinicos e clinicos (Carvalho, 2010).

A caracterizacao da mucoadesdo por meio do método de gotejamento em fluxo pode ser
realizada utilizando membrana biologica (intestino de suino excisado). Para isso, a formulacao
mucoadesiva ¢ aplicada sobre o tecido animal e o fluxo de fluido simulado com relevancia
fisiologica ¢ continuamente gotejado em fluxo controlado (COOK, 2017). Diferentes
formulagdes podem ser analisadas usando a metodologia in vitro para triagem das formulagdes
com maior tempo de permanéncia no trato gastrointestinal (TGI), o que se correlaciona com
aumento da biodisponibilidade oral do farmaco em estudo. Considerando a baixa
permeabilidade de substincias hidrofilicas, acredita-se que essas formulagdes possam
promover aumento da sua absor¢do intestinal, logo, aumentando sua biodisponibilidade oral.
Esses resultados sdo de grande relevancia, pois podem apoiar o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas para farmacos com baixa biodisponibilidade oral, otimizando esquemas

terapéuticos.
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7 CONCLUSAO

O método analitico usando CLAE-UV validado neste estudo mostrou-se adequado para
quantifica¢do do aciclovir em estudos de mucoadesao in vitro. Estes resultados sdo importantes
para garantir a confianga na quantificacao do aciclovir em formulagdes com potencial efeito

mucoadesivo.
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