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RESUMO

O herpes virus tipo 1 (HSV-1) e herpes virus tipo 2 (HSV-2) sdo responsaveis por causar
infeccbes em 60-90% da populacdo adulta mundial, com manifestacdes clinicas que incluem
herpes labial, genital, ocular, encefalites e doencas linfoproliferativas, onde 0s pacientes mais
acometidos sdo os imunocomprometidos. O aciclovir é um farmaco analogo nucleosideo
amplamente utilizado no tratamento das infeccOes causadas pelo HSV-1 e HSV-2. No
entanto, devido as propriedades farmacocinéticas deste farmaco, que incluem baixa
biodisponibilidade oral (10-30%) e curta meia-vida plasmatica, faz-se necessario uma alta
frequéncia de administraces, as quais sao acompanhadas de efeitos adversos e diminuicdo da
adesdo ao tratamento pelos pacientes. Uma forma de driblar esta problemética consiste na
utilizacdo de sistemas multiparticulados, visto que estes apresentam vantagens tecnoldgicas e
biofarmacéuticas quando comparados com sistemas monoliticos convencionais. Dentre 0s
sistemas multiparticulados, os pellets sdo as formas mais populares devido a sua morfologia
esférica e propriedades mecéanicas e de fluxo superiores. Uma das metodologias mais
utilizadas na obtencdo dos pellets € a técnica de extrusdo-esferonizacdo. No entanto, por ser
um processo que envolve multiplas etapas, variaveis experimentais podem ser otimizadas,
utilizando ferramentas estatisticas de Design Experimental (DoE), para obter materiais com as
caracteristicas desejaveis. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi de realizar o
desenvolvimento e a otimizacdo da obtencdo dos pellets, contendo o farmaco aciclovir,
obtidos por extrusdo-esferonizacdo, utilizando um design experimental do tipo central
composto. Para isso, os fatores definidos foram velocidade de rotacdo (rpm) e tempo de
permanéncia no esferonizador (segundos), em dois niveis diferentes, guiando a obtencéo de
14 lotes de bancada de pellets. O aciclovir e os excipientes foram caracterizados por meio
diferentes técnicas analiticas. Os pellets obtidos foram avaliados em relacdo ao rendimento
alcancado, teor de farmaco, distribuicdo de tamanho e propriedades de fluxo. Dentre os
resultados obtidos, as caracterizagfes fisico-quimicas indicaram a natureza quimica do
farmaco, excipientes e obtencdo bem-sucedida de pellets. A obtencdo de pellets por meio da
técnica de extrusdo-esferonizacdo permitiu a obtencdo de sistemas multiparticulados com
propriedades de fluxo desejaveis e estreita faixa de distribuicdo de tamanho. A utilizacéo da
ferramenta de design experimental (DoE) do tipo central composto permitiu otimizar a
obtencdo dos pellets e os resultados obtidos indicaram que, para os fatores selecionados nos
niveis aplicados neste estudo, tais variaches apresentaram respostas estatisticamente

significativas apenas na determinacdo do rendimento obtido pela técnica de extrusdo-



esferonizacdo. Os parametros operacionais de velocidade de rotacdo e tempo de esferonizagao
que permitiram a obtencdo de um melhor rendimento dos pellets é de 741 rpm e 132
segundos, respectivamente. Quanto ao perfil de liberacdo do ACV, os pellets foram capazes
de modular a liberagdo do farmaco devido a acdo dos componentes de sua matriz de
excipientes, mais especificamente da celulose microcristalina. Além disso, a adi¢cdo do
polimero etilcelulose como agente de revestimento contribuiu, de maneira sinérgica, na
modulacéo da liberacdo do principio ativo, proporcionando um perfil de liberagdo mais lento
do que o apresentado pelos pellets sem revestimento.

Palavras-chave: Aciclovir; Pellets; Sistemas Multiparticulados; Design Experimental;
Extrusdo-esferonizacao.



ABSTRACT

Herpes virus type 1 (HSV-1) and herpes virus type 2 (HSV-2) are responsible for causing
infections in 60-90% of the adult population worldwide, with clinical manifestations that
include cold sores, genital and ocular herpes, encephalitis and lymphoproliferative diseases,
where the most affected patients are the immunocompromised ones. Acyclovir is a nucleoside
analog drug widely used in the treatment of infections caused by HSV-1 and HSV-2.
However, due to the pharmacokinetic properties of this drug, which include low oral
bioavailability (10-30%) and short plasma half-life, a high frequency of administrations is
necessary, which are accompanied by adverse effects and decreased patient compliance. One
way to circumvent this problem is to use multiparticulate systems, since they have
technological and biopharmaceutical advantages when compared to conventional monolithic
systems. Pellets are the most popular forms due to their spherical morphology and mechanical
and flow properties superior to other multiparticulate systems. One of the most used
methodologies for obtaining pellets is the extrusion-spheronization technique. However, as it
is a process that involves multiple steps, experimental variables can be optimized, using
statistical tools of Experimental Design, to obtain materials with desirable characteristics.
Thus, the objective of this work was to carry out the development and optimization of
obtaining pellets, containing the drug acyclovir, obtained by extrusion-spheronization, using a
central composite experimental design. For this, the factors defined were rotation speed (rpm)
and spheronization time (seconds), in two different levels, guiding the obtaining of 14 batches
of pellets. Acyclovir and excipients were characterized by different analytical techniques. The
pellets obtained were evaluated for yielding, drug content, size distribution and flow
properties. Among the results obtained, it was found that the obtainment process using the
extrusion-spheronization technique allowed the obtaining of multiparticulate systems with
desirable flow properties and a narrow size distribution range. The use of the central
composite experimental design made it possible to optimize the obtaining of the pellets and
the results obtained indicated that, for the factors selected in the levels applied in this study,
such variations presented statistically significant responses only in determining the yield
obtained by extrusion-spheronization technique. The operating parameters of rotation speed
and spheronization time that allowed to obtain a better yield of the pellets are 741 rpm and
132 seconds, respectively. Regarding the release profile of the ACV, the pellets were able to
modulate the release of the drug due to the action of the components of its excipient matrix,

more specifically due to microcrystalline cellulose properties. In addition, the application of



the ethylcellulose as a coating agent has synergistically contributed to the release modulation
of the drug, providing a slower release profile than the one presented by uncoated pellets.

Keywords: Acyclovir; Pellets; Multiparticulate Systems; Design of Experiment; Extrusion-
spheronization.
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1 INTRODUCAO

O herpes virus tipo 1 (HSV-1) e herpes virus tipo 2 (HSV-2) sdo responsaveis pelo
surgimento de infeccbes em aproximadamente 60-90% da populagdo adulta mundial. Os
sintomas desta infeccdo incluem herpes labial, genital e ocular, assim como casos mais graves
desenvolvendo encefalites e doencas linfoproliferativas, onde os pacientes mais acometidos
sdo os imunocomprometidos (CHAYAVICHITSILP et al., 1974; KLYSIK et al., 2018;
REOLON et al., 2019; YAN et al., 2019).

O farmaco aciclovir (ACV) é um analogo nucleosideo amplamente utilizado no
tratamento de infeccBes por HSV-1 e HSV-2. Sua estrutura é similar & guanosina e seu
mecanismo de agdo, basicamente, consiste em inibir a DNA polimerase viral (KLYSIK et al.,
2018). No entanto, devido as propriedades farmacocinéticas deste farmaco, como baixa
biodisponibilidade oral (10-30%) e, consequentemente, alta frequéncia de administracdo (4 a
5 vezes por dia), € comum observar alta frequéncia de efeitos adversos e redugdo da adesdo ao
tratamento pelos pacientes (KLYSIK et al., 2018; LOREGIAN et al., 2001; REOLON et al.,
2019; SUSANTAKUMAR; GAUR; SHARMA, 2011).

As problematicas presentes na administracdo de Formas Farmacéuticas Solidas Orais
(FFSOs), tais como baixa biodisponibilidade e alta frequéncia de administracdo, podem ser
dribladas com a utilizagdo de sistemas multiparticulados (CHEN et al., 2017; GAIKWAD et
al., 2018). Sistemas multiparticulados sdo formulagdes nas quais o insumo farmacéutico ativo
encontra-se subdividido em subunidades funcionais e independentes entre si, numa faixa de
tamanho entre 0,05 e 3,0 mm de didmetro e exibem uma série de vantagens tecnoldgicas e
biofarmacotécnicas quando comparados com sistemas monoliticos convencionais. Estas
particulas sdo livremente distribuidas no trato gastrointestinal, maximizando a absor¢do do
medicamento, reduzindo as variagdes na concentracdo plasmatica do farmaco, minimizando
0s potenciais efeitos colaterais e aumentando assim, a biodisponibilidade do insumo
farmacéutico ativo (DEY; MAJUMDAR; RAO, 2008; SHAH; MEHTA; GOHEL, 2017).

Os pellets, que por definicdo sdo particulas esféricas com estreita distribuicdo de
tamanho (100-1500 um), apresentam maior popularidade frente aos outros sistemas
multiparticulados devido a sua morfologia esférica, propriedades mecanicas superiores
(habilidades elasticas e de deformacdo, resisténcia a tracdo) e facilidade de revestimento
(CHEN et al., 2017; NEJATI et al., 2018; SIBANC et al., 2013).

Um dos métodos mais utilizados para obtencdo de pellets é por meio da técnica de

extrusdo-esferonizacdo. Por ser uma metodologia que envolve multiplas etapas, varidveis no
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processo tais como tempo de esferonizacdo e velocidade de rotacdo do aparelho devem ser
otimizadas com o intuito de obter rendimento adequado e materiais com caracteristicas
desejadas (FAROOQ et al., 2019; MULEY; NANDGUDE; PODDAR, 2016; NEJATI et al.,
2018).

Devido a necessidade de otimizacdo dos parametros operacionais do processo de
extrusdo-esferonizagdo, ferramentas estatisticas podem ser aplicadas para determinar as
condicdes Otimas para a realizacdo do experimento e fornecer, de maneira precisa, detalhes
mais aprofundados a respeito desses processos. O Design Experimental (do inglés Design of
Experiment — DoE) permite realizar este tipo de operacdo e estudar a agdo de um ou mais
fatores e suas possiveis interagdes na resposta de um experimento (SAVIC et al., 2012).

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Realizar o desenvolvimento e otimizacdo de sistemas multiparticulados (pellets),

obtidos por extrusdo-esferonizacao, contendo o farmaco aciclovir.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Realizar caracterizagGes fisico-quimicas do aciclovir e excipientes através de
diferentes técnicas analiticas;

e Formular pellets contendo aciclovir, obtidos através da metodologia de extrusdo-
esferonizacdo, utilizando pardmetros operacionais definidos por meio de um design
experimental do tipo central composto utilizando como fatores a velocidade de rotacéo
do esferonizador e tempo de permanéncia no esferonizador, em dois diferentes niveis;

e Desenvolver e validar uma metodologia analitica para quantificacdo do farmaco
aciclovir através de espectrofotometria;

e Realizar a caracterizacdo dos pellets obtidos através dos seguintes parametros:
rendimento, teor de farmaco (doseamento), distribuicdo de tamanho e propriedades de
fluxo;

e Realizar estudo de dissolucdo do aciclovir a partir da matriz de pellets revestidos e

nao-revestidos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HERPES SIMPLES

O herpes simples virus (HSV) é responsavel por causar infec¢bes de alta prevaléncia,
com estatisticas apontando que cerca de 60-90% da populacdo mundial adulta seja
soropositiva para os dois principais tipos virais. As manifestagdes clinicas incluem herpes
labial, genital e ocular, encefalites, infeccdes congénitas e doencas linfoproliferativas, onde 0s
pacientes mais acometidos sd@o os imunocomprometidos (CHAYAVICHITSILP et al., 1974;
KLYSIK et al., 2018; REOLON et al., 2019; YAN et al., 2019). Foram descritos mais de 80
tipos de herpes virus, dentre os quais 8 deles sdo capazes de desenvolver lesdes em humanos
(CHAYAVICHITSILP et al., 1974). O herpes virus tipo 1 (HSV-1) e herpes virus tipo 2
(HSV-2) sdo os que apresentam maior significancia clinica devido a maior prevaléncia
(WIDENER; WHITLEY, 2014). A Figura 1 ilustra a estrutura basica do HSV.

Figura 1 - Estrutura basica do HSV

Glicoproteinas

Envelope lipidico

Nucleocapsideo

P
—
-
S
-—
—
-—
S
—-—
~—

DNA viral de
fita dupla

Tegumento viral

Fonte: Koujah; Suryawanshi; Shukla, 2019. (ADAPTADO)

A transmissdo do HSV-1 geralmente ndo envolve contato sexual e, em sua maior
parte, é transmitido durante a infancia através de superficies mucosas ou de solugdes de
continuidade da pele, causando lesdes nos labios, mucosa bucal, orofaringe, face, olhos e
sistema nervoso central, sendo uma das principais causas de cegueira infecciosa em paises
desenvolvidos e a principal causa de encefalite viral em adultos. O HSV-2, por sua vez, é
transmitido por meio do contato sexual e causa leses nos 6rgdos genitais embora, atualmente,

0 HSV-1 esteja mais frequentemente envolvido em lesBes genitais primarias. Ambos 0s tipos
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causam infeccdes recorrentes (BRADLEY et al., 2014; CHAYAVICHITSILP et al., 1974;
TOGNARELLI et al., 2019; WIDENER; WHITLEY, 2014; YAN et al., 2019). A prevaléncia
do HSV-2 em criancas ndo é comum devido a forma de transmissdo deste tipo viral, porém
pode ser transmitida da mae para o feto durante a gestacdo ou para 0 neonato durante o parto,
causando encefalite neonatal (CHAYAVICHITSILP et al, 1974; GARDELLA,
HANDSFIELD; WHITLEY, 2008; TOGNARELLI et al., 2019).

Ap0ls contato do virus com membranas mucosas do hospedeiro, HSV-1 e HSV-2
ligam-se as membranas plasmaticas por meio de receptores e alcangam o nucleo celular, onde
realizam replicacdo e transcricdo do material genético, caracterizando a infeccdo inicial. Em
seguida, os virus realizam fusdo com terminais axdnicos e migram sentido retrogrado pelas
fibras nervosas com o objetivo de estabelecer laténcia nos ganglios trigémeo e sacral. Apds
reativacdo nos ganglios, o virus também é capaz de realizar movimentos anterogrados e
infectar outros neurdnios que podem inervar o cérebro ou infectar outras células proximas ao
local de contato inicial no hospedeiro (KLYSIK et al., 2018; TOGNARELLI et al., 2019;
WIDENER; WHITLEY, 2014; YAN et al., 2019).

Um dos fatores que contribui para a laténcia do virus e, consequentemente, o
desenvolvimento de infeccBes duradouras, se da a capacidade do HSV em infectar células do
sistema imune, permitindo que o virus module e escape mecanismos antivirais do sistema
imunolégico humano (TOGNARELLI et al., 2019). Desta forma, o genoma viral pode se
manter no estado latente no interior das células sendo capaz de expressar alguns genes. No
entanto, os episddios agudos secundarios sao geralmente de menor intensidade e frequéncia
devido & memdria imunoldgica do hospedeiro (BRADY; BERNSTEIN, 2004).

A infeccdo se manifesta através do aparecimento de manchas vermelhas inflamatorias
e vesiculas dolorosas, as quais possuem em seu interior um liquido rico em virions. A ruptura
dessas bolhas, com a subsequente liberacdo dos virions, consiste em uma das formas de
transmissdo (SPEAR et al., 2006). A maioria das infecgOes iniciais possuem aspecto
subclinico e podem néo ser identificadas facilmente, além de ter carater dependente da forma
de transmissdo, idade e imunocompeténcia do hospedeiro. As infeccdes recorrentes, por sua
vez, apresentam manifestacdes clinicas mais evidentes e resultam da reativacdo do virus
desencadeada por fatores como estresse, menstruacéo, exposicdo a luz solar, fatigas e outros
fatores imunodepressores. ApOs reativacdo, os virus realizam o caminho de volta para as
terminag0es nervosas na pele, causando erupcées vesiculares, geralmente no local da infecgéo
inicial (CHAYAVICHITSILP et al., 1974; KLYSIK et al., 2018; WIDENER; WHITLEY,
2014; YAN et al., 2019).
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Criancas e pacientes imunocomprometidos estdo sujeitos as complica¢des clinicas
decorrentes da infeccdo, as quais incluem cegueira, encefalites, doengas linfoproliferativas e
doencas neurodegenerativas como doenca de Alzheimer (DE CHIARA et al., 2019; KLYSIK
et al., 2018; YAN et al.,, 2019). O fim das manifestagdes clinicas, assim como sua

reincidéncia, ndo deixa cicatrizes ou marcas nos individuos (SPEAR et al., 2006).

2.2 ACICLOVIR

Anélogos nucleosideos sdo classes farmacologicas amplamente utilizadas no
tratamento de infeccbes pelo HSV. O farmaco aciclovir (ACV) é um exemplo classico do
mecanismo de acdo de analogos nucleosideos e apresenta eficacia e seguranca comprovadas.
Por ser um anélogo nucleosideo, sua estrutura é similar a guanosina, apresentando uma base
guanina fixada a um anel de agucar rompido e incompleto, conforme ilustrado na Figura 2
(KLYSIK et al., 2018).

Figura 2 - Estrutura quimica do nucleosideo guanosina e do farmaco aciclovir.
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Fonte: KLYSIK et al., 2018. (ADAPTADO)

Aciclovir € o pro-farmaco utilizado como tratamento de primeira escolha de infecgdes
por HSV-1 e HSV-2, assim como outros analogos nucleosideos. O ACV também apresenta
atividade contra varicela zoster virus, citomegalovirus e Epstein Barr virus. Inicialmente, o
ACV foi sintetizado na década de 1970 e revolucionou o desenvolvimento de farmacos no
combate a infeccBes virais. Este farmaco é veiculado em formulagGes para administracdo
ocular, topica, oral e intravenosa (KLYSIK et al.,, 2018; REOLON et al., 2019;
SUSANTAKUMAR; GAUR; SHARMA, 2011).
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2.2.1 Propriedades Fisico-Quimicas

Sua nomenclatura pela IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada) é 2-
amino-1,9 -dihidro-9-[(2-hidroxietoxi)metil]-6H-purina-6-ona. ACV é uma molécula
anfotera, com grupamentos acidos e basicos fracos, com pKade 2,16-2,27 (&cido) e 9,04-9,25
(bésico) a 37 °C. O coeficiente de particdo (logP) em n-octanol é de -1,59 a 25 °C. Seu ponto
de fusdo é de 256,5 — 257 °C. (KLYSIK et al., 2018; SUSANTAKUMAR; GAUR;
SHARMA, 2011).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira 6% Edicdo (2019), o farmaco apresenta-se
como um poé cristalino branco ou quase branco. Quanto a solubilidade, o ACV é pouco
solivel em agua (0,2% em 25°C), facilmente soluvel em dimetilsulfoxido e muito pouco
solavel em élcool etilico; soldvel em solucdes diluidas de acidos minerais e hidroxidos
alcalinos. Uma das metodologias de identificacdo inclui analise no espectro de absor¢cdo no
ultravioleta, na faixa de 200 nm a 350 nm, em solu¢do a 0,0015% (p/v) em &cido cloridrico
0,1 M, com maximo de absor¢do em 254 nm e um ombro inclinado em torno de 274 nm
(BRASIL, 2019).

2.2.2 Mecanismo de Acéo

O ACV possui acdo seletiva na inibicdo da replicacdo viral e possui baixa toxicidade
em células ndo infectadas do hospedeiro devido a um mecanismo de fosforilacdo sequencial
do ACV, convertendo-o na forma ativa de aciclovir trifosfato (ou trifosfato de aciclovir), que
ocorre apenas em células infectadas (LOREGIAN et al., 2001). A alta seletividade do ACV na
inibicdo da replicacdo do DNA viral é decorrente da maior captacdo do principio ativo pelas
celulas infectadas, mecanismos de fosforilagdo por meio de uma timidina quinase viral e pela
especificidade do aciclovir trifosfato pela DNA polimerase viral. A inibicdo da DNA
polimerase viral pelo aciclovir trifosfato € 10 a 30 mais potente do que a inibicdo da DNA
polimerase humana (KLYSIK et al., 2018)

A Figura 3 ilustra 0 mecanismo de acdo do ACV em ceélulas infectadas pelo HSV-1 e
HSV-2. A fosforilagéo inicial convertendo aciclovir em aciclovir monofosfato é realizada por
uma enzima viral denominada timidina quinase. Em seguida, aciclovir monofosfato é
convertido em aciclovir difosfato por meio da enzima celular guanilato quinase. A converséo
na forma aciclovir trifosfato € realizada por outras enzimas das células do hospedeiro
(LAURENCE L. BRUNTON, BRUCE A. CHABNER, 2012; LOREGIAN et al., 2001). O
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ACV em sua forma nédo fosfatada ndo apresenta fungdo farmacoldgica. Na forma de aciclovir
trifosfato, este composto é capaz de se ligar e inativar a DNA polimerase viral por meio da
formacgdo de um complexo irreversivel, competindo com o substrato natural (trifosfato de
guanosina) devido a similaridade estrutural, impedindo o alongamento da cadeia de DNA e
finalizando a sintese de DNA (KLYSIK et al., 2018).

Figura 3 - Mecanismo de acdo do ACV em células infectadas pelo HSV-1 e HSV-2.
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2.2.3 Propriedades Farmacocinéticas

ACV apresenta uma absorcdo gastrointestinal variavel e incompleta, na qual
aproximadamente 10 — 30% do farmaco torna-se biodisponivel, resultando em uma alta
frequéncia de administracdo diaria por via oral (quatro a cinco vezes por dia). Estes baixos
valores de biodisponibilidade estdo relacionados as caracteristicas relacionadas ao farmaco
em si e ndo com os componentes de uma formulagdo ou veiculos utilizados. Por apresentar
comportamento hidrofilico, a absorcdo se da por meio de difusdo passiva e também é um

processo variavel, lento e incompleto. Com o aumento das doses administradas por via oral de
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aciclovir, hd uma reducgdo da biodisponibilidade de 20 para 10%, visto que h& limitacdo da
area de absorcéo e saturacdo dos sistemas carreadores (KLYSIK et al., 2018; LOREGIAN et
al., 2001; REOLON et al., 2019; SUSANTAKUMAR; GAUR; SHARMA, 2011).

O pico da concentracdo plasmatica € alcancado entre 1,5 — 2,5h ap6s administracao
oral. O farmaco é amplamente distribuido na maior parte dos tecidos incluindo cérebro, rins,
pulmdes, figado, coracdo, musculos, bago, placenta, Utero, mucosa e secre¢des vaginais,
sémen, saliva, humor aquoso e fluido cérebro-espinhal. A taxa de ligacdo as proteinas
plasmaticas é de cerca de 9 — 33% independentemente da concentragdo do farmaco. Seu
processo de metabolizacéo inclui oxidacdo e hidroxilagcdo, gerando 9-carboximetilguanina e
outros metabdlitos de menor importancia (KLYSIK et al., 2018; LOREGIAN et al., 2001).

O farmaco inalterado € eliminado pelos rins por filtracdo glomerular e secre¢éo tubular
ativa, sendo a eliminacéo renal a principal via de retirada do aciclovir do organismo. Diante
disto, quadros clinicos de insuficiéncia renal sdo responsaveis pelo aumento da concentracdo
plasmaética de aciclovir e constituem as principais toxicidades que limitam a dose do ACV por
via endovenosa (KLYSIK et al., 2018; LOREGIAN et al., 2001). Efeitos adversos apés
administracdo oral ou intravenosa incluem distlrbios gastrointestinais (ndusea, diarreia,
constipacdo), irritacbes na pele, dor de cabeca, tontura e alguns efeitos neurotoxicos que
foram descritos em raros casos (KLYSIK et al.,, 2018; SUSANTAKUMAR; GAUR;
SHARMA, 2011).

2.3 SISTEMAS MULTIPARTICULADOS

Os principais problemas associados a esquemas terapéuticos que envolvem Formas
Farmacéuticas Sdlidas Orais (FFSOs), tais como baixa biodisponibilidade e alta frequéncia de
administragdo, podem ser solucionados com a utilizagdo de sistemas multiparticulados
(CHEN et al.,, 2017; GAIKWAD et al., 2018). Sistemas multiparticulados ou formas
farmacéuticas multiparticuladas sdo formula¢bes nas quais o insumo farmacéutico ativo
encontra-se subdividido em subunidades funcionais e independentes entre si. O tamanho das
particulas deve variar entre 0,05 e 3,0 mm de didmetro. Granulos, pellets e microcomprimidos
sdo exemplos de sistemas multiparticulados (DEY; MAJUMDAR; RAO, 2008; SHAH;
MEHTA; GOHEL, 2017).

As principais vantagens dos sistemas multiparticulados, quando comparados com

sistemas monoliticos convencionais, envolvem aspectos farmacotécnicos e biofarmacéuticos
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tais como menor susceptibilidade a dose dumping; esvaziamento gastrico mais rapido e
previsivel devido a uma melhor distribuicdo dos componentes no trato gastrointestinal
independentemente do estado alimenticio do paciente; melhor biodisponibilidade, menor
variacdo na liberacdo do insumo farmacéutico ativo, menor frequéncia de administracdo e
melhor adesdo ao tratamento pelo paciente. Além disso, h4 a possibilidade de veicular
farmacos incompativeis entre si ou que apresentem incompatibilidade com excipientes de uma
matriz devido a uma separacdo fisica por estarem subdivididos em subunidades funcioanais
(CHEN et al., 2017; DUKICOTT et al., 2009; SHAH; MEHTA; GOHEL, 2017).

2.3.1 Pellets e Obtencéo de Pellets por Extrusdo-Esferonizacéo

Pellets sdo particulas esféricas e com estreita faixa de tamanho (entre 100 e 1500 pum),
0 quais podem ser veiculados em uma cépsula ou comprimidos. Consistem em um dos
sistemas multiparticulados mais populares devido a morfologia esférica e propriedades
mecanicas (habilidades elasticas e de deformacdo, resisténcia a tracdo) (CHEN et al., 2017,
NEJATI et al., 2018; SIBANC et al., 2013). Os pellets possuem, além das vantagens
terapéuticas dos sistemas multiparticulados mencionadas anteriormente, melhores
propriedades de fluxo, baixa friabilidade, maior resisténcia mecéanica, estreita faixa de
distribuicdo de tamanho, facilidade de revestimento e armazenamento (MULEY;
NANDGUDE; PODDAR, 2016).

Um dos métodos mais utilizados para obtencdo de pellets é a técnica de extrusdo-
esferonizacdo. Esta metodologia apresenta vantagens tais como producdo de pellets com
morfologia adequada, baixa friabilidade, baixa higroscopicidade, propriedades de fluxo
desejaveis e uniformidade de tamanho. Varidveis no processo tais como tempo de
esferonizacdo e velocidade de rotacdo do aparelho devem ser otimizadas com o intuito de
obter rendimento adequado e materiais com caracteristicas ideais (FAROOQ et al., 2019;
MULEY; NANDGUDE; PODDAR, 2016; NEJATI et al., 2018).

A extrusdo-esferonizagdo, conforme ilustrado na Figura 4, consiste na obtencdo de
uma mistura uniforme de pos contendo farmaco e excipientes, a qual é submetida a adigcdo de
um liquido de molhagem para formar uma massa Umida e coesa com as propriedades
adequadas. Em seguida, este material é submetido a uma extrusora, onde a massa €
pressionada em malhas com abertura fixa para formar um extrusado de estrutura longa e
cilindrica. Por fim, o extrusado é submetido ao esferonizador, que é uma camara cilindrica

com fundo rotatdrio que apresenta uma superficie frisada o qual é responsavel por transformar
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0 extrusado longo em particulas esféricas, mais conhecidas como pellets. Por fim, os pellets
séo submetidos a um processo de secagem que pode ocorrer em leito fluidizado ou em estufas
convencionais (DUKICOTT et al., 2009; PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007; SHAH;
MEHTA; GOHEL, 2017).

Figura 4 - Processos da metodologia de extrusdo-esferonizacéo.
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Fonte: Autoria propria.

Durante o processo de esferonizagdo, os extrusados cilindricos sdo clivados em
comprimentos uniformes e sdo gradualmente transformados em particulas esféricas. Este
fendbmeno de modelagem dos materiais € possibilitado devido a deformacdo plastica
proveniente dos excipientes utilizados na formulagédo, proveniente da a¢do da friccdo da placa
rotatoria do esferonizador, das colisdes entre as particulas e das colisbes com as paredes do
equipamento. A Figura 5 ilustra, de maneira geral, o processo de formacdo das particulas
esféricas (pellets) através desta metodologia (MULEY; NANDGUDE; PODDAR, 2016).

Figura 5 - Processo de formagdo das particulas esféricas (pellets) durante a esferonizagao

Fonte: Muley; Nandgupe; Poddar, 2019 (ADAPTADO).

Para a ocorréncia de uma extrusdo bem executada, a massa Umida formada precisa se
manter homogénea durante este processo. As caracteristicas que este material deve conter
incluem fluidez e propriedades autolubrificantes durante a passagem da massa pelos orificios

da malha da extrusora ou granulador. De maneira geral, as propriedades do extrusado devem
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ser: 1) apresentar resisténcia mecénica e, simultaneamente, ser fragil o suficiente para sofrer
as rupturas para a formacéo de particulas esféricas no esferonizador; 2) possuir plasticidade
suficiente para que os cilindros sejam remodelados em esferas por meio da acdo da placa de
friccdo do esferonizador; 3) os longos extrusados cilindricos, idealmente, ndo devem aderir
entre si, diminuindo a agregagéo destas particulas durante a esferonizagio (BOLCSKEI et al.,
2012).

Adjuvantes de extrusao-esferonizacdo, tais como celulose microcristalina (MCC), sédo
necessarios na obtencdo dos pellets utilizando esta metodologia. A celulose microcristalina é
considerada um excipiente “padrd0-ouro” neste processo por contribuir para a formacao das
esferas, por conferir plasticidade e coesdo a massa Umida e por possuir propriedades
reoldgicas necessarias. A MCC é capaz de reter grandes volumes de agua devido a alta area
superficial e a alta porosidade interna. Desta forma, ha um controle no fluxo de liquido na
massa Umida e isto evita que haja separacdo de fase entre os componentes da matriz.
Consequentemente, a utilizacdo de celulose microcristalina permite a obtencédo de pellets com
boa esfericidade, baixa friabilidade e superficie uniforme e regular (BOLCSKEI et al., 2012;
TRIVEDI et al., 2007).

O uso de MCC ndo é recomendado para nucleos de pellets que possuem farmacos
incompativeis com este excipiente ou quando se deseja uma liberacdo mais rapida do
principio ativo a partir destes nucleos, visto que pellets a base de MCC ndo sofrem um
processo de desintegracdo rapido ou completo. Formas para solucionar as problematicas que
envolvem a utilizacdo de MCC no desenvolvimento de pellets incluem o uso de agentes
desintegrantes como croscarmelose sddica ou a utilizacdo de uma mistura de isopropanol e
agua como agentes de molhagem para a formacdo da massa Umida. Além disso, outros
excipientes sdo necessarios para desempenhar fungdes farmacotécnicas de formulacéo, tais
como agentes agregantes, desintegrantes, diluentes, entre outros. (CHEN et al., 2017;
DUKICOTT et al., 2009; MULEY; NANDGUDE; PODDAR, 2016; NEJATI et al., 2018;
PATEL et al., 2016).

Em relacdo ao controle das variaveis do processo, a velocidade de rotagdo do
esferonizador, tempo de permanéncia dos materiais no equipamento, entre outros fatores
influenciam na qualidade final dos pellets. Baixas velocidades de rotagdo geralmente néo
implicam em alteragdes significativas na morfologia das esferas. Altas velocidades de rotagéo,
por sua vez, sdo capazes de promover uma reducdo no tamanho das particulas. Ainda em
relacdo a velocidade de rotacdo do esferonizador, é possivel avaliar diferencas nas densidades

bruta e de compactacdo das particulas esféricas ao otimizar este parametro. Em relacédo ao
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tempo de permanéncia no equipamento, diferengas significantes foram comprovadas ao
realizar variag0es neste parametro, gerando alteracGes no diametro, distribuicdo do tamanho,
esfericidade, densidade e rendimento (MULEY; NANDGUDE; PODDAR, 2016).

2.3.2 Revestimento de pellets

Para o desenvolvimento de sistemas de liberacdo prolongada utilizando farmacos
sollveis ou ligeiramente soliveis em solugdes aquosas, uma etapa de revestimento se faz
necessaria para obtencgdo de tal perfil. O revestimento de produtos farmacéuticos baseia-se na
deposicdo de um material na superficie de sélidos, possibilitando a obtencdo de sistemas com
vantagens frente as formas ndo revestidas. Este procedimento é capaz de aumentar a
estabilidade fisico-quimica, mascarar sabor desagradavel, realizar protecdo géstrica, proteger
o insumo farmacéutico ativo de fatores externos e modular a liberacdo de farmacos.
(ARAUJO ROLIM et al., 2009; THAPA et al., 2018; ZOUBARI; ALIl; DASHEVSKIY,
2019).

A utilizacdo de polimeros na pratica da tecnologia farmacéutica consiste em uma das
principais estratégias para o desenvolvimento de sistemas de liberagdo de farmacos.
Diferentes matérias poliméricos, com diferentes caracteristicas fisico-quimicas, sao
amplamente utilizados para o revestimento de formas farmacéuticas sélidas, o qual permite
modificar a liberacdo do farmaco, guiando o desenvolvimento de sistemas de liberacdo
modificada (WASILEWSKA; WINNICKA, 2019).

Dentre os materiais poliméricos mais utilizados, destacam-se derivados da celulose,
derivados acrilicos e derivados de acetato de polivinila. A liberacdo do farmaco a partir dos
pellets revestidos depende de fatores como difusdo do principio ativo, formacao de rupturas
do filme polimérico, intumescimento do polimero, formacdo de poros e penetracdo da agua
nos nacleos do pellet (FAROOQ et al.,, 2019; THAPA et al., 2018; WASILEWSKA;
WINNICKA, 2019).

Etilcelulose (EC) é um polimero hidrofébico altamente utilizado por ser nao-
alergénico, ndo toxico, insipido e por possuir boas propriedades de formagédo de filme na
superficie de particulas s6lidas. E um material que pode ser disperso em solventes organicos
ou em meio aquoso, no qual este ultimo vem sendo mais utilizado devido a questdes
ambientas relacionadas ao uso de compostos organicos. Devido a formacdo de filmes
hidrofobicos e devido ao intumescimento (swelling) que este material sofre em liquidos

bioldgicos, a etilcelulose € amplamente utilizada como agente modulador da liberacdo de
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principios ativos, permitindo o desenvolvimento de sistemas de liberacdo prolongada de
farmacos (AFRASIABI GAREKANI et al., 2017; FAROOQ et al., 2019; THAPA et al.,
2018; WASILEWSKA; WINNICKA, 2019).

2.4 DESIGN EXPERIMENTAL (Design of Experiment — DoOE)

O Design Experimental (do inglés Design of Experiment — DoE) € uma metodologia
que permite o desenvolvimento, de maneira estratégica, de experimentos e procedimentos
operacionais com o0 objetivo de fornecer informacgdes e dados da forma mais eficiente e
precisa possiveis. Por meio de descricdes matematicas, é possivel determinar a relacdo entre
os fatores experimentais que influenciam em um processo e suas respostas, sendo considerado
um método poderoso e robusto para delineamento de experimentos de desempenho superior
(N. POLITIS et al., 2017; RAKIC et al., 2014; SAVIC et al., 2012).

Diversos modelos matematicos de designs experimentais estdo descritos na literatura e
a escolha do modelo adequado depende de determinados quesitos tais como: 1) nimero de
fatores e interacbes a serem avaliadas; 2) complexidade do modelo a ser adotado; 3)
facilidade de compreensédo e implementacdo de cada modelo por parte do pesquisador; 4)
natureza do problema; 5) restricbes de custo e tempo; 6) validacdo estatistica e eficacia de
cada modelo (SAVIC et al., 2012).

As vantagens de utilizar um DoE ao invés de avaliar um fator por vez incluem: 1)
melhor rendimento e estabilidade do processo; 2) aumento dos lucros; 3) aumento da
capacidade do processo; 4) reducdo da variabilidade entre os lotes; 5) aumento da
compreensdo das relacBes entre as entradas (inputs) e saidas (outputs) dos processos; 6)
aumento do ciclo de vida do produto (BURAGOHAIN; MAHANTA, 2008; SAVIC et al.,
2012). O design experimental do tipo central composto (experimento central composto)
consiste em um planejamento simétrico e de segunda ordem, constituido de duas partes: o
fatorial 2%, com um ou mais pontos centrais (que sera executado varias vezes para dar uma
estimativa interna de erro puro), e a parte axial (que permitem estimar curvas) (MATEUS;
BARBIN, 2001)

De maneira geral, a aplicacdo de um design experimental do tipo central composto
confere uma série de vantagens para o procedimento experimental tais como: diminui¢do do
guantitativo de experimentos sem limitar a qualidade dos dados; analise simultanea de uma
série de variaveis e analise de seus respectivos efeitos de maneira isolada; determinacéo da

confiabilidade dos resultados; escolha das variaveis que alteram um procedimento operacional
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com um ndmero reduzido de experimentos; indicacdo dos resultados dos processos estudados

por meio de modelos matematicos (CUNICO et al., 2008).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL

O insumo farmacéutico ativo ACV foi doado pela Cristalia® (Lote 34146/2017),
apresentando teor de 99,98%. A Tabela 1 lista os reagentes utilizados durante toda a pesquisa.

Tabela 1 - Reagentes utilizados na pesquisa.

Reagente Procedéncia
Aciclovir Cristalia®
Acido cloridrico Isofar® / Alphatec®
Alcool Isopropilico Vetec®
Celulose Microcristalina Microcel MC- Blanver®
200
Etilcelulose Ethocel®
Glicerina Fmaia®
Lactose Monohidratada Tablettose® 70
Polivinilpirrolidona (PVP) K-30 IMEC®
Corante Azul

Fonte: Dados da pesquisa.

3.2 METODOS
3.2.1 Caracterizac0es Fisico-Quimicas do ACV e Excipientes

3.2.1.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As amostras foram analisadas utilizando espectrometro 1V PerkinElmer® (Spectrum
400) com dispositivo de Reflectancia Total Atenuada (ATR) com cristal de selénio. Os
espectros de infravermelho foram obtidos utilizando uma média de 16 varreduras e resolucao

de 4 cm™ em comprimento de onda na faixa de 400 a 4000 cm™.

3.2.1.2 Andlise Térmica
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As curvas de termogravimetria (TG) foram realizadas por meio de termobalanca
(Shimadzu® TA-60WS), com atmosfera de nitrogénio de 100 mL.min, sendo a massa da
amostra de 5 + 0,5 mg para o ACV, para excipientes e para a formulacéo, acondicionados em
cadinho de platina e analisados na faixa de temperatura de 30 a 600°C com razdo de
aquecimento 10 °C.min e com prévia calibracdo da termobalanca utilizando um cadinho de
platina vazio.

Para as analises feitas por calorimetria exploratoria diferencial (DSC), uma massa de
aproximadamente 2 + 0,05 mg do ACV, para excipientes e para a formulacdo, adicionados a
um cadinho de aluminio posteriormente selado. O ensaio ocorreu também em atmosfera
dinamica de nitrogénio com vazdo de 50 mL.min!, com razdo de aguecimento de 10°C.min"*
dentro do intervalo de 25 a 300 °C.

3.2.1.3 Estudo de Solubilidade do Aciclovir

Foi avaliada a solubilidade de equilibrio do ACV em &gua ultrapurificada e em
condicBes experimentais proximas as do trato intestinal (tamp&o acido com pH 1,2 e tampéo
fosfato com pH 6,8).

Em triplicata, excesso do farmaco foi adicionado as solucdes. As suspensfes foram
agitadas a 150 rpm e mantidas a temperatura 37,0 = 1°C por 7 dias na incubadora Shaker 5L
222 — Solab, para estabelecimento do equilibrio das amostras. Posteriormente, foram filtradas
através de filtro de membrana de 0,45um e as solucdes remanescentes foram adequadamente

diluidas e analisadas por espectrofotdmetro Shimadzu - UV mini 1240, em 254 nm.

3.2.2 Desenvolvimento da formulacéo e obtencéo de pellets por extrusao-esferonizagio

Inicialmente, a mistura de p6s contendo farmaco e excipientes foi preparada utilizando
72,5% Celulose Microcristalina (Microcel MC-200, Blanver®), 24% Lactose Monohidratada
(Tablettose® 70), 2,5% Aciclovir (Cristalia®) e 1% PVP K-30 (IMEC®), conforme descrito na
Tabela 2. Esta massa de excipientes associada ao farmaco foi projetada para totalizar 100 g
antes do processamento. Apds processo de mistura manual, foram adicionados, de maneira
gradual, 110 mL de agua destilada como liquido de molhagem até obter um material coeso

para ser extrusado.
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Tabela 2 - Lista de excipientes utilizados na formulacdo de pellets

MATERIAL TEOR FUNCAO FARMACOTECNICA
Celulose Microcristalina 75,5% Agente de esferonizacdo
Lactose Monohidratada 24% Diluente
Aciclovir 2,5% Insumo Farmacéutico Ativo
PVP K-30 1% Agente agregante

Fonte: Dados da pesquisa.

A massa obtida foi submetida ao granulador Fabbe-Primar® (Modelo 179.01) com
uma malha no tamanho adequado. Em seguida, o extrusado foi submetido ao esferonizador
Zelus® (Modelo ES-230), utilizando velocidade de rotagdo (rpm) e tempo de esferonizacéo
(segundos) determinados em design experimental, o qual serd apresentado em seguida.

Para o revestimento de pellets, uma solucéo de revestimento foi preparada utilizando
Etilcelulose (5%), glicerina (1%), alcool isopropilico (90 mL) e agua destilada (quantidade
suficiente para 100 mL). Em seguida, esta solucédo foi borrifada em spray sobre os nucleos dos

pellets e secos em estufa de circulacdo a 60 °C por lhora.

3.2.2.1 Design Experimental

Os pardmetros de esferonizagdo foram determinados atraves design experimental do
tipo central composto, aplicando dois fatores em dois niveis diferentes, utilizando o software
Minitab® 18.

Os fatores avaliados foram parametros operacionais de velocidade de rotagdo e tempo
de esferonizacdo, visto que sdo criticos no processo de obtencdo dos pellets. Os valores de
velocidade de rotacdo e tempo de esferonizacdo foram estipulados com base em testes
preliminares para verificar a viabilizacdo do experimento. As respostas avaliadas foram:
rendimento de pellets, teor de farmaco (doseamento), tamanho dos pellets (distribuicdo de
tamanho) e propriedades de fluxo.

Embora o tipo e quantidade do liquido de molhagem também exercam um papel
crucial na formacéo dos pellets, durante testes preliminares, uma estreita variagdo no volume
do liquido adicionado gerava uma massa friavel e inadequada para a extrusdo-esferonizagédo
ou gerava um excesso de umidade na massa, resultando esferas em escala macroscépica

perdendo a caracterizacdo de um pellet. Desta forma, o liquido de molhagem ndo foi estudado
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com um dos fatores. Com isso, foi estabelecida a producdo de 14 lotes de bancada com as

variac@es dos fatores e niveis apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Fatores e niveis variados na produgao de lotes de pellets.

LOTE

10

12

14

Velocidade de rotacao (rpm)

741

700

500

Tempo de esferonizagdo (segundos)

90

90

132

90

60

90

120

Fonte: Dados da pesquisa.

3.2.3 Validagdo do método de doseamento do ACV nas formulagdes

Para verificar a capacidade do método utilizado em determinar concentracdes de ACV

nos sistemas desenvolvidos, foi realizada a validacdo analitica de acordo com as diretrizes

descritas na RDC n° 166 de 2017. Foram avaliados parametros de seletividade, linearidade,

precisao, exatiddo, robustez e efeito matriz.

Para avaliar a linearidade, curvas analiticas (n=3) de um padrdo de ACV foram

preparadas utilizando concentragdes entre 1 e 12,5 pg/mL, partindo de uma solugdo estoque

preparada na concentragdo de 100 pg/mL, utilizando o HCl 0,1 M como solvente. As

respostas obtidas foram comparadas com as concentragdes tedricas em um modelo de

regressao linear ordinario, onde foi determinado o coeficiente de determinacgdo (R?). A analise

da variancia (ANOVA) foi utilizada para avaliar o coeficiente angular, intercepto e a

dispersdo dos residuos.
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A preciséo foi avaliada através da repetibilidade e precisao intermediaria. Amostras na
concentragdo de 5 pug/mL foram preparadas em sextuplicata em um mesmo dia e com o
mesmo analista para a analise da repetibilidade e uma segunda sextuplicata foi preparada em
um dia diferente (ap6s 48 h) com auxilio de um segundo analista para avaliacdo da precisao
intermediéria. As respostas analiticas foram lidas e o desvio padrdo relativo (DPR%) foi
calculado como resultado.

Com a finalidade de verificar o efeito da matriz na resposta analitica, foi realizada
comparacgéo entre os coeficientes angulares da curva de calibracdo construida com a do ACV
(n=3), preparadas da mesma forma que no método de linearidade, utilizando os mesmos
niveis de concentracdo, com a curva de calibracdo do farmaco na presenca da matriz de
excipientes. Para obtencdo da solucdo que continha o farmaco na presenca da matriz,
inicialmente foi preparada uma solugdo estoque de ACV na concentracdo de 100 pg/mL,
utilizando o HCI 0,1 M como solvente. Posteriormente foi adicionado 0s outros componentes
da matriz de excipiente, o sistema foi submetido a banho ultrassénico por 10 minutos e
completado o volume.

A seletividade deve ser demonstrada por meio da comprovacdo de que a resposta
analitica se deve exclusivamente ao analito, sem interferéncia da matriz, de impurezas ou de
produtos de degradacdo. Afim de verificar se os componentes da formulacdo podem causar
tais interferéncias na analise quantitativa do farmaco, a seletividade foi comprovada através
de analises espectrofotométricas realizadas por varredura (220 — 900 nm) da matriz de
excipientes em compara¢do com a analise do farmaco nas mesmas condicGes de anélise.

A exatiddo foi avaliada de acordo com o que é preconizado pela RDC 166/2017 para
Insumos Farmacéuticos em matriz complexa. A partir da utilizacdo de uma concentragédo
baixa (2,5 pg/mL), uma média (7,5 pg/mL) e uma alta (12,5ug/mL) de ACV, obteve-se uma
curva com valores aceitos como verdadeiros. Utilizando as mesmas concentraces descritas
acima, obteve-se uma curva. Tal pardmetro foi determinado a partir do percentual de
recuperacdo do método e os resultados obtidos foram submetidos ao tratamento estatistico
pelo Teste t Student.

A robustez foi verificada através das varidveis aplicadas a0 método na varia¢do do
fabricante do solvente utilizado (Isopar® e Alphatec®) e alteracdo das solucbes de trabalho
(n=3) foram preparadas em concentrag0es baixa, média e alta, com pH 1,13, em HCI
(fabricante: Isopar®). Foi realizada a alteragdo de parametros como o pH, que foi ajustado
para o valor de 1,2. A partir do gotejamento de uma solugdo de NaOH 0,1M, assim como 0

fabricante (Alphatec®) do solvente utilizado. Para cada variacdo sofrida, foi realizada uma
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leitura para as concentragOes supracitadas. Para os dados gerados, foi aplicado o teste
ANOVA, como tratamento estatistico.

3.2.4 Caracterizacao dos pellets
3.2.4.1 Determinacdo do teor de aciclovir nos pellets

Para determinar o conteudo de aciclovir nos sistemas multiparticulados, os pellets
foram pulverizados utilizando grau e pistilo para desestruturar o formato esférico e expor o
farmaco em solugdo. Foram pesados 20 mg e, em seguida, dissolvidos em uma solugdo HCI
0,1 M em baldo volumétrico de 100 mL. Em seguida, o baldo foi submetido a banho
ultrassoénico por 10 minutos para facilitar a solubilizacdo de componentes da matriz. A
solucéo final foi filtrada e, em seguida, lida em espectrofotometro Shimadzu® UV 1240 e a
varredura foi obtida no intervalo de 190-900 nm utilizando a solugédo HCI 0,1 M para ajuste
do zero. As absorbancias foram coletadas na regido de 254 nm e foram comparadas com uma
curva analitica de ACV no intervalo de 1, 2,5, 5, 7,5, 10 e 12,5 ug/mL. O ensaio foi realizado

em triplicata e demonstrado com a média das leituras.

3.2.4.2 Analise de distribuicdo granulométrica por tamisagdo

Os pellets foram submetidos a determinacdo do tamanho de particula, de acordo com a
metodologia proposta pela Farmacopeia Brasileira 62 Edicdo (2019). Os materiais foram
submetidos a vibracdes através de um agitador de peneiras (Tamisador Bertel®), durante 10
minutos, utilizando as malhas de abertura nominal de 850 um, 600 um, 500 pum e 250 pum. O
tamanho médio das particulas foi determinado através de histograma de distribuicdo do

material, através de cada tamis.

P1
%Retida pelo tamis = 77 x 100

Onde: P1= peso da amostra retida em cada tamis (em gramas);

P2=soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (em gramas).

3.2.4.3 Determinacdo das propriedades de fluxo dos pellets
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As propriedades de fluxo dos pellets foram determinadas através de suas
caracteristicas micrométricas, indicadas através do Indice de Compressibilidade de Carr
(ICC), Fator de Hausner (FH), Densidade Bruta (db) e Densidade de Compactacéo (dc). Estes
valores séo indicados por meio do volume aparente inicial (Vo) e o0 volume final compactado
(Vr) de particulas sélidas acondicionadas em uma proveta de 100 mL a qual foi submetida a
300 golpes continuos, até que ndo sejam observadas altera¢fes no volume. As propriedades de

fluxo foram determinadas através da aplicacdo dos valores obtidos nas seguintes formulas:

dc—db

(1) indice de Compressibilidade de Carr (ICC) = ”

x 100

(2) Fator de Hausner (FH) = %

_ m
(3) db=1-
_ m
(4) de= &

3.2.4.4 Estudo do perfil de dissolucéo dos pellets

Para a dissolucdo dos pellets foram obtidas amostras dos sistemas multiparticulados
relativos a 20 mg de ACV para cada amostra. Utilizou-se equipamento dissolutor Varian®
(modelo VK 7010), aparato 2 (pas) na velocidade de 75 rpm, o meio de dissolu¢édo foi tampéo
fosfato (pH 6,8) e tampédo acido (pH 1,2), e temperatura de 37 +0,5°C. Desta forma,
procedeu-se com o estudo de dissolucdo em triplicata dos materiais supracitados, com
posterior determinacdo da concentracdo de farmaco, diante de cada coleta realizada em
intervalos de 3 minutos a 24 horas, com posterior filtracdo dos contetdos e utilizacdo de curva

analitica para quantificacéo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZAC}OES FISICO-QUIMICAS DO ACICLOVIR E EXCIPIENTES
4.1.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As analises dos espectros de infravermelho foram realizadas para caracterizar a

estrutura quimica dos grupos funcionais presentes em cada amostra e estdo descritos na Figura
6.

Figura 6 - Espectro de infravermelho do farmaco, excipientes e formulacgéo obtida.

— ACV
——MCC
——1LAC
PVP K-30
004 — e Bl
. e — ,
T
Al | W 1|
"n‘j\ : : ‘r\"w uN Ilr Ii.’
e o e -,
hae
L
%

= = =

Transmitancia (%)

- i e
‘\v/ s \

e

-

T T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

100

Comprimentc de onda (cm™)

Legenda: ACV: Aciclovir; MCC: Celulose microcristalina; LAC: Lactose monohidratada; PVP K-30:
Polivinilpirrolidona K-30; F1: Formulacdo. Fonte: Dados da pesquisa.

No espectro do ACV, foram evidenciadas bandas em 3430 e 3512 cm™ referentes as
deformacdes axiais simétrica e assimétrica do N-H provenientes do grupamento NH2; bandas
em 1709 e 1628 cm™ relativas a deformacéo axial da ligagdo C=0 e a deformagdo angular da
ligacdo N-H da amida, respectivamente. Em 1044, 1340 e 1492 cm?, foi possivel observar
vibracbes caracteristicas do alcool primario, das ligacbes C-H e do grupo metileno,
respectivamente. Estes dados estdo de acordo com os achados na literatura
(MONAJJEMZADEH et al., 2009; NAIR et al., 2014; NUGRAHANI; MUSSADAH, 2016;
REOLON et al., 2019).

No espectro da celulose microcristalina (MCC), foi evidenciada uma banda em 3660-
3000 cm™ correspondente ao estiramento da ligagdo O-H; em 2980-2800 cm™, é possivel
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identificar uma banda correspondente a vibracdo de estiramento da ligagdo C-H; em 1632
cm?, uma banda de baixa intensidade indica 4gua adsorvida da celulose microcristalina e do
estiramento da ligagdo C=0; em 1031 cm™ correspondente ao estiramento da funcéo éter; e
em 895 cm™* correspondente a ligagdo B-glicosidica (ADEL et al., 2011; BENABBAS et al.,
2021; PUJIASIH et al., 2018).

O espectro da lactose monohidratada (LAC) evidenciou as bandas em 3560-3000 cm*
correspondente ao estiramento simétrico dos grupos OH; 2960-2860 cm™ correspondente
estiramento das ligacdes C-H presentes na glicose e galactose; 1700-1600 cm™
correspondente ao estiramento das ligacGes O-H de agua de cristalizacdo ou superficial; 1490-
1230 cm™ correspondente a deformacéo angular simétrica e assimétrica fora do plano dos
grupos CH, OH e CH2; 1230-1045 cm™ correspondente a vibragdo da ligagdo glicosidica; e
1040-908 cm™ correspondente ao estiramento do grupo C-O (LISTIOHADI et al., 2009;
LOPEZ-PABLOS et al., 2018; MONAJIEMZADEH et al., 2009; NEP; CONWAY, 2012).

Em relagdo a PVP K-30, as principais bandas evidenciadas foram em 3707-3040 cm™
correspondente a agua superficial; 3020-2810 cm™ correspondente ao estiramento dos grupos
C-H; 1651 cm™ correspondente ao grupo amida; e 1520-1478 cm™ correspondente as
vibragdes assimétricas das ligagdes C-H; e em 1288 cm™ correspondente & deformagio no
plano das ligaces C-H, estando em concordancia com os achados na literatura (RUAN et al.,
2005; SUl et al., 2020; TITA et al., 2013).

No espectro da formulacdo (F1), é possivel observar predominantemente as bandas
referentes aos grupos funcionais da MCC e LAC. A auséncia de bandas referentes ao ACV e
PVP K-30 podem ser justificadas devido a menor propor¢do destes componentes na mistura
(2,5% e 1%, respectivamente), sendo sobrepostos pelas bandas dos grupos funcionais dos
excipientes em maior proporgdo. Foram evidenciadas bandas em 3660-3000 cm™, 2980-2800
cm? e em 1632 cm! provenientes da celulose microcristalina, conforme discutido
anteriormente. Em relagdo a lactose monohidratada, foram evidencias bandas em 1490-1230
cmt, em 1230-1045 cm™ e em 1040-908 cm™, conforme apontadas anteriormente.

4.1.2 Analise Térmica

As curvas de TG do ACV, excipientes e formulagdo esta representada na Figura 7. A
curva do TG do ACV evidenciou um evento discreto com perda de massa de 5,23 % entre 90-
150 °C, referente ao teor de agua presente na amostra, com perda de massa de
aproximadamente 5%. A decomposicdo térmica do farmaco isolado foi observada em dois



38

eventos, o primeiro ocorreu na faixa entre 263-277,30 °C (DTGpico= 269,2 °C) com perda de
massa de 23,15%, onde ha inicialmente formagdo da guanina, e o segundo evento ocorreu
entre 465,15-492,65 °C (DTGpico= 471,9 °C) com decaimento de massa de 16,11%. Apos
estes eventos, houve uma perda de massa constante, gerando um residuo. Esses dados estdo de
acordo com resultados relatados na literatura para este farmaco (STULZER et al., 2007).

A curva de TG da MCC evidenciou um evento de perda de massa entre 36,72-79,46 °C
relacionado a perda de agua superficial. Um segundo evento entre 288-53-312,92 °C
(DTGpico= 299,66 °C) com perda de massa de 37,23% correspondente & decomposic¢éo da
celulose microcristalina (ROUMELI et al., 2013).

A curva de TG da lactose monohidratada evidenciou trés eventos. O primeiro entre
142,34-148,63 °C (DTGpico= 144,50 °C) com perda de massa de 3% correspondente a
dessor¢do de agua de cristalizagdo. O segundo evento entre 233,40-249,60 °C (DTGpico=
239,24 °C) com perda de massa de 9,33% e o terceiro evento entre 289-318,50 °C (DTGpico=
301,80 °C) com perda de massa de 52,85% correspondentes a decomposi¢do térmica da
lactose (BADAL TEJEDOR et al., 2018; LISTIOHADI et al., 2009)

A curva de TG do PVP K-30 evidenciou dois eventos de perda de massa. O primeiro,
entre 39,01-68,08 °C (DTGpico= 55,87 °C), com perda de massa de 11,98% correspondente a
perda de umidade da amostra. O segundo evento entre 404,42-452,96 °C (DTGpico= 427,57
°C), com perda de massa de 68,65% correspondente a degradacdo deste componente (DU et
al., 2006; SUl et al., 2020; TITA et al., 2013).

A curva de TG da formulacdo (F1) exibiu trés eventos térmicos. O primeiro entre
145,40-149,75 °C (DTGpico= 146,64 °C) com uma perda de massa de aproximadamente
0,55%. O segundo evento entre 230,60-250,71 °C (DTGpico= 240,81 °C) com perda de massa
de 7,05%. O ultimo evento ocorreu entre 336,85-359,10 °C (DTGpico= 346,05 °C) com perda
de massa de 42,85%. Os eventos térmicos do ACV e PVP K-30 foram sobrepostos pelos
eventos dos componentes em maior propor¢do no sistema. No geral, ndo ha indicios de

comprometimento da estabilidade téermica da mistura.
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Polivinilpirrolidona K-30; F1: Formulacdo. Fonte: Dados da pesquisa.

A curva de DSC do aciclovir (Figura 8a) evidenciou o ponto de fusdo do farmaco em
258,69 °C (AHfusso= -289,07 J.g1), estando de acordo com os achados da literatura (NAIR et
al., 2014; STULZER et al., 2007). As curvas de DSC da celulose microcristalina (Figura 8b)
evidenciaram dois picos endotérmicos, o primeiro em 60,85 °C (AH= -153,20 J.g?)
relacionado a eliminacéo de agua superficial e o segundo em 296,50 °C (AH= -11,11 J.g})
correspondente a decomposicdo por pirélise (LAVOR et al., 2014).

As curvas de DSC da lactose monohidratada (Figura 8c) evidencia um pico
endotérmico em 145,08 °C (AH= -90,8 J.g%) o qual corresponde a perda de agua de
cristalizagdo, seguido por um pico endotérmico em 216,20 °C (AH= -110,85 J.g%)
correspondente & transigdo vitrea/transicdo cristalina da lactose de sua forma o para f e
caracteristico de fusdo. Um terceiro pico em 243,80 °C (AH= -108,60 J.g%) correspondente a
decomposic¢do da amostra (LAVOR et al., 2014). A curva de DSC da PVP K-30 (Figura 8d)
evidenciou um pico correspondente a dessor¢do de &gua da amostra em 76,16 °C (AH= -
420,65 J.g1) (SUI et al., 2020).
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A curva de DSC da formulagéo (Figura 8e) evidenciou um pico em 49,91 °C (AH= -
84,21 J.g%) sugerindo eliminacdo de umidade presente na amostra. Um segundo pico em
146,93 °C (AH=-13,29 J.g}) e um terceiro pico observado em 213,34 °C (AH= -21,82 J.g})
correspondem a eventos térmicos relacionados lactose monohidratada. Por fim, o altimo
evento ocorreu em 239 °C (AH= -20,35 J.g7) indica decomposicdo da amostra. E possivel
observar a auséncia do pico caracteristico da fusdo do ACV, isto pode ter ocorrido devido a
solubilizacdo do aciclovir na matriz de excipientes ja fundida, facilitado pelo aquecimento da
técnica de DSC (TITA etal., 2013).

Figura 8 - Curvas de DSC do ACV e excipientes
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Legenda: (a) Aciclovir; (b) Celulose microcristalina; (c) Lactose monohidratada; (d) PVP K-30; (e) Formulagéo.

Fonte: Dados da pesquisa.

4.1.3 Estudo de Solubilidade do Aciclovir

Experimentalmente, o ACV cristalino apresentou uma solubilidade aquosa relevante,
cerca de 1,53 £ 0,04 mg/mL (Tabela 4). No meio &cido observou-se que esse valor aumentou

em aproximadamente dez vezes, isso pode ser justificado pelo carater anfotero da molécula,
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que apresenta dois grupos ionizaveis, um pKa bésico (2,3) referente a desprotonacéo do anel
imidazdlico e um pKa &cido (9,3) referente ao oxigénio ligado ao anel pirimidico. Os estudos
de solubilidade permitem a determinacdo da concentracdo de farmaco a ser utilizada nos
estudos de dissolucéo, visto que, para manter as condi¢des sink, a concentracdo de farmaco no

meio deve estar abaixo do ponto de saturacdo (PHILLIPS et al., 2012).

Tabela 4 - Solubilidade do ACV em diferentes meios.

Meio Solubilidade ACV (mg/mL + DPR
Tampdo acido pH 1,2 15,54 + 0,98
Agua ultrapurificada 1,53 + 0,04
Tampéo fosfato pH 6,8 1,66 + 0,07

Fonte: Dados da pesquisa.

4.2 VALIDACAO DO METODO DE DOSEAMENTO DE ACV NAS FORMULACOES

4.2.1 Linearidade

A linearidade foi comprovada nas concentracdes propostas por meio da analise de
regressdo linear através do método dos minimos quadrados. Apds preparo e leitura das

solugdes em triplicata, obteve-se as trés curvas como mostra a Figura 9.

Figura 9 - Triplicata da curva de calibrag8o para o ensaio de linearidade.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados das trés curvas foram tratados estatisticamente por Analise de Variancia
ANOVA, com nivel de confianca de 95%. Foi verificado pelo valor do F calculado ser
inferior ao F critico, que ndo ha diferencas significativas entre as trés curvas, mostrando néo

ser necessario realizar ajustes (Tabela 5).
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Tabela 5 - Resultados estatistico ANOVA para linearidade.

Curval Curva 2 Curva 3
Média 6,413166667 6,413833333 6,4166
Variancia 19,54071377 19,54277337 19,55786995
F 0,0000010173707
F critico 3,68232034367324

Fonte: Dados da pesquisa

Foi obtida a média das trés curvas e os pontos das mesmas foram plotados em um
Unico grafico como mostra a Figura 10. Assim, foi possivel determinar o valor do coeficiente
de correlacio r= 0,999849 e o coeficiente de determinagdo r?= 0,9997. O valor de r? indica
que 99,97% da variacéo total relacionado a média sdo explicadas pela regressdo. A obtencao
desses resultados confirma que h& uma correlacdo linear entre a absorbancia e a concentracao

das amostras.

Figura 10 - Curva média do ensaio de linearidade.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Por meio da regressdo linear foi possivel realizar o calculo dos residuos da linearidade,
onde demonstra os valores estimados e os dados observados e, avalia a suposi¢do de que 0s
erros experimentais seguem uma distribuicdo normal. De acordo com a Figura 11, pode-se
comparar os residuos com a distribuicdo normal, indicada pela reta, mostrando que os
mesmos se distribuiram em torno do zero, indicando que a dispersdo € aleatéria e sem

tendéncia, apresentando resultados satisfatérios.
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Figura 11 - Gréfico da dispersdo dos residuos do ensaio de linearidade
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Fonte: Dados da pesquisa.
4.2.2 Seletividade

A seletividade de métodos quantitativos deve ser demonstrada a partir de uma tatica
que comprove a pureza da resposta obtida. Sendo esta gerada, exclusivamente, pela substancia
de interesse. Livre da contribuicdo de outros constituintes, como produtos de degradacéo,
impurezas, ou a matriz. Com o objetivo de avaliar se 0 método é seletivo, foram obtidos os

espectros Ultravioleta (UV) (Figura 12), por varredura, do ACV e da matriz excipientes.

Figura 12 - Espectros UV obtidos para o ensaio de seletividade.
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Legenda: ACV: Aciclovir; EXCP: Excipientes. Fonte: Dados da pesquisa.
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4.2.3 Efeito matriz

Por meio das curvas geradas a partir das solugdes de ACV e matriz de excipientes,
obteve-se o resultado do efeito matriz, expresso pela Figura 13. Segundo a RDC 166/2017 da
ANVISA, o efeito matriz tem como tatica avaliativa, o paralelismo entre as retas. Fendmeno
que presta indicios de que ndo ha influéncia dos compostos que formam a matriz. A aplicacéo

de uma ferramenta estatistica é necessaria para garantir que as restas sdo paralelas entre si.

Figura 13 - Paralelismo entre as retas das curvas no efeito matriz.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Em concordancia com o preconizado, o teste ANOVA demonstrou valor proximo de 1
(0,9998). Admitindo que estatisticamente, ndo ha diferencas entre as duas curvas, sendo
considerada iguais entre si. Desse modo, € legitimo que ndo héa interferéncia por parte dos
constituintes da matriz, visto que o paralelismo foi demonstrado estatisticamente. A partir da
verificacdo de que as retas sdo paralelas entre si, é possivel comprovar que ha linearidade da

substancia de interesse na matriz de excipientes.

4.2.4 Repetibilidade

Na repetibilidade, as seis amostras auténticas com concentragdo de 100%, sob as
mesmas condicGes de teste, em um curto intervalo de tempo e preparadas pelo mesmo analista
apresentaram Desvio Padrdo Relativo (DPR) baixo (Tabela 6). E possivel concluir que o
método demonstra uma repetibilidade eficiente, sendo considerado preciso. Uma vez que, 0

DPR deve apresentar valores reduzidos, estando abaixo do percentual de 5%.
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Tabela 6 - Resultados para o ensaio de repetibilidade.

Repetibilidade

DPR

(%)

ABS 0,264 0,266 0,267 0,264 0,269 0,269 0,2665 0,002258 0,847
Fonte: Dados da pesquisa.

Amostras 1 2 3 4 5 6 Média DP

4.2.5 Precisdo intermediaria

A partir de andlises que devem ser realizadas em dias diferentes, por operadores
distintos, utilizando a mesma amostra, em um mesmo laboratério, a precisdo intermediaria é
estabelecida quando ha proximidade entre os resultados gerados (BRASIL, 2017). Os dados
obtidos, a partir da utilizagdo da concentragdo de 5,0 ug/mL, referentes a dias e analistas
distintos, para a precisao intermediaria, podem ser observados na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados para o ensaio de precisao intermediéria.

Precisdo Intermediaria

1 2 3 4 5 6 Média

Analistal 0,271 0,274 0,266 0,261 0,260 0,262  0,2656
Analista2 0,264 0,266 0,267 0,264 0,269 0,269  0,2665

Fonte: dados da pesquisa.

A conformidade entre os resultados foi confirmada a partir do emprego do Teste t
Student, que mostrou similaridade entre as médias das variancias analisadas. Portanto, foi
possivel determinar que o método € preciso, com o nivel de 95% de confianca visto que, em
comparagdo com 0 que esta descrito em literatura, o teste t demonstrou a existéncia de
variancias equivalentes. Ndo havendo, desta forma, diferencas estatisticas significativas entre

0 periodo em que as analises sdo realizadas e os analistas que as executam.

4.2.6 Exatidao

Com o proposito de avaliar a exatiddo do método, foram obtidos os percentuais de
recuperacdo do analito adicionado a amostra, para as trés concentragdes utilizadas: 2,5

pug/mL, 7,5 pg/mL e 12,5 pg/mL. O que pode ser visualizado na Tabela 8.
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Tabela 8 - Resultados doTeste t Student para o ensaio de exatidao.

[ Jtedrica [ ] médiaexperimental  Recuperacéo Teste t Student

(ng/mL) (ng/mL) média (%) t calculado t critico
2,5 2,54 101,88 - 2,8092 2,7764
7,5 7,69 102,57 -5,6694 2,7764
12,5 12,59 100,75 -2,2702 2,7764

Fonte: Dados da pesquisa

Para este parametro, foi aplicado o Teste t Student, do tipo bi-caudal, com um nivel de
95% de confianca. Através do teste estatistico, foi possivel verificar que ndo ha diferencas
significativas entre as médias das concentracBes que foram manuseadas pelo método em
questdo, havendo concordancia entre ambas. O que pode ser demonstrado a partir da
comparacgao entre os valores do t calculado, para as respectivas concentragdes, com o valor do
t tabelado, que € superior. Diante do exposto, aceita-se que o método analitico para
doseamento do ACV em matriz de excipientes é exato visto que 0 mesmo expressa uma
relacdo entre a concentracdo média, que é determinada de forma experimental, e a

concentracgdo teorica.

4.2.7 Robustez

As variaveis aplicadas ao método, de acordo com as op¢Oes descritas na resolucéo
166/2017 da ANVISA, foram o pH e o fabricante do solvente utilizado. As concentragdes
medias obtidas a partir das concentragdes teoricas (2,5 pg/mL, 7,5 pg/mL e 12,5 pg/mL) e 0
desvio padrao relativo podem ser observados para cada variavel na Tabela 9.

De acordo com o artigo 61 da RDC 166/17 da ANVISA, os resultados da robustez
devem apresentar capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variagcdes das condicOes
analiticas. O método objetiva o doseamento contendo aciclovir em matriz complexa de
excipientes. Como visto nos DPR das amostras, todas possuem baixa variabilidade intrinseca.
Logo, frente ao que foi exposto, 0 método em desenvolvimento é considerado robusto pois
demonstrou que ndo houve diferencas significativas entre as medias, quando exposto as

variaveis.



Tabela 9 - Resultados obtidos para o ensaio de robustez.

Robustez
- [ ]tedrica [ ] média calculada DPR %
Condicgao . ~
ACV (ug/mL) ACV (ug/mL) (Media) Recuperacgéo
2,5 2,40 0,013 96
1,13 7,5 7,41 0,022 98,8
T 12,5 12,40 0,059 99,2
e 2,5 2,61 0,095 104,4
1,2 7,5 7,63 0,024 101,7
12,5 12,71 0,047 101,6
2,5 2,61 0,020 104,4
o Isofar 7,5 7,63 0,007 101,7
3 12,5 12,71 0,065 101,6
5 2,5 2,37 0,040 94,8
L Alphatec 7,5 7,07 0,144 94,3
12,5 11,67 0,075 93,4

Fonte: Dados da pesquisa

4.3 CARACTERIZACAO DOS PELLETS

4.3.1 Teor de ACV nos pellets e rendimento dos pellets obtidos

47

Com base nos dados de concentracdes obtidos através da curva analitica, foi possivel

realizar a determinacdo do percentual de farmaco dos pellets obtidos. Levando em

consideracdo a quantidade de ACV adicionada na formulagéo dos sistemas multiparticulados,

os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 10. A determinacdo do teor de ACV nos

sistemas multiparticulados revelou um percentual de farmaco inferior ao valor adicionado

para a obtencdo nos pellets. Este fato pode ser justificado devido a perda de material no

momento da extrusdo, visto que ocorre adesdo da massa Umida nas paredes do aparelho. O

rendimento obtido estd dentro do esperado para este método de obtencdo de acordo com 0s
trabalhos de Silva (2019) e Aguilera (2020) (AGUILERA, 2020; SILVA, 2019).



48

Tabela 10 - Teor de ACV e rendimento obtido apds extrusao-esferonizacao

LOTE Percentual de ACV no pellet Rendimento (g)

14 52,66% 67,84

Fonte: Dados da pesquisa.

4.3.2 Anélise de distribuicado granulométrica por tamisagdo

A distribuicdo granulométrica e analise de tamanho dos pellets foi realizada por meio
de um conjunto de tamises com variacdo da abertura de malha entre 850 pum e 250 um. O
resultado desta analise estd indicado na Figura 14, demonstrando a porcentagem retida em

cada malha.

Figura 14 - Distribuicdo Granulométrica por Tamisacao.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Como apontado anteriormente, o diametro dos pellets deve variar entre 100 e 1500
um. Além disso, uma faixa média entre 700 e 1400 um é geralmente utilizada como
intermediario para veiculacdo em capsulas ou comprimidos (PODCZECK; NEWTON, 2014).
Nos lotes obtidos durante a execucdo deste estudo, a maior fracdo dos pellets apresenta
tamanho superior a 850 um e, desta forma, elegem-se para serem aplicados em formas

farmacéuticas sélidas para uso oral.

4.3.3 Determinacdo das propriedades de fluxo dos pellets

A determinacdo da densidade bruta e de compactacdo dos pellets permite prever, de
maneira geral, as caracteristicas de empacotamento destes materiais. Com isso, os valores de
massa e das densidades ajudam a selecionar o tamanho das capsulas que serdo preenchidas
com os pellets. Além disso, estes respectivos valores sdo utilizados para calcular outros
indicadores que se relacionam com as propriedades de fluxo das particulas (SOUSA et al.,
2002; TRIVEDI et al., 2007)

O indice de Compressibilidade de Carr (ICC) é compreendido como uma metodologia
de analise que possibilita a determinacdo da resisténcia potencial dos arcos ou das pontes de
um po. Em outras palavras, o ICC esta relacionado com a capacidade de empacotamento
destas particulas solidas. O Fator de Hausner (FH), por sua vez, indica o atrito entre as
particulas. Desta forma, é possivel demonstrar que este fator é preditivo do fluxo dos pds
(AULTON, MICHAEL E.; TAYLOR, 2016). Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela
11.
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Tabela 11 - Propriedades micrométricas dos pellets

LOTE | dB(g/mL) dC(g/mL) | ICC(%) | FH
1 0,569 0,618 7,92 1,08
2 0,553 0,608 9,04 1,09
3 0,568 0,607 6,42 1,06
4 0,609 0,648 6,01 1,06
5 0,554 0,584 513 1,05
6 0,546 0,600 9,00 1,09
7 0,584 0,630 7,30 1,07
8 0,546 0,587 6,98 1,07
9 0,590 0,656 10,06 1,11
10 0,548 0,602 8,97 1,09
11 0,508 0,570 10,87 1,12
12 0,538 0,598 10,03 1,11
13 0,570 0,607 6,09 1,06
14 0,508 0,558 8,96 1,09

Legenda: dB: densidade bruta; dC: densidade de compactacéo; ICC: indice de compressibilidade de Carr; FH:
fator de Hausner. Fonte: Dados da pesquisa.

Para interpretacdo dos resultados obtidos através da determinacdo das propriedades
micromeétricas dos pellets, utilizou-se a Tabela 12 descrita na Farmacopeia Americana (USP
30, 2007).

Tabela 12 - Classificacdo das propriedades de fluxo de acordo com o ICC e FH

Fluxo dos pellets ICC (%) FH

Excelente <10 1,00-1,11
Bom 11-15 1,12-1,18
Fraco 16-20 1,19-1,25
Mediano 21-25 1,26-1,34
Deficiente 26-31 1,35-1,45
Muito deficiente 32-37 1,46-1,59

Bastante deficiente >38 >1,60

Legenda: ICC: indice de Compressibilidade de Carr; FH: Fator de Hausner. Fonte: USP 30, 2007.
(ADAPTADO)

Baseado nos dados acima, é possivel concluir que, com excegdo do Lote 11, o qual
apresentou fluxo considerado bom de acordo com a USP, todos os outros lotes apresentaram

propriedades de fluxo consideradas excelentes.

4.4 DESIGN EXPERIMENTAL DO TIPO CENTRAL COMPOSTO (DoE)
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O design experimental do tipo central composto é uma eficiente ferramenta estatistica
por permitir analisar a influéncia de varidveis individuais e analisar as interacdes entre elas
utilizando o numero minimo de experimentos possivel. Visto que o processo de extrusdo-
esferonizacdo envolve mdaltiplas etapas, este procedimento operacional precisa ter suas
variaveis estudadas e as possiveis interacdes entre elas para obter os pellets com os atributos
fisicos e farmacéuticos adequados (PATEL et al., 2016; TRIVEDI et al., 2007).

O grafico de Pareto mostra os valores absolutos dos efeitos padronizados desde o
maior efeito até o menor efeito. O grafico também estipula uma regido de referéncia para
indicar quais efeitos sdo estatisticamente significativos. A linha ou regido de referéncia que
permite identificar a presenca ou auséncia de significancia estatistica para os testes depende
de um indicador chamado de nivel de significancia, o qual é representado por “a” (ou alfa)
(WILKINSON, 2006).

Ao analisar o gréfico, as barras que cruzam a linha de referéncia indicam que os
fatores implicaram em respostas que apresentam significancia estatistica (DE BEER et al.,
2006). Os graficos de Pareto foram construidos a partir dos percentuais de recuperacdo dos
elementos ap6s aplicacdo do design experimental (DoE) e tomando-se como referéncia os
valores determinados apds analise de rendimento, doseamento, distribuicdo de tamanho e
propriedades de fluxo. Suas representacBes estdo, assim como os respectivos Graficos de
Superficie de Resposta, estdo indicados nas Figuras 15, 16, 17 e 18.

Figura 15 - Gréfico de Pareto e Grafico de Superficie de Resposta para rendimento dos pellets
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(a resposta ¢ Rendimento; o = 0,05)

Termo 2,262

\ Fator Nome
A Velocidade de rotagdo (rpm)
B Tempo (segundos)

AB

Rendimento zg

\
\
\
\
| 125
A \ 60 100
| 73 Tempo (segundos)
| -

500
600 50
0.0 0.5 1.0 1.5 20 2,5 30 3.5 700

Efeitos Padronizados Velocidade de rotagdo (rpm)
Fonte: Dados da pesquisa

Figura 16 - Grafico de Pareto e Grafico de Superficie de Resposta para doseamento do farmaco.
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Gréfico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(a resposta é Doseamento; a = 0,05)
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 17 - Gréfico de Pareto e Gréafico de Superficie de Resposta para distribui¢do de tamanho.
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 18 - Grafico de Pareto e Gréafico de Superficie de Resposta para propriedades de fluxo
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Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(aresposta € Fluxo; o = 0,05)
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Fonte: Dados da pesquisa.

Estudos apontam que os fatores mais criticos envolvidos na obtencdo de pellets
incluem a velocidade de rotacdo e o tempo de permanéncia no esferonizador. Basicamente,
existe a necessidade de um balanco entre esses dois parametros, visto que longos periodos de
esferonizacdo e alta velocidade de rotagdo podem influenciar, quando combinados, de
maneira negativa nos atributos finais dos pellets. (CHOPRA et al., 2001; TRIVEDI et al.,
2007). Apods processamento de dados, foi possivel constatar que os fatores estudados
influenciaram de maneira estatisticamente significativa como determinantes do rendimento
dos pellets, visto que a barra cruzou a linha de referéncia indicada no gréafico de Pareto
(Figura 15). As outras respostas — doseamento, distribuicdo de tamanho e propriedades de
fluxo — ndo indicaram resultados estatisticamente significativos nas propriedades estudadas
dos pellets, nos niveis avaliados sob as condi¢bes de estudos aplicadas, tanto de maneira
individual quanto associados ja que as barras ndo cruzaram as linhas de referéncia indicadas
no grafico de Pareto (Figuras 16, 17 e 18).

Com relacéo ao rendimento dos pellets (Figura 15), é possivel observar que os fatores
isolados (velocidade de rotacdo e tempo de permanéncia no esferonizador) ndo sdo capazes de
produzir respostas estatisticamente significativas. No entanto, quando avaliados em
combinacdo, as respostas geradas apresentam significancia estatistica. Com base na
representacdo do grafico de superficie de resposta (Figura 15), maiores rendimentos séo
obtidos com o aumento da velocidade de rotagdo e aumento do tempo de permanéncia no
equipamento. Para fins de confirmagcéo, utilizando o software MiniTab® 18, foi gerado um
gréafico de otimizador de resposta para indicar os niveis ideais para obter tais rendimentos,

conforme indicado na Figura 19. Baseado nos resultados, é possivel concluir que os

75 Tempo (segundos)
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parametros ideais para obtencdo de pellets com rendimento otimizado s&o: 741 rpm
(velocidade de rotacdo) e 132 segundos (tempo de esferonizacao).

Figura 19 - Gréfico de Otimizacéo

Otima Velocida Tempo (s
. Superio 741,4214 132,4264
D:0,9288 "y, [458,5786] [47,5736]
Predicdo Inferior 458,5786 47,5736

Rendimen
Méximo
y = 97,6467
d = 0,92884

Fonte: Dados da pesquisa.

A auséncia de resultados com significancia estatistica, para as outras respostas
avaliadas, pode ser justificada pela faixa experimental (niveis) que foram selecionados para
este trabalho. Um ponto crucial, além da definicdo de fatores criticos de processos
operacionais, consiste em definir os niveis dentro de um espectro que definiria um
experimento considerado 6timo. Geralmente, a faixa que produz os resultados que sao
considerados satisfatorios esta proxima (adjacente), ou inserida dentro do espectro estipulado
no design experimental ou completamente fora deste espectro. No entanto, definir faixas
experimentais 6timas quando os pesquisadores ndao tem conhecimento das mesmas, pode se
tornar uma tarefa que inviabilize 0 andamento da pesquisa em termos econdémicos, estruturais
e cronoldgicos, principalmente se o andamento da pesquisa depender de fatores externos
(MATEUS; BARBIN, 2001).

Para fins de definicdo de qual faixa operacional utilizar no desenvolvimento deste
trabalho, tomou-se como base testes prévios e pardmetros definidos por Silva (2019) na
obtencdo de pellets contendo o mesmo farmaco, no qual a autora utilizou a velocidade de
rotacdo de 700 rpm e o tempo de permanéncia no esferonizador de 5 minutos. Os resultados
obtidos indicaram uma estreita distribuicdo de tamanho, onde mais de 90% da fracdo de
pellets possuia tamanho acima de 850 pum (SILVA, 2019). Embora os resultados extraidos a
partir do design experimental tenham demonstrado auséncia de significancia estatistica nas

respostas obtidas, os pellets desenvolvidos neste trabalho apresentaram estreita faixa de
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distribuicdo de tamanho e propriedades de fluxo consideradas excelentes e boas, sendo bons
candidatos como alternativas as formas farmacéuticas solidas orais ja disponiveis.

Em relacdo aos parametros operacionais, além de da velocidade de rotacdo e tempo de
esferonizacdo, outros fatores também podem influenciar as caracteristicas dos pellets. Estes
pardmetros incluem: método de secagem e temperatura aplicada, velocidade da extruséo,
diametro da malha da extrusora, tipo da placa de friccdo do esferonizador e carga de material
submetido a esferonizacdo (SINHA et al., 2007; TRIVEDI et al., 2007).

Uma variedade de trabalhos também busca analisar o impacto ndo apenas de
parametros operacionais, como também aspectos de formulacdo. Foram descritos que o teor e
o tipo de diluentes utilizados na formulagéo afetaram diretamente a morfologia, porosidade,
densidade bruta e densidade compactada dos pellets. Outros estudos apontam que o teor de
celulose microcristalina, tipo e quantidade de liquido de molhagem, presenca de aglutinantes
e outros excipientes também sdo capazes de alterar as propriedades fisicas dos pellets.
Consequentemente, a realizacdo da variacdo na formulacdo, de maneira racional, pode estar
diretamente ligada com o controle de variaveis relacionadas as propriedades de fluxo e do
tamanho dos pellets (CHEN et al.,, 2017; SOUSA et al.,, 2002; TRIVEDI et al., 2007;
ZOUBARI; ALI; DASHEVSKIY, 2019).

4.5 ESTUDO DO PERFIL DE DISSOLUCAO DOS PELLETS

Neste trabalho, foram utilizadas amostras que apresentavam quantidades equivalentes
a 20 mg de ACV, nos estudos de dissolucéo, significando que, se completamente dissolvido
num volume de 500 mL apresentariam concentracfes abaixo do ponto de saturacao,
estabelecendo, desta forma, a condigéo sink (PHILLIPS et al., 2012). A Figura 20 indica o
perfil de dissolucdo dos pellets e do ACV puro e a Tabela 13 indica os dados de area sob a
curva e eficiéncia de dissolugéo.

Em meio tampdo acido pH 1,2, a liberagdo do ACV puro atingiu 100% apds 7 minutos
de teste; a liberacho do ACV a partir da matriz de pellet, por sua vez, liberou
aproximadamente 100% apos 30 minutos de teste. Em meio tampdo fosfato pH 6,8,
aproximadamente 100% do ACV puro foi liberado apés 10 minutos de teste. Em relacdo a
liberacdo do farmaco a partir da matriz de pellets, aproximadamente 100% do farmaco foi
liberado apds 120 minutos de teste, indicando uma liberagdo mais lenta do principio ativo. O

perfil de liberagdo mais rapido observado em meio tampao acido pH 1,2 pode ser justificado
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devido a maior solubilidade do ACV neste meio, conforme indicado anteriormente no estudo

de solubilidade, e por uma possivel desintegracdo mais rapida do sistema multiparticulados
em pH é&cido, devido a uma possivel desestruturacdo das redes formadas pela celulose

microcristalina.

Figura 20 - Perfil de dissolucdo dos pellets e do ACV puro. (a) Meio tampéo acido pH 1,2; (b) Meio tampéo
fosfato pH 6,8
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Tabela 13 — Area sob a curva e Eficiéncia de dissolugio nos diferentes meios de dissolucio para pellets e ACV

puro.
Meio Tampé&o Fosfato pH 6,8 Meio Tamp&o Acido pH 1,2
Pellets ACV puro Pellets ACV puro
%ACV | AUC | ED | %ACV | AUC | ED | %ACV | AUC | ED | %ACV | AUC | ED
liberad (%) | liberad (%) | liberad (%) | liberad (%)
0 0 0 0
100,39 | 564,8 | 94,1 | 100,01 | 597,0 | 99,5 99,77 | 594,9 | 99,1 100 596,9 | 994
4 4 2 0 8 6 8 9

Legenda: AUC: Area sob a curva; ED: Eficiéncia de dissolugdo. Fonte: Dados da pesquisa

O perfil de liberacdo mais lento a partir da matriz de pellet pode ser justificado pelo

uso de celulose microcristalina na formulagdo, a qual é responsavel por um processo de

desintegracdo lento ou ausente dos pellets durante testes de dissolugdo. Um exemplo deste

efeito foi demonstrado por Thommes e colaboradores (2009), o qual observou uma liberagédo
incompleta apds 60 horas de dissolucdo a partir de uma formulacéo contendo 80% de farmaco

e apenas 20% de celulose microcristalina. Mesmo em uma matriz com alta carga de principio
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ativo, os autores sugeriram que a celulose microcristalina foi responsavel por este
comportamento no perfil de dissolugdo (DUKICOTT et al., 2009; RAJABI-SIAHBOOMI,
2017; THOMMES et al., 2009; ZHANG; JIANG; LI1U, 2014).

Esta situacdo constituiria um problema para farmacos que apresentam baixa
solubilidade aquosa ou que apresentam, por si s6, um perfil de liberacdo lento (PATEL et al.,
2016). No caso do ACV, o qual apresenta um processo de dissolucdo rapido e solubilidade
aquosa consideravel, a liberacdo mais lenta do farmaco a partir de pellets contendo celulose
microcristalina torna-se desejavel, visto que hd uma modulacéo do perfil de dissolucdo deste
IFA (KRISTL et al., 1996; REOLON et al., 2019).

Mesmo apresentando uma modulacéo na liberacdo do ACV, o perfil de liberacdo dos
pellets foi comparado com o perfil de liberacdo do mesmo farmaco a partir de uma matriz de
pellet com revestimento de etilcelulose 5%. A Figura 21 indica os dois tipos de pellets
obtidos. Em seguida, a Figura 22 demonstra a comparagdo da dissolucdo entre um sistema
revestido e um sistema nédo-revestido e a Tabela 14 indica os dados de &rea sob a curva e
eficiéncia de dissolucao.

Em meio tampdo &cido pH 1,2, a liberacdo do ACV a partir da matriz de pellet
revestidos foi de aproximadamente 78% ap6s 360 minutos de teste, em comparagdo aos 100%
atingidos ap6s 30 minutos a partir da matriz de pellets ndo revestidos. Em meio tampé&o
fosfato pH 6,8, a liberacdo do farmaco a partir da matriz de pellets revestidos atingiu
aproximadamente 63% apds 360 minutos de teste, indicando uma liberacdo mais lenta do
aciclovir em comparacédo ao perfil de liberacdo a partir da matriz de pellets ndo-revestidos, o
qual atingiu aproximadamente 100% apds 120 minutos de teste.

Mais uma vez, foi possivel observar um perfil de liberacdo mais rapido do ACV em
meio tampdo acido pH 1,2 quando comparado com o perfil de liberacdo do ACV em tampéo
fosfato pH 6,8. Como ja sugerido anteriormente, parte da modulacédo da liberagcdo do principio
ativo foi devido a acdo da celulose microcristalina. A adi¢do do polimero etilcelulose como
agente de revestimento contribuiu, de maneira sinérgica, na modulacdo da liberagdo do

principio ativo, proporcionando um perfil de liberacdo mais lento.

Figura 21 - Pellets obtidos durante o estudo. (a) Pellets ndo-revestidos; (b) Pellets revestidos com Etilcelulose
(5%).
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Fonte: Autoria propria.

Figura 22 - Perfil de dissolugdo dos pellets ndo-revestidos e dos pellets revestidos. (a) Meio tampdo &cido pH
1,2; (b) Meio tampéo fosfato pH 6,8
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Tabela 14 - Area sob a curva e Eficiéncia de dissolucio nos diferentes meios de dissolucao para pellets nao-
revestidos e pellets revestidos

Meio Tamp&o Acido pH 1,2

Meio Tampao Fosfato pH 6,8
Pellets ndo-revestidos Pellets revestidos Pellets ndo-revestidos Pellets revestidos
%ACV | AUC ED %ACV | AUC ED %ACV | AUC ED %ACV | AUC ED
liberado (%) | liberado (%) | liberado (%) | liberado (%)
100,41 | 564,84 | 94,14 63,01 227,10 | 37,85 | 99,77 594,98 | 99,16 78,05 283,91 | 47,31

Legenda: AUC: Area sob a curva; ED: Eficiéncia de dissoluc&o. Fonte: Dados da pesquisa

400
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5 CONCLUSAO

e As técnicas de caracterizagdo (FTIR, TG e DSC) indicaram a natureza quimica do
farmaco e excipientes, assim como a obtencdo bem-sucedida da formulacéo de pellets

sem apresentar incompatibilidade entre os componentes da matriz.

e O método de quantificagdo do ACV em matriz de excipientes por espectrofotometria,
validado de acordo com a RDC 166 de 2017 da ANVISA, demonstrou-se linear,
preciso, exato, seletivo e robusto para os pardmetros avaliados. Além disso,
comprovado também pelo efeito matriz, a metodologia se mostrou adequada como
método alternativo aos métodos por CLAE devido ao custo acessivel e menor tempo

de anélise.

e A obtencdo de pellets por meio da técnica de extrusdo-esferonizacdo permitiu a
obtencdo de sistemas multiparticulados com propriedades de fluxo de desejaveis e
estreita faixa de distribuicdo de tamanho.

e A utilizacdo da ferramenta de design experimental (DoE) do tipo central composto
permitiu otimizar a obtencdo dos pellets. Os resultados obtidos indicaram que, para 0s
fatores selecionados nos niveis aplicados neste estudo, tais variaces apresentaram
respostas estatisticamente significativas apenas na determinacdo do rendimento dos
pellets. Os parametros operacionais de velocidade de rotacdo e tempo de esferonizacao
que permitem a obtencdo de um melhor rendimento dos pellets é de 741 rpm e 132

segundos, respectivamente.

e Os pellets foram capazes de modular a liberagdo do farmaco devido a acao da celulose
microcristalina. Com isso, observou-se um processo de liberacdo mais lento do
farmaco a partir da matriz de pellets, em comparacdo com o perfil de liberagdo do
farmaco puro, devido a uma desintegracdo lenta e/ou incompleta dos sistemas
multiparticulados. Em relacdo aos pellets revestidos com etilcelulose, um perfil de
liberacdo mais lento foi observado em comparagdo aos pellets sem revestimento,

sugerindo a obtencdo de sistemas multiparticulados de liberagdo prolongada.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Realizar estudos de compatibilidade entre farmaco e excipientes, abordando diferentes
metodologias;

Obtencdo de forma farmacéutica final para veiculacdo destes pellets, havendo a
possibilidade de incluir sistemas multiparticulados com diferentes perfis de liberagéo
em uma mesma forma farmacéutica, devido as diferentes composi¢des dos nucleos

dos pellets;

Realizar estudos de estabilidade acelerada e longa duracéo.
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