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RESUMO
As infeccdes causadas pelo virus herpes simplex (HSV) sdo muito comuns,
apresentando grande importancia médica e epidemiolégica. Dentre as espécies virais,
o HSV-1 apresenta maior soroprevaléncia, e € tipicamente transmitida durante a
infancia por meio da rota orofacial. O penciclovir estd entre os farmacos mais
utilizados para a profilaxia e tratamento topico desta infeccdo. O numero de
medicamentos para o tratamento anti-herpético ainda € limitado, além da incidéncia
aumentada da resisténcia viral aos existentes. Farmacos inovadores requerem muito
investimento e muito tempo para entrar no mercado, entdo, uma nova estratégia esta
no refinamento de ativos ja conhecidos e utilizados, seja em suas moléculas ou frente
as formulacdes ja comercializadas, a explorada inovagdo incremental. Atencdo
especial foi dada a lisina, um importante agente antiviral que vém sendo indicado para
a profilaxia e tratamento das lesdes herpéticas, especialmente as orofaciais, por
administracdo oral, juntamente aos farmacos classicos. Estudos recentes idealizando
0 uso da lisina em formulagbes para este fim, associada ou ndo a outro ativo, sao
desconhecidos, fato que nos levou a considerar o desenvolvimento de um creme que
associa penciclovir a lisina como uma possivel férmula inovadora. Analises in vitro
dos ativos demonstraram ac¢ao antiviral sinérgica entre eles, com reducéo da IC50 dos
farmacos quando em associagcdo. Com esta constatacdo, seguiu-se com o
desenvolvimento farmacotécnico da formulacdo, baseando-se no estudo de
compatibilidade entre farmacos e excipientes, bem como em ensaios importantes na
avaliacao de propriedades do produto final. Os excipientes escolhidos para fazer parte
da formulagéo foram a parafina, o lauril sulfato de sodio, o &lcool cetoestearilico, o
propilenoglicol e a vaselina liquida. O creme demonstrou comportamento
pseudoplastico, caracteristico de cremes farmacéuticos. Ndo houve crescimento de
microorganismos nas analises microbiolégicas, revelando sua qualidade e seguranca
diante da presencga de um bom sistema conservante. Para a avaliagdo da estabilidade
e também da permeacgdo dos farmacos utilizando Célula de Franz, metodologias
analiticas por HPLC foram desenvolvidas e validadas. A estabilidade do produto foi
comprovada com a inalteracdo dos teores dos farmacos e o penciclovir demonstrou
permear de igual modo em formulagcbes com e sem a presenca de lisina. A
experimentacdo em modelo animal convergiu com os objetivos do trabalho, j& que a
formulagdo que associa esses dois ativos apresentou acdo muito mais rapida do que
0S cremes que o0s apresentavam isolados. No terceiro dia de tratamento, o grupo



tratado com o creme proposto neste trabalho ja se equiparou ao grupo controle
negativo, enquanto que esse resultado sé pode ser obtido no sétimo dia pelo grupo
tratado com o creme que continha apenas o penciclovir. A formulacéo idealizada e
desenvolvida: um creme, seguro e eficaz, contendo penciclovir e lisina, torna-se
entdo, uma inovacao incremental no tratamento das lesdes herpéticas (niamero do
processo do depdsito de patente: BR 10 2020 014414 6).

Palavras-chaves: Penciclovir, Lisina, HSV-1, Inovacéo Incremental, Creme, Estudo
de Compatibilidade.



ABSTRACT
Infections caused by the herpes simplex virus (HSV) are very common, with large
medical and epidemiological importance. Among the viral species, HSV-1 has higher
seroprevalence, and is typically transmitted during childhood through the orofacial
route. Penciclovir is among the most used drugs for the prophylaxis and topical
treatment of this infection. The number of drugs for anti-herpetic treatment is still
limited, in addition to the increased incidence of viral resistance to existing ones.
Innovative drugs require a lot of investment and a lot of time to enter the market, so a
new strategy is in the refinement of already known and used assets, either in their
molecules or in the face of already commercialized formulations, the explored
incremental innovation. Special attention was given to lysine, an important antiviral
agent that has been indicated for the prophylaxis and treatment of herpetic lesions,
especially orofacial lesions, by oral administration, together with classic drugs. Recent
studies idealizing the use of lysine in formulations for this purpose, associated or not
with another active, are unknown, a fact that led us to consider the development of a
cream that combines penciclovir with lysine as a possible innovative formula. In vitro
analyzes of the assets showed synergistic antiviral action between them, with a
reduction in the IC50 of the drugs when combined. With this observation, it followed
with the pharmacotechnical development of the formulation, based on the study of
compatibility between drugs and excipients, as well as on important tests in the
evaluation of properties of the final product. The excipients chosen to form part of the
formulation were paraffin, sodium lauryl sulfate, ceto-stearyl alcohol, propylene glycol
and liquid petroleum jelly. The cream showed pseudoplastic behavior, characteristic of
pharmaceutical creams. There was no growth of microorganisms in microbiological
analyzes, revealing their quality and safety in the presence of a good preservative
system. For the evaluation of the stability and also of the permeation of the drugs
using Franz Cell, analytical methodologies by HPLC were developed and validated.
The stability of the product was proven with the unchanged drug contents and
penciclovir has been shown to permeate equally in formulations with and without the
presence of lysine. Animal model experimentation converged with the objectives of the
study, since the formulation that combines these two actives showed much faster
action than the creams that presented them alone. On the third day of treatment, the
group treated with the cream proposed in this study has already matched the negative
control group, whereas this result can only be obtained on the seventh day by the



group treated with the cream that contained only penciclovir. The idealized and
developed formulation: a cream, safe and effective, containing penciclovir and lysine,
then becomes an incremental innovation in the treatment of herpetic lesions (patent
filing process number: BR 10 2020 014414 6).

Keywords: Penciclovir, Lysine, HSV-1, Incremental Innovation, Cream, Compatibility
Study.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Estrutura quImMICa d0 PCV. .......cooiiiiiiiiiiiiceee e 31
Figura 2: Mecanismo de acdo do PCV. F: fosfato; MF: monofosfato; DP: difosfato; TP:
trifosfato) (adaptado de DE CLERCQ, 2004a). ..........cceeviieiriiiiiieeeeeeeeeeiiiiie e e e e e eeeenens 32
Figura 3: Estrutura quIimica da LIS. ...t 34
Figura 4: Replicagdo do HSV (adaptada de LUSSIGNOL; ESCLATINE, 2017).......... 38
Figura 5: Fatores que podem afetar a compatibilidade entre farmacos e excipientes
NI 1S T2 0 1 ) TR U UPPPPRRPR 40

Figura 6: Representacao dos tipos de emulsédo. A. emulséo éleo em agua; B. emulséo
dgua em Oleo; C. emulsdo multipla agua/dleo/dgua; D. emulsdo multipla

Oleo/dgua/odleo (adaptado de AULTON, 2016). ....cccvvvrviiiieeeiieeeiiiiie e 42
Figura 7: Etapas para o desenvolvimento de metodologia analitica. .......................... a7
Figura 8: Etapas de execugao do trabalhno. ................uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 55

Figura 9: Esquema representativo do ensaio de citotoxicidade por MTT (imagem
original retirada de http://www.directindustry.COm). .........ccoeeiiriiiiiiiiiiieee e 58
Figura 10: Esquema representativo da avaliacdo da atividade antiviral por MTT
(imagem original retirada de http://www.directindustry.Com). ...........ccccccuvevummmmmmnnnnnnnnns 60

Figura 11: Esquema representativo da avaliacdo da atividade antiviral profilatica da

LIS por MTT (imagem original retirada de http://www.directindustry.com). ................. 63
Figura 12: Triplicata do ensaio de permeabilidade in Vitro. ............cccccuvvviiiieiiiiiiinennnnns 77
Figura 13: Curvas de DSC/TG da mistura PCV, LIS e PCV-LIS. .......ccccccoeeiiiiiieniennnns 91
Figura 14: Andlise experimental de DRXP de PCV, LIS e PCV-LIS..........ccccccceernnnn. 93
Figura 15: Espectro de FTIR dO PCV. ... 94
Figura 16: Espectrode FTIR da LIS. ..o 95
Figura 17: Espectro de FITR de PCV, LIS @ PCV-LIS.........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 96
Figura 18: Fotomicrografias de PCV, LIS e PCV-LIS obtidas por MEV (2880x).......... 97
Figura 19: Curvas de DSC/TG de PCV-LIS, EDTA e EDTA-PCV-LIS, PROPIL e
PROPIL-PCV-LIS € METIL € METIL-PCV-LIS. ....oooviiiiiiiiiiiieeeeeee i 99
Figura 20: Curvas de DSC/TG de PCV-LIS, BHT e BHT-PCV-LIS, PARAF e PARAF-
PCV-LIS e LAURIL € LAURIL-PCV-LIS. ...t 101

Figura 21: Curvas de DSC/TG de PCV-LIS, POLAWAX e POLAWAX-PCV-LIS e ALC
CET @ ALC CET-PCV-LIS. ... 103



Figura 22: Curvas de DSC/TG de PCV-LIS, PROP GLI e PROP GLI-PCV-LIS e VAS
LIQ € VAS LIQ-PCV-LIS...... oottt ettt e, 105
Figura 23: Areas de espalhabilidade das formulaces desenvolvidas (F1;F2;F3;F4) e
das formulacées referéncia de aciclovir (Zovirax®) e penciclovir (Penvir®). .............. 107
Figura 24: Areas de espalhabilidade da formulacdo F2 e da desenvolvida pelo método
e PR 108
Figura 25: Centrifugagéo das formulagdes F1; F2 F3; F4 e EHL. ........cccvvvviiiiiiinnnee 109
Figura 26: Curvas de fluxo de viscosidade aparente vs. velocidade para creme
desenvolvido SEM EHL. ... 110
Figura 27: Curvas de fluxo de viscosidade aparente vs. velocidade para o creme
preparado conforme 0 MEtOdO EHL. .........cooooiiiiiiiiiiiiiiiiee e 110

Figura 28: Cromatogramas do estudo de degradacéo forcada do PCV em UV, T°, HCI

0,5M, NaOH 0,05M € H202 5 € 1090. ....uvvviieeeeeiiiiiiiiiiieeeee e e e esiirreeeeeee e e e s ssnnnnneeeeeeens 118
Figura 29: Cromatogramas do estudo de degradacéo forcada da LIS em UV, T°, HCI
2M, NaOH 0,25M € H202 5 € 109%0. ....uvvviiiieeeeeee et eee e e e e e e e e enanrneeea e 120
Figura 30: Curva de linearidade do PCV em HPLC. ..........cccoooiiiiiiiiiiiiiiiii e, 121
Figura 31: Curva de linearidade da LIS em HPLC. ...........cccceiiiiiiiiiiiiice e, 122
Figura 32: Cromatogramas de A: metanol:agua (20:80) e de B: PCV 10 pgmL™.....122
Figura 33: Cromatogramas de A: OPA-MPA e de B: LIS10 ugmL™. ......cococveveeee. 123

Figura 34: Efeitos ndo significativos na robustez da metodologia analitica por HPLC
para PCV, com condi¢cdes cromatograficas randomizadas. ..........ccccceeeeeeeeeiviiinnnnnnnn. 127
Figura 35: Efeitos ndo significativos na robustez da metodologia analitica por HPLC
para LIS, com condi¢cBes cromatograficas randomizadas. ...........cccccvvvvvrmmnennnnnnnnnnnnns 129
Figura 36: LesBes oriundas da infeccdo por HSV-1 e suas representacdes conforme o
escore determinado por Cardozo et al. (2013). .....coeviiiiiiiiiiiiiie e 135
Figura 37: Analise das lesdes por dia de tratamento e por grupo tratado. ................ 136

Figura 38: Etapas na sintese do composto que conjuga fulereno, aciclovir e lisina..141



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Solucdes de trabalho de PCV e de LIS. ... 57
Tabela 2: Concentracdes de PCV e de LIS inoculadas na microplaca para o ensaio de
CILOTOXICIAAAE. ..o 57
Tabela 3: Concentracdes de PCV e de LIS inoculadas na microplaca para a avaliagao
da atividade antiViral............ooueeiiii e 59
Tabela 4: Concentracbes de LIS inoculadas na microplaca para a avaliacdo da
atividade antiviral profilatiCa. .............oooeuiiiiii i 62
Tabela 5: Constituicdo das formulagdes ensaiadas. ...........cccccvvvveiiiiiiiiiiiiieiiieiieeeeee, 66
Tabela 6: Dimensdes das células de Franz utilizadas nos experimentos de
PErMEabIlidAdE 1N VITIO. .......uiiiiiiii e 77
Tabela 7: Desenho experimental do ensSaio iN VIVO. ..........ccoevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 80

Tabela 8: Classificacao das lesGes oriundas da infec¢cao por HSV-1 conforme Cardozo

BL AL (2003). i 80
Tabela 9: Ensaio de citotoxidade do PCV. ..o 82
Tabela 10: Ensaio de citotoxidade da LIS. ..o 83
Tabela 11: Ensaio de atividade antiviral do PCV contra 0 HSV-1. ........cooovviiiiinenennn. 83
Tabela 12: Ensaio de atividade antiviral da LIS contra 0 HSV-1. ........ccoovvvviiiicinenennn. 84

Tabela 13: Ensaio de atividade antiviral sinérgica de PCV e de LIS contra o HSV-1..85
Tabela 14: Ensaio de atividade antiviral profilatica da LIS contra 0 HSV-1................. 86

Tabela 15: Excipientes presentes em formulacdes de cremes genéricos de aciclovir.

Tabela 16: Excipientes presentes em formulacdes de cremes similares de aciclovir. 89
Tabela 17: Excipientes presentes em formulagdes de cremes referéncia de aciclovir e
A€ PENCICIOVIT. . 90
Tabela 18: Temperatura do pico de PCV e LIS em varias misturas de farmacos-
LS (o1 | 011 ] PPN 98
Tabela 19: Parametros reoldgicos para o modelo de Ostwald-de-Waele. ................ 111
Tabela 20: Contagem em placas de microrganismos aerobios, de fungos e
PALOGENICOS. ...ttt 112
Tabela 21: Contagem de microrganismos no Ensaio desafio do conservante.......... 112
Tabela 22: Condi¢des cromatogréficas das metodologias analiticas correspondentes
indicativas de estabilidade e para a andlise de teor de PCV e de LIS. ..................... 115



Tabela 23: Teores encontrados no estudo de degradacéo forcada do PCV............. 117
Tabela 24: Teores encontrados no estudo de degradagédo forgada da LIS............... 119

Tabela 25: Preciséo interdia e entre analistas da metodologia analitica por HPLC para

o PRSP PPPRPRRR 124
Tabela 26: Preciséo interdia e entre analistas da metodologia analitica por HPLC para
1 TP 125
Tabela 27: Exatiddo da metodologia analitica por HPLC para PCV...........c.cccuuueee. 125
Tabela 28: Exatiddo da metodologia analitica por HPLC para LIS...........cccccceeeeeee. 126

Tabela 29: Robustez da metodologia analitica por HPLC para PCV, com condicbes
cromatograficas randomizZadas. .........c..uuueiiiiiie i 128
Tabela 30: Robustez da metodologia analitica por HPLC para LIS, com condi¢cdes
cromatograficas randomiZadas. .........coovviiiiiiiii e ————— 130

Tabela 31: Andlise do teor de PVC e LIS em formula¢des sujeitas a condicbes de

estabilidade acelerada. .............ccooiiiiiiiiiiiii 131
Tabela 32: Resultados do PCV no ensaio de permeacao in VItro. ..........ccccccceeeeennnn.. 132
Tabela 33: Resultados do PCV no ensaio de Tape Stripping. .......ccccvvveveveiieeieeeeeeen. 133
Tabela 34: Resultados do PCV no ensaio de retengcdo cutanea. ..........cccccvvvveennnn... 134

Tabela 35: Avaliacdo estatistica (Tukey) da evolucéo das les6es nos grupos.......... 136



Abs
AIO
AJO/A
ALC CET
ANOVA
BHT
CAPES
CcC

CcVv
CC50
DAD
DMSO
DNA
DPR
DRXP
DSC
EDTA
EUA
F.A.
FDA

FL

F.O.
FTIR
HPLC
HSV
HSV-1
HSV-2

IC50
ICH
LARIL
LIS
LD
LogP

LISTA DE SIGLAS

Absorbancia

Agua/Oleo

Agua/Oleo/Agua

Alcool Cetoestearilico

Analise de Variancia

Di-terc-butil metil fenol

Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
Controle de Célula

Controle de Virus

Concentracéo Citotdxica (50% de Inviabilidade Celular)
Detector de Arranjo de Diodos

Dimetilsulféxido

Acido Desoxirribonucleico

Desvio Padréo Relativo

Difrac@o de Raio-X de p6

Calorimetria Exploratéria Diferencial

Acido etilenodiamino tetra-acético

Estados Unidos da América

Fase Aquosa

Food and Drug Administration

Fluorescéncia

Fase Oleosa

Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier
High Performance Liquid Chromatography

Virus Herpes simplex

Virus Herpes simplex tipo 1

Virus Herpes simplex tipo 2

indice de Combinacéo

Concentragao Inibitéria (50% de Inibigdo na Atividade Viral)
International Conference on Harmonization

Lauril Sulfato de Sédio

Cloridrato de Lisina

Limite de Deteccéo

Coeficiente de Particéo



LQ
METIL
MEV
MPA
MTT
O/A
O/AIO
OPA
OPA-MPA
Pa
Pas"
PARAF
PBS
PCV

pH

pka

p/p
PROPIL
PROP GLI
RNA
SCB
Tendset
TFA

TG
Tpeak
Tr

u.a.
UEM
USP

Xg

Limite de Quantificacéo

Metilparabeno

Microscopia Eletronica de Varredura
2-mercaptoetanol
[3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio brometo]
Oleo/Agua

Oleo/Agua/Oleo

Ortoftaldeido

Reagente de Derivatizagéo

Pascal

Pascal segundo

Parafina

Solugéo Salina Tamponada de Fosfato
Penciclovir

Potencial Hidrogenibnico

Coeficiente de lonizacao

peso/peso

Propilparabeno

Propilenoglicol

Acido Ribonucleico

Sistema de Classifica¢do Biofarmacéutica
Temperatura Final do Pico

Acido Trifluoracético

Termogravimetria

Temperatura do Pico

Tempo de Retencédo

Unidade de Absorbancia

Universidade Estadual de Maringa
United States Pharmacopeial

Vezes a gravidade



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt nnanas 24
2 OBUIETIVOS ..ottt e e et e e et e e e e e e e aa e aaee 28
2.1 ODJELVO GEIAI ... 28
2.2 ODJetiVOS ESPECITICOS ....uveeiiiieiiiiiiiiieii ittt e e 28
3 REVISAO DA LITERATURA ..ottt sttt 29
3.1 Virus Herpes SIMPIEX .......eiiiiiiiiiiiiiiiie et e e e 29
3.2 PENCICIOVIT ...ttt e e e e e e e e e e aeas 31
I B L o - TP PP TP PPPPPPPP 34
3.4 Desenvolvimento da FOrmMUIACAO ...........coiviiieiiiiiece e 35
3.4.1 Atividade doS FArMACOS N VILIO .......coeiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 37

3.4.2 Caracterizacdo do Estado Sélido da Matéria-Prima e Estudo de Compatibilidade

T 4T (ot ST o e o1 =] ] (= 39
3.4.3 FOrmMUIAGAO0: CremMEe... ..o 42

3.4.4 Analise da Estabilidade, Comportamento Reologico e Caracteristicas da

o1 0 U1 F= T o 1SRRI 44

3.4.5 Desenvolvimento e Validacdo de Metodologia Analitica Indicativa de

Estabilidade por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.............ccccvvvviiiiiiiiiinnnnnn, 46
3.4.6 Analise da Permeacédo dos Farmacos Presentes na Formulagéo.................... 49
3.4.7 Andlise in vivo da Eficacia da Formulacdo em Modelo Animal......................... 50
A MATERIAIS ..t e e e e et e e e e e tb e e e e e ta e e e e eanaeeaeees 52
4.1 Materiais, SUDSIANCIAS € REAJENTES ......ccceviieeeiiiei e 52
4.2 EQUIPAIMENTOS ...ccoiiiiiiieeiee ettt ettt ettt ettt eeeeeeees 53
B IMETODOS ...ttt ettt ettt e ettt ettt e et e e r e nene s 55
5.1 Analise in vitro da Atividade ANtIVIral...........coooiiiiiiiiie e 56
5.1.1 Cultivo das CEIUIAS VEIO ......cooiiiiiiiiiee et 56
5.1.2 Ensaio de Citotoxicidade por MTT para Avaliacéo de Viabilidade Celular ....... 56

5.1.3 Atividade Antiviral por MTT (Triagem) apés Infecgdo por HSV-1.................... 59



5.1.3.1 Avaliacdo do Potencial Sinergismo Antiviral de PCV-LIS.............ccccvvvvnnnnnn. 61

5.1.3.2 Atividade Antiviral Profilatica da LIS por MTT (Triagem) na Infec¢do por HSV-

1 PO 62
5.2 SeleGa0 de EXCIPIENIES ......cooeieeeeeeeeeeee e 63
5.3 Caracterizacao do Estado Solido das Matérias-Primas ............ccccceeeeeeiieeeene. 63
5.3.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)/Termogravimetria (TG) ................ 63
5.3.2 Difrac@o de Raios-X €M PO (DRXP).....cciiiiiiiiiiiiiie e 64

5.3.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier por Reflexdo

D10 7= Wl ] SR 64
5.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) ... 64
5.4 Estudo de Compatibilidade FA&rmacos-EXCIpIentes ..........cccvvveeeeeeeeiiiiiiiiiiieeeeen. 65
5.5 Desenvolvimento/Preparo do CremMe .......coooeeeieeee e 65
5.5.1 Espalhabilidade, pH e Teste da Centrifuga............ccccooeeeeeiiiie e 68
5.5.2 Comportamento REOIOGICO ..........uuuuiiiiiieeiiiiiiiiiiieee e 68
5.5.3 ANAlise MICIODIOIOQICA . .....cceeiiiiiiiiiiiiii e e e 69

5.6 Desenvolvimento e Validacdo de Metodologia Analitica Indicativa de Estabilidade

por Cromatografia Liquida de Alta EfiCIENCia ..............ouviiiiiiiiiiiiiiee e, 70
5.6.1 Desenvolvimento da Metodologia Analitica por HPLC .............cccoooeeiiiiiiiiinnnnnn. 70
5.6.2 Validacao da Metodologia Analitica por HPLC .............ccoovviiiiiiiiieeeeeeeeein, 72
5.6.2.1 Seletividade e Estudo de Degradacdo Forcada ............ccccvvveeeeeeeeeeeceinnnnnnnn. 72
5.6.2.2 LIN€ANAE.......cco oo 73
5.6.2.3 Limites de Deteccao € QUaNtifiCACAO ...........ceuvrrriiiieeeeeeieeiiiiiee e e e e e eeeeeinnns 73
5.6.2.4 PrECISED ....coeeeeeeee oo 74
5.6.2.5 EXAUAEO .ccooeeeeeeeee e 74
5.6.2.6 Robustez e Estabilidade da AMOSHra ..........coooeveiiiiiiiei, 75
5.6.3 Andlise da Estabilidade da FOrmulagao ... 75
5.7 Andlise da Permeacéao dos Farmacos Presentes na Formulagéo....................... 76

5.7.1 Obtencéo da Pele de Orelha de POrCO.........coovuiiiiiiiiiiiiiiiiee e 76



5.7.2 Ensaio de Permeacao CULANEA...........ceiiieeeiiiieeiiiiie e e e e e e e e e 76

5.7.3 Tape Stripping e Ensaio de Retenc8o CUtanea ...........cccovvvvvvvviiieeeeeeeeeeininnnn, 78
5.8 Andlise in vivo da Eficacia da Formulacdo em Modelo Animal..............ccccvvveeen. 79
6 RESULTADOS E DISCUSSAO ..ottt 82
6.1 Analise in vitro da Atividade ANtIVIral............oooiiiiiiiiei e 82
6.1.1 Ensaio de Citotoxicidade por MTT para Avaliacédo de Viabilidade Celular ....... 82
6.1.2 Atividade Antiviral por MTT (Triagem) apds Infec¢do por HSV-1.........ccccee.... 83
6.1.2.1 Avaliacdo do Potencial Sinergismo Antiviral de PCV-LIS..............ccccovvvvnnnnnn. 84

6.1.2.2 Atividade Antiviral Profilatica da LIS por MTT (Triagem) na Infeccdo por HSV-

6.2 SeleCa0 de EXCIPIENIES ......uuiiii e e e e e e 87

6.3 Caracterizacdo do Penciclovir, da Lisina e Estudo de Compatibilidade de sua

IMISTUFA BINATTA ...ttt e e e e e e e e ebb e e e e e e e e e e e eanns 90
6.4 Estudo de Compatibilidade em Misturas Ternarias Farmacos-Excipientes......... 97
6.5 Desenvolvimento/Preparo do Creme ........ooooeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 106
6.5.1 Espalhabilidade, pH e Teste da Centrifuga............ccccoeeeeeeiiiii e, 106
6.5.2 Comportamento REOIOQICO...........cuuuuiiiiie et 109
6.5.3 ANAlise MIiCrobIOIOQICA. .......ccoeeeeieeeeecce e 111

6.6 Desenvolvimento e Validacdo de Metodologia Analitica Indicativa de Estabilidade

e para a Analise de Teor por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia .................. 113
6.6.1 Desenvolvimento da Metodologia AnalitiCa.............ooeeeeeiii 113
6.6.2 Validacdo da Metodologia AnalitiCa ...........coooveeeeiieiiei 116
6.6.2.1 Seletividade e Estudo de Degradagéo Forgada ............ccoeeveeeeeeeieeeeeieeeee, 116
6.6.2.2 Lin€aridade.........coooii i 121
6.6.2.3 Limites de Detecgao e QUantifiCagao ...........oooeveeeeiiiiiiiiee, 123
6.6.2.4 PrECISED ...ooe e 123
6.6.2.5 EXAUAEO .ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 125

6.6.2.6 Robustez e Estabilidade da AMOSIIA ....c..veieeieeeeeeee e 126



6.6.3 Andlise da Estabilidade da Formulacao .............ccceevvieiiiiiiiiiciii e, 130

6.7 Analise da Permeacéo dos Farmacos Presentes na Formulagéo..................... 131
6.8 Andlise in vivo da Eficacia da Formulacdo em Modelo Animal.............c............ 134
7 CONSIDERAC}@ES FINALS Lo e 138
8 SINTESE DE DERIVADO DE FULERENO COM ATIVIDADE ANTIVIRAL ......... 140
ANEXO S Lo e 142

REFERENCIAS ....ccceeeeeeee e ettt e, 145



24

1 INTRODUCAO

As infec¢des causadas pelo virus Herpes Simplex atingem de 60 a 95% da
populacdo mundial. Ele € um DNA virus de cadeia dupla, com carater neurotropico,
apresentando capacidade de infectar o sistema nervoso autbnomo e periférico, e
causar danos, além de permanecer em estado latente nos ganglios trigeminais até
que fatores externos e internos ao organismo possam reativa-lo, causando herpes
recorrente. A amplitude da infeccdo estd relacionada ao estado imunoldgico do
hospedeiro (GOTTLIEB et al.,, 2018; KUMAR et al., 2016; STEINER; KENNEDY;
PACHNER, 2007).

Dentre as suas variedades destacam-se 0s virus Herpes Simplex tipo 1 e tipo
2, que se diferem especialmente pelos locais em que promovem a infeccdo. A
variedade tipo 1 apresenta maior soroprevaléncia frente as demais e é tipicamente
transmitida durante a infancia por meio da rota orofacial. Fazem parte dos sinais e
sintomas, a dor local, o desconforto, a desfiguracdo estética e até efeitos
psicossociais (HORWITZ et al., 1999; KNIPE et al., 2007; LOOKER et al., 2015).

O penciclovir esta entre os farmacos utilizados para a profilaxia e tratamento
tépico das lesbes de pele ocasionadas pelo virus da herpes. Ele é um dos
importantes analagos de nucleosideos, que atuam inibindo a replicacdo viral por
meio da ligacdo de sua forma fosfatada a DNA polimerase viral, inativando-a (DINIZ
et al., 2018; SMITH; MORRONI; WILCOX, 2001).

Esse farmaco apresenta problemas quanto a sua biodisponibilidade, desta
forma, sua administracéo oral é realizada por meio de um pré-farmaco, o fanciclovir,
com doses elevadas, podendo levar a toxicidade e reacbes adversas
(SWAMINATHAN et al., 2012; ZHANG et al., 2014). Alguns pacientes com infec¢ao
orofacial/labial recorrente ndo se qualificam para uma terapia continua e sistémica
(SCHMID-WENDTNER; KORTING, 2004). A terapia tdpica, nestes casos, € mais
vantajosa, afinal elimina os efeitos colaterais que podem surgir com a via oral e 0s
efeitos do metabolismo de primeira passagem, além de serem mais acessiveis do
ponto de vista financeiro (HORWITZ et al., 1999; KARANDE; MITRAGOTRI, 2009).

O numero de medicamentos para o tratamento herpético ainda € limitado,
além de poder haver resisténcia viral aos existentes (GONZALEZ et al.,, 2018;
SNOECK et al., 2017). Farmacos inovadores requerem muito investimento e muito

tempo para entrar no mercado, afinal € essencial a comprovacédo de sua eficacia
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clinica, bem como de sua seguranca. Entdo, uma nova estratégia estd no
refinamento de ativos ja conhecidos e utilizados, seja em suas moléculas ou frente
as formulages ja comercializadas (GARCIA-SERRADILHA; RISCO; PACHECO,
2019; NOSENGO, 2016).

Esse trabalho consiste entdo, no desenvolvimento de uma nova formulagéao
topica contendo farmacos que promovam um efeito sinérgico na interrupcdo da
replicacéo viral.

Atencado especial foi dada a lisina, um importante agente antiviral que vém
sendo indicado para a profilaxia e tratamento do herpes orofacial, por administracéo
oral, juntamente aos farmacos classicos (GABY, 2006; KAGAN, 1974).

A lisina é um dos aminoacidos essenciais para 0 nosso organismo (NELSON;
COX, 2011). Seu mecanismo de acdo diante do virus da herpes consiste no efeito
expressivo que apresenta na reducédo da replicacéo viral. Isso ocorre pelo fato de a
lisina antagonizar os efeitos de outro aminoacido, a arginina, que é essencial na
sintese proteica viral. Logo, a presenca da lisina em uma formulacdo, tanto para
profilaxia quanto para o tratamento das lesGes ocasionadas pelo virus, pode auxiliar
no alcance de um balanco positivo de sua concentracédo na relacdo lisina/arginina
(GABY, 2006; GRIFFITH; NORINS; KAGAN, 1978; TAGLIARI; KELMANN;
DIEFENTHALER, 2012).

Esse potencial despertou interesse quanto ao alcance de novas estratégias
direcionadas a terapia para herpes recorrente orofacial. Estudos recentes
idealizando o uso da lisina em formulacfes para este fim, associada ou nédo a outro
ativo, sdo desconhecidos. Fato este que nos levou a considerar o desenvolvimento
de um creme contendo penciclovir em associa¢do com lisina, uma possivel inovacéao
incremental no tratamento de lesGes herpéticas.

Para o desenvolvimento adequado da formulacdo deve-se considerar as
caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas de todos os componentes, levando-se
em consideracdo a seguranca e a eficacia do produto final (HALEEM et al., 2015).
Na busca por um creme de exceléncia foram entéo realizados revisao de literatura e
planejamento relacionados a atividade dos farmacos in vitro, caracterizacdo do
estado solido da matéria-prima e estudos de compatibilidade farmaco-excipiente,
bem como analise da estabilidade, do comportamento reologico e das
caracteristicas da formulacdo, estudo da permeacdo dos farmacos presentes na
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féormula e desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica indicativa de
estabilidade e também para a quantificacdo dos ativos.

Obter melhor compreensao em relacéo a analise da atividade dos farmacos in
vitro é essencial, afinal faz-se necessaria a selecdo de um sistema adequado para
que a replicacdo viral possa ser determinada e assim, o desempenho dos ativos
possa ser avaliado (HU; HSIUNG, 1989).

Saber mais a respeito das técnicas de caracterizagdo e das que auxiliam nos
estudos de compatibilidade, por sua vez, possibilita caracterizar corretamente os
ativos e eleger as ferramentas corretas para a avaliacdo das possiveis interacdes
que podem vir a ocorrer entre os farmacos e os excipientes. Metodologias como as
Analises Térmicas, Difracdo de Raio-X do P64 e Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier sdo consideradas como requisitos nos estudos de pré-
fomulacdo, ja que permitem prever a estabilidade, as propriedades quimicas, a
efichAcia e também a seguranca da férmula desenvolvida (COSTA et al.,, 2016;
STRENG, 1997).

Avaliar a estabilidade do produto formulado tem a intencdo de coloca-lo em
condicbes, das quais, ele possa vir a ser submetido, desde a sua fabricacdo até o
seu prazo de validade, considerando inclusive o seu transporte, e entéo relacionar a
sua capacidade de manter-se inalterado (BRASIL, 2004; BRASIL, 2019). Junto
dessa andlise, ter conhecimento sobre comportamento reolégico de uma formulagéo
também € essencial para o seu preparo, desenvolvimento e desempenho (AULTON,
2016). E tratando-se de um creme, € valido considerar a sua caracteristica de
espalhabilidade, que é pertinente a sua natureza organoléptica e esta conexa a sua
aplicacdo (GORE; PICARD; SAVARY, 2018).

Em soma as andlises fundamentais no processo de desenvolvimento das
formulagdes é indispensavel citar o desenvolvimento e a validagdo de metodologia
indicativa de estabilidade e de um método de quantificacdo para os farmacos em
guestdo. Nao ha na literatura cientifica e nem em farmacopeias um mesmo método
contemplando o penciclovir e a lisina com essas finalidades. Vale a ressalta de que
esses ensaios fazem parte das exigéncias de 6érgdos reguladores, mas antes a isso,
que a qualidade das analises infere a do produto final (DOLAN; SNYDER, 2017;
SHEETS, 2018).
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Por fim, o conhecimento a respeito da permeacéo dos farmacos e em relacéao
a sua eficdcia em modelo animal completam os estudos frente ao desenvolvimento
desta nova formulagéo.

No ensaio de permeacdo, em razado de questbes éticas que modificaram a
visdo regulatoria, testes em animais podem ser substituidos por estudos in vitro,
utilizando a Célula de Franz, por exemplo. O desenvolvimento de uma metodologia
analitica capaz de determinar a concentracdo dos ativos é inerente a esta técnica
(RODRIGUES; OLIVEIRA, 2016).

Na avaliacdo da eficacia da formulacéo, utilizando experimentacdo animal,
torna-se possivel a apresentacdo de correspondéncia efetiva com o tratamento a ser
realizado em humanos (CHORILLI; MICHELIN; SALGADO, 2007). Isto presume, de
fato, o alcance dos objetivos delineados, que se resume na obtencdo de uma
formulacdo tépica de penciclovir em associacdo com lisina para o tratamento de

lesdes ocasionadas pelo virus da herpes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver uma formulacéo tépica de penciclovir em associacdo com lisina

para o tratamento de lesdes ocasionadas pelo virus Herpes Simplex.

2.2 Objetivos Especificos

Estudar as caracteristicas fisico-quimicas das matérias-primas penciclovir e
lisina, caracterizando-as e analisando a compatibilidade entre elas;

Avaliar a atividade antiviral in vitro frente ao HSV-1 dos ativos e o possivel
efeito sinérgico que eles podem apresentar;

Investigar os excipientes que fardo parte da formulagcdo quanto a suas
compatibilidades com os farmacos em estudo;

Desenvolver formulacbes na forma de creme e avaliar parametros de
qualidade;

Desenvolver e validar metodologia analitica indicativa da estabilidade para
determinacao penciclovir e lisina por cromatografia liquida de alta eficiéncia;
Avaliacao in vivo do efeito terapéutico das formulacbes sobre o virus Herpes
Simplex;

Avaliar a estabilidade acelerada das formula¢gdes desenvolvidas.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Virus Herpes simplex

As enfermidades causadas pelo virus Herpes simplex (HSV) sdo conhecidas
ha pelo menos trés mil anos, tendo sido feito por Hipdcrates, o provavel primeiro
relato da infeccdo (CUMSTON, 1926; ROIZMAN; WHITLEY, 2001). Essas infeccbes
estdo entre as mais frequentes em humanos, acometendo de 60 a 95% da
populacdo mundial (JIANG et al., 2016; KRAWCZYK et al., 2017). Sao dois 0s seus
principais tipos de virus, HSV 1 e HSV 2, que variam em relacdo a gravidade e a
regido em que acometem o paciente, e também quanto a soroprevaléncia, estimada
em cerca de 67% e 11%, respectivamente, em individuos de 0 a 49 anos. Destes, de
20 a 40% apresentardo sintomas recorrentes. Estudos de soroprevaléncia realizados
no Brasil demonstram-se compativeis com o0s resultados encontrados a nivel
mundial (CLEMENS; ANN, 2010; GOTTLIEB et al.,, 2018; HAIK; WEISSMAN;
STAVROU, 2011; MADER et al., 2016).

O HSV é um DNA virus de cadeia dupla, membro da familia Herpesviridae. E
envolto por um envelope que consiste de poliaminas, lipideos e importantes
glicoproteinas. Mutacdes genéticas, frente a essa composicdo podem ocorrer, € iSSo
podera conferir propriedades distintas aos virus, modificando diversos fatores, como
por exemplo, a sua neuroinvasividade (STEINER; KENNEDY; PACHNER, 2007,
WHITLEY; ROIZMAN, 2001).

Propriedades importantes controlam as etapas que configuram a infeccéo
viral promovida pelo HSV, dentre elas esta o fato de ser um virus neurotrépico, com
capacidade de adentrar o sistema nervoso autbnomo e periférico, e permanecer em
estado de laténcia. Isto ocorre ap6s a infec¢cdo priméaria e faz com que o virus
permaneca em sua forma ndo replicativa nos ganglios trigeminais até que alguns
fatores como estresse emocional, febre e exposicdo a luz ultravioleta, possam
reativa-lo (KUMAR et al., 2016; WHITLEY; ROIZMAN, 2001). Curiosamente, 0 nome
da familia deriva da palavra grega herpein, que significa rastejar, remetendo a essas
infecgoes latentes e recorrentes (ROIZMAN; WHITLEY, 2001).

Geralmente assintomatica, a amplitude da infeccdo primaria causada pelo
HSV é dependente do estado imunoldgico do hospedeiro, e 0 tipo de transmisséo
esta relacionado ao tipo viral (HSV tipo 1 ou tipo 2). O HSV tipo 1 é tipicamente

transmitido durante a infancia por meio do contato direto do paciente com as
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secrecbes do paciente infectado, enquanto o tipo 2 estd vinculado aos casos de
herpes genital, porém vale ressaltar que excec¢des tém sido relatadas (KNIPE et al.,
2007; STEINER; KENNEDY; PACHNER, 2007). Em pacientes imunocomprometidos,
infeccbes causadas por ambos os virus podem levar a manifestacdes graves,
estando associadas a altas taxas de mortalidade e sequelas neurolégicas (ORZALLI,
2019). Nos demais pacientes, estudos tém até demonstrado relacdo entre a infec¢éo
viral e déficits cognitivos, devido a predilecdo do virus pelo sistema nervoso
(TUCKER; BERTKE, 2019).

O HSV tipo 1 é altamente infeccioso e como ja descrito, apresenta uma
soroprevaléncia extremamente relevante frente aos demais tipos. A infecgdo por ele
ocasionada produz erupcdes liticas dolorosas, produtivas e esporadicas, além de
mal-estar, febre, linfadenopatias de cabeca e pescoco, e em casos mais raros pode
levar a quadros de encefalite e até obito (HAIK; WEISSMAN; STAVROU, 2011,
LOOKER et al.,, 2015). Esses sintomas remetem ao nome dado a desordem
provocada por esse tipo viral, o herpes orofacial (SCULLY, 1989).

Comumente, o herpes orofacial recorrente em pessoas saudaveis, é
manifestado pelo herpes labial, atingindo também as mucosas presentes na regiao
da face. Essa condicao pode trazer dor local, desconforto, desfiguracao estética e
até efeitos psicossociais, sintomas que podem persistir de 10 a 14 dias (HORWITZ
et al., 1999). A transmissdo pode ocorrer facilmente por meio do contato com as
secrecdes, podendo entdo, ser evitada caso o tratamento seja rapidamente iniciado
(ARDUINO; PORTER, 2006; WHITLEY; ROIZMAN, 2001).

Dentre os farmacos mais utilizados para a profilaxia e tratamento topico do
herpes orofacial, destacando a infec¢cdo nos labios, estdo o aciclovir e o penciclovir,
farmacos anélagos de nucleosideos que inibem a replicagdo viral quando
convertidos em monofosfato pela timidinaquinase dentro das células infectadas
(DINIZ et al., 2018; RANG et al., 2007; SMITH; MORRONI; WILCOX, 2001).

Desde gue esses farmacos foram descobertos muitos sdo os estudos para o
desenvolvimento de analogos de nucelosideos mais eficazes (SCHAEFFER et al.,
1978; TIPPIE et al., 1984). Mesmo assim, ainda é limitado o numero de
medicamentos para o tratamento da infeccdo herpética, aléem de haver resisténcia
viral aos existentes, por isso € muito importante o estudo a respeito de novas
estratégias (GONZALEZ et al., 2018; SNOECK et al., 2017).
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Agentes antivirais, como o aminoacido lisina, vém sendo utilizados em
associacao aos farmacos classicos no tratamento e na profilaxia do herpes orofacial
(GABY, 2006; KAGAN, 1974; PEDRAZINI; ARAUJO; MONTALLI, 2018). Esse
trabalho consiste entdo, no lancamento de uma nova estratégia: o desenvolvimento
de uma nova formulacdo contendo farmacos que promovam um efeito sinérgico na
interrupcéo da replicacao viral.

Seguem, na sequéncia, descricdes e informacgOes a respeito dos ativos de

interesse neste trabalho.

3.2 Penciclovir

O penciclovir (PCV, 9-(4-hidroxi-3-hidroximetilbut-1-ilo), C10H15NsO03 Figura 1)
€ um andalogo carbociclico da guanosina, um dos classicos analogos de
nucleosideos. Demonstra ser potente e efetivo na inibicdo da atividade dos virus
Herpes simplex tipo 1 e 2, Varicella zoster, Espstein Barr e Citomegalovirus. E
amplamente indicado para o tratamento de herpes labial recorrente em criangas
acima de 12 anos e em adultos (BOON et al., 2000; MONDAL, 2016; SPRUANCE et
al., 1997; YU et al., 2010). Sua formulacao referéncia no Brasil € chamado Penvir
Labia®, da empresa EMS Sigma Pharma Ltda (BRASIL, 2019).

Figura 1: Estrutura quimica do PCV.
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Esse potente e seletivo agente antiviral inibe a replicagdo dos virus por meio
da acdo de sua forma trifosfatada. A enzima timidina quinase viral presente nas
células infectadas utiliza o PCV como substrato e transforma-o em mono e trifosfato
de PCV, a guanilato quinase realiza a transformacédo intermediaria. O trifosfato de
PCV entdo, liga-se a DNA polimerase viral, competindo com o 2’-desoxinucleotideo-

5’-trifosfato (ANTP), o que impede a incorporacdo de novos nucleotideos e inativa a
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enzima. O resultado é o impedimento da replicacéo viral, mecanismo que pode ser
observado na Figura 2 (HODGE, 1993; MONDAL, 2016; RABORN et al.,, 2002;
RANG et al., 2007).

Figura 2: Mecanismo de acdo do PCV. F: fosfato; MF: monofosfato; DP: difosfato;
TP: trifosfato) (adaptado de DE CLERCQ, 2004a).
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O PCV apresenta maior concentragcdo intracelular, assegurando maiores
vantagens em relacdo ao seu principal analago, o aciclovir, mesmo sendo menos
potente na inibicdo da DNA polimerase quando comparado a ele (KIM et al., 1999;
THAPPA; NATH, 2009).

O PCV (CAS nilimero: 39809-25-1) apresenta massa molar de 253,26 g mol™
e ponto de fusdo de 278°C. Em relacdo a sua solubilidade, em agua, o PCV tem
solubilidade de 1,7 mg mL™, aumentando para 10 mg mL™ em meio &cido (pH 2). E

uma molécula anfétera com valores de pKa de 3,2 (basico) e 9,4 (acido), sendo o
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seu coeficiente de particdo (LogP) em n-octanol/agua (pH 7,5) de 0,024 (AHMED et
al., 2004; MONDAL, 2016; PRASSE et al., 2010).

E um farmaco Classe Il no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB),
caracterizando-se por apresentar alta solubilidade e baixa permeacao, e por esse
motivo, apresenta baixa biodisponibilidade (5 a 10%) frente a administracdo oral
(NGUYEN et al., 2016; ZHU et al., 2008). Uma estratégia em relacdo a isso foi o
desenvolvimento de um pro-farmaco do PCV, o famciclovir, uma molécula contendo
0s grupamentos acetil diéster e 6-desoxi junto ao ativo, que se torna eficientemente
biodisponivel (77% de PCV) por meio de desacetilacdo e oxidacdo enzimatica logo
apos a administracdo oral (ZHANG et al., 2014). Na busca pela melhoria desse
parametro fundamental é que a terapia tdpica, incluindo cremes e géis, também se
tornou um importante meio de carrear este farmaco (ZHU et al., 2008).

Pacientes saudaveis com a infeccdo orafacial/labial recorrente deveriam evitar
terapia continua e sistémica para tratar a infeccdo herpética, uma vez que estariam
mais expostos a efeitos colaterais. Porém, em razao da dor e do impacto psicologico
gue os sintomas trazem, eles necessitam de um meio eficaz de elimina-los, o que
também evidencia a importancia da terapia topica (SCHMID-WENDTNER,;
KORTING, 2004). Ela é entdo mais vantajosa nesses casos, pois sendo aplicada
diretamente no local da manifestacéo infecciosa, elimina os efeitos colaterais que
podem surgir com a administracdo oral e os efeitos do metabolismo de primeira
passagem, e ainda torna-se mais acessivel do ponto de vista financeiro (HORWITZ
et al., 1999; KARANDE; MITRAGOTRI, 2009).

Devido as caracteristicas das moléculas, o creme de PCV é considerado mais
efetivo do que o creme de aciclovir. O tratamento para o herpes labial recorrente ou
primario contendo este farmaco consiste do creme a 1% a cada duas horas por
quatro dias, sendo a dose tépica méaxima de PCV recomendada de 0,05 mg kg dia™
(LIN; TORRES; TYRING, 2003; MONDAL, 2016).

O maior desafio da terapia topica reside na selecdo de excipientes que
auxiliem na permeacao do farmaco, de modo que a formulacdo constitua um sistema
transportador efetivo, mantendo niveis elevados do farmaco no local da infeccéo e
controlando a sua liberacdo de forma sustentada (HORWITZ et al., 1999;
KARANDE; MITRAGOTRI, 2009; MALLEFET et al., 2009).

A resisténcia viral do HSV aos farmacos analagos de nucleosideos, dentre
eles o PCV, é outro desafio no desempenho das terapias, sejam elas tépicas ou
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orais. Vale ressaltar que as mutacfes que ocorrem no gene que codifica a enzima
timidina quinase, resultante a exposicdo prolongada ao PCV, séo diferentes das que
ocorrem quando a exposicdo € ao aciclovir, podendo gerar inclusive resisténcia
multipla (PIRET; BOIVIN, 2011; STRASFELD; CHOU, 2010). Diante do exposto, vale
ressaltar a importancia de ater-se ao desenvolvimento de estratégias novas capazes
de minimizar o problema que envolve o tratamento dessa infec¢ao endémica (JIANG
et al., 2016).

3.3 Lisina

A lisina (LIS, acido 2,6-diaminocapréico, Ce¢H14N2O,,Figura 3) esta entre os
oito aminoacido essenciais que nio podem ser sintetizados pelo organismo. E uma
molécula altamente hidrofilica, com grupamento positivo em sua cadeia lateral e faz-
se presente em alimentos ricos em proteinas, como ovos, carne, soja, entre outros
(NELSON; COX, 2011; SAHINER, 2019). Tem sido relacionada com efeitos no
tratamento da osteoporose, de doencgas cardiovasculares e neurovasculares, além
da inibicdo da replicacao viral do HSV tipo 1, sendo indicado para tratar e prevenir o
herpes labial recorrente (FLODIN, 1997; KAGAN, 1974; SHIMOMURA et al., 2014).

Figura 3: Estrutura quimica da LIS.
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Por ser extremamente instavel sob condicbes normais, 0 aminoacido basico
natural, a LIS, apresenta-se na forma de sais cristalinos de bases acidas e basicas,
geralmente em cloridrato de lisina (TAO et al.,, 2015). A formulacdo comercial
referéncia da LIS no Brasil, desenvolvida para o tratamento e profilaxia do herpes, é
encontrada em forma de capsulas pelo nome de Resist®, e é fabricada pela Aché
Laboratérios Farmacéuticos S.A. Recomenda-se a utilizacdo de 31 mg kg dia™” de
LIS, com doses maximas diarias de 3 g (FLODIN, 1997; MARCASON, 2003). Nao ha
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formulacdo tépica deste ativo, enquanto agente antiviral, registrada no Pais
(BRASIL, 2019).

O cloridrato de lisina (CAS numero: 657-27-2, CgH14N202.HCI) apresenta
massa molar de 182,65 g mol™. Tem seu ponto de fusdo entre 264 e 265°C. E
altamente solGvel em agua (420 g L™) e insolGvel em etanol, etil éster, acetona e
benzeno, com pKa béasico de 2,18 e acido de 8,95/10,53 (LIDE, 2007; O’NEIL, 2006;
THURLKILL; GRIMSLEY; SCHOLTZ, 2006). Seu coeficente de particdo é -3,05
(HANSCH; LEO; HOEKMAN, 1995). Nao ha na literatura descricéo referente a sua
classificacdo no SCB, apenas a mencdo da LIS junto de outros farmacos na
melhoria dos parametros que envolvem a farmacocinética (DERRY et al., 2013;
MIRANDA, 2016).

O mecanismo de acédo da LIS frente ao HSV tipo 1 consiste no seu efeito
expressivo na reducao da replicacdo viral. Isso ocorre pelo fato de a LIS antagonizar
os efeitos de outro aminoacido, a arginina, que € essencial na sintese proteica do
virus. O antagonismo envolve varios mecanismos além da inducdo da enzima
arginase, como a competicdo pelas proteinas carreadoras, pela absorcéo intestinal e
pela reabsorcdo no tubulo renal, aumentando assim a excrecdo da arginina. Como
profilaxia e tratamento do herpes labial recorrente deve haver entdo, um balanco
positivo na concentragdo de lisina frente a relagdo lisina/arginina (FLODIN, 1997,
GABY, 2006; GRIFFITH; NORINS; KAGAN, 1978; TAGLIARI; KELMANN;
DIEFENTHALER, 2012).

Esse potencial despertou interesse quanto ao alcance de novas estratégias
direcionadas a terapia para herpes recorrente labial, que acomete com alta
frequéncia pacientes que apresentam HSV tipo 1 latente (CLEMENS; ANN, 2010).
Estudos recentes idealizando o uso da LIS em formulagbes, associada ou ndo a
outro ativo, sdo desconhecidos, fato que nos levou a considerar essa ideia como

uma possivel inovagao.

3.4 Desenvolvimento da Formulagéo

O planejamento de farmacos para o tratamento do HSV fica geralmente em
segundo plano frente ao tratamento de infec¢des virais consideradas mais graves,
isto porque esse processo infeccioso em pessoas saudaveis, na maioria dos casos,

resulta em doenca autolimitada, caracterizando-se por ser de longa duracdo e
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doloroso, além de afetar a imagem pessoal. Uma problematica mais tolerada frente
as hepatites e a sindrome da imunodeficiéncia adquirida, como exemplo, mas que
ndo pode deixar de ser evidenciada, ja que afeta a qualidade de vida de inUmeros
pacientes (DE CLERCQ; HERDEWIJN, 2002; LOPES et al., 2018).

O desenvolvimento de novos compostos antivirais evolui por meio de uma
maior compreensdo do ciclo viral, mas ainda segue a passos lentos. Isso ocorre
também porque todo o processo acerca da descoberta de um farmaco inovador
pode levar varios anos (em meédia 14 anos), afinal € essencial a comprovacao de
sua eficacia clinica, bem como de sua seguranca, e isso leva tempo, investimento
alto e muito estudo. Sendo assim, o desenvolvimento de novas formulagdes
contendo farmacos ja conhecidos e o refinamento das ja existentes, destacam-se
como importantes estratégias (GARCIA-SERRADILHA; RISCO; PACHECO, 2019;
NOSENGO, 2016).

Segundo Nosengo (2016), h4 um aumento significativo de publicacdes
referentes a modificacbes de farmacos e formulacdes ja existentes, e até revistas
dedicadas a esse tipo de publicagdo, como por exemplo, a Drug Repurposing,
Rescue and Repositioning, ressaltando ainda mais a importéncia que deve ser dada
a essa tatica terapéutica.

Neste contexto destacamos o0 conceito de inovagdo incremental,
gue se caracteriza pela incorporacdo de melhorias a produtos e a processos
existentes, sejaem caracteristicas inerentes a eles, composicdo ou até
mesmo custo, de forma a otimizar a sua performance. Este € um recurso muito
explorado pela industria farmacéutica na busca por melhorias frente a estabilidade, a
biodisponibilidade, ao perfil seguranca, bem como em relacdo a acdo do
farmaco/medicamento, isto tudo através de inovacdes direcionadas, como por
exemplo, a modificagdes na forma farmacéutica (CAPANEMA, 2006; LOURENCO et
al., 2020; TIRONI; CRUZ, 2008).

Inimeras sé@o as limitagbes farmacocinéticas relacionadas aos farmacos ja
existentes, como problemas relacionados a solubilidade, permeacdo, tempo de
meia-vida, todos prejudicando a sua biodisponibilidade (HORWITZ et al., 1999). Em
razao disto, as doses administradas na terapia oral sdo altas, sendo que a exposi¢ao
continua pode levar a resisténcia viral e a efeitos sistémicos, evidenciados com o

surgimento de nefropatia reversivel, distlrbios gastrintestinais, erup¢do cutanea,
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encefalopatia, dentre outros. Neste contexto € que a terapia tdpica tem se destacado
(DE CLERCQ, 2004b; KARANDE; MITRAGOTRI, 2009; LOPES et al., 2018).

Um destaque ainda maior é dado para formulagBes contendo produtos
combinados, de modo que a eficiéncia do produto final seja aperfeicoada,
melhorando a relacdo custo-beneficio do mesmo (KAVANAGH et al., 2018),
proposta desta pesquisa.

O desenvolvimento ideal de uma formulagdo deve considerar as
caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas de todos os componentes, levando-se
em consideracdo a seguranca e a eficacia do produto final. Muitos s&do os
parametros a serem observados, sendo eles destacados em guias internacionais
que direcionam os estudos relacionados a eficacia e também a seguranca do
medicamento (AULTON, 2005; HALEEM et al., 2015). Dentre todos eles, daremos
atencdo especial nesta pesquisa a atividade dos farmacos in vitro, a caracterizacao
do estado sélido da matéria-prima e estudos de compatibilidade farmaco-excipiente,
a andlise da estabilidade, do comportamento reolégico e das caracteristicas da
formulacdo, ao estudo da permeacdo dos farmacos no produto final, e ainda ao
desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica indicativa de estabilidade e
para a quantificacao dos ativos na férmula, importante também para a analise in vitro
de permeacdo dos ativos. O ensaio in vivo, demonstrando sua efetiva acao,

concluird a experimentacao.

3.4.1 Atividade dos Farmacos in vitro

A replicacdo viral de HSV inicia-se com a entrada do virus na célula
hospedeira e entdo, em sua membrana nuclear. Resumidamente, € neste momento
gue o seu genoma sera replicado, formando novas particulas virais. Havera ainda, a
traducdo do RNAmM em proteinas néo estruturais em interface com o hospedeiro
(precoces imediatas), ndo estruturais relacionados com a replicacdo (precoces) e
ainda, de proteinas estruturais (tardias). Logo apo6s, h4d o empacotamento de seu
material genético em capsideos. Os virus envelopados apresentam além do
involucro proteico do capsideo, um envelope lipidico advindo da membrana da célula
em que estdo abrigados (RUMLOVA; RUML, 2018). A Figura 4 pode representar o

processo de replicagao descrito acima.
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Figura 4: Replicacdo do HSV (adaptada de LUSSIGNOL; ESCLATINE, 2017).
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O HSV é um virus envelopado de dupla fita de DNA, com massa molecular de
aproximadamente 150 kbp. Seu invélucro lipidico € constituido de 11 glicoproteinas
virais que dao inicio a infeccado por adsorcdo (JONES, 1998; RECHENCHOSKI et
al., 2017).

A avaliacdo da atividade de agentes antivirais difere de um virus para outro,
por isso é necesséria a selecao de um sistema adequado em que a sua replicacdo
possa ser medida, seja por meio de DNA, RNA ou de seus produtos e constituintes
(HU; HSIUNG, 1989).

As metodologias mais utilizadas para avaliar a suscetibilidade do HSV aos
farmacos sdo Teste de Triagem por MTT que utiliza um reagente (MTT — [3(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazo6lio brometo) para avaliar a viabilidade celular por
meio de sua atividade metabdlica, e o de Reduc¢éo de Placa. Eles séo utilizados para
aferir a eficiéncia viral na inducéo do efeito citopatico e da lise celular em diferentes
concentracdes do ativo (HU; HSIUNG, 1989; KINCHINGTON; SCHINASI, 2000).

Muitas foram as modificacbes quanto as preparacdes de células e meios
utilizados no Ensaio de Reducao de Placa desde a primeira vez em que foi descrito

por Dulbecco, mesmo assim ele ainda continua a destacar-se por ser um método de
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simples aplicacdo e ainda por revelar dados sobre a atividade do agente antiviral
(DULBECCO, 1952; JUAREZ et al., 2013).

O Ensaio por MTT, resumidamente, utiliza de um corante amarelo, soltvel em
agua, que sendo absorvido pelas células viaveis, € reduzido por enzimas
mitocondriais, convertendo-se em cristais azuis que podem ser determinados por
meio da espectrofotometria. Esse ensaio tem sido utilizado tanto para determinar a
citotoxidade dos compostos (CC50), quanto para avaliar a atividade antiviral dos
mesmos (IC50) (TAKEUCHI; BABA; SHIGETA, 1991).

Por destacar-se como um método simples, sensivel e objetivo para
estabelecer tanto a citotoxidade quanto a atividade antiviral de substancias € que o
ensaio por MTT foi 0 selecionado para a analise de atividade sinérgica dos agentes
antivirais mencionados nesse trabalho (KINCHINGTON; SCHINASI, 2000).

3.4.2 Caracterizacdo do Estado Sélido da Matéria-Prima e Estudo de
Compatibilidade Farmacos-Excipientes

A caracterizacao fisico-quimica de um farmaco é pré-requisito regulatério e
cientifico tanto para a sua padronizacdo quanto para o desenvolvimento de formas
farmacéuticas. Ela é extremamente importante, pois determinara a estrutura e as
propriedades do composto, comprovando ou prevendo o seu comportamento frente
a condicbes ainda nédo relatadas. Diversas sdo as técnicas para esta finalidade e
para outros estudos relacionados as propriedades da matéria (BERNARDI et al.,
2009; STRENG, 1997).

A variabilidade das propriedades dos excipientes utilizados no
desenvolvimento de uma formulacéo, tanto em relagao a diferentes materiais como a
diferentes fabricantes, pode afetar o processamento, a fabricagdo e também o
desempenho do produto, de modo que a -caracterizacdo e o0 estudo de
compatibilidade farmaco-excipiente se tornam essenciais no processo (MORETON,
2009; ZARMPI et al., 2017).

Nas andlises de pré-formulacdo, o estudo de compatibilidade avalia diversos
fatores intrinsecos das moléculas (Figura 5) e permite prever a estabilidade, as
propriedades quimicas, a eficacia e também a seguranca da formulacéo,

evidenciando possiveis interacdes entre farmacos e excipientes. Entre as técnicas
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utilizadas para esse fim estdo as andlises térmicas (COSTA et al., 2016; CUNHA-
FILHO; MARTINEZ-PACHECO; LANDIN, 2007; FORD; TIMMINS, 1989).

Figura 5: Fatores que podem afetar a compatibilidade entre farmacos e excipientes
(MATOS, 2013).
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Andlises térmicas sdo técnicas que medem as propriedades fisicas de uma
substancia em funcdo da temperatura, dentro de um programa de temperatura
controlada, sendo aplicadas na area farmacéutica desde 1970. Dentre as principais
estdo a Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e a Termogravimetria (TG)
(COSTA et al.,, 2016; GIRON, 1998, 2002; SUN et al., 2017).

A DSC caracteriza-se por ser uma metodologia que avalia interagdes fisico-
quimica entre os componentes da formulacéo, levando a escolha adequada dos
mesmos. Por meio de mudangas nos eventos das curvas ou variagdes nas entalpias
de transicao correspondentes, essa analise avalia a mudanca de fase dos materiais,
podendo rastrear rapidamente potenciais incompatibilidades (GIRON, 1998;
IONASHIRO, 2004; SINGH, 2013).

A andlise de TG é apropriada para se obter parametros cinéticos quimicos,
sendo capaz de fornecer dados sobre a decomposicéo, evaporacdo ou fusdo da

substancia, diante de mudancas de temperatura, observadas por meio de
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informacfes quantitativas de perda de massa em atmosfera controlada (COSTA et
al., 2016; EL-GAMEL; HAWASH; FAHMEY, 2012; IONASHIRO, 2004).

DSC e TG sao complementares na investigacdo da incompatibilidade
farmaco-excipiente, ja que a primeira fornece resultados a respeito da variacao de
energia térmica, de forma a possibilitar a determinacdo da temperatura de fuséo e
de cristalizagdo dos compostos, por exemplo, e a seguinte sobre as variagdes na
massa, levando a importantes consideracdes sobre a relagcdo existente entre a
necessidade caldrica dependente da temperatura e as reacdes que a envolvem.
Caso sejam observadas possiveis interacdes, aconselha-se associar essas técnicas
a outras ferramentas, como Difracdo de Raios X em P6 (DRXP) e Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), para entdo poder obter a
confirmacédo (EL-GAMEL; HAWASH; FAHMEY, 2012; GAO et al.,, 2014). Neste
contexto, a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) também é uma ferramenta a
ser acrescentada (DUARTE et al., 2003).

A DRXP é uma ferramenta ndo destrutiva e rapida, utilizada na medicdo e
caracterizacdo de estruturas cristalograficas, capaz de fornecer informaces de
polimorfos, estado de solvatacéo e grau de cristalinidade. E importante na deteccdo
de incompatibilidades quimica por meio do aparecimento de picos de difracdo Unicos
e incompatibilidade fisica na observacdo de mudancas na natureza da substancia
(amorfo/cristalino) (CHADHA; BHANDARI, 2014; PHADNIS; CAVATUR;
SURYANARAYANAN, 1997).

A andlise em FTIR fornece informacdes de alta qualidade a respeito de
grupos funcionais e moleculares. E capaz de avaliar a quest&o da incompatibilidade
entre compostos devido as mudancas de bandas presentes no espectro, Unica para
cada substancia (CHADHA; BHANDARI, 2014; PELUSI et al., 2016).

Para a ideal caracterizacdo de materiais e estudos envolvendo suas
compatibilidades, técnicas adicionais como a MEV sao relevantes, ja que essa
ferramenta permite, por meio da microscopia eletrénica de varredura, a observacéo
de estruturas de superficie a partir da irradiagdo de um feixe fino de elétrons sobre a
amostra, identificando possiveis altera¢cdes morfologicas quando ha mistura de
compostos (MARINI et al., 2003).

As andlises para caracterizacdo e estudo de compatibilidade farmaco-
excipiente para o desenvolvimento de uma nova formulagcdo foram as descritas

nesse topico.
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3.4.3 Formulagéo: Creme

O creme tem sido aplicado em diversas &reas, como nha industria
farmacéutica, alimenticia, cosmética e de tintas, por exemplo (FARJAMI; ASHKAN,
2019). Caracterizado como uma emulséo, ele € um sistema composto pela mistura
de dois liquidos imisciveis ou parcialmente misciveis, convencionalmente chamados
de 6leo (O) e 4gua (A) em razdo de sua polaridade. Eles passam entdo, a
corresponder a duas fases, a dispersa que € distribuida uniformemente na forma de
goticulas ao longo da outra, a continua. As emulsdes 6leo em &agua (O/A)
apresentam o 6leo como fase dispersa e a agua como fase continua, o contrario
ocorre com as que sdo agua em oOleo (A/O), podendo haver também a formacédo de
emulsdes multiplas, sendo esses sistemas estabilizados com a adicdo de agentes
emulsificantes ou tensoativos (Figura 6). O tipo de emulséo € dependente de varios
fatores, como a forma de preparo, os volumes de cada fase e ainda a natureza do
componente estabilizador (AULTON, 2016; TADROS, 2013).

Figura 6: Representacdo dos tipos de emulsédo. A. emulsdo 6leo em agua; B.

emulsdo agua em 6leo; C. emulsdo multipla agua/dleo/agua; D. emulsdo multipla
Oleo/agua/dleo (adaptado de AULTON, 2016).
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Os tensoativos sé@o substancias que diminuem a tenséo superficial/interfacial,

influenciando na superficie de contato entre os dois liquidos, por meio da formacao
de um filme interfacial, por isso, a escolha adequada desses componentes é
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essencial para a estabilidade da formulacdo. S&o moléculas anfifilicas
caracterizadas por possuirem ambas as regides hidrofilica e hidrofobica em sua
estrutura, e podem ser classificados em anibnicos, catidnicos, nao ionicos e
anfotéricos (AULTON, 2016).

Quando ha incorporacdo de uma mistura de emulsificantes a formula, as
emulsdes tornam-se mais estaveis, a partir da formacdo de filmes interfaciais mais
rigidos. A selecdo desses componentes em uma mistura pode ser realizada por
meio do sistema HLB (BLH: balanco lipofilico-hidrofilico), que os classifica em funcao
de sua polaridade relativa e ainda direciona-os as suas finalidades. Esse método
auxilia na producéo de emulsdes fisicamente mais estaveis, bem como no calculo da
quantidade relativa de emulsificantes na férmula, mas apresenta dentre suas
limitacBes o fato de ndo considerar a temperatura, a presenca de outros excipientes
e as possiveis interacdes quimicas entre os componentes (AULTON, 2016; BOYD;
PARKINSON; SHERMAN, 1972).

O creme O/A, enquanto emulsédo dermatoldgica, € distribuido pela pele como
um filme fino e a medida que seus componentes aquosos evaporam, esse filme
pode vir a saturar, permitindo uma maior atividade termodindmica e
consequentemente, maior do farmaco. E destaque como forma farmacéutica porque
além de melhorar a biodisponibilidade de muito farmacos, ainda reduz os efeitos
sistémicos (AULTON, 2016; KARANDE; MITRAGOTRI, 2009).

Por serem sistemas termodinamicamente instaveis, mesmo contendo
tensoativos, as emulsées podem sofrer importantes e indesejaveis processos fisico-
quimicos, como a cremagem, a floculacdo, a coalescéncia, 0 amadurecimento de
Ostwald e a inverséo de fases, ressaltando que os mesmos nao sédo independentes,
e que um pode levar a outro. Diante disso, faz-se importante refor¢car que escolha
correta dos componentes que fardo parte do sistema requer muita atencao
(AULTON, 2016; FARJAMI; ASHKAN, 2019; NEUMANN; SCHAAF; KARBSTEIN,
2018).

Um ponto importante a ser evidenciado € o fato de que a lisina, um dos
agentes antivirais a ser utilizado na formulacdo, tem sido recentemente relatada
como estabilizadora de emulsfes por meio da reducéo da repulséo eletrostatica que
promove, e consequentemente, por intermédio da diminuicdo da tensdo superficial
entre os componentes imisciveis ou com baixa misciblidade. Com isso é possivel

destacar o seu efeito tanto na estabilidade da formulagdo quanto na atividade anti-
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herpética sinérgica aos demais farmacos selecionados nesse estudo (PAULA,;
DELCHEVA; BEATTIE, 2018; ZHU et al., 2019).

Visando maior estabilidade da formulacdo, ndo s6 frente a validade do
produto, mas também em relacdo a sua seguranca e eficacia € que diversas
analises fisico-quimicas devem ser realizadas durante o seu desenvolvimento, em
todas as suas etapas (FARJAMI; ASHKAN, 2019; TADROS, 2013).

3.4.4 Analise da Estabilidade, Comportamento Reol6gico e Caracteristicas da

Formulacéao

A estabilidade de um creme é observada por meio da capacidade que a
formulac@o apresenta de se manter inalterada frente a dispersdo de suas goticulas
na fase continua, mantendo assim a aparéncia, a cor, o odor, o pH, o tamanho das
goticulas, o teor dos principios ativos e a consisténcia inicial, bem como o seu
potencial de conservacdo frente a alteragbes microbioldégicas (AULTON, 2016;
TADROS, 2013).

O estudo de estabilidade tem a intencdo de expor o produto formulado a
condicBes em que ele possa ser submetido, desde a sua fabricacéo até o seu prazo
de validade, considerando inclusive, o seu transporte. Ele auxilia na otimizacéo da
formulagéo, na escolha do material de acondicionamento e ainda a estimar o prazo
de validade (BRASIL, 2004, 2005; SULTANA; MOHAMMED, 2017).

No estudo de estabilidade acelerado a formulacdo é exposta a condicbes
mais criticas, com extremos de temperatura previamente definidos em um periodo
de exposicdo e amostragem estabelecidos. Avalia-se entdo, alguns parametros
fisico-quimicos anteriormente citados (BRASIL, 2004, 2005; SULTANA;
MOHAMMED, 2017).

Um simples e importante teste para avaliar a estabilidade de uma férmula é o
de centrifugacdo, que pode avaliar o processo de separacdo em uma condicao
forcada. Outro é a analise do tamanho das goticulas, utilizando microscopia o6ptica,
um método direto para estimar este parametro e entdo evidenciar instabilidades
como a coalescéncia e/ou o amadurecimento de Ostwald, que causam aumento no
tamanho da fase dispersa. O pH também é uma medida a ser considerada, assim

como o potencial de conservacao microbiolégico, que deve comprovar se o sistema
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conservante selecionado é adequado (AULTON, 2016; BRASIL, 2004; SULTANA,;
MOHAMMED, 2017).

Ensaios que avaliem o teor dos ativos presentes na formulacdo devem ser
explorados, de modo a garantir a eficiéncia e a seguranca da formulacdo. Caso nao
haja metodologia validada para esta finalidade, a mesma deve ser desenvolvida e
validada por meio do direcionamento de guias nacionais e internacionais, de modo a
garantir a qualidade das andlises por meio de resultados confiaveis (BRASIL, 2004;
SHABIR, 2003; SULTANA; MOHAMMED, 2017).

O conhecimento do comportamento reolégico de uma formulacdo também é
essencial para o seu preparo, desenvolvimento, desempenho, bem como, para a
avaliacdo de sua estabilidade, analisando efeitos como a separagédo de fases, por
exemplo. A reologia é a ciéncia que estuda as caracteristicas de um material frente a
sua deformacdo e escoamento e inUmeros sao os fatores que podem influenciar
esse parametro, como interagcdes moleculares e coloidais, natureza dos excipientes,
processo para obtencdo do creme e ainda, condi¢cdes de armazenamento (AULTON,
2016; TATAR; SUMNU; SAHIN, 2016).

Os fundamentos da viscosidade foram atribuidos aos estudos de Newton, que
foi o primeiro a relacionar a velocidade de fluxo a tensé@o aplicada. A maioria dos
fluidos farmacéutico, dentre eles as emulsdes, ndo obedecem a Lei de Newton (os
chamados fluidos ndo newtonianos), ja que a viscosidade pode ser variavel frente a
velocidade de cisalhamento. Neste caso, a avaliacdo do comportamento reolégico
deve ser realizada com um instrumento que tragam resultados validos, como o
redbmetro, capaz de fixar a velocidade ou entdo, a tenséo de cisalhamento, e assim
mensurar a resultante de uma dessas duas variaveis (AULTON, 2016; DERKACH,
2009).

A espalhabilidade é uma caracteristica significativa e igualmente as
anteriores, deve ser observada durante o desenvolvimento da formulacéo topica, ja
gue é pertinente a natureza organoléptica do creme, estando intimamente conexa a
sua aplicacdo. Ela pode ser definida como a capacidade de uma formula semi-soélida
dispersar-se sobre uma superficie em um determinado periodo de tempo, sendo 0s
ensaios referentes a esse parametro realizados em fungéo de um peso aplicado. A
escolha de componentes com baixo peso molecular e/ou baixa viscosidade irdo
transferir melhores propriedades de espalhamento (BORGHETTI; KNORST, 2006;
GORE; PICARD; SAVARY, 2018).
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Todos esses fatores devem ser avaliados para a garantia de um produto final

adequado, que se apresente eficiente e seguro.

3.4.5 Desenvolvimento e Validacdo de Metodologia Analitica Indicativa de

Estabilidade por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia é resumidamente uma técnica fisico-quimica de separacao
gue particiona substancias presentes em uma mistura por meio de duas fases, uma
estacionaria e outra movel, sendo essa particdo dependente da afinidade quimica
que apresentam com cada uma delas. O primeiro trabalho evidenciando esse
método foi realizado por Michael Tswett, um botanico russo-italiano. Dentre as
diferentes condicfes para essa técnica esta a cromatografia a liquido, que necessita
da solubilidade das amostras na fase movel e de uma possivel interacdo com a fase
estacionaria. Um dos formatos mais utilizados na cromatografia moderna é a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (em inglés, High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) (CIOLA, 1998; RATHORE; JOSHI, 2018).

A HPLC é uma ferramenta analitica amplamente empregada na inddstria
farmacéutica, desde a pesquisa de um novo farmaco até o controle de qualidade,
estudo de estabilidade e analise do comportamento in vitro e in vivo do produto final.
Muitas sdo as metodologias existentes destinadas a diversos ativos e formulacoes,
mas h& a necessidade de desenvolver e validar novas delas quando se trata de
novos farmacos e/ou novas férmulas. Esse desenvolvimento é desafiado pelo ritmo
acelerado da pesquisa farmacéutica, afinal trata-se de um processo dependente de
infinitas variaveis, que exige tempo e profissionais qualificados (CIOLA, 1998;
MATTREY et al., 2017; RASMUSSEN et al., 2005).

Dentre os diversos parametros a serem ajustados durante uma separacao por
HPLC estdo a polaridade da fase movel, sua vazdo, pH e composi¢cdo, as
caracteristicas da fase estacionaria, temperatura da coluna cromatografica, tipo de
detector e infinitas configuragbes. Para dar inicio a um desenvolvimento de
metodologia analitica, a partir de tantas condi¢cdes a serem ensaiadas, revisar a
literatura cientifica, considerar métodos internos ja existentes ou presentes em
compéndios oficiais, e conhecer devidamente a molécula de interesse sé&o
primordiais, devendo compor o primeiro passo a ser dado. Geralmente, quando se
realiza esse estudo, as informagbes escolhidas como ponto de partida sdo, a
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natureza da coluna, o solvente e o pH utilizado na fase mével (DOLAN; SNYDER,
2017; SAHU et al., 2018).

Além da etapa citada acima, um desenvolvimento ideal deve compreender a
definicdo dos objetivos do método, o desenvolvimento inicial do mesmo, o seu ajuste
e otimizacdo, considerando importantes parametros de eficiéncia, e por fim, a
validacdo da metodologia analitica, com posterior documentacdo do processo. Se a
altima etapa nao for alcancada, deve-se retornar ao planejamento do
desenvolvimento (DOLAN; SNYDER, 2017; RASMUSSEN et al., 2005). A Figura 7

resume estas etapas em um esquema.

Figura 7: Etapas para o desenvolvimento de metodologia analitica.
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A validacdo da metodologia analitica desenvolvida € responsavel por
comprovar por meio de analise estatistica adequada que os dados a serem
produzidos a partir de sua utilizacdo serdo confiaveis e consistentes quanto a
aplicacdo a que se destinam. Vale ressaltar que a qualidade das andlises estara
estreitamente relacionada com a qualidade do produto final (SHEETS, 2018).

Na industria farmacéutica sugere-se que a validacdo de metodologia por
HPLC seja direcionada e assegurada pelas diretrizes dos seguintes oOrgaos
regulamentadores: International Conference on Harmonization (ICH), Food and
Drugs Administration (FDA) e United States Pharmacopeial (USP) (SHABIR, 2003).
As exigéncias da entidade brasileira, Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), séo
baseadas nessas regulamentacdes mundiais (BRASIL, 2017).

Os parametros avaliados durante a validagdo analitica sdo a seletividade, a
linearidade, os limites de deteccdo e de quantificacdo, a precisdo, a exatidao e a
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robustez. Seus ensaios devem ser compativeis com o0 objetivo da metodologia
desenvolvida para que seja possivel obter validade cientifica, para tanto um
protocolo de validagdo devidamente planejado deve ser tragcado (DOLAN; SNYDER,
2017; SHEETS, 2018).

A seletividade, anteriormente designada especificidade, avalia a capacidade
que o método apresenta de detectar a substancia de estudo frente ao seu produto
de degradacgao ou a outros compostos presentes em uma matriz (BRASIL, 2017).

A linearidade é um parametro que determina se ha relacéo proporcional entre
a resposta e a concentracdo do analito, dentro de um intervalo especificado. Os
valores limites para deteccdo e quantificacdo sdo derivados dessa analise, e
correspondem a menor concentracdo em que o farmaco € capaz de ser detectado e
a menor quantidade em que pode ser gquantificado, respectivamente (BRASIL,
2017).

Outro parametro a ser mencionado € a exatiddo, que afere qudo proximos
estdo os resultados encontrados do valor tedrico, tido como verdadeiro. A precisao,
por sua vez, avalia essa proximidade entre os resultados obtidos de uma série de
medidas, e € realizada de trés maneiras, por meio da repetibilidade, da precisdo
intermediaria e da reprodutibilidade, amostras em uma mesma analise, em analises
ocorrida em dias diferentes e preparadas por diferentes analistas, e naquelas
executadas em diferentes laboratorios (BRASIL, 2017).

Por fim, para observar a capacidade do método em suportar a pequenas
variacdes, como no pH da fase movel e leves alteragdes no seu fluxo, por exemplo,
€ que a robustez € realizada (BRASIL, 2017).

Juntamente as analises desses parametros, a adequacdo do sistema deve
ser constatada. Difundido em inglés, o System Suitability, assegura que o
equipamento, o software e as amostras estejam operando de forma satisfatoria
(BRASIL, 2017; SHEETS, 2018).

Métodos indicativos de estabilidade, também denominado métodos para
produtos de degradacao, devem ser objetos de estudo diante do desenvolvimento
de uma nova molécula ou mesmo formulacdo. E uma exigéncia dos o6rgéos
reguladores, pois metodologias validadas para esse fim auxiliam no processo de
assegurar a efichcia e a seguranca do medicamento, ja& que h& uma grande
preocupacdao frente a estabilidade quimica das moléculas farmacéuticas. Os ensaios
séo realizados ap6s uma degradacao forgcada do composto em estudo que simulam
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alguns dos processos pelos quais o farmaco pode vir a passar em seu tempo de
prateleira como hidrélises é&cida e basica, oxidacdo, bem como degradacdes
fotoliticas e térmicas (BLESSY et al., 2014; BRASIL, 2015; ICH, 2006).

Os guias desenvolvidos pelas agéncias reguladoras ndo oferecem detalhes
de como esses estudos devem ser realizados, apenas direcionam. Dessa forma,
vale reiterar que a revisdo da literatura cientifica é essencial para o desenvolvimento
dessa metodologia, e que o bom senso do pesquisador deve ser utilizado diante do
conhecimento sobre a substancia de interesse (BLESSY et al., 2014).

Idealmente os produtos de degradacdo encontrados devem ser identificados,
e isso se torna possivel com a combinacdo de diversas técnicas analiticas, como
exemplo, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas e
ressonancia magnética nuclear (RMN) (GALMIER et al., 2005; ICH, 2006).

Neste trabalho, o penciclovir foi utilizado em uma formulacdo associado a
lisina, e ndo ha na literatura cientifica e nem em farmacopeias uma mesma
metodologia capaz de avalia-los. Para tanto, faz-se necessario o desenvolvimento e
a validacdo de metodologia analitica capaz de avaliar o teor e 0s possiveis produtos

de degradacéao desses farmacos no produto final.

3.4.6 Andlise da Permeacao dos Farmacos Presentes na Formulacao

7

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano e tem as funcdes de regular a
temperatura corporal, de manter o balanco eletrolitico, e de proteger o organismo de
traumas fisicos, de agentes quimicos, de microorganismos e da radiacdo
ultravioleta. A sua camada mais externa, o estrato cérneo é quem determina essa
acao protetora, de barreira, sendo ela qualificada de acordo com a sua composi¢ao
fisico-quimica, que muda de um individuo para o outro. Esse é o maior obstaculo
para a transdérmica de farmacos (TROMMER; NEUBERT, 2006; ZHOU et al.,
2019).

Formulacbes topicas sdo entdo desenvolvidas com a finalidade de permear
essa barreira, alcancando a epiderme e a derme. Idealiza-se com elas obter acéo
local, sendo uma maneira de facil administracdo, ndo invasiva e de boa adeséo do
paciente. Diversos sdo 0s mecanismos utilizados para otimizar a permeacdo dos

farmacos presentes nas férmulas, e entre eles estd 0 emprego de excipientes que
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potencializem essa penetracdo por conta de sua natureza quimica, como é 0 caso
do propilenoglicol (TROMMER; NEUBERT, 2006).

Diante do exposto e destacando questdes importantes quanto a seguranca e
aspectos terapéuticos, € de relevancia conhecer o comportamento da formulacéo
frente a sua percutanea. Para a realizacdo de ensaios que determinem esse
parametro, testes em animais podem ser substituidos por estudos in vitro, em razao
de questdes éticas que modificaram a visdo regulatoria. As entidades internacionais
nao padronizaram, formalmente, esses experimentos, mas destacam que ensaios in
vitro, se realizados de maneira adequada, podem ser utilizados para prever a
permeacdo in vitro. O desenvolvimento de uma metodologia analitica capaz de
determinar a concentracdo dos ativos é inerente a esta técnica (RODRIGUES;
OLIVEIRA, 2016).

A maioria dos estudos, ja descritos, envolvendo a analise da permeacédo de
produtos quimicos presentes em uma férmula foi determinada através de
experimentos com células de difusdo, como a Célula de Difusdo de Franz, um
ensaio in vitro que avalia a permeacao percutanea em sistema estatico ou de fluxo
continuo. O principio desta técnica consiste na analise do comportamento de
liberagcdo da substancia em estudo, utilizando uma membrana entre duas camaras,
uma doadora, na qual o farmaco serd depositado, e outra receptora, para onde o
ativo sera carreado. CondicBes como a caracteristica da membrana, a temperatura,
a agitacao e a dose do farmaco devem ser controladas para a obtencdo de uma
avaliacdo adequada (FRANZ, 1975; KARADZOVSKA et al.,, 2013; RODRIGUES;
OLIVEIRA, 2016).

3.4.7 Andlise in vivo da Eficacia da Formulacdo em Modelo Animal

Os principios do uso de animais como modelo de estudo frente a fisiologia
humana foram descritos por Claude Bernard ainda no século XIX. Ainda nesse
periodo e em razdo desta correlacdo, é que a experimentacdo animal tornou-se uma
importante metodologia cientifica, sendo considerada uma ferramenta utilizada com
a finalidade de avaliar hipoteses, teorias ja conhecidas ou mesmo efeitos
desconhecidos de infinitas substancias, composi¢cdes, comportamentos, dentre
diversas outras questdes do meio cientifico (FAGUNDES; TAHA, 2004; FRAJBLAT,
AMARAL; RIVERA, 2008).
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O modelo animal a ser selecionado para o desenvolvimento de um estudo
esta condicionado aos objetivos do trabalho, & maneira que serd conduzido e as
normas éticas. Essas condigbes devem compor um projeto de pesquisa a ser
avaliado por um comité, conforme principios e diretrizes relacionadas a Lei Arouca
(n° 11.794/08) (FAGUNDES; TAHA, 2004).

A possibilidade de correlacionar os efeitos observados no modelo animal pela
administracdo de determinados farmacos, bem como de suas formulagcbes, aos
efeitos que viriam a ocorrer nos seres humanos, fez com que ele fosse cada vez
mais utilizado na pesquisa envolvendo produtos farmacéuticos, tornando capaz a
predicdo da eficacia e da seguranca dos mesmos (DOKE; DHAWALE, 2015;
PAIXAO, 2001). Essa afirmativa também é valida as formas farmacéuticas topicas,
gue apresentam a vantagem da reducdo de efeitos sistémicos e da facilidade na
administracdo. Assim como as demais vias, relacionadas ao tratamento de
diferentes afeccdes, elas também requerem a escolha de uma metodologia
adequada e embasada cientificamente para que assim, a correlacdo citada
inicialmente possa existir (SILVA et al., 2010).

Atualmente, a substituicdo de ensaios in vivo por ensaios in vitro tem sido
amplamente defendida sob o ponto de vista de prote¢cdo animal versus evolucéo
tecnologica. Porém, sabe-se que esse sera um processo lento e gradual, e em
muitas situacdes de dificil sucessao, em razdo da complexidade que os sistemas in
vivo representam no meio cientifico (DOKE; DHAWALE, 2015; ROBERFROID,
1994).

Dentre as espécies utilizadas nos ensaios in vivo em modelo animal estdo os
camundongos. Este animal é capaz de representar modelos experimentais de
diversas condicdes patoldégicas humanas, além de apresentar as vantagens de ser
pequeno, muito prolifero, ter periodo de gestacao curto, ser de facil domesticacao e
manutencdo. Juntamente de outras espécies, os estudos realizados com eles
permitem que possa haver efetiva investigacdo tanto para métodos preventivos
guanto para o tratamento de doencas (CHORILLI; MICHELIN; SALGADO, 2007).

Os camundongos constituem o modelo animal adotado neste trabalho que

avalia a eficacia da formulacéo desenvolvida.



4 MATERIAIS
4.1 Materiais, Substancias e Reagentes

e 2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA)

e Acetonitrila grau HPLC (Tedia, Rio de Janeiro, Brasil)

e Acetato de Sodio (Biotec, Parand, Brasil)

e Acido Borico (Synth, S&o Paulo, Brasil)

e Acido Trifluoracético (Biotec, Parana, Brasil)

e Alcool Cetoestearilico (Exodo Cientifica, S&o Paulo, Brasil)
e Acido Cloridrico (DinAmica Quimica Contemporanea, Sdo Paulo, Brazil)
e Alcool Isopropilico (Anidrol, Sdo Paulo)

e BHT (Synth, S&do Paulo, Brasil)

e Cloridrato de Lisina (Infinity Pharma, S&o Paulo, Brasil)

e DMSO (Synth, S&ao Paulo, Brasil)

e EDTA (Anidrol, Sdo Paulo)

e Filtros de Seringa PTFE 0,45 um (Allcrom, S&o Paulo, Brasil)
e Fosfato de Aménio (Neon, Sédo Paulo, Brasil)

e Fosfato de Soédio (Neon, Séo Paulo, Brasil)

e Frasco plastico (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha)

e Hidroxido de Sdédio (Biotec, Parana, Brasil)

e Lauril Sulfato de Sdédio (Anidrol, S&o Paulo)

¢ Metanol (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil)

e Metilparabeno (Exodo Cientifica, S&o Paulo, Brasil)

e MTT (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA)

¢ Ortoftaldeido (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA)

e Parafina (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil)

e Penciclovir (doacdo EMS Sigma Pharma, Sao Paulo, Brasil)
e Polawax (Exodo Cientifica, S&o Paulo, Brasil)

e Propilenoglicol (Synth, S&o Paulo, Brasil)

e Propilparabeno (Exodo Cientifica, S&o Paulo, Brasil)

e Triton 100X (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA)

e Vaselina liquida (Exodo Cientifica, S&o Paulo, Brasil)
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Células, Virus, Meio de Cultura e Animais:

e Anfotericina B (Meizler Biopharma S/A, Séo Paulo, Brasil)

e Camundongos Linhagem BALB/c (Biotério UEM, Maringa, PR, Brasil)

e Células Vero (ATCC CCL-81, células renais de macaco verde africano -
cedidas pelo LITDFC/DCBS/UEM, Maring4, PR, Brasil)

e Estreptomicina (Gibco BRL, Massachusetts, EUA)

e Glutamina (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA)

e Meio Dulbecco’s modified Eagle’s — DMEM suplementado com 10% de Soro
Fetal Bovino (Gibco BRL, Massachusetts, EUA)

e Penicilina (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA)

e Racdo NUVILAB CR-1 (Quimtia, Parana, Brasil)

e Virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1) sensivel ao aciclovir (KOS) (ATCC VR-
1493, cedido pelo LITDFC/DCBS/UEM, Maringa, PR)

4.2 Equipamentos

e Agitador Vortex® (Quimis, Sdo Paulo, Brasil)

e Autoclave vertical (Phoenix Luferco, S&o Paulo, Brasil)

e Balanca analitica Shimadzu AUX220® (Shimadzu, Kyoto, Jap&o)

e Banho-maria (SPLabor, Sao Paulo, Brasil)

e Cabina de fluxo laminar (Vecoflow, Sdo Paulo, Brasil)

e Calorimetro SDT-Q600® (TA Instruments, Tokyo, Jap&o)

e Centrifuga Centribio (Biomex Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil)

e Coluna cromatografica Luna® C18 (Phenomenex, Califérnia, EUA)

e Coluna cromatografica Synergi® C18 (Phenomenex, Califérnia, EUA)

e Coluna cromatografica Shimadzu Shim-Pack® C18 (Shimadzu, Kyoto, Jap&o)
e Chapa de agitagdo magnética (Fisatom Brasil)

e Cromatégrafo LC-20AT® (Shimadzu, Kyoto, Jap&o)

« Difratdmetro de raios X de p6 D2 Phaser® (Bruker, Massachusetts, EUA)

o Espectrofotdmetro FTIR Frontier® (Perkin Elmer, Massachusetts, EUA)

e Espectrofotdmetro Leitor de Microplacas ELX 800® (Biotek, Vermont, EUA)
¢ Incubadora de CO; (Sanyo Trading, New York, EUA)

e Microscépio XDS-1B® (Hexasystems Group, Sdo Paulo, Brasil)


https://www.google.com/search?q=thermo+fisher+scientific+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWCVLMlKLcvMV0jKLgQyF4uTM1LySzLTMZAUA3EcneWAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwje2--Up9_iAhXiDrkGHZYZD5EQmxMoATAVegQIDhAK
https://www.google.com/search?q=thermo+fisher+scientific+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWCVLMlKLcvMV0jKLgQyF4uTM1LySzLTMZAUA3EcneWAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwje2--Up9_iAhXiDrkGHZYZD5EQmxMoATAVegQIDhAK
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Microscopio eletrénico de varredura VEGA 3 SB® (Tescan, Libu$ina tfida,
Brno, Republica Tcheca)

Pré-coluna cromatogréfica Phenomenex® SecurityGuard C18 (Phenomenex,
Califérnia, EUA)

pHmetro Edge (Hanna, Carrollton, Texas, EUA)

Pipetadores semi-automaticos (Gilson, Wisconsin, EUA)

Viscosimetro Brookfield DV-1I+Pro® (Brookfield Engineering Laboratories,
Massachusetts, EUA)

Sistema de purificacdo Milli-Q® (Merck Millipore, Darmstadt, HE, Alemanha).
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5 METODOS

Para facilitar a visualizagdo das diferentes etapas de execucao do trabalho, a

metodologia esta apresentada na forma de fluxograma, na Figura 8.

Figura 8: Etapas de execucéo do trabalho.
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5.1 Andlise in vitro da Atividade Antiviral
5.1.1 Cultivo das Células Vero

As célula Vero (ATCC CCL-81, células renais de macaco verde africano),
cultivadas em meio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) suplementado com 10% de
soro fetal bovino, 2 mM de glutamina e tratado com 100 pg mL™ de estreptomicina,
100 Ul mL™? de penicilina e 2,5 yg mL™ de anfotericina B, foram tripsinizadas por
meio do seguinte procedimento:

1. Retirou-se o meio da garrafa em que as células encontram-se;
2. Adicionou-se 12 mL de tripsina para promover o desprendimento das células;

3. Removeu-se 0 excesso e adicionou-se 8 mL de meio DMEM.

Desta forma, uma gota dessa suspensao de células foi adicionada a cada um
dos 96 pocos de cada microplaca utilizada para os experimentos. A microplaca foi
incubada a 37°C em 5% de CO,, onde permaneceu por 24h, para entdo, ser
utiizada. Antes da utilizacdo, a proliferacdo das células foi observada no

microscopio, e a confluéncia constatada foi de 80%.

Observacéo:
Os materiais utilizados foram anteriormente esterilizados com calor Umido em

autoclave, através do alcance de altas temperaturas sob condicdo de alta pressao.
Os procedimentos foram realizados em fluxo laminar devidamente esterilizado:
alcool 70% na bancada, 15 minutos de luz UV e alcool 70% antes e durante o

processo.

5.1.2 Ensaio de Citotoxicidade por MTT para Avaliagéo de Viabilidade Celular

Para o preparo das solucdes de trabalho dos agentes antivirais, 4 mg de cada
um deles foram dissolvidos nos diluentes descritos na Tabela 1, alcancando suas
respectivas concentracdes. Ambas as solugdes foram agitadas com o auxilio de um

agitador (Vortex®).
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Tabela 1: Solucdes de trabalho de PCV e de LIS.

o _ Concentracao
Agente Antiviral Diluente 1
(mg mL™)
PCV 200 pL de DMSO¢estéril) + 900 pL de aguaginjetavel) 3,6
LIS 1000 pL de meio 4

A cada poco da microplaca preparada conforme o item 5.1.1, 100 pL de PCV
e de LIS (em quadruplicata) em concentracbes demonstradas na Tabela 2,
alcancadas por meio de diluicbes seriadas feitas em meio, foram adicionadas as

células.

Tabela 2: Concentracdes de PCV e de LIS inoculadas na microplaca para o ensaio

de citotoxicidade.

Agente Antiviral Concentracdes Inoculadas (mg mL™)
PCV 1,8;0,9; 0,45; 0,225*
LIS 40; 20; 10; 5; 2,5; 1,25*

*concentracfes escolhidas apds ensaios prévios

Em razdo das concentracbes ensaiadas para o PCV, que apresentou
DMSO¢estéri) em sua solucéo, a citotoxicidade do DMSOesteriy a 10, 5 e 2,5% também
foi investigada, 100 yL de cada concentracdo foi inoculado em quadruplicata nos
pocos destinados a esse ensaio. O Controle de Célula (CC) foi realizado inoculando
100 pL de meio de manutencdo em cada poco (duas linhas da microplaca). As

diluicdes e 0 esquema do experimento estédo representados na Figura 9.



Figura 9: Esquema representativo do ensaio de citotoxicidade por MTT (imagem

original retirada de http://www.directindustry.com).
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Apos inoculacdo dos farmacos e diluente, a microplaca foi incubada por 72h

em incubadora de CO,a 37°C.

Os passos seguintes, depois de transcorrido esse periodo, foram a analise

microscépica da microplaca registradas por meio de fotografias, com posterior

revelacdo de viabilidade celular utilizando o reagente MTT, por meio do seguinte

procedimento:

1. Os pocgos foram homogeneizados com a solugdo anteriormente inoculada na

placa por 3 vezes, com o auxilio de uma pipeta semi-automatica. Apos a

terceira vez, descartou-se o conteddo presente na ponteira € 0 excesso

também foi retirado;

2. 10 pyL do reagente MTT foram adicionados aos pog¢os e a microplaca foi

incubada em CO, a 5% a 37°C novamente, desta vez, por no minimo, 2

horas;

3. Apos esse periodo, adicionou-se 90 pL do solubilizador de MTT (solucao

composta de: triton 100X, alcool isopropilico, acido cloridrico) aos pocos e

entdo, a microplaca foi levada para agitagcdo mecanica por 15 min;

4. A leitura foi realizada em um espectrofotbmetro em 570 e em 690 nm.
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Observacéo:
A PBS (solucdo salina tamponada de fosfato), utilizada para tornar incolores as

solugdes dos compostos inoculados nas células, ndo foi necessaria, pois ndo houve

alteracdes de cor nos pocos.

A porcentagem de células viaveis para cada concentracdo foi determinada

pela seguinte férmula:

% Viabilidade Celular = (Abs 570 - Abs 690/Abs CC)*100

A % de morte celular é calculada diminuindo o valor encontrado com a
equacéao acima de 100.

A analise de Concentracdo Citotoxica (CC50), concentracdo capaz de
inviabilizar mais de 50% das células presentes nos pocos, foi calculada por meio da
andlise de regressao linear e do coeficiente de determinacdo (r?), que deveria ser
maior ou igual a 0,98 para trés pontos que abrangessem a CC50. A equacao

resultante pdde entdo fornecer o valor real da CC50 de cada substancia.

5.1.3 Atividade Antiviral por MTT (Triagem) ap0s Infec¢do por HSV-1

A solucédo de trabalho utilizada para a avaliacdo de atividade antiviral dos
farmacos selecionados para essa pesquisa foi preparada conforme o procedimento
descrito no item 5.1.2, PCV com concentrac&o inicial de 3,6 mg mL™ e LIS de 4 mg
mL™.

Aos pocos da microplaca preparada conforme o item 5.1.1, foram inoculados
100 pL de PCV e de LIS (em quadruplicata) em concentragdes resultantes de

diluicdes seriadas feitas em meio demonstradas na Tabela 3.

Tabela 3: Concentragdes de PCV e de LIS inoculadas na microplaca para a

avaliacao da atividade antiviral.

Agente Antiviral Concentragdes Inoculadas
PCV 30; 15; 7,5; 3,75; 1,875* ug mL™*
LIS 20; 10; 5; 2,5; 1,25* mg mL™*

*concentracfes escolhidas apds ensaios prévios
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O ind6culo viral de HSV-1 KOS (ATCC VR-1493, cepa isolada originalmente de
uma leséo labial de Kendall O. Smith), diluido inicialmente a 102 pg mL™, atingiu
diluicao final de 10° ug mL™ quando adicionado as solugdes de cada concentracdo
das substancias em estudo (diluicdes seriadas).

O Controle de Célula (CC) foi realizado inoculando 100 pL de meio nos pocos
sem as substancias (duas linhas da microplaca), e o Controle de Virus (CV) foi feito
inoculando em sextuplicata a mesma quantidade de virus a 10° pg mL™ em cada
poco ausente dos farmacos e destinado para essa finalidade. As inoculacdes para a

Avaliacdo da Atividade Antiviral estdo esquematizadas na Figura 10.

Figura 10: Esquema representativo da avaliacdo da atividade antiviral por MTT

(imagem original retirada de http://www.directindustry.com).
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Apés incubacdo da microplaca por 72h, deu-se prosseguimento com a
revelacdo do ensaio utilizando o reagente MTT, procedimento descrito no fim do
item 5.1.2.

A porcentagem de inibigao viral para cada concentracao foi determinada por
meio da seguinte formula:

% Inibic&o Viral = (Absteste - Abscv)/( Abscc - Abscv)*100

Absteste = Abs 570 — Abs 690 (substancias inoculadas)
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A andlise de Concentracéo Inibitéria (IC50), concentracdo capaz de inibir em
mais de 50% a acgédo viral, foi calculada por meio da analise do coeficiente de
determinacdo (r’), que deveria ser maior ou igual a 0,98 para trés pontos que
abrangessem a IC50. A equacao resultante péde entdo fornecer o valor real da IC50

de cada substancia.

5.1.3.1 Avaliagédo do Potencial Sinergismo Antiviral de PCV-LIS

O ensaio foi realizado conforme proposto por Gong et al (2004), com algumas
adaptacdes. Quatro concentracfes foram testadas associando os agentes virais:
0,25*IC50 PCV e 0,25*CC50 LIS; 0,50*IC50 PCV e 0,50*CC50 LIS; 1*IC50 PCV e
1*CC50 LIS; 2*IC50 PCV e 2*CC50 LIS. As substancias em solucéo, nas diferentes
concentracdes, foram inoculadas juntamente ao virus, que apresentou diluicéo final
de 103 ug mL™.

A microplaca, preparada conforme item 5.1.1, depois de inoculada, foi levada
a incubacao por 72h em incubadora de CO, a 37°C. Apos esse periodo, e avaliagdo
e registro microscopico, deu-se a revelacdo do teste utilizando o reagente MTT,
procedimento descrito no fim do item 5.1.2.

Os célculos de inibicao viral e de IC50 foram semelhantes aos descritos no
item 5.1.3. Para avaliacdo do efeito sinérgico, os resultados obtidos foram base para
novos célculos, utilizando a seguinte férmula que determina o indice de Combinac&o
(1C):

IC = (Crcv/IC50pcvV) + (CLis/CC50Lis)

C = Concentragdo das substancias no teste

Valores de IC menores que 1 indicam sinergismo, iguais a 1 aditividade e

maior que 1 antagonismo (GONG et al., 2004).
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5.1.3.2 Atividade Antiviral Profilatica da LIS por MTT (Triagem) na Infeccéo por
HSV-1

Para o preparo da solugéo de trabalho utilizada neste ensaio, 10 mg de LIS
foram diluidas, com o auxilio de um agitador (Vortex®), em 1000 pyL de meio,
alcancando a concentracao final de 10 mL™.

Aos pocos da microplaca preparada conforme o item 5.1.1, foram inoculados
100 pL de LIS (em quadruplicata) em concentracdes resultantes de diluices

seriadas feitas em meio demonstradas na Tabela 4.

Tabela 4: Concentragdes de LIS inoculadas na microplaca para a avaliagdo da

atividade antiviral profilatica.

Agente Antiviral Concentragdes Inoculadas

LIS 5;2,5; 1,25* mg mL™

*concentragfes escolhidas apds ensaios prévios

Essas inoculagBes antecederam em 24, 14 e 3 horas a adi¢do do in6culo da
cepa viral de HSV-1 KOS na concentracao final de 10° pg mL™.

O Controle de Célula (CC) e o Controle de Virus (CV), a incubacdo e a
revelacdo da placa, bem como os calculos foram realizados como a metodologia
descrita em 5.1.3. As inoculacdes para a Avaliacdo da Atividade Antiviral Profilatica

estdo esquematizadas na Figura 11.
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Figura 11: Esquema representativo da avaliacao da atividade antiviral profilatica da

LIS por MTT (imagem original retirada de http://www.directindustry.com).
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5.2 Selecao de Excipientes

Para iniciar o desenvolvimento da nova formulacédo, creme Oleo/agua (O/A)
contendo PCV e LIS, realizou-se andlise qualitativa das formulacdes de penciclovir e
aciclovir disponiveis no mercado brasileiro, sendo férmulas genéricas, similares e de
referéncia. Os excipientes inicialmente selecionados foram o0s mais citados nas

bulas das formulacdes investigadas.

5.3 Caracterizacdo do Estado Solido das Matérias-Primas
5.3.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)/Termogravimetria (TG)

PCV puro, LIS pura e os excipientes utilizados no desenvolvimento da
formulagdo: EDTA, Aalcool cetoestearilico (ALC CET), lauril sulfato de sodio
(LAURIL), BHT, vaselina liquida (VAS LIQ), metilparabeno (METIL), parafina
(PARAF), POLAWAX, propilenoglicol (PROP GLI) e propilparabeno (PROPIL), foram
analisados individualmente e também ap0s a mistura ternaria farmacos-excipiente
(1:1:1, p/p/p) por DSC/ITG (SDT-Q600°, TA Instruments), para avaliar a

compatibilidade entre eles. As amostras foram analisadas em um cadinho de
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alumina aberto, pesando cerca de 4 mg de amostra. A faixa de temperatura utilizada
foi de 20-400 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C min-1, sob atmosfera de

nitrogénio (100 mL min™).

5.3.2 Difracdo de Raios-X em P66 (DRXP)

A andlise de DRXP (D2 Phaser®, Bruker) foi realizada para obter os dados
relacionados a cristalinidade na faixa de 6-40° (28) com tempo de passo de 1s e
incremento de 0,05°, em um difratdbmetro com tubo de CuKa. As amostras
analisadas incluiram farmacos puros (PCV e LIS) e sua mistura na proporcédo 1:1
(p/p). Para evitar problemas de orientagcdo preferencial, as amostras foram
cuidadosamente colocadas sobre o porta-amostra e mantidas a 5 rpm durante as

analises.

5.3.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier por
Reflexao Difusa (FTIR)

O espectro de FTIR (Frontier®, Perkin Elmer) adquirido para os farmacos
puros (PCV e LIS) e também para a mistura dos dois na proporcao de 1:1 (p/p)
foram obtidos dentro da faixa de varredura de 4000-600 cm™, com média de mais de
32 varreduras e resolucdo espectral de 4 cm™. Um espectro de fundo (branco) foi
realizado. A informacdo espectral foi obtida utilizando a reflexdo difusa, a partir da
incidéncia e reflexdo do p6 (quantidade suficiente para completar o disco de suporte

da amostra).

5.3.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As fotomicrografias dos farmacos puros (PCV e LIS) e a mistura de ambos na
proporcao de 1:1 (p/p) foram obtidas em microscoépio eletronico de varredura (VEGA
3 SB®, Tescan) com detector de elétrons secundarios do tipo Everhart-Thornley,
para alto vacuo, com grade frontal de potencial positivo e um filamento de 30kV. As
amostras foram montadas em suporte de aluminio e fixadas em fita adesiva de

carbono dupla face.
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5.4 Estudo de Compatibilidade Farmacos-Excipientes

PCV e LIS foram analisados separadamente e em uma mistura binaria, cuja
proporcao foi de 1:1 (p/p) utilizando todas as técnicas descritas anteriormente (item
5.2).

Para a andlise de compatibilidade do PCV:.LIS com os excipientes, um
sistema ternario com quantidades relativas de 1:1:1 (p/p/p) foi escolhido. A
compatibilidade deste sistema ternario foi realizada por DSC e TG, conforme
descrito anteriormente (item 5.3.1).

Para os sistemas binario e ternario, 10 mg de cada substancia a ser incluida
nas misturas planejadas foram pesados e colocados em um pequeno frasco de
plastico. Posteriormente, os componentes foram misturados com o auxilio de um
agitador Vortex® por 1 minuto a 2500 rpm. Esta metodologia de mistura demonstra
resultados mais satisfatérios, promovendo a homogeneidade do conteudo a ser
pesado e mantendo a substancia de partida fisicamente inalterada, como

demonstrado por Gomes et al. (2018).

5.5 Desenvolvimento/Preparo do Creme

A partir da selegcdo dos excipientes e estudo de compatibilidade entre os
selecionados e os farmacos, quatro foram as formulacdes ensaiadas (F1; F2; F3;

F4). A constituicdo de cada uma delas esta presente na Tabela 5.
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Tabela 5: Constituicdo das formulacfes ensaiadas.

Composicgao F1 F2 F3 F4

Fase Aquosa

PROP GLI 20 g 20 g 20 g 20 g
Agua Destilada g.s.p50g ¢.s.p50g q.s.p50g Q.s.p50¢g

EDTA - - 0,059 0,19
METIL - - 0,059 0,05¢9
Fase Oleosa
ALC CET 259 49 - -
LAURIL 0,15g 0,15g - -
PARAFF 29 3g - -
VAS LIQ 7549 7549 159 29
POLAWAX - - 69 8¢
PROPIL - - 0,025g 0,025¢g
BHT - - 0,1g 0,1g

Principios Ativos

PCV 0,59 0,59 0,59 0,59
LIS 2,59 259 259 259

O preparo do creme foi realizado segundo Ferreira, Brandao e Silva e Ribeiro
(2010).
Para a obten¢&o das emulsbes/cremes seguiu-se o procedimento a seguir:

e Em dois béqueres distintos, pesou-se os ingredientes da fase aquosa e

oleosa;
e Os béqueres foram colocados em banho-maria na temperatura de 70°C;

e Bastdes de vidro foram utilizados na agitacéo lenta dos ingredientes em

cada fase, até a completa dissolucéo;

e Quando as fases chegaram a temperatura de 70°C verteu-se lentamente e

sob agitacao constante, a fase aquosa sob a oleosa,;

A formulacdo foi retirada do aquecimento e colocada sob agitacao
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constante até seu resfriamento e consequente formacgéo do creme;

e A incorporacdo dos principios ativos na formulagéo foi a etapa final. O
PCV foi previamente solubilizado em propilenoglicol e a LIS em agua. A
agitacdo para completa homogeneizacdo dos componentes foi mantida ao
adiciona-los a féormula base. A massa final foi ajustada com agua
destilada.

Uma das formulas obteve melhor desempenho em relacdo as suas
caracteristicas fisico-quimicas e a ela aplicamos o método EHL, que nos auxilia na
adicdo da quantidade exata de surfactantes que devem ser adicionados ao creme
para a garantia de sua estabilidade (BOYD; PARKINSON; SHERMAN, 1972; LEE et

al., 2013). Seguem os passos do calculo realizado:

1. Avaliou-se a % total da Fase Oleosa (F.O.) e a propor¢do de cada
componente que dela faz parte;

2. Multiplicou-se a quantidade proporcional dos componentes aos seus
respectivos EHLs (valores determinados experimentalmente e citados na
literatura) (ICI AMERICAS INC., 1980; MYERS, 2006; NOLLET et al.,
2019). Somados, esses valores determinam o EHL requerido para a
formulacao;

3. Com esse dado, a equacdo abaixo é utilizada para determinar a

quantidade de cada surfactante na formulagao:

A*EHLA + B*EHLg = EHL equerido

Sendo A + B =1, A e B = surfactantes

Dessa forma, a avaliacdo da formulagcéo escolhida deu-se com uma formula
feita com as quantidades de surfactantes sugeridas na Tabela 5 e também com uma
férmula contendo as quantidades obtidas por meio dos calculos de EHL, que
revelaram serem necessarios 3,55 g de alcool cetoestarilico e 0,6 g de lauril sulfato
de sodio. A espalhabilidade, o pH e a estabilidade, por meio do teste da centrifuga,

bem como a andlise do perfil reolégico foram realizados para comparacao.
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5.5.1 Espalhabilidade, pH e Teste da Centrifuga

A espalhabilidade das formulac¢des foi determinada em triplicata, adicionando
0,1g de creme entre duas placas de vidros horizontais (12 cm por 12 cm) a
temperatura de 25°C. Pesos de 400, 600, 800, 1000 e 1200 g, foram colocados, a
cada trés minutos, na placa superior, promovendo o espalhamento do produto. Esse
pardmetro foi mensurado como extensibilidade, em milimetros quadrados.
Metodologia adaptada de Borguetti & Knorst (2006). Os cremes referéncia do
aciclovir (Zovirax®) e do penciclovir (Penvir®) também foram avaliados. Efetuou-se, a
partir dos resultados encontrados, a andlise de variancia e a comparagdo das

médias pelo Teste de Tukey.

O pH foi medido utilizando um medidor de pH elétrico imediatamente apés a

preparacao de cada formulacéo.

O teste da centrifuga, para avaliar as amostras quanto a separacéo de fases,
foi feito adicionando as amostras em um tubo tipo falcon, levando-as para
centrifugacdo a 1600 x g (centrifuga com 16 cm de raio) ou 3000 rpm, por 15

minutos.

Esses ensaios foram realizados para as quatro formulacdes que néo
consideravam os valores de tensoativos previstos pelo método do EHL, e também

para a que considerava.

5.5.2 Comportamento Reoldgico

O comportamento reolégico dos cremes farmacéuticos (um creme sem
considerar o EHL no seu desenvolvimento e outro considerando o calculo do EHL)
foram estudados a temperaturas de 20°C. As medicdes reologicas foram feitas
utilizando um viscosimetro (Brookfield DV-II+Pro®, Brookfield Engineering
Laboratories) e os testes foram realizados em béquer de 50 mL usando o fuso
namero 4.

O tempo de execucéo para cada ensaio foi ajustado para seis minutos. Os
trés minutos iniciais tiveram variacdo na velocidade de maneira crescente até o valor
maximo de 30 rpm. Ai entdo, a velocidade passou a variar de forma decrescente

durante os trés minutos finais, até o valor minimo, préximo a O rpm.
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Na corrida tanto a montante como a jusante foram obtidos a partir de 14
dados de viscosidade aparente versus velocidade em rpm, resultando em um total
de 28, indicando a viscosidade aparente média para cada um. Os dados de
viscosidade aparente versus velocidade foram convertidos em tensdo de
cisalhamento e taxa de deformacdo de acordo com a metodologia de Pierce
(PIERCE, 1971).

As curvas de taxa de cisalhamento versus tensdo de cisalhamento foram
ajustadas pelo modelo de Ostwald-de-Waele (Lei da Poténcia), modelo simples que

descreve comportamento nao-newtoniano.

Modelo reoldgico de Ostwald-de-Waele: 7 = K.(»)"
Onde:

T = tensdo de cisalhamento (Pa);

¥ = taxa de cisalhamento (s™);

K = indice de consisténcia (Pa s");

n = indice de comportamento do fluxo (sem dimensao).

Os resultados da aptidédo foram expressos pelo teste do qui-quadrado (X?),
que expressa a diferenca entre os valores preditos pelo modelo e os valores
experimentais. Quanto maior o valor do qui-quadrado, maior € a discrepancia entre o
observado e o previsto. Portanto, o0 modelo mais adequado é aquele com valores
baixos de X2

O creme escolhido diante dos resultados seguiu para a analise
microbioldgica.

5.5.3 Anédlise Microbiolbgica

Os ensaios analiticos empregados, baseados na Farmacopéia Americana,
foram (USP, 2003; BRASIL, 2010):
e Contagem em placas de microrganismos aerobios e de fungos:
Aliquota de 10 g da amostra foi transferida para 90 mL de meio caldo caseina
de soja estéril (5 diluicdes 107" foram realizadas). Para as contagens de
microrganismos aerobios viaveis e de fungos totais foram empregados,
respectivamente, meios agar caseina de soja e agar Sabouraud dextrose. Para 15

mL de meio/agar adicionou-se 1 mL da ultima diluicdo da amostra em uma placa
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esterilizada, que apds esse procedimento foi incubada por 72h a 35°C/por 7 dias a
25°C.
e Pesquisa dos microrganismos patogénicos Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp e Staphylococcus aureus:

Em meio de cultura caldo caseina de soja e meio caldo lactosado transferiu-
se 1 g da formulacao, incubando-se por 24 a 48 h. Apds, com a alga, as amostras
foram transferidas por meio de estrias de esgotamento para as placas contendo
meio agar Vogel-Johnson e agar manitol. Para a pesquisa, a presenca de cada
microorganismo foi confirmada com procedimentos especificos a eles.

e Ensaio desafio do conservante (Challenge test):

Quantidade de 20 g do creme foi inoculada com 0,2 mL da suspensao
microbiana. Os frascos com as amostras inoculadas foram mantidos a 25°C. A
contagem da carga de microbiana foi realizadas até 28 dias ap0s a inoculagédo. Os
resultados foram comparados com limites estabelecidos para avaliar a eficacia do
sistema conservante presente no produto. As caracteristicas fisico-quimicas do
produto foram observadas.

O experimento contou com a utilizacdo da estrutura da Universidade Federal

do Parana, em colaboracdo com o Prof. Dr. Fabio Murakami e sua equipe.

5.6 Desenvolvimento e Validacdo de Metodologia Analitica Indicativa de

Estabilidade por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
5.6.1 Desenvolvimento da Metodologia Analitica por HPLC

O desenvolvimento da metodologia analitica indicativa de estabilidade e para
analise de teor de PCV e LIS foi iniciado com reviséo bibliografica, que passou a ser
de carater continuo, sendo possivel levantar dados caracteristicos do farmaco, como
sua estrutura molecular, solubilidade, constante de ionizagao (pKa), ponto de fusao,
dentre outras informacdes fisico-quimicas ja citadas no referencial tedrico, além é
claro, de metodologias analiticas por HPLC para ambos os agentes antivirais.
Diversos métodos foram testados e também modificados durante o
desenvolvimento, servindo de base para o desenvolvimento (CHONG et al., 2009;
DAO; JIAO; ZHONG, 2008; HAYAT et al.,, 2014; LEE; SEO; LEE, 2007; LIMAM,;
MEDIMAGH; HELLAL, 2016; WU et al., 2016).



71

Testes com as varidveis presentes no sistema cromatografico foram
realizados, iniciando com o fluxo das fases méveis, ensaiadas em 0,8 e 1 mL min™ e
com o volume de injeg&o, ensaiados em 10 e 20 pL.

Os detectores de Fluorescéncia (FL) e o de Arranjo de Diodos (DAD) foram
utilizados nos ensaios, variando os comprimentos para ambos e em relacdo aos
compostos estudados (excitagcdo/emissdo PCV: 260/380 nm e excitacdo/emissao
LIS: 345/450 nm — fixos: PCV 254 nm e LIS 227 nm).

As analises englobaram a avaliacdo da influéncia da temperatura do forno,
onde a coluna foi mantida, levantando resultados a 30 °C e também sem o controle
da temperatura.

As fases moveis testadas foram acetonitrila:acetato de sédio (5 mM, pH 3) em
diversas propor¢des, gradiente de metanol:dgua acidificada (0,08% de TFA, pH
2,30-2,35), gradiente de metanol:dgua, metanol:fosfato de aménio (pH 3,1) na
proporcdo de 30:70, respectivamente, e gradiente de metanol/acetonitrila:fosfato de
sédio (10 mM, pH 8). As fases mdveis foram previamente filtradas a vacuo em
membrana acetato de celulose de poro 0,45 ym. O tempo de corrida inicial para as
corridas foi de 20 minutos.

Trés colunas cromatograficas de fase reversa puderam ser testadas: a
Phenomenex® Luna C18 (150 mm x 4,60 mm, 5 um), a Phenomenex® Synergi C18
(150 mm x 4,60 mm, 5 pm) e a Shimadzu Shim-Pack® C18 (150 mm x 3,9 mm, 4
um). Todas foram utilizadas acopladas a uma pré-coluna: Phenomenex®
SecurityGuard C18.

Diversas concentracbes dos compostos avaliados foram testadas, a fim de
gue as intensidades visualizadas nos cromatogramas por meio dos picos
direcionassem a escolha daquela que representaria o0 100% dos ativos nas analises
da validacéo.

O PCV foi solubilizado e diluido nas fases moveis testadas e a LIS foi
solubilizada em &agua ultrapura e diluida em reagente de derivatizagdo 1 minutos
antes de ser injetada (OPA-MPA).

Esse reagente foi preparado da seguinte maneira (WU et al., 2016):

e 3,56 mg de ortoftaldeido (OPA) foram dissolvidos em 500 pyL de metanol;

e A essa solucdo foram adicionados 2,1 mL de tampao borato (200mM, pH

9,9)* e 5 uL de 2-mercaptoetanol (MPA).
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*Preparo do Tampéao Borato (200 mM, pH 9,9):

Em um baldo volumétrico de 50 mL foram transferidos 620 mg de acido
bérico. Diluiu-se o conteido com 20 mL de agua ultrapura e entdo, completou-se o
menisco com o mesmo diluente. O pH foi ajustado para 9,9 com Hidroxido de Sadio
2 M.

As amostras e os reagentes foram previamente filtrados em filtros de seringa
(PTFE, 045 um) antes de serem diluidos.

Ensaios preliminares dos compostos em exposicdo a solucbes acidas,
bésicas e oxidativas, a temperatura, a luz UV e luz dia foram realizados, de modo a
confirmar a existéncia de resolugcdo adequada entre 0s possiveis picos que

surgiriam.

5.6.2 Validacdo da Metodologia Analitica por HPLC

As metodologias analiticas foram validadas por meio da analise dos
parametros exigidos pelos 6rgaos reguladores (ICH, FDA e ANVISA): seletividade,
linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, precisdo, exatiddo e
robustez. Juntamente com a seletividade, o ICH determina o estudo da degradacgéao
forcada, para determinar a capacidade do método frente aos possiveis produtos de
degradacao (BRASIL, 2017; FDA, 2015; ICH, 2005).

Anterior a analise de cada parametro realizou-se o System Suitability com

injecao dos padrdes, confirmando a adequabilidade do sistema.

5.6.2.1 Seletividade e Estudo de Degradacéo Forgcada

A seletividade foi realizada com o intuito de comprovar a capacidade do
método em determinar o PCV e a LIS em meio a outros compostos, mesmo que
proximos de suas caracteristicas, como seus produtos de degradacao (ICH, 2005). A
analise de produtos de degradacdo de novos medicamentos, por meio de método
indicativo de estabilidade € componente chave nas orienta¢des divulgadas pelo ICH.
O meétodo totalmente validado pode fornecer dados para auxiliar na identificacéo de
possiveis produtos e vias de degradacdo, bem como estudos de estabilidade de
medicamentos, garantindo a quantificacdo do ativo em meio a esses produtos de
degradacédo (HALEEM et al., 2015; KARAGEORGOU; SAMANIDOU, 2014).
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No presente estudo, solucdes padrées (200 pg mL™) de cada um dos ativos e
do contetdo extraido do creme foram submetidas a degradacgdo forcada em meio
acido (0,5 M de HCI a 25°C com leitura imediata para o PCV e 2M durante 24 horas
para LIS), basico (0,05 M de NaOH a 25 °C para o PCV e 0,25M a 25 °C para LIS,
ambos com leitura imediata), oxidativo (5 e 10% de H202 a 25 °C, durante 8 horas
para o PCV e durante 24 horas para LIS), térmico (80°C durante 4 dias) e fotolitico
(luz UV com intensidade de 360 pW/cm? com aliquotas sendo retiradas
diariamente). Apés estes procedimentos, as amostras foram diluidas em fase movel
(PCV) e em OPA-MPA (LIS) para uma concentracdo final de 10 pg mL™. Uma
solucdo do contetdo extraido do creme base (exposto e ndo exposto as condi¢cdes
supracitadas) também foi injetado para a determinacdo da interferéncia dos
excipientes. Detector de DAD foi utilizado para provar que os picos detectados foram
espectralmente puros (BRASIL, 2015).

5.6.2.2 Linearidade

Este parametro foi realizado para demonstrar a proporcionalidade existente
entre os resultados e a concentracao do farmaco na amostra (BRASIL, 2017; ICH,
2005). Para determinar a linearidade, trés curvas de calibracdo para cada ativo,
cada qual com a analise de cinco concentracdes de DAPA (1, 5, 10, 25 e 50 pg mL’
1Y foram construidas. As diluicdes foram realizadas a partir de uma solucdo padréo
de 200 ug mL™ de PCV em fase mével e de 200 ug mL™ de LIS em OPA-MPA.

5.6.2.3 Limites de Deteccao e Quantificacéo

O limite de deteccéo e o limite de quantificacdo estdo relacionados com a
concentracdo mais baixa em que um analito pode ser detectado e quantificado,
respectivamente, com preciséo e exatidao aceitaveis no ultimo caso (BRASIL, 2017,
ICH, 2005).

Estes parametros foram determinados por meio da inclinagdo da curva e do
desvio padrdo obtidos a partir das médias dos interceptos das curvas, feitas em
triplicatas na avaliacdo da linearidade, utilizando um modelo de regresséo linear, de
acordo com as equacOes propostas pelo ICH (equagcbes a seguir, sendo LD

correspondente ao limite de detecgéo e o LQ ao limite de quantificacdo) (ICH, 2005):
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LD = (DP*3)/Inclinacédo da Curva

LQ = (DP*10)/Inclinacéo da Curva

DP = Desvio padrdo do intercepto

Os valores calculados foram confirmados experimentalmente.

5.6.2.4 Precisao

A extracdo dos ativos dos cremes foi realizada pesando-se 125 mg da
formulacdo em béquer, adicionando 25 mL de agua ultrapura e uma pequena barra
magneética. O conjunto foi levado a um agitador magnético por 30 minutos. Apos
esse periodo de extracdo a amostra foi centrifugada, o sobrenadante foi descartado
e a solucao restante, filtrada.

Os ensaios para analisar a precisdo do método foram realizados por meio da
avaliacdo de seis amostras de PCV e de seis amostras de LIS, respectivamente
dissolvidas em &gua ultrapura, com concentracdo inicial de 50 e 250 pg mL™,
respectivamente, sendo o PCV diluido em fase mdével e a LIS em OPA-MPA, até
chegarem a 10 pg mL™, e entdo submetidas as mesmas condigdes cromatograficas,
procedimento correspondente a repetibilidade. A precisdo intermediaria foi
determinada em dois dias diferentes (interdia), bem como por outros trés analistas
(entre analistas). Os resultados encontrados foram comparados estatisticamente
entre si e com os padrdes dos farmacos nas mesmas concentracdes, e nado

poderiam apresentar DPR acima de 2% entre as analises (BRASIL, 2017).

5.6.2.5 Exatidao

A exatiddo foi avaliada pela recuperacdo dos ativos adicionados no creme
base extraido (da mesma maneira como € realizado com as amostras contendo 0s
ativos). As analises foram realizadas com concentragfes previamente determinadas
de 8, 10 e 12 ug mL™, correspondente a 80, 100 e 120% da concentracdo definida
como 100% para a validacdo da metodologia, respectivamente. As diluicbes foram

realizadas em fase movel (PCV) e em OPA-MPA (LIS), e a exatiddo foi avaliada em
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triplicata, sendo expressa em termos de porcentagem de recuperacdo, segundo a
seguinte equacédo (BRASIL, 2017; ICH, 2005):

Exatidao = (Média das Concentracfes Experimentais/Concentracdo Tedrica)*100

5.6.2.6 Robustez e Estabilidade da Amostra

O estudo da robustez é critico na avaliagcdo do desempenho do método frente
a peguenas alteracbes operacionais, ndo devendo haver alteracdes consideraveis
do teor declarado da amostra analisada nas condicdes cromatogréficas em
validacdo (BRASIL, 2017; ICH, 2005). A analise para esse parametro foi realizado
por meio de mudanca nas condi¢cdes inerentes ao método desenvolvido, tais como
fluxo, composicéo da fase movel e tempo de extracdo da amostra (creme).

O guia do FDA para procedimentos e métodos analiticos para validacao de
farmacos e produtos biologicos recomenda que seja feita uma abordagem
sistematica para o estudo de robustez, a fim de que se entenda o efeito das
pequenas mudancas em um procedimento analitico (FDA, 2015). Desse modo, foi
realizado um desenho experimental do tipo Box-Behnken (Statistic® versdo 8 do
software). Os resultados foram analisados estatisticamente (ANOVA).

A estabilidade da amostra foi realizada para demonstrar a integridade da
amostra no periodo de 24 horas. A variacdo do resultado em relacdo ao teor
declarado pela amostra recém-preparada e analisada deve estar entre 98 e 102%
para ser considerada estavel (ICH, 2005).

5.6.3 Andlise da Estabilidade da Formulagéo

No estudo de estabilidade acelerada, as amostras do creme desenvolvido em
diferentes dias foram armazenadas a temperaturas e condicbes de umidades
relativas indicadas pelo ICH. Para altas temperaturas, as amostras foram mantidas a
40 £ 2°C com umidade relativa de 75 £ 5% por 6 meses. Para temperaturas mais
amenas, as amostras foram submetidas a 25 + 2°C com 60 + 5% de umidade
relativa pelo mesmo periodo. Temperaturas mais baixas também foram avaliadas
com as amostras sendo submetidas a 5 + 2°C com 60 + 5% de umidade relativa
(BRASIL, 2004, 2005; ICH, 2003). Apés esse periodo, o teor dos ativos nas
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formulacbes e os possiveis produtos de degradacdo foram avaliados com a
metodologia analitica desenvolvida e validada para este fim. Os cremes estavam
acondicionados em frascos de vidro ambar.

5.7 Anélise da Permeacédo dos Farmacos Presentes na Formulacao

Este experimento foi realizado nas estruturas da Universidade Estadual de
Maringa (UEM), com o auxilio da equipe do Prof. Dr. Marcos Luciano Bruschi e com

eguipamentos por eles validados.

5.7.1 Obtencéo da Pele de Orelha de Porco

O material ex vivo utilizado no ensaio de permeabilidade dos ativos na
formulacéo foi a orelha de porco. Elas foram obtidas de um matadouro local, situado
na cidade de Guarapuava/PR. Logo apés a retirada, elas foram lavadas com agua a
temperatura ambiente e entdo, imediatamente congeladas. O tempo maximo entre a
retirada desses materiais e 0 manuseio foi de 7 dias.

No dia do experimento, as orelhas foram naturalmente descongeladas e
novamente lavadas havendo a retirada do excesso de pelos com uma tesoura. As
pecas selecionadas foram as que apresentavam partes integras, livres de lesdes ou
manchas.

A derme e a epiderme foram extraidas cuidadosamente por dissecacdo com o
auxilio de uma pinca atdmica, bisturi e tesoura. O isopor foi utilizado como superficie
de apoio. ApOs a extracdo as amostras foram novamente congeladas em papel

aluminio, passando a apresentar a validade de 2 meses.

5.7.2 Ensaio de Permeacao Cutanea

As células de Franz foram posicionadas em agitadores magnéticos e também
para o recebimento do banho termostatizado a 37°C. O tampéo PBS pH 7,4 fez o
preenchimento do compartimento receptor, de modo a apresentar esta funcéo, e
junto a ele adicionou-se uma barra magnética. A pele foi disposta em cada uma das
células, com a epiderme voltada para o compartimento doador (em contato com a

formulacdo). As conexdes foram ajustadas para que nao houvesse perda de material
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através dos orificios. A Figura 12 ilustra o experimento e a Tabela 6 especifica as

dimensdes exatas das células utilizadas.

Figura 12: Triplicata do ensaio de permeabilidade in vitro.

Tabela 6: Dimensdes das células de Franz utilizadas nos experimentos de

permeabilidade in vitro.

Formulagdo Célula de Franz ~ Volume (mL)

Diametro (cm)

1 13,4 1,030

PCV-LIS 2 13,4 1,290
3 13,0 1,175

4 12,6 1,200

PCV 5 12,9 1,290
6 12,7 1,185

Duas foram as formulacdes testadas, uma apresentando apenas o PCV e a

outra o PCV em associacao a LIS, cada uma delas em triplicata. Vale ressaltar que a

comparacao entre estas férmulas visava auxiliar na elucidacdo do fato de a lisina

apresentar agdo antiviral juntamente ao penciclovir, e ndo apenas farmacotécnica.

As concentracfes a serem testadas e adicionadas ao compartimento doador

foram definidas a partir dos resultados dos limites de quantificacdo obtidos da

metodologia analitica desenvolvida e validada neste trabalho. Foi transferido a esse

compartimento entdo, aproximadamente 1 g de cada formulagdo em um volume de

aproximadamente 15 mL de solucé&o receptora, resultando na concentracéo inicial de
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0,67 mg mL™* de PCV e 3,33 mg mL™ de LIS. Essa transferéncia foi realizada com o
auxilio de seringas.

A solugéo receptora referente a cada formulagdo permaneceu sob constante
agitacao e nos tempos pré-determinados (30 min, 1, 2, 4, 6, 8 e 24h) 500 pL foram
coletados, sendo imediatamente repostos com tampéo PBS.

Os dados foram obtidos através de metodologia analitica de quantificagédo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e utilizados em calculos que consideram as
dimensdes dos aparatos.

A concentracdo encontrada a partir da area observada no cromatograma
permitiu que a quantidade do ativo em g fosse declarada (considerando o volume da
célula). Essa quantidade pbde ser corrigida seguindo a quantidade exata de
formulacdo adicionada ao ensaio, o que tornou possivel a determinacao do teor real
(%) e ainda a quantidade de farmaco permeado por cm?. Os dados foram analisados
por ANOVA seguidos do Teste t.

5.7.3 Tape Stripping e Ensaio de Retencao Cutanea

O Tape Stripping € uma técnica caracterizada por avaliar a quantidade de
ativo que permaneceu no estrato cérneo (LOFFLER; DREHER; MAIBACH, 2004).
Ela foi realizada para ambas a formula¢gBes ap6és a ultima coleta, retirando a pele da
célula de Franz e o excesso de creme da epiderme com o auxilio de um bastdo de
vidro (padronizacdo). A partir disso, pressionou-se com o polegar uma fita adesiva
(marca 3M) contra a pele por 40 vezes. Essa mesma fita foi cuidadosamente
recortada nos limites de contato com a pele e disposta em um béquer de 10 mL. A
esse material foram adicionados 5 mL de metanol, aplicando-se ultrassom por 5
minutos. Apds esse tempo, a solucdo obtida foi transferida a um baldo volumétrico
de 10 mL, completando-se o0 menisco.

Apbs o Tape Stripping procedeu-se com o0 ensaio de retencdo cutanea, que
avalia quanto do farmaco ficou retido na derme e epiderme (AKOMEAH et al., 2004),
ponto estratégico de acdo da formulacdo desenvolvida neste trabalho. O processo
para este teste inicia-se recortando a pele, de modo que permaneca apenas O
circulo de contado com os compartimentos. Com essa porcdo retirada, recortes
menores dessa pele foram feitos para que houvesse aumento da superficie de
contato. Esses recortes foram colocados em um béquer de 10 mL e a eles foram
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adicionados 5 mL de metanol. O material foi entdo levado ao ultrassom por 5
minutos. A solucdo obtida foi transferida a um baldo volumétrico de 10 mL, sendo o
menisco completado.

Ambos o0s ensaios baseiam-se nos dados cromatograficos obtidos, uma vez
qgue a area do cromatograma reflete a concentracdo alcancada. Esta concentracéo &
revelada em % retida, na fita para o Tape Stripping e na pele para o ensaio de
retencdo, considerando a quantidade exata em pg de ativo presente na porcéo de

amostra ensaiada. A analise estatistica utilizou ANOVA seguida do Teste t.

5.8 Analise in vivo da Eficacia da Formulagdo em Modelo Animal

A analise da eficacia da formulacdo foi desenvolvida nas estruturas da
Universidade Estadual de Londrina (UEL), em colaboracdo com a Prof. Dr.2 Ligia
Carla Faccin Galhardi e sua equipe. O projeto foi devidamente aprovado pelo Comité
de Etica/UEL: protocolo 10752.2019.81 (Anexo 1).

Os camundongos utilizados no experimento foram da linhagem BALB/c, todos
machos e apresentando de 20 a 25 dias. Adquiridos no biotério da UEM, eles
passaram 2 dias para ambientalizacdo no biotério da UEL apds 0 seu transporte.
Passado este periodo, deu-se inicio aos procedimentos a que seriam expostos:
tricotomia, escarificacdo, inoculacdo da cepa viral de HSV-1 KOS (10° pg mL™Y) e
tratamento (CARDOZO et al., 2013; GONSHO et al., 1990). Vale ressaltar que todas
as condi¢cdes foram homogéneas aos animais, respeitando a temperatura, ruidos,
luminosidade, manutencédo de suas caixas, alimentacdo/hidratacdo, bem como, os
profissionais que 0 manusearam.

Todos os compostos foram avaliados previamente em células Vero (in vitro),
pelo ensaio de MTT.

Inicialmente, os animais foram pesados e entdo, anestesiados com
xilazina/ketamina (100 mg Kg™) via intraperitoneal. Apés a verificacdo de anestesia,
os pelos da regido lombar foram retirados e a pele foi escarificada com o auxilio de
uma agulha de calibre 27. Nesta mesma regido, inoculou-se de 10 uL de virus. O
tratamento topico feito no local da lesdo foi iniciado poucas horas ap0s esses
procedimentos, e estendeu-se por 8 dias, sendo realizado 3 vezes por dia.

Os animais foram alocados, de forma homogénea, em 6 diferentes grupos de
tratamento, cada qual com 5 animais, conforme demonstrado na Tabela 7. Um grupo
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sofreu apenas a escarificacdo (Apenas escarificado), outro grupo foi escarificado,
recebeu a carga viral, porém nédo foi tratado (CV), e os demais grupos foram
escarificados, tiveram o virus inoculado e foram tratados. Neste ultimo caso, 0s
tratamentos envolveram: a formulacdo sem os ativos (CV + Form. Base), as
formulacbes com os ativos isolados (CV + Form. PCV; CV + Form. LIS) e a

formulagcdo com os ativos associados (CV + Form. PCV-LIS).

Tabela 7: Desenho experimental do ensaio in vivo.

Grupos Tratamento

Apenas escarificado/Controle negativo }
CV/Controle positivo -

CV + Form. Base Formulagéo sem compostos
CV + Form. PCV Formulagdo com PCV
CV + Form. LIS Formulagéo com LIS

CV + Form. PCV-LIS Formulagdo com PCV + LIS

As alteragbes foram observadas diariamente de acordo com o
desenvolvimento das lesGes na pele, sendo classificadas conforme Cardozo et al.
(2013), escore representado na Tabela 8. Médias destes resultados foram
determinadas para cada dia e em cada grupo, e entdo avaliou-se estatisticamente a

diferenca obtida entre os tratamentos (ANOVA; Teste de Tukey).

Tabela 8: Classificacao das les@es oriundas da infec¢do por HSV-1 conforme
Cardozo et al. (2013).

Escore Caracteristica

0 Sem lesao
Vesicula

Eroséo e/ou ulceragao

1
2
3 Leséo leve do tipo zoster
4 Lesdo moderada do tipo zoster
5

Leséo severa do tipo zoster e morte




81

Ao final do experimento, os camundongos de cada grupo foram pesados para
avaliacao de qualquer anormalidade e sacrificados, por meio de injecao de ketamina
(229 mg Kg™) via intraperitoneal (GOLDENTHAL, 1971).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Andlise in vitro da Atividade Antiviral
6.1.1 Ensaio de Citotoxicidade por MTT para Avaliagéo de Viabilidade Celular

Os ensaios de citotoxicidade foram iniciados com a analise de um dos
solventes utilizados na dissolucdo do PCV, o DMSO. Os resultados indicaram que
concentragcfes de até 10% de DMSO néo seriam toxicas as ceélulas. Utilizacdo de
concentracdo semelhante é descrita por Prayong, Barusrux & Weerapreeyakul
(2008), que relatam nao exceder 1% de DMSO (v/v) nas amostras inoculadas nas
culturas de células.

A andlise de citotoxidade do PCV indicou CC50 em 1,16 mg mL™, utilizando a
férmula de ajuste que considerou os valores em negrito, indicados na Tabela 9, para

ser calculada.

Tabela 9: Ensaio de citotoxidade do PCV.

Concentragéo PCV

( L Morte Celular (%) DPR (%) Equacéao de Ajuste
mg m
1,8 67,32 34,43 r’=0,9779
0,9 39,94 23,02
0,45 23,88 13,54 y=-21,718.x + 87,149
0,225 -4,75

Obs.: Valores negativos indicam 0 e acima de 100, 100; (n=4).

O CC50 da LIS indicou concentracdo de 5,13 mg mL™, utilizando a férmula de
ajuste que também considerou os valores em negrito, indicados na Tabela 10, para

ser calculada.
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Tabela 10: Ensaio de citotoxidade da LIS.

Concentragéo LIS

(mg mLY Morte Celular (%) DPR (%) Equacao de Ajuste
40 87,99 r’=0,9753
20 90,20
10 89,22 7,42
5 45,75 29,38 y=-34,069.x + 120,15
2,5 21,08 48,31
1,25 19,61

Obs.: Valores negativos indicam O e acima de 100, 100; (n=4).

Valores de r2= 0,98 foram considerados em razao de existir maior variagcao
inerente aos ensaios com células e microorganismos. O capitulo 1223 da
Farmacopeia Americana, que se refere a validacdo de metodologias microbioldgicas,
considera valores de r2= 0,95 suficientes para que existam correlagbes apropriadas
(USP, 2009).

6.1.2 Atividade Antiviral por MTT (Triagem) apés Infeccdo por HSV-1

A anélise de atividade antiviral do PCV revelou inibigéo viral em 2,69 pg mL™.
Esta concentracdo de IC50 é resultante dos calculos realizados com a equacédo de
ajuste, obtida pelos valores em negrito na Tabela 11. Essa concentragao ativa contra

o virus faz-se bem distante da CC50 anteriormente descrita, 1,16 mg mL™.

Tabela 11: Ensaio de atividade antiviral do PCV contra o HSV-1.

Concentragcéo PCV

1 Inibicdo Viral (%) DPR (%) Equacéo de Ajuste
(hg mL™)
30 88,95 r’= 0,9876
15 100,00
7,5 128,68 6,25
y=-48,353.x + 173,9
3,75 70,93 11,12
1,857 31,98 6,55

Obs.: Valores negativos indicam 0 e acima de 100, 100; (n=4).
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No ensaio que determina a atividade antiviral da LIS, exibida na Tabela 12,
ela demonstra ndo apresentar acdo sobre o virus. Contudo, o ensaio de atividade
antiviral in vitro desse ativo encontrado na literatura e descrito por Griffth, DeLong &
Nelson (1981), relaciona a atividade contra o virus a determinadas concentracdes de

arginina, realcando e afirmando essa relacao.

Tabela 12: Ensaio de atividade antiviral da LIS contra o HSV-1.

Concentracdo LIS (mg mL™Y) Inibic&o Viral (%) Equacéo de Ajuste

20 1,76 i
10 0,00
5 5,27
25 2,34 .
1,25 1,56

Obs.: Valores negativos indicam O e acima de 100, 100; (n=4).

Um estudo recente in vivo que acompanhou pacientes por oito anos revelou
gue a lisina pode ser administrada oralmente na profilaxia da infeccdo viral, e ndo s6
no tratamento (PEDRAZINI; ARAUJO; MONTALLI, 2018). Por esse motivo, o estudo

in vitro de forma profilatica também foi realizado, e consta no subitem 6.1.2.2.

6.1.2.1 Avaliagdo do Potencial Sinergismo Antiviral de PCV-LIS

Com os resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade e de atividade
antiviral de cada um dos ativos, seguiu-se para a avaliacdo de um possivel
sinergismo entre eles. Para tanto, os célculos que determinaram as concentracdes a
serem utilizadas neste estudo necessitavam dos valores de IC50 de cada dos ativos.
Como o IC50 da lisina n&o profilatica ndo havia sido encontrado, o valor de CC50 da
mesma foi utilizado para a avaliagdo desta atividade. As concentragcdes inoculadas
as células, dos ativos em uma mesma solucdo, referentes as propor¢cdes estudas
estdo contidas na Tabela 13. As porcentagens de inibicdo viral e a equacao de

ajuste, resultante dos valores em negrito, também estéo descritas.
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Tabela 13: Ensaio de atividade antiviral sinérgica de PCV e de LIS contra o HSV-1.

Concentragao L
. N Inibicao . .
Proporcdes (ug mL™) ' DPR (%) Equacao de Ajuste
Viral (%)
PCV LIS
0,25 0,67 1282,5 27,34 34,88 r’=0,9921
0,50 1,34 2565 68,66 36,69
1,00 2,69 5130 98,92 31,44 y=-35,791.x + 136,56
2,00 5,38 10260 -0,23

Obs.: Valores negativos indicam 0 e acima de 100, 100; (n=4).

As concentracfes de IC50 de PCV e de LIS, guando presentes nha mesma
solucdo inoculada, foram de 1,06 e 1975 pg mL™, respectivamente. Esses valores
foram entdo, divididos pelos IC50/CC50 iniciais relacionados ao PCV e a LIS. O
valor de indice de Combinac&o encontrado nesta relagéo foi de 0,77 (<1), indicando
gue ha sinergismo na ac¢ao antiviral dessas duas moléculas.

Esses resultados convergem com o interesse descrito nesse trabalho, ou
seja, no desenvolvimento de um creme, que combinando duas moléculas ja
conhecidas para o tratamento do herpes, possa apresentar uma formulagcéo
otimizada, com possivel acdo mais rapida e com menores concentracées de analogo
de nucleosideo, reduzindo ainda mais os seus potenciais efeitos sistémicos, ja

minimizados com a terapia topica.

6.1.2.2 Atividade Antiviral Profilatica da LIS por MTT (Triagem) na Infeccéo por
HSV-1

O ensaio in vitro que avaliou a acdo profilatica da lisina revelou que quando
inoculada trés horas antes da cepa viral ela apresenta IC50 em 2,38 mg mL™, como

pode ser visualizado na Tabela 14.
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Tabela 14: Ensaio de atividade antiviral profilatica da LIS contra o HSV-1.

Tempo de .
o Concentragéo LIS Inibicao . _
Exposicdo L _ DPR (%) Equacao de Ajuste
(mg mL™) Viral (%)
(h)
r’= 0,9906
5 28,10
24 2,5 41,67
1,25 36,43
5 17,83
14 2,5 12,07
y =-19,574x + 88,501
1,25 24,81
5 67,83 24,52
3 2,5 51,55 12,40
1,25 28,68 35,38

Obs.: Valores negativos indicam 0 e acima de 100, 100; (n=4).

Os resultados encontrados convergem com a acao sinérgica que a LIS possui
guando administrada junto ao PCV, visto que a IC50 da LIS em associacédo, de 1,98
mg mL™, foi préxima do valor encontrado no ensaio profilatico.

Maiores concentracdes de lisina frente a presenca de arginina nas analises in
vitro demonstram suprimir a replicacdo do HSV-1 (THOMASY; MAGGS, 2016).
Sugere-se, frente a esta constatacdo, que houve balanco positivo de lisina frente a
arginina nos ensaios realizados, considerando a presenca inicial de ambos os
aminoacidos na cultura de células utilizadas. Outro aspecto a ser pontuado tratando-
se deste resultado in vitro, de forma a associar ao potencial sinérgico, é o fato de
gue aminoacidos carregados positivamente, como a lisina, podem ser relacionados a
regulacdo da atividade bioquimica de proteinas celulares, afetando vias de
sinalizacdo, expressdo génica, reparos de DNA de fita dupla, dentre outros

mecanismos importantes em processos infecciosos (LOBODA et al., 2019).
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6.2 Selecdo de Excipientes

A analise das formulacdes existentes no mercado nacional (Tabelas 15, 16 e
17) revelou os seguintes excipientes a serem utilizados como ponto de partida para
o preparo da formulacéo: EDTA, alcool cetoestearilico, lauril sulfato de sédio, BHT,
vaselina liquida, metilparabeno, parafina, polawax, propilenoglicol e propilparabeno.
Eles foram finalmente definidos a partir dos dados obtidos com a caracterizagéao
fisico-quimica e com os estudos de compatibilidade, presentes no tdpico posterior.

Tabela 15: Excipientes presentes em formula¢gdes de cremes genéricos de aciclovir.

Empresas
S N
) © © o o ©
- o 5 B s £ x € & x B 8 = 323 g ¢
Excipientes 5 = 2 3 = = S T T = m 8 T8 ?E =
< & @ @ = = ¢ 2 = 3 £ o c &8 35 5
o) O O o = S o S 0 o
m o
Acetato de Cetila X X
Acido Cloridrico X
Agua Purificada X X X X X X X X X X X X
Alcool
- X X X X X X X X X
Cetoestearilico
Alcool
Cetoestearilico X X X
Etoxilado
Alcool Etilico X X
Alcool de Lanolina X
Alcool de Lanolina
) X X X
Acetilado
Cera
- X X X X X
Autoemulsificante
Cetete X
Cetomacrogol X
Clorocresol X
Diazolidinil Uréia X
Dimeticona X X
Edetato Disédico X X X X

Estearato de

Sorbitana
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Empresas

Excipientes

Aché

Belfar

Biosintética

Blau

Cifarma

Cristalia

Geolab

Medley

Merk

Multilab

Pharlab

Prati

Donaduzzi

Sandoz

Unido

Quimica

Fosfato de Sédio
Dibasico
Dodecaidratado
Glicerol
Hidroxido de Sodio
lodopropinilbutilcar
bamato
Lanolina Liquida
Laurilsulfato de
Sadio
Macrogol
Metilparabeno
Monoestearato de
Glicerila
Oleo Mineral
Parafina
Petrolato Amarelo
Petrolato Branco
Petrolato Liquido
Polaxamer
Polaxamer 407
Polietileno
Propilenoglicol
Propilparabeno
Sorbitol 70%
Simeticona
Vaselina Branca
Vaselina Liquida

Vaselina Soélida
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Tabela 16: Excipientes presentes em formulagcdes de cremes similares de aciclovir.

Medicamentos

8 - > x c - = = x o
o = S S o o) > o 8 < S £
Excipientes S 3] s > 3 S o o > 2 £
o ] 3] = N Q ) () o) S N
2 < < < i T T T T o
Agua purificada X X X X X X X X X
Acetato de Cetila X
Alcool
Cetoestearilico X X X X X X
Alcool
Cetoestearilico X X
Etoxilado
Alcool
Diclorobenzilico X
Alcool de Lanolina
Acetilado X
Alcool etilico X X X
Borato de sodio X X
Bronopol X
Butil-hidroxitolueno X
Cera Emulsificante
s X X X X
Anionica
Cetoestearil «
Sulfato de Sédio
Cetete X
Citrato de Saédio X
Dimeticona X
Estearato de
sorbitana X
Eter monoestearil X X X
Edetato Dissoédico X
Lanolina Anidra X
Lauril Sulfato de X
Saédio
Macrogol 400 X X X
Macrogol 4000 X X X
Metabissulfito de x
sodio
Metilparabeno X X X X X X
Petrolato branco X X X X
Petrolato liquido X X X X
Polietilenoglicol X X
Propilenoglicol X X X X X X X
Propilparabeno X X X X
Oleato de Decila X
Sulfito de Sodio X
Simeticona X X
Vaselina Branca X

Agua purificada X X X X X X X X X
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Tabela 17: Excipientes presentes em formulagdes de cremes referéncia de aciclovir
e de penciclovir.

ZOVIRAX GlaxoSmithKline (Aciclovir)

§ ] ] Lauril eter .
c Agua Alcool R ] ] Vaselina
-“5)_ = . sulfato de Polaxamer Propilenoglicol o
5 Purificada Cetoestearilico o Liquida
= Saodio
i
PENVIR LABIA EMS (Penciclovir)

i i Alcool )

Agua Alcool . Oleato de Lauril Sulfato Edetato
] - . cetoestearilico _ o o
< Purificada Cetoestearilico ] decila de Saodio Dissadico
@ etoxilado
2
o . PURT .
o Citrato de Sodio Di-

] Propilenoglicol Metilparabeno Propilparabeno Simeticona
hidratado

6.3 Caracterizacdo do Penciclovir, da Lisina e Estudo de Compatibilidade de

sua Mistura Binaria

A curva de DSC/TG do PCV (Figura 13) apresentou um pico endotérmico
acentuado em 278°C, o qual indica a sua temperatura de fusdo (AHMED et al.,
2004). Em 350°C revela um pico exotérmico e pouco antes disso, perto de 300°C
inicia-se sua degradacéo. A curva DSC/TG da LIS (Figura 13), por sua vez, mostrou
um pico endotérmico em 261 °C, relacionado a sua temperatura de fusédo, e um pico
exotérmico em 350 °C, concordando com os resultados encontrados por Aydin et al
(2011). A sua degradacao comeca logo apos o intervalo de temperatura em que este
farmaco se funde.

O PCV apresentou variacdo de entalpia de 175,2 J g*, valores que ndo
puderam ser calculados com precisdo para a LIS e para a mistura binaria de

farmacos devido aos eventos irregulares encontrados.



Figura 13: Curvas de DSC/TG da mistura PCV, LIS e PCV-LIS.
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Os resultados obtidos pela analise de DSC da mistura fisica binaria de PCV e

LIS (Figura 13) revelaram um evento endotérmico em 253°C. Considerando as

informacgdes relatadas por Kasten et al. (2017), que observaram uma reducdo no

ponto de fusdo da lisina quando em combinacdo com outro farmaco, sugere-se que
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isso também ocorreu nas analises feitas neste estudo, e ainda que o PCV pode ter
sido dissolvido na lisina fundida.

Os resultados das analises complementares sdo iniciados pelo difratograma
do PCV (Figura 14), que demonstra seus picos de difracdo nos angulos de 8°, 11°,
179, 24°, 28° e 34°, corroborando com as informag¢fes apontadas na literatura que o
configuram como um sistema cristalino ortorrombico (AHMED et al., 2004,
HARNDEN et al., 1990). O difratograma LIS, também presente na Figura 14,
apresenta picos cristalograficos a 10°, 17°, 21° e nas bandas de 25°, 31° e 39°. Séo
picos de menor intensidade em relacdo aos do PCV, mas em angulos semelhantes
aos descritos por Batista e Kasten et al., pertencentes a um sistema cristalografico
monoclinico, com quatro moléculas por célula unitaria (BATISTA, 2016; KASTEN et
al., 2017). Vale ressaltar que o fato de a molécula ser extremamente higroscoépica
pode trazer pequenas diferencas entre as analises encontradas na literatura
(WILLIAMS; HUGHES; HARRIS, 2015).



Figura 14: Analise experimental de DRXP de PCV, LIS e PCV-LIS.
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O DSC/TG avaliou que havia interacdo entre PCV e LIS, mas a temperaturas

muito mais altas do que a temperatura ambiente, um caso distante do real. Os
padrées de XRPD obtidos para os farmacos separados e para a mistura fisica de
ambos (Figura 14) demonstram que, sem a influéncia da temperatura, a interacao
nao ocorre, pois no difratograma da mistura os principais picos cristalograficos do
PCV sdo mantidos (linhas em vermelho), como é o caso dos picos LIS (quadrados

verdes, estando alguns picos sobrepostos pela baixa intensidade que apresentam),
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demonstrando que a identidade de cada um dos compostos foi mantida, que € uma
das principais  caracteristicas da técnica  (PHADNIS; CAVATUR,;
SURYANARAYANAN, 1997).

O PCV é composto por varios grupos funcionais que podem ser evidenciados
na analise do FTIR, a partir do espectro obtido (Figura 15). Bandas na regiao de
absorcdo de 3400 cm™ s&o observadas pela presenca da amina alifatica. Em 3313 e
3126 cm™, as vibracées de estiramento das ligacdes N-H sdo reveladas por meio de
bandas, assim como ocorre em 2885 cm™, referindo-se as vibragdes de desenho
simétrico do grupamento CH,. A vibracdo observada por meio da banda de absorcéo
a 1683 cm™ corresponde ao C=0 da amida presente na molécula. Vibracdes de
estiramento sdo visualizadas em 1381, 1310 e 1176 cm™, sugerindo a sobreposicao
de ligacdes C-O e C-N, esta ultima relacionada a amidas e aminas. Na regido de
absorcdo de 848 cm™, dobras fora do plano relacionadas a ligacdo C-H sdo
observadas (BARBOSA, 2007). O espectro est4 de acordo com dados ja expostos
na literatura (GAROUFIS et al., 2001). Andlogos de nucleosideos possuem regides
de vibracdo em comum, dessa forma demonstram os resultados de FTIR do aciclovir
descritos por Akimsheva et al. (2019), corroborando com as vibracfes de trechos de
PCV relacionados aos grupos funcionais caracteristicos de ambas, como aminas e

amidas ciclicas.

Figura 15: Espectro de FTIR do PCV.
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O espectro da LIS, evidenciado na Figura 16, é caracterizado por absorcao
em 3366 cm™, correspondendo & vibracéo de estiramento da Agua presente, devido
a alta higroscopicidade da molécula. Em 3087 cm™ existe um ombro relacionado as
vibracbes de estiramento das ligacbes C-H, cujas ligacdes apresentam bandas
sobrepostas aquelas evidenciadas pelas vibracdes das ligagdes N-H do grupamento
NH.. Na regido de absorcdo que varia de 3000 a 2800 cm™, possiveis deformacdes
angulares entre 2200 e 1900 cm™ também se relacionam ao NH,. A absorcéo
ocorrendo em 1624 cm™ refere-se as vibraces de estiramento da ligagdo C=0. A
banda existente em 1425 cm™ pode ser atribuida as vibracées simétricas do grupo
carboxilato. Em 1045 cm™ existe uma banda expressiva direcionada as vibracées da
ligagdo C-N. As deformacgdes das vibra¢des do grupo carboxilato sdo determinadas
por meio das bandas de absorcdo a 735, 705 e 663 cm™, sobrepondo-se aos
registros de absorcdo do H ligado ao Cl (BARBOSA, 2007). Esses resultados se
assemelham aos encontrados na literatura (AYDIN et al., 2011; PETROSYAN;
GHAZARYAN, 2009).

Figura 16: Espectro de FTIR da LIS.
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O espectro de FTIR da mistura fisica de PCV e LIS (Figura 17),
representando outra técnica que avalia a compatibilidade sem envolver a
temperatura, ndo mostrou interacdo entre os farmacos. Isto pode ser observado na
persisténcia das bandas de absorcdo representativas de cada farmaco no espectro
da mistura. Mesmo havendo sobreposi¢cdes de alguns deles devido a aglomerados

similares, a inalteracdo das bandas de absorcédo em regides especificas para cada
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um deles pode ser observada na Figura 17 (PCV - linhas vermelhas; LIS - quadrado

verde).

Figura 17: Espectro de FITR de PCV, LIS e PCV-LIS.
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As fotomicrografias de PCV, LIS e PCV-LIS foram obtidas com ampliacédo de
2880x. Na Figura 18, as estruturas dos farmacos puros, observadas em PCV e LIS,

nao apresentaram alteracbes quando presentes na mistura de ambas (PCV-LIS).
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Como ferramenta complementar na analise de compatibilidade, reforca-se, entéo, a
inexisténcia de interacdo entre os farmacos como uma mistura fisica, sem

interferéncia da temperatura.

Figura 18: Fotomicrografias de PCV, LIS e PCV-LIS obtidas por MEV (2880x).
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Com os farmacos caracterizados é possivel entender os resultados obtidos na
analise de compatibilidade, antes que este estudo seja estendido a compatibilidade
entre os farmacos e os excipientes. Vale ressaltar que a sugestdo de que o PCV
seria dissolvido na lisina fundida ndo determina incompatibilidade, uma vez que essa
temperatura ndo € atingida durante o processo e nem mesmo durante o
armazenamento da formulacdo desenvolvida. Esta informacdo pode ser reafirmada

em analises complementares que nao fazem uso da temperatura.

6.4 Estudo de Compatibilidade em Misturas Ternarias Farmacos-Excipientes

Para os ensaios de compatibilidade, os excipientes presentes na maioria das
formulagbes comerciais de aciclovir e penciclovir foram selecionados, considerando
suas func¢des nas formulacdes e suas concentragdes, bem como a disponibilidade
de aquisicao.

A temperatura de fusdo (Tpeak) de cada um dos farmacos, suas misturas
binarias e as misturas ternarias farmaco-excipiente esta resumida na Tabela 18.
Como descrito por Bruni et al., tanto misturas binarias quanto ternarias sao capazes
de fornecer resultados confiaveis, mesmo em técnicas mais sensiveis, como a DSC.

A opcao pela analise ternaria esta relacionada aos resultados encontrados na
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analise dos farmacos, que indicou mudancas nos eventos quando comparados aos
ativos puros (BRUNI et al., 2010).

Tabela 18: Temperatura do pico de PCV e LIS em varias misturas de farmacos-

excipiente.
Proporcgao T
Amostra (farmaco-farmaco ou E,"é‘k
farmacos:excipiente)

PCV - 278,27
LIS - 260,92
PCV-LIS 1:1 253,10
EDTA-PCV-LIS 1:1:1 252,18
PROPIL-PCV-LIS 1:1:1 251,41
METIL-PCV-LS 1:1:1 251,85
BHT-PCV-LIS 1:1:1 251,76
PARAF-PCV-LIS 1:1:1 252,86
LAURIL-PCV-LIS 1:1:1 253,37
POLAWAX-PCV-LIS 1:1:1 252,67
ALC CET-PCV-LIS 1:1:1 222,74
PROP GLI-PCV-LIS 1:1:1 253,85
VAS LIQ-PCV-LIS 1:1:1 257,62

O EDTA é um agente guelante amplamente utilizado em preparacfes topicas
para auxiliar na promocado da estabilidade da formulagdo, uma vez que atua
sequestrando os ions presentes no sistema disperso. Na Figura 19, EDTA-PCV-LIS,
observa-se que o ponto de fusdo do EDTA, evidenciado no evento em 253 °C, em
concordancia com o encontrado na literatura cientifica, permaneceu inalterado na
presenca dos farmacos (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). Os eventos que
determinam as fusbes dos farmacos e do EDTA, quando em mistura Sao
sobrepostos, e apresentam degradacdo proeminente logo em seguida. Essas
informacdes sugerem que ndo ha interagcdo entre esses excipientes e 0s

medicamentos em estudo.
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Figura 19: Curvas de DSC/TG de PCV-LIS, EDTA e EDTA-PCV-LIS, PROPIL e

PROPIL-PCV-LIS e METIL e

METIL-PCV-LIS.
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O propilparabeno é usado como conservante e atua em uma ampla faixa de
pH (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). Como pode ser visto na Figura 19, a curva
de DSC/TG representando a mistura PROPIL-PCV-LIS demonstra ndo modificar os
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eventos que caracterizam a mistura que continha apenas com os farmacos,
mantendo o ponto de fusdo a 253°C e o inicio da degradacdo na sequéncia. Ainda
nesta figura, em PROPIL-PCV-LIS, o propilparabeno em mistura revelou diferentes
eventos quando comparado a andlise de sua forma pura, preservando o pico que
determina seu ponto de fusdo em 97°C, dados que estdo de acordo com o seu perfil
térmico presente na literatura (NETO; NOVAK; MATOS, 2009). Nesta mesma
observacéo vale ressaltar que ha mudancas no inicio de sua degradacao, que passa
a iniciar-se em 70 °C, logo apds o aparecimento de um pico endotérmico. Isso nos
leva a acreditar que existe interacdo farmaco-excipiente, de modo que as mudancas
estdo relacionadas ao PROPIL e ndo aos ativos.

Entre os outros excipientes avaliados esta o metilparabeno, outro conservante
importante adicionado as formulagdes. Em sua mistura com PCV e LIS, pode-se
observar na Figura 19, a partir da curva de DSC/TG, que ndo ha alteracdo do seu
ponto de fuséo, confirmado na literatura em 126°C (GELBRICH et al., 2013; ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009). HA uma alteracdo em um dos eventos endotérmicos
evidenciados na analise do componente puro associado a degradacdo precoce
(63°C), sugerindo uma possivel interacdo, entretanto, ndo houve alteracéo no evento
de determinacao do farmaco (PCV-LIS), uma vez que o pico endotérmico a 253°C
persistiu.

O BHT possui funcdo antioxidante em produtos farmacéuticos. Na curva de
DSC que representa o0 ensaio do componente puro (Figura 20), seu ponto de fuséo
pode ser observado em 71°C, dentro da faixa encontrada em outros trabalhos
cientificos (MOYANO; BROUSSALIS; SEGALL, 2010; ROWE; SHESKEY; QUINN,
2009). A curva de DSC/TG obtida pela mistura dos farmacos com este excipiente
sugere que ndo ha interacédo entre eles, afinal o ponto de fusdo da mistura de PCV-
LIS ndo muda e nem mesmo o inicio de sua degradacdo, mantendo-se também o

perfil térmico do BHT.
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Figura 20: Curvas de DSC/TG de PCV-LIS, BHT e BHT-PCV-LIS, PARAF e PARAF-
PCV-LIS e LAURIL e LAURIL-PCV-LIS.
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A parafina € um excipiente inerte no estado sélido, doador de viscosidade e é

amplamente utilizada em formulac6es farmacéuticas tépicas. Tem um ponto de
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fusdo entre 50 e 61°C, confirmado em um pico endotérmico encontrado na analise
DSC/TG de sua forma pura (PARAF) e comeca a se degradar a 268°C, como pode
ser visto na Figura 20 (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). Na mistura (PARAF-PCV-
LIS) é possivel observar nesta mesma figura, que o pico endotérmico referente a
PCV-LIS é mantido, que o0 mesmo ocorre com 0 ponto de fusdo da parafina e que
ambos comecam a degradar no inicio da fusdo da combinacdo de farmacos (perto
de 253°C). Estes resultados sugerem que ndo ha interacdo entre farmacos e
excipiente, sendo considerado um possivel componente da formulacéo.

Caracterizado como um surfactante anionico, o lauril sulfato de sodio é usado
em uma ampla gama de produtos farmacéuticos. O comportamento térmico de sua
andlise pode ser visualizado na Figura 20 e est4 de acordo com o observado por
outros autores (OLIVEIRA; YOSHIDA; SILVA, 2014; REDDY; SIVARAMAKRISHNA;
SWAMY, 2017). Na analise de DSC/TG do LAURIL misturado com os farmacos, é
possivel observar a possivel manutencdo do evento endotérmico de PCV-LIS e o
inicio de suas degradacdes, indicando que ndo ha interacdo entre o excipiente e 0s
mesmos.

A cera autoemulsificante ndo i6nica, POLAWAX, possui funcéo tensoativa,
como o préprio nome ja diz, também solubilizante, e pode atuar como um doador de
viscosidade, sendo muito utilizado na preparacado de emulsées O/A. Na faixa de 50-
55°C, seu ponto de fusdo € encontrado, um valor confirmado na curva DSC/TG do
POLAWAX puro, observado na Figura 21 (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). Na
mistura com PCV-LIS, o comportamento térmico dos farmacos permaneceu
inalterado, com ponto de fusao e inicio de degradac¢do em 253°C. O ponto de fusao
do excipiente na mistura apresentou alteracédo (evento em 75°C), sendo perceptivel
que degradacdo mais representativa ocorreu em conjunto com o inicio da
degradacdo dos farmacos. Moyano et al. (2010) encontraram resultados
divergentes, com reducdo no ponto de fusdo da cera e alargamento do evento

correspondente ao ativo por eles estudado, quando misturados.
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Figura 21: Curvas de DSC/TG de PCV-LIS, POLAWAX e POLAWAX-PCV-LIS e ALC
CET e ALC CET-PCV-LIS.
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O alcool cetoestearilico consiste na mistura de alcoois estearilicos e cetilicos,
e atua como um doador de viscosidade e também como surfactante em emulsdes
O/A. Seu ponto de fusdo esta na faixa de 49 a 56°C, revelado no evento
endotérmico em 56°C, mostrado na Figura 21, tanto em sua analise DSC/TG pura
quanto na mistura (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). Na mesma figura, mas
observando as curvas DSC/TG da mistura ALC CET-PCV-LIS, pode-se observar o
desaparecimento do pico de fusdo dos farmacos e o inicio da degradagéo de todos
eles em aproximadamente 141°C (curva de TG, em verde), o que caracteriza a

solubilizac&o total dos mesmos no excipiente fundido. Esse comportamento térmico
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assemelha-se ao descrito por outros autores em relacéo a mistura de ALC CET com
outras substancias ativas, e indica uma forte interacdo, mas ndo necessariamente
corresponde a uma incompatibilidade (LIRA et al., 2007; NETO; NOVAK; MATOS,
2009; WONG,; GILLIGAN; PO, 1992).

O propilenoglicol apresenta fun¢cdes como solvente, umectante e conservante,
tanto em formulagbes parenterais como nédo parenterais (ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009). Além disso, esse excipiente tem a capacidade de melhorar a
absorcédo do farmaco e é amplamente utilizado em formulacdes topicas (WILLIAMS;
BARRY, 2004). Sua caracterizacao é determinada por um evento evidente a 144°C,
perfil semelhante ao encontrado por Batista (2015), e pode ser visualizado na Figura
22, na curva DSC/TG PROP GLI. Quando em associacdo com PCV-LIS ocorre um
decréscimo de 10°C no evento supracitado, com maior perda de massa e
manutencdo do evento caracteristico dos farmacos em 253°C. Ocorréncia
semelhante foi percebida na citacdo anterior, sendo uma possivel explicacdo, o fato
de o propilenoglicol ter alta miscibilidade e viscosidade, tornando-se responsavel
pela solubilizacdo dos farmacos, explicita no avangco de seu ponto de fusdo, com

subsequente perda significativa de massa.
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Figura 22: Curvas de DSC/TG de PCV-LIS, PROP GLI e PROP GLI-PCV-LIS e VAS
LIQ e VAS LIQ-PCV-LIS.
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Também conhecida como 6leo mineral, a parafina liquida é especialmente
usada em formulacdes topicas, geralmente em emulsdes de O/A (ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009). Seu perfil térmico é exibido na curva de DSC/TG VAS
LIQ (Figura 22), com um evento notorio a 247°C, perfil semelhante ao encontrado na
literatura. Na mistura VAS LIQ-PCV-LIS, ha um evento proximo a 258 °C, adjacente
ao demonstrado na mistura binaria de PCV-LIS (253 °C), com deslocamento na
temperatura em que a degradacdo é mais proeminente. Esta pequena mudanga na
temperatura de fusdo dos farmacos quando misturados a VAS LIQ também foi

observada por Neto et al. (2009), neste caso na mistura VAS LIQ:prednicarbato.
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A selecdo dos excipientes é um passo fundamental na aquisicdo de um
produto farmacéutico, sendo necessarios estudos sobre suas compatibilidades com
os farmacos envolvidos, justificando a escolha adequada desses componentes
(NARANG et al., 2015). A partir das informacdes coletadas dos testes de
compatibilidade entre os farmacos e excipientes, bem como dos resultados de
desempenho das formulas obtidas (item 6.4.1), os excipientes apropriados foram
selecionados de acordo com a funcédo que exercem e 0s que se tornaram parte da
formulacdo foram parafina, lauril sulfato de sdédio, &lcool cetoestearilico,

propilenoglicol e vaselina liquida.

6.5 Desenvolvimento/Preparo do Creme
6.5.1 Espalhabilidade, pH e Teste da Centrifuga

As caracteristicas de espalhabilidade de um creme sédo importantes tanto do
ponto de vista sensorial, como em relagéo a eficacia, fato que nos levou a considerar
esse parametro nas andlises (ISAAC et al., 2008). Os resultados para o teste de
espalhabilidade estdo representados na Figura 23. Nela constam setas vermelhas

indicando trés pontos em que nao ha distincao estatistica dos valores encontrados.
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Figura 23: Areas de espalhabilidade das formulacées desenvolvidas (F1;F2;F3;F4) e
das formulagées referéncia de aciclovir (Zovirax®) e penciclovir (Penvir®).
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Nos primeiros dois pontos (pesos 400 e 600 g), a formulacdo F1 ndo se
distinguiu estatisticamente da F2 quanto a sua espalhabilidade. Essa diferenca
observada frente aos demais pode ser explicada em razédo dos diferentes doadores
de viscosidades presentes em suas composi¢fes. No ultimo ponto (peso de 1200 g),
F2 néo foi diferente de F4.

Todas as formulacdes apresentaram bons perfis de espalhabilidade quando
submetidas a uma forca de acdo sobre elas, porém eles foram diferentes dos
cremes de referéncia. A formulacdo F2 apresentou resultado intermediario a eles no
ponto final. No ponto 4 (peso de 1000 g) a F3 e a F4 apresentaram maior
espalhabilidade quando comparado com a F2. Esta caracteristica auxiliou na
escolha da F2 para seguir na comparagdo com O creme que considerou a
guantidade de tensoativo pelo método de EHL, isto porque uma maior
espalhabilidade pode estar condicionada a uma menor estabilidade, visto que o
aumento da viscosidade colabora com essa questdo (AULTON, 2016).

Como pode ser observado na Figura 24, o creme que considerou a

guantidade de tensoativo pelo método de EHL apresentou espalhabilidade maior nos
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primeiros pontos quando comparado com a formulacdo F2, mas menor no ultimo

ponto.

Figura 24: Areas de espalhabilidade da formulacéo F2 e da desenvolvida pelo
método EHL.
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O pH final das formulac¢des F1, F2, F3 e F4 foram respectivamente 6,7; 6,8;
6,5 e 6,5, e para a formulacdo EHL foi de 6,7. Alteracbes quimicas, estabilidade da
formulacédo, degradacdo e permeacdo do farmaco no local alvo da pele estédo
intrinsecamente relacionados ao pH da formula. O valor adequado para formulacdes
topicas é de 5,5 a 7,0 (AULTON, 2016; TADROS, 2013).

O resultado da centrifugacdo das formulacdes estad exposto na Figura 25.
Pode-se obervar que nédo houve sedimentacdo ou separacdo de fases,
demonstrando que as concentracdes de tensoativos e/ou agentes emulsificantes
estdo nas concentragcdes adequadas para as formulagdes, sugerindo boa
estabilidade (BELTRAMI et al., 2018).
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Figura 25: Centrifugacéo das formulacdes F1; F2 F3; F4 e EHL.

A formulagédo F2 foi a escolhida diante dos ensaios de compatibilidade
anteriormente descritos, ja que os parametros descritos neste item ndo apontaram
diferencas relevantes. Esta férmula foi levada aos testes posteriores juntamente a

formula relacionada ao método de EHL.

6.5.2 Comportamento Reoldgico

Nao foram observadas alteracfes significativas a partir do viés da curva de
vazéo de 0 a 30 rpm e da tendéncia de queda da curva para velocidade de 30 a O
rpm. Assim, foram considerados os valores médios dos parametros reoldgicos.

A viscosidade aparente diminuiu com o aumento da velocidade, o que é
caracteristico do comportamento pseudoplastico para ambos o0s cremes
farmacéuticos (Figuras 26 e 27), com pouca variagao para velocidades superiores a
10 rpm no creme farmacéutico preparado conforme o método EHL, ou 6 rpm no
creme farmacéutico que ndo considerou o EHL no preparo (F2). Existe uma
tendéncia para um valor constante de viscosidade aparente com velocidade
crescente que sugere um comportamento assintético, tipico de fluidos
pseudoplasticos ou de diluicdo por cisalhamento.

O creme farmacéutico que considera o EHL apresentou viscosidade aparente
entre 400 e 2500 mPas, enguanto que 0 outro o creme apresentou valores entre
2200 e 10000 mPas. Para as taxas de deformagédo estudadas, 0s cremes nao

apresentaram tixotropia.
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Figura 26: Curvas de fluxo de viscosidade aparente vs. velocidade para creme

desenvolvido sem EHL.
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Figura 27: Curvas de fluxo de viscosidade aparente vs. velocidade para o creme

preparado conforme o método EHL.
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Na Tabela 19 sdo apresentados os valores dos parametros obtidos a partir
dos ajustes dos dados experimentais das curvas de fluxo (tensdo de cisalhamento
versus taxa de cisalhamento) para ambos os cremes farmacéuticos, descritos pelo

modelo de Ostwald-de-Waelle.
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Tabela 19: Parametros reoldgicos para o modelo de Ostwald-de-Waele.

Cremes K (Pas") n X? (qui-quadrado)
sem EHL 2.273 0.686 0,0825
EHL 0,716 0.702 0,0235

O modelo de Ostwald-de-Waele apresentou um bom ajuste dos dados
experimentais para os dois cremes estudados, uma vez que os valores do qui-
guadrado foram muito baixos. Para os cremes farmacéuticos foram obtidos indices
de comportamento (n) <1, indicando o comportamento pseudoplastico dos cremes.

O creme que considerou o EHL no preparo, ou seja, que continha a
guantidade de tensoativo expressa por esse método, apresentou menor viscosidade.
No item 6.4.1 apresentou maior espalhabilidade nos primeiros pontos avaliados,
comportamento que pode ser relacionado a essa menor viscosidade. Considerando
que a estabilidade de uma formulagdo é mantida com o aumento da vicosidade da
fase continua, o creme de escolha para seguir com as analises foi entdo, o que nao
considerou o método EHL (AULTON, 2016).

Essa escolha ndo tem a intengéo de invalidar o método EHL h& muito tempo
ja utilizado na literatura, e as diferencas encontradas podem ser justificadas pelo fato
de um dos ativos, a lisina, ter ganho destaque também como estabilizador de
emulsdes. Esse fato sugere que o creme formulado seja ainda mais estavel do que o
esperado (PAULA; DELCHEVA; BEATTIE, 2018; ZHU et al., 2019).

6.5.3 Anélise Microbiolbgica

A contagem total de bactérias mesofilas e a de fungos demonstrou estar
dentro do limite maximo especificado, de 10° UFC g! e 10° UFC g%,
respectivamente (BRASIL, 2010). O crescimento de microorganismos patogénicos

nao foi constatado. Os resultados podem ser observados na Tabela 20.
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Tabela 20: Contagem em placas de microrganismos aerobios, de fungos e

patogénicos.

Analises Contagem (UFC g!)  Limite maximo especificado
Contagem Totgl_de Bactérias <10 UFC/g ,

Mesofilas 10° UFC/g
Contagem de Fungos <10 UFC/g 10% UFC/g
Escherichia coli Auséncia Auséncia/g
Staphylococcus aureus Auséncia Auséncia/g
Salmonella Auséncia Auséncia/g
Enterobactérias Auséncia Auséncia/g
Pseudomonas aeruginosa Auséncia Auséncia/g

No Ensaio desafio do conservante, em que ocorre a inoculacdo de carga
microbiana, observou-se a reducdo no crescimento dos microorganismos (Tabela
21), ndo havendo entdo, aumento no nimero de UFC inoculadas em mais do que
0,5 logip, como preconizado pela Farmacopeia Brasileira, de forma a alcangar os
limites estabelecidos (UFC g-1 <10) (BRASIL, 2010; BRASIL, 2019).

Tabela 21: Contagem de microrganismos no Ensaio desafio do conservante.

Microrganismos (UFC g™)

E.coli S.aureus P.aeruginosa C. albicans A. niger

In6éculo (UFC mL™Y) 5,010° 6,1 10° 5,3 10° 6,210° 5,510°
= 0 4,010° 3,010° 3,710° 4510° 5,010°
g 7 2010° 1510° 1,010 1,010 2,0 10°
é 14 <10 <10 <10 <10 <10
2 28 <10 <10 <10 <10 <10

Com esses resultados é possivel afirmar que a quantidade e a escolha dos
conservantes na formulacdo estdo adequadas, o que garante a ela qualidade e

seguranca.
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6.6 Desenvolvimento e Validacdo de Metodologia Analitica Indicativa de
Estabilidade e para a Analise de Teor por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia

6.6.1 Desenvolvimento da Metodologia Analitica

Nas metodologias indicadas por Chong et al. e Lee, Seo & Lee (2007), os
ensaios revelaram o PCV em tempos de retencao (Tr) que variavam de 3 a 9
minutos (conforme havia alteracdo na proporcdo dos componentes da fase mével),
com simetria de pico adequada (>2,0). Por haver proximidade com a metodologia a
ser investigada para andlise da LIS em PDA (descrita por Hayat et al.), houveram
tentativas de encontra-la junto ao PCV, mas ndo houve éxito (HAYAT et al., 2014).
Esta metodologia descrita para LIS, utilizando gradiente de metanol e agua, foi entdo
testada para PCV e para LIS na busca por revela-los em uma mesma metodologia.
O PCV entédo pbde ser observado, mas a LIS nao.

As metodologias investigadas passaram entdo para a deteccdo em
fluorescéncia, jA que alguns artigos assim traziam, tanto para PCV quanto para LIS
(DAO; JIAO; ZHONG, 2008; LIMAM; MEDIMAGH; HELLAL, 2016). Como eles
apresentam comprimentos de onda de excitacdo e emissdo diferentes isso foi
considerado e também testado. O PCV pbéde ser identificado, mas a LIS novamente
nao era revelada.

Diante desse problema, a possibilidade de adquirir as substancias presentes
em um reagente de derivatizacdo descrito em um artigo que analisava aminoacidos
por HPLC em PDA, foi avaliada (WU et al., 2016). Pelo fato de a LIS ser muito
hidrofilica e as colunas cromatogréaficas disponiveis serem hidrofébicas, fazia-se
necessario que um reagente de derivatizagdo, o0 OPA-MPA, fosse utilizado para que
houvesse a formacdo de um aduto hidrofébico na molécula, para que assim a LIS
interagisse de alguma forma com a coluna (PAVAN, 2015).

Ao haver essa derivatizacdo da LIS, a metodologia que indicava a utilizacao
de metanol e agua foi inicialmente testada, e a LIS po6de entédo ser revelada. Quando
o PCV foi associado a leitura, com diluicbes no mesmo reagente de derivatizacao,
houve degradacdo deste composto. A diluicio do PCV na fase movel e a sua
revelacdo na mesma metodologia empregada a LIS ndo demonstrou resultados
satisfatorios, ja que ele saia junto do volume morto. Sendo importante ressaltar que

as proporc¢des iniciais de metanol:adgua determinadas para LIS (50:50) ndo poderiam
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ser modificadas, pois também prejudicava o aparecimento do pico corespondente a
ela.

A partir dessas constatacoes optou-se por realizar a revelacdo desses
compostos em corridas cromatograficas diferentes, mas em metodologias
correspondentes, ou seja, em condicdes praticamente iguais, distinguindo-se uma
da outra por uma corrida ser composta pelo gradiente de metanol e agua (LIS) e
pela outra ocorrer de forma isocratica, utilizando os mesmos reagentes na fase
movel (PCV). A escolha da fase movel contendo metanol e agua apresenta a
vantagem de utilizar um solvente de baixo custo e biodegradavel.

Em ambas as metodologias, o fluxo de 1 mL min™* associado & um volume de
injecdo de 10 uL, com forno desligado, demonstraram picos cromatograficos com
melhor simetria (acima de 1,5) e tempos de retencéo afastados do volume morto (Tr
em torno de= 2,7 _PCV e 7,5_LIS). Os melhores resultados frente a esses mesmos
parametros também foram alcancados utilizando a coluna Phenomenex® Luna C18,
a concentracéo de trabalho de 10 pg mL™ (100%) e as proporcdes dos componentes
da fase moével descritas na Tabela 22, que acompanha as condi¢cdes
cromatograficas definidas.

Os comprimentos de onda foram definidos utilizando o detector PDA,

acoplado ao equipamento.



115

Tabela 22: Condi¢des cromatograficas das metodologias analiticas correspondentes

indicativas de estabilidade e para a andlise de teor de PCV e de LIS.

PARAMETROS

Coluna Cromatografica
Temperatura do Forno
Volume de Injecéo
Vazao da Fase Movel

Solventes da Fase Mével

Phenomenex® Luna C18

Forno desligado

10 pL

1 mL/min

Metanol:Agua

Detector PDA
PCV LIS
Eluicdo da Fase Movel Isocratica Gradiente
Comprimento de Onda 254 nm 227 nm
Solucéo de Diluicdo (%:%) Metanol:Agua OPA-MPA
(20:80)
Tempo de Corrida 4 minutos 11 minutos
Tempo (min) Metanol Agua
0-2 50 50
Proporcédo de Solventes da Metanol:Agua 2-4 50 50
Fase Mével (%:%) (20:80) 4-6 70 30
6-8 80 20
8-11 50 50
Tempo de Retencdo em
2,7 7,8

Solugdes Padrao (min)

Os teste frente as diferentes proporc¢des no gradiente da LIS foram realizados

e demonstraram n&o haver diferenca no Tr desse ativo quando havia aumento de

metanol ja no inicio da analise. Alguns casos demonstraram inclusive diminuicdo na

simetria de pico, por isso optou-se por manter a metodologia, que se difere da

encontrada na literatura em razéo da proporcao de fase movel utilizada, do tempo de

corrida, bem como da aquisicdo dos dados da LIS, destacado por ser menor, além é

claro, de poder ser uma metodologia aplicada a andlise de teor de um creme

(HAYAT et al., 2014).
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Ensaios para determinar o tempo de exposicdo da LIS ao reagente de
derivatizacdo antes de a amostra ser injetada também foram realizados, obtendo-se
areas que melhor corresponderam-se entre si quando essa reacgéo era feita 1 minuto
antes da injecéo.

As analises de PCV e LIS nao foram possiveis em uma mesma metodologia e
em uma mesma corrida cromatografica. Um dos motivos estd no fato de ser
necessaria a derivatizacdo pré-coluna da LIS, que ndo compreende o
comportamento do PCV. Porém, as metodologias sdo correspondentes e ha
facilidade em realizar andlises de parametros de um deles com posteriores analises
de parametros do outro, levando em torno de 10 minutos apenas para a
estabilizacdo do sistema. Fato este, que nos leva a descrever os resultados dos

parametros validados de PCV e LIS nos mesmos itens.

6.6.2 Validagao da Metodologia Analitica

Essas metodologias analiticas indicativas de estabilidade e para avaliagdo de
teor em produto farmacéutico, no caso um creme, neste trabalho desenvolvidas e a
partir dos proximos itens, validadas, ndo sao encontradas na literatura cientifica, ja
que nem mesmo a associacdo destes farmacos €é encontrada no mercado
farmacéutico. Para tanto, vale ressaltar que esse importante passo a ser
acompanhado atendeu a todas as exigéncias dos o6rgdos regulamentadores,
subdivididos nos parametros subsequentes (BRASIL, 2017; FDA, 2015; ICH, 2005).

6.6.2.1 Seletividade e Estudo de Degradacéo Forcada

O estudo de degradacao forcada do PCV foi importante na compreenséo do
seu comportamento frente a condicdbes mais severas, além de auxiliar na
comprovacao de que o metodo é seletivo a molécula em questéo, ja que o detecta e
0 quantifica em meio a possiveis produtos de degradacédo, tanto em relacdo ao
principio ativo puro quanto em meio a uma formulacdo farmacéutica, no caso, um
creme.

O PCV demonstrou ser foto e termoestavel, contudo, sofre degradacao
moderada em meio oxidativo (em contato com H,O, 10% por 8 horas, houve
reducdo de aproximadamente 10% no teor). Degrada¢cbes mais severas foram

observadas em meios acidos e basicos, 0s quais, mesmo adicionados de forma
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imediata e em pequena concentragdo ao ativo demonstraram promover perda
consideravel no seu teor jA nos primeiros instantes. Esses dados podem ser
observados relacionando a Tabela 23 aos cromatogramas presentes na Figura 28.
Comportamento semelhante foi relatado por Kumar et al., em uma metodologia
direcionada ao famciclovir, o pré-farmaco do penciclovir (KUMAR et al., 2012). N&o
foram observados produtos de degradacdo na corrida cromatografica, mostrando-se
puro o pico de PCV em todas as analises.

Tabela 23: Teores encontrados no estudo de degradacéao forcada do PCV.

Amostra (PCV) Teor (%) Tr (min)
UV (4 dias) 99,23 2,96
T° (4 dias) 100,33 2,62
HCI 0,5M (imediato) 93,88 2,38
NaOH 0,05M (imediato) 89,93 2,24
H,0, 5% (8h) 95,03 2,54

H,0, 10% (8h) 89,61 2,64
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Figura 28: Cromatogramas do estudo de degradacéo forcada do PCV em UV, T°,
HCI 0,5M, NaOH 0,05M e H202 5 e 10%.
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O estudo de degradacao forcada da LIS auxiliou na compreensédo do seu
comportamento frente as condi¢des a que foi exposta. Com essas analises o método
demonstrou ser seletivo a lisina mesmo em meio a produtos de degradacgdo, neste
trabalho ndo detectados/observados, e em meio aos excipientes presentes na
formulacdo desenvolvida.

A LIS demonstrou, assim como o PCV, ser foto e termoestavel. Considerando
a amostra exposta em H,O, 5% por 24h, pode-se afirmar que a LIS também tem
estabilidade oxidativa. Ela revelou sofrer degradacdo acida moderada, com
comportamento oposto a exposicdo basica, a qual promoveu mesmo em baixa
concentracédo (NaOH 0,25M) e com contato imediato a LIS, reducéo no teor de 19%
nos instantes da exposicdo. Essas informacdes podem ser melhor observadas
fazendo uma relacdo com os dados da Tabela 24 e com o0s cromatogramas

presentes na Figura 29. A pureza de pico da LIS foi indicada em todas as analises.

Tabela 24: Teores encontrados no estudo de degradacgéao for¢cada da LIS.

Amostra (LIS) Teor (%) Tr (min)
UV (4 dias) 100,35 7,10
T° (4 dias) 99,04 7,22
HCI 2M (24h) 89,61 6,96
NaOH 0,25M (imediato) 81,00 7,01
H.0, 5% (24h) 98,21 7,00

H,0, 10% (24h) 88,18 7,00
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Figura 29: Cromatogramas do estudo de degradacéo forcada da LIS em UV, T°, HCI
2M, NaOH 0,25M e H202 5 e 10%.
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6.6.2.2 Linearidade

A curva de calibracdo foi construida para determinar a faixa de linearidade
das metodologias (Figuras 30 e 31).

O método para o PCV provou ser linear entre 1 e 50 ug mL™, com coeficiente
de determinacéo de r’= 1 (y= 29522.x-1014,8; onde, y representa a area do pico
absoluto e x a concentracdo). Para a LIS o método mostrou ser linear também entre
1 e 50 ug mL™, com coeficiente de determinacdo de r’= 0,9999 (y= 183076.x+37805,
seguindo as consideracdes ja citadas).

A ANOVA foi realizada, demonstrando regressao linear significativa (p<0,05) e
desvio da linearidade nao significativo (p>0,05), validando este parametro. Os
residuos para ambos o0s ensaios foram heterogéneos, ndo apontando erros

especifiicos.

Figura 30: Curva de linearidade do PCV em HPLC.
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Figura 31: Curva de linearidade da LIS em HPLC.
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Os cromatogramas que indicam os padrées de PCV e de LISa 10 ygmL™* e
0s cromatogramas de suas respectivas solucdes diluentes, metanol:agua (20:80) e

OPA-MPA, podem ser visualizados nas Figuras 32 e 33.

Figura 32: Cromatogramas de A: metanol:agua (20:80) e de B: PCV 10 pg mL™.
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Figura 33: Cromatogramas de A: OPA-MPA e de B: LIS 10 uyg mL™.
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6.6.2.3 Limites de Deteccéo e Quantificacéo

Os limites de deteccéo e quantificacédo calculados para o PCV foram de 0,05
e 0,14 pg mL™, respectivamente. Para a LIS foram de 0,30 e 0,90 pg mL™. Os
valores foram confirmados experimentalmente.

Os limites referentes a lisina demonstram que esse método é muito mais
sensivel do que a metodologia que se faz presente na literatura (HAYAT et al.,
2014), cujos limites de deteccao e quantificacdo sao respectivamente, 1,55 e 5,16 g

mL.

6.6.2.4 Precisao

No ensaio de repetibilidade do PCV realizado com seis amostras igualmente
preparadas, o DPR foi de 0,30%, como pode ser observado na Tabela 25. Na
precisao interdia, representando trés diferentes dias de analise, o DPR foi de 0,14%

e na precisdo entre analistas, de 0,91%. O método mostrou-se preciso, com valores
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de DPR abaixo de 2%, enquadrados nas exigéncias feitas pelo ICH, e teores entre
95 a 105%, com média de 101,72% (ICH, 2005).

Tabela 25: Precisao interdia e entre analistas da metodologia analitica por HPLC

para PCV.

Repetibilidade (n=6) Interdia (n=3) Entre analistas (n=3)

Teor® DPR _ Teor® DPR _ Teor® DPR

Amostras Dias Analistas
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

1 101,40

(2 0,34) 1 100,26 A 101,76
5 101,76 (2 0,74) (= 1,02)

( 0,49)
3 102,11

(£ 0,22) 0.30 5 100,01 0.14 B 101,12 0.91
A 101,89 (2 0,87) (x0,72)

(£ 0,38)
5 101,33

(2 0,78) 3 100,02 c 99,95
5 101,86 (x 0,59) (2 0,76)

(£ 0,76)

#Média das triplicatas e o respectivo DPR.

A LIS, por sua vez, apresentou DPR de 0,46% no ensaio de repetibilidade
realizado com seis amostras igualmente preparadas. Como pode ser observado na
Tabela 26, na precisao interdia, representando trés diferentes dias de andlise, o
DPR foi de 0,18% e na precisdo entre analistas, de 1,42%. O método mostrou-se
preciso, com valores de DPR abaixo de 2%, enquadrados nas exigéncias feitas pelo
ICH, e teores entre 95 a 105%, com média de 99,79% (ICH, 2005). A média das
areas obtidas a partir de trés corridas cromatograficas consecutivas de cada amostra
nao foi realizada, pois em funcdo do OPA-MPA a amostra ndo apresentava
estabilidade. Seu tempo de retencdo teve pequenas modificacbes (7,69 minutos)
guando comparamos a analise do padréo a analise da amostra, e isso deve-se a

interagdo com o reagente de derivatizagao.
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Tabela 26: Precisao interdia e entre analistas da metodologia analitica por HPLC

para LIS.
Repetibilidade (n=6) Interdia (n=3) Entre analistas (n=3)
Teor DPR ) Teor DPR ) Teor DPR
Amostras Dias Analistas
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 100,16
1 101,04 A 98,49
2 98,97
3 99,64
0,46 2 101,19 0,18 B 99,69 1,42
4 99,97
5 99,76
3 100,82 C 101,31
6 100,23

6.6.2.5 Exatidao

O método demonstrou-se exato para o PCV dentro do intervalo de interesse
(8, 10 e 12 pg mL™? representando 80, 100, 120%, respectivamente) com
recuperacdo do principio ativo frente aos excipientes adicionados de 80,35, 99,32 e
120,35%, com DPR de 0,13, 0,19 e 0,14%, respectivos aos niveis de concentracdes
citados (Tabela 27).

Tabela 27: Exatiddo da metodologia analitica por HPLC para PCV.

_ 80% 100% 120%
Andlise L L L
(8 ug mL™) (10 pg mL™) (12 pg mL™)
12 80,27 99,29 120,54
22 80,32 99,52 120,24
32 80,47 99,14 120,26
DPR (%) 0,13 0,19 0,14
Recuperacéo (%) 80,35 99,32 120,35

Para a LIS o método demonstrou ser exato na faixa de 8, 10 e 12 pg mL™,
concentracdes relacionadas de forma respectiva a 80, 100 e 120% do ativo em
questao. A recuperacdo do mesmo em meio aos excipientes foi de 81,31, 101,03 e
120,34%, com DPR de 1,70, 038 e 0,84% associados as concentracdes
ordenadamente citadas. Os dados podem ser melhor visualizados na Tabela 28.
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Tabela 28: Exatiddo da metodologia analitica por HPLC para LIS.

' 80% 100% 120%
Analise L 1 1
(8 ug mL™) (10 pg mL™) (12 pg mL™)
12 80,14 101,34 121,32
22 82,23 101,15 119,30
32 80,96 100,60 120,39
DPR (%) 1,70 0,38 0,84
Recuperacéo (%) 81,31 101,03 120,34

Os desvios apresentaram-se em acordo as exigéncias, todos menores que
2% (ICH, 2005).

6.6.2.6 Robustez e Estabilidade da Amostra

Baseando-se no desenho experimental fornecido pelo Box-Behnken (3/1/15),
as diversas analises de variacfes randomizadas demonstraram que as metodologias
correspondentes foram robustas. Vale ressaltar que este € um modelo que utiliza
valores de maximo e minimo combinados junto ao ponto central, associado a
ANOVA, para a analise dos dados e validacdo do modelo. Tem sido umas das
ferramentas de planejamento experimental amplamente incorporada em diversas
areas (FERREIRA et al., 2007; KARAGEORGOU; SAMANIDOU, 2014).

Para o PCV, ndo houve alteracbes significativas (p>0,05) frente as analises
gue alteravam simultaneamente a proporcéo da fase moével para + 2%, o fluxo para +
0,1 mL min™ e tempo de extracdo da amostra para + 5 minutos. Os efeitos podem
ser observados no Diagrama de Pareto (Figura 34). Os teores, entre 98 e 102%,
podem ser observados na Tabela 29. A assimetria de pico observada nos
cromatogramas manteve-se abaixo de 2,0 e os tempos de retengdo variaram

conforme o fluxo e proporcéo de solvente orgéanico na fase movel.
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Figura 34: Efeitos néo significativos na robustez da metodologia analitica por HPLC

para PCV, com condi¢cbes cromatogréaficas randomizadas.

(3)Tempo de Extracéo (%)(L) 2103%389
Proporcdo de Metanol (%)(Q) 1,520893
Fluxo (mL/min)(Q) / 1,302604
Tempo de Extracéo (%)(Q) 1042709
(2)Fluxo (mL/min)(L) ,2808532
(1)Proporcéo de Metanol (%)(L) / 107746

Estimativa do Efeito Padronizado
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Tabela 29: Robustez da metodologia analitica por HPLC para PCV, com condi¢cfes

cromatograficas randomizadas.

Proporcao de Metanol na Fluxo da Fase Tempo de Extracéo da Teor
Fase Movel (%) Mével (mL min™) Amostra (min) (%)

18 0,9 30 100,19

18 11 30 99,93

20 1,0 30 100,63

22 1,0 25 98,70

20 1,0 30 100,76

20 0,9 35 99,61

22 1,0 35 101,51

20 1,1 35 100,34

20 1,1 25 100,19

22 0,9 30 99,62

20 0,9 25 100,21

18 1,0 35 101,04

22 1,1 30 99,81

18 1,0 25 98,73

20 1,0 30 101,85

Associado com 0s ensaios de robustez a amostra de PCV provou ser estavel
nas primeiras 48 h, apresentando 99,73% de teor e nado ultrapassando o limite de
2% para mais ou para menos exigido para a conclusdo de mais essa etapa (ICH,
2005).

No ensaio de robustez, como ja destacado no inicio deste item, a LIS também
ndo revelou alteracdes significativas (p>0,05) frente as andlises que alteravam
simultaneamente a proporcéo da fase mével para + 2%, o fluxo para = 0,1 mL min™
e tempo de extracdo da amostra para + 5 minutos. Os efeitos podem ser observados
no Diagrama de Pareto (Figura 35). Os teores, entre 98 e 102%, podem ser
observados na Tabela 30. A simetria de pico observada nos cromatogramas
manteve-se acima de 2,0 e os tempos de retencdo variaram conforme o fluxo e

proporcao de solvente organico na fase movel.
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Figura 35: Efeitos néo significativos na robustez da metodologia analitica por HPLC

para LIS, com condigbes cromatogréaficas randomizadas.

Proporcao Inicial de Metanol (% )(Q) 2304764

Tempo de Extracio (%)(Q) 2 005923

Fluxo (mL/min)(Q) 1,732221

(3)Tempo de Extracdo (%)(L) = 556842

(2)Fluxo (mL/min)(L) 40330935

{(1)Proporcéo Inicial de Metanal (%)(L) 0779056

Estimativa do Efeito Padronizado p=,05
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Tabela 30: Robustez da metodologia analitica por HPLC para LIS, com condi¢cGes

cromatograficas randomizadas.

Proporcao Inicial de Metanol Fluxo da Fase Tempo de Extracdo da  Teor
na Fase Movel* (%) Mével (mL min™) Amostra (min) (%)

48 0,9 30 100,32

48 11 30 99,80

50 1,0 30 101,96

52 1,0 25 99,84

50 1,0 30 100,77

50 0,9 35 99,89

52 1,0 35 100,14

50 1,1 35 99,87

50 11 25 100,55

50 0,9 30 99,72

50 0,9 25 100,39

48 1,0 35 100,12

52 1,1 30 100,66

48 1,0 25 100,03

50 1,0 30 100,66

*As proporcdes também foram ajustadas para cada ponto do gradiente.

A amostra ja diluida de LIS ndo apresenta estabilidade, com reducdo gradual
da area do pico cromatografico em analises sucessivas. Isto deve-se a interacdo da
molécula ao reagente, e é justificavel frente as condicbes ja previstas e
determinadas no desenvolvimento da metodologia (injecdo da amostra em 1 minuto

apos a diluicao).

6.6.3 Andlise da Estabilidade da Formulacéao

Transcorrido o prazo de seis meses em que as formulacdes estiveram sob as
condi¢cbes determinadas para este estudo, procedeu-se com a avaliagao do teor dos
ativos nelas contidos. Como demonstrado na Tabela 31, foi possivel constatar que
tanto o penciclovir quanto a lisina permaneceram estaveis. Além disso, nem a cor e

nem o odor das formula¢cdes mudaram ao longo desse periodo e possiveis produtos
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de degradacdo ndo foram encontrados, reafirmando a qualidade e a seguranca do

produto produzido.

Tabela 31: Analise do teor de PVC e LIS em formulagdes sujeitas a condi¢cdes de

estabilidade acelerada.

_ Teor PCV = DPR (%) Teor LIS £ DPR (%)
Condicoes
Més 0 Més 6 Més 0 Més 6
512°C
10024+ 055  9860+039 9976+037  97.91+101
(60 + 5% UR)
25+2°C 100244055  9853+050 99.76+037 98,69+ 0,94
(60 + 5% UR)
40 + 2°C

100,24 + 0,55 97,84 + 1,08 99,76 + 0,37 97,72+1,21

(75 + 5% UR)

*UR: Umidade Relativa; n=3.

6.7 Andlise da Permeacao dos Farmacos Presentes na Formulagédo

Neste ensaio de permeacdo de farmacos in vitro utilizou-se a pele do porco
por ser considerado o melhor modelo, principalmente por possuir caracteristicas
histologicas e fisiolégicas muito semelhantes a pele humana (PAGLIARA et al.,
1999).

Apenas a metodologia desenvolvida e validada para o PCV podde ser utilizada
neste teste, isto porque a metodologia da LIS teve a sua seletividade comprometida
em razdo do processo de derivatizacdo. Porém, a obtencdo dos resultados apenas
para o PCV j& auxiliaria na compreensdo da influéncia da presenca da LIS na
formulacdo, que deveria ser vista, principalmente, em funcdo de sua atividade
antiviral.

Os resultados do PCV no ensaio de permeacdo demonstraram baixa
capacidade de permear a estrutura cutanea, uma vez que em 24 horas a formulacao
PCV-LIS havia permeado apenas 1,88 + 0,21% [12,14 (ug cm?)™] e a formulacédo
PCV apenas 1,02 + 0,12% [6,82 (ug cm?)™*] em relacdo a quantidade depositada no
compartimento doador. A Tabela 32 demonstra os resultados que permitiram esta
avaliacdo. Eles expressam apenas a coleta de 24 horas, jA que as demais nao

apresentaram concentracao suficiente para serem quantificadas.
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Tabela 32: Resultados do PCV no ensaio de permeacgéo in vitro.

Formulacdo PCV-LIS

NUmero da Célula 1 2 3 Média
Concentracdo
_19 1,11 0,91 1,18
(Mg mL™)
PCV na amostra (g) 1,32 10° 1,06 1,35
PCV por area
P 15,81 8,14 12,46 12,14 (ug cm?)*
(ug cm?)™
Teor (%) 2,00 1,64 2,02 1,88 + 0,21%
Formulacdo PCV
NUmero da Célula 4 5 6 Média
Concentracao
. 0,55 0,63 0,70
(Mg mL™)
PCV na amostra (g) 7,05 10° 7,84° 9,08 10°®
PCV por area
P 6,24 6,00 8,24 6,82 (ug cm?)™*
(ug cm?) ™
Teor (%) 0,89 1,05 1,13 1,02 + 0,12%

As duas formulagdes, apesar de se apresentarem diferentes estatisticamente,
revelam baixo teor frente a permeabilidade, e este fato indica que a formulacéo
desenvolvida nessa pesquisa contempla a acdo proposta, uma terapia tépica de
baixa ou nenhuma absorcao sistémica.

Os dados do ensaio de Tape stripping revelaram maiores concentracdes de
PCV retidas no estrato corneo quando comparados com a permeacdo do ativo,
como pode ser obervado na Tabela 33. O Tape stripping da formulacdo PCV-LIS
demonstrou maior retencdo do que a formulacdo contendo apenas PCV. Esse
resultado ndo garante menor permeacdo da primeira férmula frente & segunda, ja
que o resultado encontrado no teste anterior seria contrario a esta constatacao,
porém, ele nos auxilia a entender alguns aspectos da formulacdo e coloca em
guestbes alguns fatores do ensaio, como 0 acumulo de creme no estrato cérneo em

relacdo a espessura de creme aplicado.



133

Tabela 33: Resultados do PCV no ensaio de Tape stripping.

Formulacdo PCV-LIS

NUmero da Célula 1 2 3 Média
Concentracdo
_19 55,50 50,66 4419
(Mg mL™)
PCV por area
P 66,65 38,78 40,77 48,73 (ug cm?)*
(ug cm?)™
% de PCV retido 6,27 5,82 5,04 571 +0,62%
Formulacdo PCV
NUumero da Célula 1 2 3 Média
Concentracdo
N 35,17 36,53 33,15
(Mg mL™)
PCV por area
P 31,11 27,96 3007 2971 (ug cm?)*
(ug cm?)™
% de PCV retido 3,47 3,76 3,22 3,49+ 0,27%

Atencdo especial deve ser dada aos resultados do PCV no ensaio de
retencdo cutanea, ja que neste teste avalia-se a quantidade de ativo no local em que
farmaco devera agir (derme e epiderme) (AKOMEAH et al., 2004). Observando a
Tabela 34 é possivel constatar que ambas as formulacdes apresentam maior
porcentagem de teor retido (4,47 £ 0,61% e 3,67 + 0,59%) quando se compara com
0s teores observados na permeacdo do farmaco em 24 horas de ensaio. Essa
informacgao sugere que a formulagdo desenvolvida tem a capacidade de alcangar o
seu local de acdo e que isto colabora com a sua eficacia clinica, além de certificar
mais uma vez a escolha dos excipientes que a integram.

Outro ponto importante a ser destacado € o fato de que as formulacdes
apresentaram 0 mesmo comportamento neste teste (sdo estatisticamente iguais), o
que leva a concluir, diante de bons resultados clinicos, que a LIS ndo tem acgéo
meramente farmacotécnica no creme, auxiliando na permeac¢do do penciclovir
apenas, mas que tem acgao antiviral e assim, atua como adjuvante ativo dessa

férmula inovadora.
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Tabela 34: Resultados do PCV no ensaio de retengcdo cutanea.

Formulacdo PCV-LIS

NUmero da Célula 1 2 3 Média
Concentracdo
N 4523 38.43 3417
(Mg mL™)
PCV por area
P 54,31 29,42 3153 38,42 (ug cm?)*
(ug cm?)™
% de PCV retido 511 441 3,90 447 +0,61%
Formulacdo PCV
NUumero da Célula 1 2 3 Média
Concentracdo
N 42,56 36,75 31,17
(Mg mL™)
PCV por area
P 37,65 28,13 2828 31,35 (ug cm))t
(ug cm?)™
% de PCV retido 4,20 3,78 3,03 3,67 +0,59%

Por ser um estudo que necessita na maioria das vezes, apenas de resultados
comparativos, os resultados da andlise da permeacdo dos farmacos presentes na
formulacdo colaboram muito com a elucidacdo de questdes inerentes a formula
(WESTER; MAIBACH, 1990).

6.8 Analise in vivo da Eficacia da Formulagdo em Modelo Animal

Através de ensaios de MTT, os compostos ndo demonstraram citotoxicidade
nas concentracdes que foram testadas in vivo.

A avaliacao da evolucao das lesdes presentes nos animais seguiram o escore
determinado por Cardozo et al. (2013). A Figura 36 é composta por imagens obtidas

durante o experimento relatado neste topico.
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Figura 36: LesOes oriundas da infeccdo por HSV-1 e suas representacdes conforme

0 escore determinado por Cardozo et al. (2013).

No segundo dia de tratamento um animal pertencente ao grupo tratado com a
formulagéo base (CV + formulacdo base) morreu. Ele tinha menor peso em relagéo
aos demais. Vale ressaltar que ndo houve modificacdo relevante no peso dos
animais entre o primeiro e o ultimo dia de experimentacao.

Os resultados encontrados nos 8 dias de tratamento evidenciaram que 0s
animais tratados com a formulacao idealizada neste trabalho (CV + Form. PCV-LIS)
tiveram menor evolugdo em suas lesdes frente aos demais tratamentos,
equiparando-se ao grupo controle negativo (Apenas escarificado) ja no terceiro dia
do tratamento (circulo vermelho na Figura 37). Essa evidéncia e as pontuadas

adiante podem ser melhor visualizadas na Figura 37, com o auxilio da Tabela 35.
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Figura 37: Analise das lesdes por dia de tratamento e por grupo tratado.
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Tabela 35: Avaliacéo estatistica (Tukey) da evolucdo das les6es nos grupos.

Grupos 2°dia 3°dia 4°dia 5°dia 6°dia 7°dia 8°dia
Apenas escarificado a a a a a a a
CVv b b b b b b b
CV + Form. Base b b b b b b b
CV + Form. PCV b b b c b a a
CV + Form. LIS a,b b b b b b b
CV + Form. PCV-LIS b a a a a a a

*Letras iguais correspondem a médias dos escores iguais.

O grupo tratado com a formulagéo contendo PCV (CV + Form. PCV), por sua
vez, equiparou-se ao grupo controle negativo apenas no sétimo dia (circulo
vermelho na Figura 37).

Os grupos citados nos dois paragrafos acima estdo em destaque (setas
vermelhas) na Figura 37 em razdo de declararmos, frente a esses resultados, que o
creme que contém os farmacos associados apresenta agdo 50% mais rapida
quando comparado com o creme constituido apenas do analogo de nucleosideo.

Essa importante constatacdo valida o0s ensaios in vitro, neste trabalho
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demonstrados, provando haver acao sinérgica do PCV e da LIS, e ainda converge
com o objetivo principal do estudo, que é o desenvolvimento de uma formulagéo que
os associe, de forma a trazer melhores resultados clinicos para pacientes com
lesGes oriundas do virus da herpes.

Como pode ser visualizado na Tabela 35, os animais tratados com a
formulagdo composta pela LIS, grupo CV + Form. LIS, demonstraram resultados
semelhantes ao do animal néo tratado (CV, controle positivo) ou tratado apenas com
a formulacdo base (CV + Form. Base). Os ensaios in vitro também realizados pelo
grupo de trabalho, apresentaram dados afins, uma vez que na triagem por MTT da
LIS sem associacdo ao PCV nao foi possivel obter o IC50. O ensaio in vitro
profilatico é que permitiu a obtencdo desta informacéo.

Sugere-se, a partir destas constatacdes, que o efeito sinérgico de PCV-LIS,
agora observado no grupo tratado com a formulacdo que contém os farmacos em
associacao, apresente acao direta do PCV na replicacao viral e indireta da LIS, no
antagonismo a arginina, aminoacido importante na replicagcdo viral. Outras acfes da
LIS, como a interferéncia na regulacdo da atividade bioquimica de proteinas
celulares, podem também apresentar interferéncia, porém eles ndo foram
investigados neste trabalho (LOBODA et al., 2019).

Como o tempo e o investimento para o desenvolvimento de novas moléculas
com acdao antiviral sdo demasiados, resultados como esses revelam a importancia
de formulacdes contendo produtos combinados e jA em uso, visto que o produto final
passa a ser aperfeicoado e a sua relacdo custo-beneficio torna-se otimizada
(KAVANAGH et al., 2018; NOSENGO, 2016).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos do esperado efeito sinérgico in vitro que o penciclovir e a lisina
desempenham sobre a inibicdo da atividade viral do HSV-1 apresentaram resultados
positivos que direcionaram a pesquisa para o desenvolvimento de uma formulagéo
gue os contenham em associacao.

Diante dos problemas que o penciclovir apresenta frente a sua
biodisponibilidade e avaliando as vantagens da terapia tdpica em relacdo a
administracdo oral desses farmacos € que o creme foi a férmula escolhida para
carrear esses agentes antivirais.

Escolher adequadamente os excipientes que fariam parte dessa formulagéo,
por meio da caracterizacdo do estado sélido da matéria-prima e do estudo de
compatibilidade, foi uma etapa importante no que se refere a qualidade do produto
final, tanto quanto a sua estabilidade, bem como para com a sua seguranca e
eficacia, consequentes a esse primeiro parametro.

Para confirmar quéo estavel é o produto formulado, além de ensaios ja
inerentes ao desenvolvimento da formulacdo, como perfil reolégico, pH,
espalhabilidade e analise microbiolégica, o estudo de estabilidade acelerado
possibilitou a comprovacao dessa questdo. Para que essa andlise pudesse ter sido
realizada, metodologias analiticas por HPLC foram desenvolvidas e validadas com
sucesso. Estas metodologias também auxiliaram na determinacdo da do penciclovir
in vitro, utilizando Célula de Franz, permitindo que fosse possivel prever que a
permeacdo do penciclovir € independente da presenca da lisina, realcando a sua
acdo antiviral junto dele, e ndo apenas farmacotécnica.

A experimentacdo em modelo animal, por fim, validou todos os demais
experimentos e convergiu com a ideia proposta nesta pesquisa, uma vez que 0O
creme que apresentava a associacdo entre os ativos revelou involuir a leséo
originada pelo HSV-1 em menor tempo do que as demais formulacdes testadas,
incluindo as que os apresentava de forma isolada, contribuindo com um tratamento
mais rapido bem como com a possibilidade profilatica.

A formulacéo idealizada e desenvolvida: um creme contendo penciclovir em
associacdo com a lisina € uma nova estratégia no tratamento das lesdes

ocasionadas pelo virus da herpes. Trata-se ainda de uma inovagao incremental com
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ensaios que embasam a sua inclusdo no mercado farmacéutico e a sua utilizacao
clinica.

Apostar na estratégia do refinamento de ativos ja conhecidos e utilizados, seja
em suas moléculas ou frente as formulacdes ja comercializadas, faz-se importante
em meio as dificuldades encontradas em relacdo ao investimento alto e ao tempo
acerca de todo o processo de descoberta frente a uma molécula inovadora.

Esse trabalho contribuiu e vem contribuindo com a formacéo cientifica e
académica de alunos de graduacdo e também de pods-graduacdo por meio da
execucao pratica das técnicas/procedimentos e estudos de fundamentacéo tedrica.

A patente referente a formulacdo desenvolvida foi depositada e apresenta o
seguinte Numero do Processo: BR 10 2020 014414 6 (ANEXO 2). Um artigo
referente ao estudo de compatibilidade entre farmacos e excipientes entitulado:
“Solid-State Characterization and Compatibility Studies of Penciclovir, Lysine
Hydrochloride, and Pharmaceutical Excipients”, foi publicado na revista Materials
(ANEXO 3).

As perspectivas diante do trabalho exposto concentram-se na publicacédo de
mais um artigo na International Journal of Pharmaceutics, e também no aceite da
patente depositada, a fim de que possa haver insercdo desta inovagdo no mercado

farmacéutico.
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8 SINTESE DE DERIVADO DE FULERENO COM ATIVIDADE ANTIVIRAL

Diante da pesquisa em relacdo a agentes antivirais, classicos ou néo, a
atividade antiviral do fulereno (Ceo), um dos importantes al6tropos do carbono,
desperta interesse.

Diversos autores destacam a atividade anti-HSV de compostos a base de
fulereno, inclusive conjugados a aminoacidos. Alguns deles trabalham ainda na
melhoria de alguns parametros, como de sua solubilidade, para que essa acédo
possa ser eficiente (FEDOROVA et al., 2012; LIALINA; NOSIK; KONDRASHINA,
2016; ZARUBAEV et al., 2010).

Nosso grupo de pesquisa idealizou entdo, a sintese de um composto
conjugando fulereno, aciclovir e glicina. Para tanto, buscamos colaboragdo com
outro grupo de pesquisa, ha Univesidade Federal de Santa Maria (UFSM).

A principio, planejamos iniciar a sintese protegendo o grupamento amina do
aminoacido com o grupo protetor Boc. Uma vez protegido, o conjugado passaria por
uma reacdo para que o aciclovir pudesse ser incorporado. Com aciclovir associado a
glicina, iniciariamos a reacdo de conjugacdo deles ao fulereno. E entdo, um
processo marcaria o desprotegimento do grupamento inicial. A Figura 38
esquematiza os passos planejados para a sintese do composto, que caso tivesse
sido alcancado, teria a sua atividade antiviral in vitro avaliada.

Cada reacao, evidenciando o produto final, exige tempo, inUmeros reagentes
e instrumentacdo adequada. Infelizmente, ndo havia disponibilidade de maior
permanéncia na localidade, nem instrumentacdo e reagentes para que a
continuidade fosse dada na UNICENTRO. O grupo colaborador comprometeu-se

com a sequéncia de novos testes, mas ndo houve éxito nessa colaboracgéo.
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Figura 38: Etapas na sintese do composto que conjuga fulereno, aciclovir e lisina.
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Abstract: The physical and chemical characterization of the solid-state properties of drugs and
exclplents ks fundamental for planning new formulations and developing new strategies for the
treatment of diseases. Techniques such as differential scanning calorimetry, thermogravimetry,
X-ray powder diffeaction, Foarier trarsform infraned spectroscopry, and ing, electron microscopy
are among the mest commanly wsed techniques for these purposes.  Penciclovir and lysine are
individually used to treat the herpes virus. As such, the development of a formulation containing
both drugs may have therapoutic potential. Solid-state characterization showed that both pendiclovie
and lysine were crystalline materials with melting points at 27827 “C and 260.91 °C, respectively.
Compatibility studies of pencdovir and lysine indicated & possible interaction between these
substances, as evidenced by a single mefting point at 253.10 “C. The compatibility of several
excipients, including ethylenadiaminetetrascetic acid, cetostearyl alcobol, sodum bury| sulphate,
di-tert-butyl methyl phenod, liquid petrolatum, methy ipacabon, nonionic wax, paraifin, propy lene
#lycol, and propylparaben, was evaluated in termary (penciclovie lysine exciplent) miares (1.1,
wfayiw) bo determine the optimal formulation. The developed formulation was stable under acceherated
and ambient conditions, which demonstratod that the inheraction between penciclovie and lysine was
suitable for the developenent of a formulation containing both drugs.

Keywords: penciclovir; lysine; compatibility; characterization; excipients; differential scanning
aalorimetry; thermogravimetry
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