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FILMES MULTICAMADAS DE LIBERACAO CONTROLADA DE
SUBSTANCIAS VOLATEIS ADSORVIDAS EM UM SUPORTE SOLIDO E USO

A presente invengdo descreve dispositivos mono e/ou multicamadas de
liberagédo controlada de substancias liquidas volateis e sua obtencéo. Os filmes
multicamadas sdo constituidos por uma ou mais camadas de polimero natural e
biodegradavel e uma camada contendo o polimero e a substancia liquida volatil
adsorvida em um suporte solido. Os filmes foram testados e apresentaram atividade
antileishmanial.

Existe uma tendéncia atual em se adotar a administragcédo de medicamentos
segundo as técnicas de liberagao controIaQa de farmacos. Esses sistemas podem
permitir uma liberagdo continua, constaﬁte e prolongada do principio ativo,
mantendo um nivel constante no organismo do paciente, evitando assim efeitos
colaterais provocados por superdosagem, que podem ocorrer na administragdo
convencional.

A liberagcao de farmacos no local de agéo utilizando dispositivos de liberagédo
adequados apresenta vantagem sobre o sistema convencional de liberagdo de
farmacos (por via oral). Nos ultimos anos tem sido demonstrado que a liberagdo de
farmacos, no local de agéo, incrementa a eficiéncia do tratamento, bem como
diminui a toxicidade na utilizagdo de farmacos antineoplasicos, por exemplo. Uma

das formas de liberagao controlada de farmacos no local de agéo € através do uso

de sistemas matriciais.

Sistemas matriciais sdo sistemas elaborados com o intuito de prolongar a
liberagdo de um farmaco, dissolvido ou disperso em um suporte resistente a
degradagdo. Sao considerados dispositivos monoliticos, nos quais o farmaco é
disperso em uma matriz polimérica e sua liberagéb & controlada por difuséo a partir
dessa matriz (PRISTA, L.N.; ALVES, AC,; MORGADO, R.M.R. Técnica
farmacéutica e farmacia galénica. 3.ed., Lisboa: Fundagédo Calouste Gulbenkian,
1990. v.3.).

Em contato com um meio aquoso, uma matriz polimérica hidrofilica
gradualmente comega a hidratar-se da periferia em diregéo ao centro, formando uma
massa gelatinosa intumescida, a qual controla a difusdo de moléculas do farmaco,
através do material polimérico, em dire¢cdo ao sistema aquoso. A liberagcdo do
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principio ativo depende do seu poder de difusdo através da rede formada pelo gel,
da capacidade de erosdo da matriz ou da combinagdo de ambos 0s processos.
Farmacos soliveis sdo liberados por difusdo através da parede gelatinosa e,
também, pela exposicdo do conteido devido a erosdo. Farmacos insolliveis sdo
liberados exclusivamente pela exposigéo do contelido devido a eroséo do sistema
matricial (CAVALCANTI, O.A. Sistemas de liberagdo modificada de farmacos.
Moddulo de farmacotécnica da pés-graduagédo em ciéncias farmacéuticas. UNIVALI.
Fev. 2001).

O uso de materiais poliméricos para a liberagdo de farmacos é relatado
extensamente na literatura. Os polimeros naturais possuem vantagens sobre os
sintéticos por apresentarem, em alguns casos, compatibilidade bioldgica,
biodegradabilidade e baixa imunogenicidade. Além disso, no campo cirlrgico de
dispositivos implantaveis, os polimeros naturais e biodegradaveis ndo necessitam
serem retirados por intermédio de processo cirtrgico, ao contrario dos sintéticos nao
biodegradaveis.

Dispositivos de liberagdo de droga com polimeros também sao utilizados
como implantes rigidos. Esta forma farmacéutica prejudica a adaptagdo do
dispositivo as diferentes formas das cavidades corpéreas onde o implante é
administrado. Assim, a elaboragdo destes dispositivos na forma de filmes

poliméricos tem sido utilizada para liberagdo de farmacos por ter uma maior

- maleabilidade e permitir melhor adaptagao aos locais de administragéo.

Polimeros biodegradaveis tém sido explorados como um biomaterial na area
de sistema de liberagéo de farmacos. A pesquisa por biomateriais ideais, ainda esta
em curso, para administragdo de farmacos, os quais tém suas propriedades de
dispositivos ditadas, por exemplo, pela biocompatibilidade, biodegradabilidade,
propriedades fisico-quimicas, n&o toxicidade e outras (LUDWIG, A., 2005. The use
of mucoadhesive polymers in ocular drug delivery. Adv.Drug. Deliv. Rev., 57, 1595-
1639; FELT, O.; FURRER, P.; MAYER, J. M.; PLAZONNET, B.; BURI, P.; GURNY,
R. 1999. Topical use of chitosan in ophthalmology: tolerance assessment and
evalygtion of precorneal retention. Int. J. Pharm., 180, 185-193).

Filmes que apresentam polimeros naturais em sua composicdo tém sido
descritos na literatura, incluindo misturas poliméricas com sistema sélido e de filmes
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cuja matriz € composta do polimero e material lipidico. Entretanto, estes filmes
apresentam diferengas em suas composi¢des, nos tempos de liberagéo da droga e
no fato de promoverem reagdes secundarias provenientes dos materiais lipidicos,
como a oxidag&o. Além disso, tem se abordado pouco sobre a utilizagéo de filmes
duplos (ou em dupla camada). Em especial, p6s dos filmes apresentam dificuldade
de se fixarem no local de aplicagéo e, também, em reterem a droga em seu interior
para que uma liberagdo controlada e prolongada do farmaco ocorra.
Conseqlientemente, alternativas os sistemas poliméricos em forma de fiimes para
liberagédo controlada e prolongada de droga foram investigadas. Os sistemas da
liberagdo da droga, incluindo materiais baseados em 6leo e dispositivos ceramicos
s&o conhecidos no dominio da arte.

Dentre os polimeros naturais biodegradaveis o quitosana € um polimero
bastante visado pelos pesquisadores nos mais diferentes campos de atuagéo.
Exemplos da versatilidade desse material podem ser vistos desde sua aplicagdo em
sistemas de embalagem de frutas e comidas em geral, passando por seu emprego
em tratamento de agua e residuos industriais, até a utilizagdo na area médica, onde
tanto as fibras quanto os sistemas matriciais desse polimero tém atraido interesse.

O quitosana € um polimero natural facilmente derivado da quitina por um
processo de N-desacetilagdo. A quitina € largamente encontrada na natureza como

0 maior componente da parede celular de varios fungos e carapacas de insetos e

~ crustaceos. Nas Ultimas duas décadas, o quitosana tem sido relatado na literatura

como um polimero promissor devido as suas propriedades de biodegradabilidade,
baixa imunogenicidade e disponibilidade abundante. _

Em outro aspecto o quitosana tem sido usado em uma grande variedade de
aplicagbes biomédicas (FELT, O.; FURRER, P.; MAYER, J. M.; PLAZONNET, B
BURI, P.; GURNY, R. 1999. Topical use of chitosan in ophthalmology: tolerance
assessment and evaluation of precorneal retention. Int. J. Pharm., 180, 185-193.).
Diversos carreadores derivados de quitosana tém sido desenvolvidos como sistemas
de liberagdo de farmacos, entretanto, as aplicagbes clinicas permanecem sob
invesfigagéo (FELT, O.; FURRER, P.; MAYER, J. M.; PLAZONNET, B.; BURI, P,
GURNY, R. 1999. Topical use of chitosan in ophthalmology: tolerance assessment
and evaluation of precorneal retention. Int. J. Pharm., 180, 185-193-.). |
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Por outro lado, insergdes erodiveis e ndo erodiveis sdo sistemas mais ldgicos
de liberagdo de farmacos de forma prolongada na cavidade frontal do olho.
(LUDWIG, A., 2005. The use of mucoadhesive polymers in ocular drug delivery.
Adv.Drug. Deliv. Rev., 57, 15695-1639.). Esses sistemas sustentam e controlam a
liberagdo do farmaco, evitando assim o efeito “burst’, caracterizado por uma
overdose ftransitéria, depois por um periodo relativamente curto de dosagem
aceitavel, o qual é seguido por outro periodo prolongado de subdosagem (LUDWIG,
A., 2005. The use of mucoadhesive polymers in ocular drug delivery. Adv.Drug.
Deliv. Rev., 57, 1595-1639.). Assim, se um carreador de quitosana contendo
farmaco puder ser aplicado sobre o foco de uma doenga, os farmacos poderéo ser
liberados gradualmente e melhorar a eficacia terapéutica (FELT, O.; FURRER, P;
MAYER, J. M.; PLAZONNET, B.; BURI, P.; GURNY, R. 1999. Topical use of chitosan
in ophthalmology: tolerance assessment and evaluation of precorneal retention. Int.
J. Pharm., 180, 185-193-.; SARASAM, A.; MADIHALLY, S. V. 2005. Characterization
of chitosan—polycaprolactone blends for tissue engineering applications.
Biomaterials, 26, 5500-5508; LANG, J. C.1995. Ocular drug delivery conventional
ocular formulations. Adv.Drug. Deliv. Rev., 16, 39-43).

A fim de se obter melhor atividade do farmaco por via tépica em doengas,
sem efeitos colaterais induzidos por materiais biomédicos, a qualidade e a forma do
material devem ser avaliadas (CALVO, P.; REMUNAN-LOPES, C.; VILLA-JATO, J.

- L.; ALONSO, M. J. 1997. Chitosan and chitosan ethylene oxide propylene oxide

block copolymer nanoparticles as novel carriers for proteins and vaccines. Pharm.
Res., 14, 1431-1436). _

Atualmente, encontram-se disponiveis documentos de patentes relacionados
a dispositivos utilizando filmes poliméricos, inclusive de quitosana e seus derivados,
para administragdo de farmacos. Os documentos mais significativos sé&o
relacionados abaixo.

A patente US5300494 intitulada “Delivery systems for quaternary and related
compounds” descreve a confecgdo de dispositivos para a liberagdo de farmacos,
possyindo matriz polimérica constituida de derivados do quitosana e n&o do
polimero natural, o que aumenta o numero de etapas de obtengdo do dispositivo,
onerando o processo. Alem disso, € proposta a aplicagéo do sistema na forma de
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solugdo, para que seja formado um filme sobre a area aplicada apds a secagem, de
forma que a liberagdo do ativo ndo esta condicionada ao sistema polimerico,
fazendo com que a droga esteja disponivel imediatamente apds aplicagéo.

A patente US20050196351A1 (“Film compositions”) descreve a confecgéo de
filmes poliméricos cuja composicdo € uma mistura de polimeros, apresentando um
processo de obtengdo bastante distinto do apresentado no relatério descritivo no
presente pedido de patente. Outro fator importante a ser considerado é o tempo de
liberagdo da droga, que é curto comparado a outros dispositivos de liberacéo
prolongada (até 12 horas).

A patente US20070042045A1 (“Multilayer dosage form comprising a matrix
that influences release of a modulatory substance”) descreve a confecgéo de filmes
multicamadas para liberagdo de farmacos, utilizando polimeros derivados do acido
acrilico em uma camada, seguida de camadas do mesmo polimero ou de
composi¢cdo diferente. As camadas constituintes do sistema s&o obtidas por
compresséao.

O documento de patente US20080026040A1 (“Active agent-releasing dosage
forms”) descreve a produgao de filmes poliméricos por processo no qual utiliza-se
um sistema de jateamento (“Ink Jet”) da solugéo polimérica, bem como da solugéo
com o farmaco. Utilizam-se solventes organicos na obtengdo do sistema e selagem

térmica do material polimérico. Os polimeros utilizados s&o de composigéo variada.

~ Além disso, o documento americano de patente n&o relata de forma clara o

prolongamento da liberagéo do farmaco.

A patente WO2005089825A2 (“Medical articles having regions with
polyelectrolyte multilayer coatings for regulating drug release”) descreve dispositivos
de liberagéo de farmacos empregando arcabougo cerdmico. A desvantagem deste
método esta nos constituintes e fungéo dos mesmos no dispositivo, especialmente a
néo biodegradabilidade de toda a preparacéo.

A patente WO02006102965A1 (“Multiparticulate pharmaceutical form
comprising pellets with a matrix which influences the delivery of a modulatory
substgnce”) descreve a produgéo de “pellets” utilizando solugdes poliméricas. Trata-
se de sistema rigido que ndo se adapta as mais diferentes cavidades corpoéreas.
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Considerando os relatos dos documentos de patentes anteriormente
descritos, € notdrio ressaltar que até o momento a literatura ndo descreve um
sistema biodegradavel na forma de filme em mono ou multicamadas de quitosana

que permita uma forma de administragédo prolongada de farmacos volateis.

Descricao Detalhada das Figuras

Figura 1: Resultado da hidratagcdo das formulagbes preparadas em solugéo de acido
aceético 1,5%.

Figura 1: Resultado da hidratagdo das formulagdes preparadas em solugéo de acido
aceético 50%.

Figura 3: Perfil de liberagéo prolongada do filme TN 1,5%.

Figura 4: Perfil de liberagéo prolongada do filme TN 50%.

Figura 5: Perfil de liberagéo prolongada do filme TAN 10 mg 1,5%.

Figura 6: Perfil de liberagéo prolongada do filme TAN 10 mg 50.

Figura 7: Perfil de liberagéo prolongada do filme TAN 20 mg 1,5.

Figura 8: Perfil de liberagéo prolongada do filme TAN 20 mg 50. v

Figura 9: Quantidade do nerolidol fixada nas formulagdes em porcentagem (%).
Figura 10: Micrografia eletrénica de varredura (MEV) das fraturas dos filmes (a) MN
50%; (b) BN 50%,; (c) TA 10 50%, (d) TAN 10 50% (e) TA 20 50%; (f) TAN 20 50%.
Aumento de 500x. | |

Figura 11: Resultado da atividade antileishmanial das formulagées sem o nerolidol.

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO

A presente invencdo descreve dispositivos mono efou multicamadas de
liberag&o controlada de substancias liquidas volateis e sua obtengdo. Os filmes
multicamadas s&o constituidos por uma ou mais camadas de polimero natural e
biodegradavel e uma camada contendo o polimero e a substancia liquida volatil
adsorvida em um suporte sélido. Os filmes foram testados e apresentaram atividade
antileishmanial.

A invengéo aqui descrita utiliza o quitosana como Unico polimero constituinte
das Gamadas. O fato de se ter um Unico polimero leva a um processo de obtengéo

mais econdmico de fabricagdo. Descreve-se um sistema obtido através de um
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processo de dissolugédo/evaporagao. Além disso, trata-se de um sistema que permite
a adaptagao do dispositivo as cavidades corpéreas, por se tratar de um filme.

Nos filmes desenvolvidos a liberagdo do farmaco ocorreu gradativamente
durante aproximadamente 4 semanas. Assim, € possivel veicular uma pequena
quantidade de farmaco volatil por um longo periodo de tempo, evitando as
constantes readministragées (doses de manutengéo do farmaco).

O presente dispositivo tornou o tempo de liberagéo dos farmacos mais longo
do que as formas de dosagem convencionais, pois permitiu uma maior inclusdo de
agua (capacidade de hidratacéo dos filmes) através da formacéo de ligagcées de
hidrogénio entre a agua e o polimero. Estas interages “extras” provenientes das
moléculas de &gua funcionam como uma..cola, unindo as camadas do polimero,
dificultando assim, o processo de difusdo do farmaco. (MUCHA, M.; PAWLAK, A.
2005. Thermal analysis of chitosan and its blends. Thermochim. Acta, 427, 69-76;
RODRIGUES, L. B.; LEITE, H. F.; YOSHIDA, M. I.; SALIBA, J. B.; CUNHA JUNIOR,
A. S.; FARACO, A. A. G. In vitro release and characterization of chitosan films as
dexamethasone, Int. J. Pharm., v. 368, p. 1-6, 2009). A incorporagdo de uma
segunda camada de filme de quitosana modifica, significativamente, o perfil de
liberag&o do farmaco agindo como se fosse um sistema matricial em que o farmaco
é liberado pela camada impregnada pela droga e a camada de polimero apresente a
funcéo de dificultar a saida da substancia ativa, levando assim ao maior tempo de

_ liberagéo descrito (RODRIGUES, L. B.; LEITE, H. F.; YOSHIDA, M. |.; SALIBA, J. B.;

CUNHA JUNIOR, A. S.; FARACO A. A. G. In vitro release and characterization of
chitosan films as dexamethasone, Int. J. Pharm., v. 368, p. 1-6, 2009).

A incorporagéo de uma terceira camada prolonga ainda mais esse perfil de
liberagéo, uma vez que é introduzida mais uma barreira a liberagdo do principio
ativo. O suporte sélido em que a substancia volatil é adsorvida antes de ser
incorporada a matriz polimérica contribui para a fixagdo das substancias volateis na
formulagéo e para um perfil de liberagéo mais prolongado. Além disso, a adi¢do de
camadas, bem como a utilizagdo do suporte sélido atuam como fixadores das
subst@ncias volateis na formulagéo, impedindo sua volatilizagdo e consequente
perda. Esse fato, em termos industriais, € de imensa importancia, uma vez que ha
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uma grande economia do principio ativo. Por isso, os filmes preparados sé&o
carreadores potenciais para liberagdo de farmacos volateis durante semanas.

A presente invengéao é descrita pelos seguintes exemplos, ndo limitantes:
Exemplo 1 - Preparacao dos filmes de quitosana

Foram desenvolvidos filmes na matriz polimérica quitosana, em acido acético,
com e sem o nerolidol adsorvidos em um suporte sélido (amido/talco). O grau de

desacetilagéo da quitosana utilizada foi de cerca de 85%.

Método para a preparagéo dos filmes de quitosana com e sem o nerolidol

Os filmes foram preparados pela téchica de “solvent casting” (REDESHI, M.
C. M. Preparagéo e caracterizagéo de filmes a base de xiloglucana extraida de
sementes de Hymenaea courbaril (jatoba). 2006. 95f. Dissertagéo para obtengéo do
grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
— Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho". Araraquara, 2008). Foi
utilizada como matriz polimérica 5 mL de uma solugéo de quitosana a 2%, em &cido
acético 1,5% a 50%, que corresponde a uma massa de 100 mg de quitosana.
Variou-se a quantidade de suporte sélido utilizado (0,10 a 20 mg). O suporte sdlido
foi selecionado do grupo compreendendo amido e talco. Nos'fivlmes que possuiam o

nerolidol, foram adicionados 30 pL (m = 26,25 mg) do nerolidol com grau de pureza

- de 98%.

Inicialmente, preparou-se uma solugéo de acido acético em agua destilada na
concentragéo de 1,5% a 25% v/v. A seguir, pesou-se 2,0 g de quitosana. A solugéo
acida foi vertida gradualmente sobre a quitosana e o sistema foi mantido sob
agitacdo magnética e a temperatura ambiente, por cerca de 24 horas até completa
dissolugao do polimero.

Em recipiente adequado adicionou-se 30 pL (massa = 26,25 mg) do nerolidol
com grau de pureza de 98%, seguido da adicdo de 0,10 a 20 mg de amido ou talco
e homogeneizou-se. A seguir, adicionou-se 5 mL da solugdo de quitosana e
homd%geneizou-se, a fim de dispersar a mistura.O solvente foi evaporado a

temperatura ambiente até a produgdo de uma fina pelicula de filme.
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Os filmes bicamadas foram obtidos, partindo-se do filme monocamada, por
meio da adigdo de uma segunda camada da dispersdo de quitosana em acido
acético entre 1,56% a 50% sobre a pelicula anteriormente formada , seguida do
mesmo processo de secagem que foi realizado para o filme monocamada.

Os filmes tricamadas foram obtidos através da adicdo de uma primeira
camada utilizando 5 mL da dispersdo de quitosana, em acido acético entre 1,5% a
50% cujo o solvente foi evaporado a temperatura ambiente até a produgéo de uma
fina pelicula de filme. A seguir, foi adicionada a camada carreadora, preparada a
parte da forma citada anteriormente, que continha o nerolidol e o excipiente em
diferentes proporgées. No préximo passo, adicionou-se mais uma camada de
quitosana, uso de 5 mL da dispersdo, em.acido acético entre 1,5% a 50% cujo o
solvente foi evaporado a temperatura ambiente até a produgdo de uma fina pelicula
de filme. '

Os filmes brancos foram preparados da mesma forma descrita acima, porém
sem a adigéo do nerolidol.

Foram utilizadas as seguintes siglas para denominar as formulagées
desenvolvidas: ‘

e MN 1,5% - Filme monocamada nerolidol produzido com solugéo de acido
acético 1,5%. ' '
o MN 50% - Fiime monocamada nerolidol produzido com solugdo de acido

acético 50%. .

o BN 1,5% - Filme bicamada nerolidol p‘roduzido com solugéo de acido acético

1,5%. .

e BN 50% - Filme bicamada nerolidol produzido com solugéo de acido acético

50%.

e TN 1,5% - Filme tricamada nerolidol produzido com solugéo de acido acético

1,5%.

e TN 50% - Filme tricamada nerolidol produzido com solugéo de acido acético

50%.

o4 MAN 10 1,5% - Filme monocamada amido nerolidol produzido com solugéo
de acido acético 1,5% e 10 mg de amido.
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MAN 10 50% - Filme monocamada amido nerolidol produzido com solugéo de
acido acético 50% e 10 mg de amido.

MAN 20 1,5% - Filme monocamada amido nerolidol produzido com solugdo
de acido acético 1,5% e 20 mg de amido.

MAN 20 50% - Filme monocamada amido nerolidol produzido com solugéo de
acido acético 50% e 20 mg de amido.

MTN 10 1,5% - Filme monocamada amido nerolidol produzido com solugéo de
acido acético 1,5% e 10 mg de talco.

MTN 10 50% - Filme monocamada amido nerolido!l produzido com solugdo de
acido acético 50% e 10 mg de talco.

MTN 20 1,5% - Filme monocamada amido nerolidol produzido com solugéo de
acido acetico 1,5% e 20 mg de talco.

MTN 20 50% - Filme monocamada amido nerolidol produzido com solugéo de
acido acético 50% e 20 mg de talco.

BAN 10 1,5% - Filme bicamada amido nerolidol produzido com solugédo de
acido acético 1,5% e 10 mg de amido.

BAN 10 50% - Filme bicamada amido nerolidol produzido com solugdo de
acido acetico 50% e 10 mg de amido. |

BAN 20 1,5% - Filme bicamada amido nerolidol produzido com solugéo de
acido aceético 1,5% e 20 mg de amido.

BAN 20 50% - Filme bicamada amido nerolidol produzido com solugéo de
acido acético 50% e 20 mg de amido.

BTN 10 1,5% - Filme bicamada amido nerolidol produzido com solugdo de
acido acético 1,5% e 10 mg de talco.

BTN 10 50% - Filme bicamada amido nerolidol produzido com solugédo de
acido acético 50% e 10 mg de talco. ‘

BTN 20 1,5% - Filme bicamada amido nerolidol produzido com solugdo de
acido acético 1,5% e 20 mg de talco.

BTN 20 50% - Filme bicamada amido nerolidol produzido com solugdo de
acido acético 50% e 20 mg de talco.

TAN 10 1,5% - Filme tricamada amido nerolidol produzido com solucédo de
acido aceético 1,5% e 10 mg de amido.
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e TAN 10 50% - Filme tricamada amido nerolidol produzido com solugéo de
acido acético 50% e 10 mg de amido.

e TAN 20 1,5% - Filme tricamada amido nerolidol produzido com solug¢édo de
acido acético 1,5% e 20 mg de amido.

e TAN 20 50% - Filme tricamada amido nerolidol produzido com solugéo de
acido acético 50% e 20 mg de amido.

e TTN 10 1,5% - Filme tricamada amido nerolidol produzido com solugéo de
acido acético 1,5% e 10 mg de talco.

e TTN 10 50% - Filme tricamada amido nerolidol produzido com solugdo de
acido acético 50% e 10 mg de talco.

o TTN 20 1,5% - Filme tricamada amido nerolidol produzido com solugcédo de
acido aceético 1,5% e 20 mg de talco. |

e TTN 20 50% - Filme tricamada amido nerolidol produzido com solugéo de

acido acético 50% e 20 mg de talco.

Exemplo 2 - Estudos de hidratagao dos filmes

As propriedades de absorcédo de agua dos filmes foram avaliadas pela
determinagcdo da porcentagem de hidratagdo. Este teste & importante para
caracterizar o sistema como hidrofilico e, também, para verificar a capacidade de
absor¢éo de agua pelo dispositivo. Quanto maior a capacidade de absorgéo, maior
sera o tamanho do sistema apds a aplicagéo no local de agédo podendo com isso
inviabilizar sua aplicagéo. A capacidade de hidratagéo de formulagdes de filmes de
quitosana foram determinadas pela pesagem do filme antes e depois da adi¢édo de
solugéo tampéo fosfato pH 7,4. Os filmes foram cortados em circunferéncias de
aproximadamente 5 mm de didmetro, pesados e colocados em solugéo tampé&o por
periodos de tempo pré-determinados (5, 10, 20, 40, 60 e 90 min) como descrito por
Oner e colaboradores (Oner, L.; Eroglu, H.; Sargon, M. F.; 2007. Chitosan
formulations for steroid delivery: Effect of formulation variables on in vitro
chargcteristics. Drug. Dev. Ind. Pharm., 33, 265-271). Apos a imers&o, os filmes

foram retirados do meio e pesados apds a remoc¢éo do excesso de agua superficial
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utilizando papel de filtro. As porcentagens de hidratagdo foram calculadas. O
experimento foi realizado em ftriplicata.

Os filmes produzidos foram hidratados rapidamente, atingindo até 380% de
hidratagcdo apds poucos minutos. A maxima hidratagdo proporcional foi obtida com
formulagées contendo trés camadas de quitosana. Os efeitos do nerolidol adsorvidos
no amido/talco s obre o inchago dos filmes de quitosa na sdo apresentados nas
Figuras 1 e 2. A adigdo de farmaco insolavel em agua aumentou a captagédo da
mesma. Pode-se inferir que este fato & devido a existéncia de particulas
micronizadas insollveis entre as cadeias de polimero, permitindo cada uma destas
Ultimas a hidratar-se livremente. Essas areas podem aumentar a resisténcia das
camadas inchadas seguido por um evidente aumento da quantidade de agua
conforme ja relatado na literatura [PANAMSUK, S. P.; HATANAKA, T.; AIBA, T.;
KATAYAMA;. KOIZUMI, T. 1996. A study of the hydrophilic cellulose matrix: effect of
drugs on the swelling properties. Chem. Pharm. Bull., 44, 1039-1042]. A adicdo do
nerolidol adsorvidos no suporte sélido aumentou a molhabilidade superficial e,
consequentemente, a pe netragdo no interior da matriz. Formulagdes com maior
quantidade de camadas adicionadas e do suporte amido apresentaram maior
absor¢gdo de agua. O total do perfil parar taxas de absorgdo de agua foi
proporcionalmente semelhante para os todos os tipos de filmes. Durante a
realizagéo do teste a integridade dos filmes testados nado foi comprometida, néo

~ sendo evidenciada a separagdo das camadas.

Exemplo 3 - Liberagao do farmaco in vitro

Os filmes carregados com o nerolidol, com area exposta constante, foram
embebidos em um volume adequado em frascos de vidro, como especificado
adiante, em um agitador de laboratério horizontal, com cinco replicatas. Estes
frascos de vidro foram incubados a 37 + 0,5 °C, sob agitagdo de 50 rpm. Nos
intervalos de tempo adequados toda solugédo foi retirada do frasco de vidro e a
quantidade do nerolidol liberada a partir dos filmes carregados foi avaliada pelo
métolio desenvolvido por Ribeiro e colaboradores (RIBEIRO, T. G.; FARACO, A. A.
G.; CASTILHO, R. O. Desenvolvimento e validagcdo de método analitico
espectrométrico para quantificacdo de nerolidol em um dispositivo polimérico de
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liberagdo prolongada. Quim. Nova, 2010 (artigo submetido para publicagdo). Em
seguida, um volume igual da mesma solugdo foi adicionado a fim de manter um
volume constante. A solugdo utlizada para estudos de liberagdo controlada foram
solugdes tipicas com pH 7,4 (10mM NaH;PO4/Na;HPO, - solugdo tampéo).

Os filmes de quitosana produziram liberagéo sustentada nas formulagées de
mono e multicamadas. A taxa de liberagao dos filmes com tricamadas de quitosana-
substancia volatil e 20 mg do suporte sélido foi a mais prolongada, conforme pode

ser visualizado nas figuras 3 a 8.
Exemplo 4 — Doseamento do principio ativo fixado na formulagéo

Para se dosear o total do nerolidol quie cada formulagao foi capaz de fixar, os
filmes recém preparados foram cortados em circunferéncias de aproximadamente 5
mm de didmetros, umidificados individualmente com 10 pL de solugdo tampéo,
adicionados 3 mL do reagente preparado com acido sulfurico e vanilina, em um vidro
de penicilina e, posteriormente, adicionados 3,0 mL de solugdo tampao PBS pH 7,4.
A seguir, foram agitados e submetidos a aquecimento a 50° C por 10 min em banho
maria. Realizaram-se imediatamente, entdo, as medidas de absorgdo no
espectrofotdbmetro de absorgado na regido do visivel em A 542 nm (RIBEIRO, T. G,;
FARACO, A. A. G.; CASTILHO, R. O. Desenvolvirﬁento e validagéo de meétodo

analitico espectromético para quantificagao de nerolidol em um dispositivo polimérico

- de liberagéo prolongada. Quim. Nova, 2010 (artigo submetido para publicagao)). O

branco se constituiu do filme preparado da mesma forma, porém sem o farmaco e foi
utilizado para zerar o aparelho. Esse procedimento foi feito em quintuplicata.

Os filmes de quitosana produzidos foram capazes de fixar o principio ativo
volatil em diferentes propor¢cées o que pode ser visualizado nas Figuras 9 e 10. A
fixagéo do principio ativo volatil foi maior nos filmes com tricamada de quitosana-

substancia volatil e 20 mg do suporte sélido.

Exemplo 5 - Caracterizagdo dos filmes por microscopia eletronica de

varrédura
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Os filmes carregados com o 6leo essencial ou com o nerolidol foram
adequadamente cortados em partes de 1 cm? de area. Foi feito uma fratura com
nitrogénio liquido para visualizagao da lateral do filme. Os filmes foram colados com
fita duplaface de carbono em suporte adequado e colocados no aparelho de
microscopia eletrénica para varredura de sua superficie. Os resultados obtidos sdo
apresentados na Figura 11.

De acordo com as imagens obtidas, tudo indica que a adi¢cdo de camadas de
matriz polimérica de quitosana com o intuito de diminuir a perda do nerolidol foi
eficaz. A adigdo do amido na matriz polimérica de quitosana pode ser bem
visualizada por uma regido mais clara, estriada, na segunda camada dos filmes
tricamadas TA (tricamada- amido 10mg) e.TA 20 (tricamada-amido 20mg) (Figura
11, a e c). A medida que se aumentou a porcentagem do excipiente, percebeu-se
nas imagens obtidas uma diminuigéo na quantidade de orificios, o que significa que
provavelmente o nerolidol estda mais adsorvido ao excipiente e ocupando menos

espagos sem estar adsorvido, o que diminui a probabilidade de sua volatilizagao.
Exemplo 6 — Teste de atividade antileishmanial

Parasitas , |
Leishmania amazonensis (IFLA/BR/1967/PH-8) foram utilizadas neste teste.
Os parasitas cresceram a 24°C no meio de cultura Schneider (Sigma, St. Louis, MO,

- USA) suplementado com 20% de serum bovino fetal inativado pelo calor (FBS,

Sigma), 20 mM L-glutamina, 200 U/mL penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina em
pH 7.4.

Teste de atividade antileishmania in vitro

A inibicdo das células em crescimento foi testada in vifro, pelo cultivo de
promastigotas de L. amazonensis, na presenga das formulagdes e da substancia
volatil (nerolidol) na concentragdo a que cada formulagéo liberava no tempo
correspondente a 1 semana do teste de liberagdo prolongada in vifro em microplacas
conte‘%do 96 pocos (Corning Life Sciences, Corning, N.Y.) por 48 h a 24 °C. A
viabilidade dos parasitos foi avaliada utilizando um ensaio colorimétrico baseado na
quebra do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazolium (MTT) para
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observar a atividade metabdlica. As células foram incubadas em um meio RPMI-PR
contendo MTT (2 mg/mL) por 4 h a 24 °C para as promastigotas. A quebra do MTT
foi medida através de um espectofotdémetro multiscan (LABTRADE, model 660) no
comprimento de onda de 570 nm. As medidas foram feitas em triplicatas e os
resultados expressos como a medida percentual da redugéo do numero de parasitas
comparada com o controle, ndo tratado, por no minimo dois experimentos
independentes. O farmaco anfotericina foi usado como controle positivo. Os
resultados da atividade antileishmanial dos filmes de quitosana estéo representados
na tabela 2 e na Figura 11.

De acordo com os resultados obtidos (Figura 11 e Tabela 2), pode-se
observar que a quitosana possui atividade |eishmanicida. A atividade leishmanicida
foi maior quanto maior a quantidade de quitosana utilizada: para os filmes
monocamada obteve-se uma % de morte de cerca de 20%, ao passo que para 0s
filmes tricamadas obteve-se uma porcentagem de morte de cerca de 40%. Assim, o
quitosana pode ser utilizada tanto como principio ativo Unico ou associado a outras

substancias ativas, resultando em um efeito sinérgico.

Tabela 2: Resultado da atividade antileishmanial dos filmes de quitosana.

Abs |Abs |Abs | % morte | % morte %mbrte

1 2 3 1 2 3 Média desvio
MA 20 1,5% 0,56 0,6910,67[25,75406| 21,7766 |11,17004| 19,5669 | 5595969
| TA 20 1,5% 0,44 0,561047| 41,6639 |33,70898 | 37,68644 | 37,68644 | 2,296388

Anfotericina B (50 ug/mL) |0,131]0,155| 0,1/82,63175]79,44978| 86,741882,94111| 3,647099

Controle negativo 0,776 0,7 0,77 0,771| 0,75425
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REIVINDICACOES

. PROCESSO DE OBTENGAO DE FILMES MULTICAMADAS DE

LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS VOLATEIS,
caracterizado por compreender as seguintes etapas:

a) Dispersé@o do polimero quitosana em uma solugéo aquosa de acido
organico;

b) Deposigdo da dispersdo descrita no item a em um recipiente
apropriado;

c) Secagem da disperséo, a temperatura ambiente, até formagao de um
filme;

d) Preparagéo de uma nova disperséo do polimero conforme item a;

e) Adsorgéo da substéncia volatil em suporte sélido;

f) Dispersdo e homogeneizacdo da substancia volatil adsorvida na
solucéo preparada no item d;

g) Deposigdo da suspensdo obtida no item f sobre o fiime obtido no
item d;

h) Secagem do sistema filme-suspenséo, a temperatura ambiente, até
formacao de um filme;

i) Preparagédo de uma nova dispersdo de polimero conforme item a;

j) Deposigao da suspenséo obtida no item i sobre o filme obtido no item
h; e,

k) Secagem da disperséo constante do item j, a temperatura ambiente,

até formagao de um filme.

. PROCESSO DE OBTENGAO DE FILMES MULTICAMADAS DE

LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS VOLATEIS de acordo
com a reivindicagdo 1, etapa a , caracterizado pelo polimero ser o

quitosana.

. PROCESSO DE OBTENGAO DE FILMES MULTICAMADAS DE

LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS VOLATEIS, de acordo
com a reivindicagdo 2, caracterizado pelo quitosana apresentar
preferencialmente massa molar média e grau de desacetilagéo superior
a75 %.
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4. PROCESSO DE OBTENGAO DE FILMES MULTICAMADAS DE
LIBERAGAO CONTROLADA DE FARMACOS VOLTATEIS, de acordo
com reivindicagdo 1, etapa a , caracterizado pelo acido acético e outros
acido organicos a ser selecionado do grupo.

5. PROCESSO DE OBTENGAO DE FILMES MULTICAMADAS DE
LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS VOLATEIS de acordo
com a reivindicagdo 4, caracterizado pelo &acido orgénico ser
preferencialmente acido acético.

6. PROCESSO DE OBTENGAO DE FILMES MULTICAMADAS DE
LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS VOLATEIS e acordo
com a reivindicagdo 1, etapa a, caracterizado pela concentragdo do
acido estar entre 1,5 e 50% v/v.

7. PROCESSO DE OBTENGCAO DE FILMES MULTICAMADAS DE
LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS VOLATEIS de acordo
com a reivindicagéo 1, etapa e, caracterizado pelo suporte sélido ser
selecionado do grupo compreendendo amido ou talco.

8. PROCESSO DE OBTENGCAO DE FILMES MULTICAMADAS DE
LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS VOLATEIS de acordo
com a reivindicagao 7, caracterizado pela quantidade do suporte sélido
estar entre 0,10 a 0,50 mg.

9. PROCESSO DE OBTENGAO DE FILMES MULTICAMADAS DE
LIBERAGAO CONTROLADA DE FARMACOS VOLATEIS de acordo
com a reivindicagao 1, etapa e, caracterizado pela substéncia volatil ser
selecionada do grupo compreendendo dleos essenciais e subténcias
volateis.

10.PROCESSO DE OBTENGAO DE FILMES MULTICAMADAS DE
LIBERAGAO CONTROLADA DE FARMACOS VOLATEIS, de acordo
com as reivindicagées 1 a 9, caracterizado por compreender filmes
mono, bi e tricamadas maleaveis.

11.FILMES MULTICAMADAS DE LIBERAGAO CONTROLADA DE
FARMACOS VOLATEIS, de acordo com as reivindicagées 1 a 10,

caracterizados pelos fiimes monocamada compreenderem mistura da
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dispersdo de quitosana com a substancia volatil adsorvida no suporte
sélido.

12.FILMES MULTICAMADAS DE LIBERAGAO CONTROLADA DE
FARMACOS VOLATEIS, de acordo com as reivindicagées 1 a 10,
caracterizados pelos filmes bicamadas compreenderem uma primeira
camada contendo a mistura da dispersdo de quitosana com a
substancia volatil adsorvida no suporte sélido, e uma segunda camada
constituida do filme do polimero.

13.FILMES MULTICAMADAS DE LIBERAGAO CONTROLADA DE
FARMACOS VOLATEIS, de acordo com as reivindicagbes 1 a 10,
caracterizados pelos filmes tricamadas compreenderem uma primeira
camada de filme polimérico, uma segunda camada contendo a mistura
da dispersdao de quitosana com a substéncia volatil adsorvida no
suporte solido e uma terceira camada constituida do filme do polimero.

14.FILMES MULTICAMADAS DE LIBERAGAO CONTROLADA DE
FARMACOS VOLATEIS de acordo com as reivindicagdes 10 a 13,
caracterizado por fixarem os principios ativos volateis em até 98%,
impedindo sua volatilizag&o e perda.

15.FILMES MULTICAMADAS DE LIBERAGAO CONTROLADA DE
FARMACOS VOLATEIS, de acordo com as reivindicagées 1 a 14,
caracterizados por apresentarem agao antileishmanial.

16.FILMES MULTICAMADAS DE LIBERAGAO CONTROLADA DE
FARMACOS VOLATEIS de acordo com as reivindicagées 1 a 15,
caracterizado por apresentarem perfil de liberagdo in vitro de, no
minimo, 4 semanas.

17.FILMES MULTICAMADAS DE LIBERAGAO CONTROLADA DE
FARMACOS VOLATEIS, de acordo com as reivindicagées 1 a 16,
caracterizados por serem administrados pelas vias oral, bucal, ocular,
nasal e intra-les&o.

18.USO DE QUITOSANA, caracterizado por ser na preparagéo de

medicamentos para tratamento de leishmaniose.
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19.USO DE QUITOSANA, de acordo com a reivindicagao 18,
caracterizado pelo quitosana ser utilizado isoladamente ou em
associagdo com farmacos leishmanicidas.

20.USO DE QUITOSANA, de acordo com as reivindicacées 18 e 19,
caracterizado pelo quitosana poder estar na forma de filmes, solugéo,

pasta ou dispositivos dérmicos.
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FILMES MULTICAMADAS DE LIBERAGAO CONTROLADA DE
SUBSTANCIAS VOLATEIS ADSORVIDAS EM UM SUPORTE SOLIDO E
uso

A presente invengdo descreve dispositivos mono e/ou multicamadas de
liberagso controlada de substancias liquidas volateis e sua obtengao. Os filmes
multicamadas sao constituidos por uma ou mais camadas de polimero natural
e biodegradavel e uma camada contendo o polimero e a substéancia liquida
volatii adsorvida em um suporte sélido. Os filmes foram testados e

apresentaram atividade antileishmanial.
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