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RESUMO

Diversas afec¢des da cavidade oral, como periodontite, estomatite, gengivite e Ulceras
sdo geralmente tratadas por meio de formulacdes orais topicas. Essas formulacdes
tém a vantagem de reduzir o grau de efeitos colaterais sistémicos, mas apresentam
como a maior desvantagem o curto periodo de permanéncia no local aplicado, sendo
necessérias repetidas aplicacbes para obtencdo de niveis adequados de
concentracdo do farmaco. Mucoadesivos como sistema de liberacéo de farmacos séo
uma tendéncia na tecnologia farmacéutica, pois podem atuar diretamente no local da
infeccdo, em menor dose e por tempo determinado. Com isso, € possivel ter um
impacto significativo no tratamento, uma vez que esse sistema tem como efeitos a
otimizacdo da biodisponibilidade dos agentes terapéuticos e um tempo de acéo
prolongado no local de administracao, além da absorcédo mais rapida do farmaco nos
tecidos locais. Visando otimizar a acao de farmacos antifingicos e antissépticos como
a nistatina e a clorexidina na mucosa oral, complexos de inclusdo com ciclodextrinas
tém sido sugeridos para aumentar a solubilidade dos farmacos e a estabilidade da
molécula. Diante desse quadro, o objetivo deste estudo foi desenvolver e caracterizar
mucoadesivos contendo nistatina (Nis) ou clorexidina (Clx) pura ou complexada com
B-ciclodextrina (BCD) para o tratamento de afec¢des bucais. Géis mucoadesivos
formulados utilizando os polimeros quitosana e hidroxietilcelulose, foram
desenvolvidos e testados para a incorporacdo dos farmacos puros ou complexados.
Para determinar a composicdo das formulacfes, a caracterizacdo envolveu ensaios
de mucoadeséo, tempo de residéncia, espalhabilidade, reologia e estabilidade. Ap6s
a incorporacdo dos farmacos, as formulacbes mucoadesivas foram avaliadas de
acordo com suas propriedades reolégicas em reébmetro oscilatorio, bioadesivas em
texturdmetro, liberacdo in vitro e permeacdo, em células de difusédo vertical do tipo
Franz. Os resultados obtidos mostraram que o0s géis sdo estaveis, apresentam
propriedades mucoadesivas e comportamento elastico capazes de aumentar a
retencdo no local da aplicacdo, importante para que o farmaco permaneca em contato
com a mucosa por maior periodo. Houve aumento consideravel na velocidade da
dissolucdo dos farmacos nos complexos de inclusdo em comparac¢do com sua forma
pura e baixa permeacéo, indicando que o farmaco deve atuar na mucosa oral. Dessa
maneira, 0s géis mucoadesivos apresentam-se como uma alternativa promissora para
tratamento de afeccdes bucais, através do aumento do tempo de contato da
formulacdo com a mucosa oral e da maior biodisponibilidade destes farmacos,
causados pela formacgéo dos complexos de inclusdo com a B-ciclodextrina.

Palavras-chave: Cavidade oral; afecgbes bucais; clorexidina;, nistatina,;
biodisponibilidade; mucoadesao; quitosana; hidroxietilcelulose.



ABSTRACT

Several conditions of the oral cavity, such as periodontitis, stomatitis, gingivitis and
ulcers are usually treated with topical oral formulations. These formulations have the
advantage of reducing the degree of systemic side effects, but the main disadvantage
is the short period of permanence in the applied site, requiring repeated applications
to obtain adequate levels of drug concentration. Mucoadhesives as a drug delivery
system are a trend in pharmaceutical technology, as they can act directly at the site of
infection, in a lower dose and for a determined time. With this, it is possible to have a
significant impact on the treatment since this system has the effect of optimizing the
bioavailability of therapeutic agents and a prolonged action time at the administration
site, in addition to the faster absorption of the drug in local tissues. Inclusion complexes
with cyclodextrins have been suggested to increase the drugs' solubility and stability,
aiming to optimize the action of antifungal and antiseptic drugs such as nystatin and
chlorhexidine in the oral mucosa. Given this framework, this study aimed to develop
and characterize mucoadhesive gels containing nystatin (Nys) or chlorhexidine (ClIx)
pure or complexed with B-cyclodextrin (3CD) for the treatment of oral conditions.
Mucoadhesive gels formulated using chitosan and hydroxyethylcellulose polymers
were developed and tested for the incorporation of pure or complexed drugs.
Characterization involved mucoadhesion, residence time, spreadability, rheology, and
stability tests in determining the composition of the formulations. After drug
incorporation, the formulations were evaluated according to their rheological properties
in an oscillatory rheometer, bioadhesive properties in texturometer, in vitro release,
and permeation in vertical Franz diffusion cells. The results showed that the gels are
stable and have mucoadhesive properties and elastic behavior capable of increasing
retention at the application site, which is essential for the drug to remain in contact with
the mucosa for a more extended period. There was a considerable increase in the
speed of dissolution of the drugs in the inclusion complexes compared to their pure
form and low permeation, indicating that the drug should act in the oral mucosa. Thus,
mucoadhesive gels are a promising alternative for the treatment of oral disorders, by
increasing the contact time of the formulation with the oral mucosa and the greater
bioavailability of these drugs caused by the formation of inclusion complexes with B-
cyclodextrin.

Keywords: Oral cavity; oral diseases; chlorhexidine; nystatin; bioavailability;
mucoadhesion; chitosan; hydroxyethyl cellulose.
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1 INTRODUCAO

A cavidade oral é um ambiente complexo composto por lingua, mucosa oral,
dentes, palato mole e palato duro, sendo colonizada por diferentes habitats
microbianos que formam um sistema heterogéneo. Além de bactérias e virus, 0s
fungos podem estar presentes no ambiente oral, sendo as espécies de Candida as
mais importantes entre humanos. Tais espécies vivem em relacdo de comensalismo
com a cavidade oral quando a microbiota esta saudavel. No entanto, se essa se
apresenta desequilibrada, os fungos do género Candida passam a atuar como
patdgenos oportunistas, podendo causar doencas ao tecido bucal (LU; XUAN; WANG,
2019).

As formulacdes de medicamentos bucais tépicos sdo amplamente utilizadas no
tratamento de uma série de afec¢Bes da cavidade oral, como gengivite, periodontite,
estomatite e Ulceras. Apresentam diversas vantagens, entre elas a reducdo da dose
do medicamento, que é direcionado diretamente ao tecido alvo e a consequente
diminuicdo do grau de efeitos colaterais sistémicos. Porém, um problema comum das
formulagcdes convencionais voltadas para o tratamento de doencas da cavidade oral
€ o curto tempo de residéncia no local da aplicacdo, o que requer repetidas aplicacdes
para obter niveis eficazes do farmaco. Portanto, nos ultimos anos, varias formulacées
mucoadesivas tém sido estudadas a fim de prolongar a retencdo do farmaco na
cavidade oral (MURA; CORTI; CIRRI; MAESTRELLI; MENNINI; BRAGAGNI, 2010).

Agentes como a nistatina tém sido os farmacos de acdo tdpica mais utilizados
para o tratamento de candidoses bucais, pois apresenta uma acao de amplo espectro
e € considerada fungicida. A nistatina apresenta alta efetividade na inibicdo de
Candida spp., rara detec¢ao de cepas fungicas resistentes e custo acessivel, tornando
esse farmaco vantajoso quando comparado a outros antifungicos. A clorexidina tem
sido amplamente utilizada para prevencéo e tratamento de infec¢cdes bucais, como
antisséptico e desinfetante para proteses removiveis. Apresenta uma acao de amplo
espectro, incluindo efetividade contra Candida albicans e outros fungos, podendo ser
considerada uma alternativa apropriada aos farmacos convencionais no tratamento
da candidose bucal (MORIKAVA, 2020).

As ciclodextrinas sdo produtos ciclicos da hidrélise enzimética do amido por
alguns microrganismos. Esses compostos possuem em sua estrutura grupos hidroxila
primarios e secundarios orientados para o exterior, assim, possuem exterior hidrofilico

e uma cavidade interna hidrofébica. Tal cavidade permite as ciclodextrinas



complexarem moléculas que apresentem dimensdes compativeis e alterarem as
propriedades fisico-quimicas destas moléculas, como solubilidade em &gua,
estabilidade e biodisponibilidade. As ciclodextrinas apresentam a capacidade de
solubilizar farmacos hidrofébicos por meio da formacédo de complexos de inclusao
soltveis em agua (JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018).

Dentre as ciclodextrinas, as p-ciclodextrinas sdo as mais amplamente utilizadas
na complexac¢do com varias classes de farmacos (FRACETO et al., 2007).

A formacdo de complexos de inclusdo de nistatina e clorexidina com (-
ciclodextrinas promove uma maior solubilidade desses farmacos em agua,
melhorando assim a sua biodisponibilidade, além de possuir um efeito protetor dessas
moléculas, reduzindo sua degradacao (SOMER et al., 2020).

Polimeros mucoadesivos como quitosana e hidroxietilcelulose, sdo excelentes
alternativas para incorporacao destes complexos de inclusédo, promovendo uma maior
aderéncia da formulacdo a mucosa oral. Assim, a proposta do presente estudo foi
desenvolver e caracterizar géis mucoadesivos contendo nistatina e clorexidina puras

ou complexadas com [-ciclodextrina para o tratamento de afecc¢des bucais.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Desenvolver géis mucoadesivos incorporados com os farmacos nistatina e

clorexidina puros e complexados com [3-ciclodextrina para uso bucal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Desenvolver diferentes géis e selecionar o que apresente melhor
adesividade a mucosa oral, por meio de ensaios de reologia, mucoadeséo, tempo de
residéncia e espalhabilidade, para a incorporacéo dos farmacos;

. Incorporar nistatina e complexos de inclusao nistatina:-ciclodextrina ao
gel selecionado;

o Incorporar clorexidina e complexos de inclusdo clorexidina:(3-
ciclodextrina ao gel selecionado;

o Avaliar a liberacao in vitro dos farmacos e complexos de incluséo;

. Avaliar a permeacao in vitro na mucosa bucal suina dos farmacos e
complexos de incluséo;

. Analisar, por meio de testes reoldgicos, a viscosidade e elasticidade dos
géis incorporados com os farmacos e complexos de incluséo;

. Realizar testes de mucoadesdo em discos de mucina dos géis
incorporados com os farmacos e complexos de inclusao;

. Avaliar a estabilidade dos géis desenvolvidos.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 CAVIDADE ORAL

A cavidade oral é descrita algumas vezes como um espelho que reflete a saude
do individuo. Alteracbes na mucosa oral, podem ser vistas como indicativas de
doencas, podendo revelar condi¢Bes sistémicas, como diabetes ou deficiéncia de
vitamina, ou efeitos locais do tabaco ou alcool cronico (SQUIER; KREMER, 2001).

O epitélio da mucosa oral € uma barreira que separa os tecidos subjacentes de
seu ambiente. A mucosa oral é formada por diferentes fendétipos: mucosa de
revestimento, mucosa mastigatdria e mucosa especializada. A mucosa de
revestimento esta localizada sobre estruturas méveis como palato mole, bochechas,
labios, mucosa alveolar, fornice vestibular e assoalho da boca e € extensivel e
fracamente ligada a estruturas adjacentes por um tecido conjuntivo rico em elastina e
tem um epitélio escamoso ndo queratinizado. A mucosa mastigatéria € a capa
protetora rigida e resistente da gengiva e do palato duro, formada por epitélio
gueratinizado e fortemente ligada por tecido conjuntivo denso ao 0sso subjacente. A
mucosa especializada estd localizada no dorso da lingua, apresenta epitélio
queratinizado e inclui papilas linguais e papilas gustativas como estruturas
especializadas (GROEGER; MEYLE, 2019). Nas Figura 1, 2 e 3, podemos observar a

formacao histologica das diferentes mucosas.

Figura 1- Mucosa de revestimento
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Figura 2- Mucosa mastigatéria
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Fonte: NANCI, 2013.

Figura 3- Mucosa especializada
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Fonte: NANCI, 2013.

A cavidade oral é um ambiente complexo formado por habitats microbianos
distintos, como dentes, mucosa bucal, palato mole e palato duro e lingua, que
representam um sistema ecolégico heterogéneo rico em espécies. A microbiota oral
pode ser usada como alvo para o tratamento de doencas orais e sistémicas (LU;
XUAN; WANG, 2019).

Existem muitos microorganismos na boca, entre os quais estao bactérias, fungos
e virus. Apesar das bactérias serem as mais abundantes na microbiota humana,

podem ser encontradas 85 espécies de fungos. Entre esses fungos destacam-se as
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espécies de Candida, que se apresentam comensais quando a microbiota oral esta
normal e patogénicas, quando ocorem situacdes de desequilibrio (LU; XUAN; WANG,
2019).

3.2 MUCOSA

As membranas mucosas sao superficies umidas que revestem as paredes de
varias cavidades do organismo e sdo uma camada de tecido conectivo alojada sobre
uma camada de tecido epitelial. A umidade dessas superficies se deve a presenca de
uma camada de muco, secretadas por células caliciformes sobre o tecido epitelial
(COOK, KHUTORYANAKIY, 2015; SMART, 2005).

O muco € um produto biologico, heterogéneo, de aspecto viscoso, responsavel
pelo revestimento da maioria das superficies epiteliais do organismo humano.
Apresenta diversas funcdes, como lubrificar, diminuir o atrito ocasionado pelo contato
e fazer uma barreira protetora contra substancias estranhas ao organismo. Sua
composicdo apresenta mais de 95% de agua, e o restante corresponde a lipidios,
hidratos de carbono, sais inorganicos e glicoproteinas, das quais a mucina é a
predominante, representando mais de 5% do peso total do muco, sendo a responsavel
por sua consisténcia de gel. As mucinas apresentam um nucleo proteico, composto
predominantemente por aminoacidos serina e treonina, e desse, se ramificam cadeias
de oligossacarideos, as quais aumentam a solubilidade aquosa e conferem acéo
protetora sobre o ndcleo proteico contra degradacdo proteolitica. Diversos fatores
podem influenciar a produ¢cédo de muco, dentre eles o sexo, idade, localiza¢éo corporal
ou a presenca de alguma afeccdo (PEREIRINHA; FIGUEIRAS, 2016).

3.3 MUCOADESAO

O termo bioadeséo pode ser definido como um estado de adeséao entre dois
materiais, sendo um deles uma superficie biologica, podendo permanecer juntos por
longos periodos. Quando essa adesédo ocorre entre uma forma farmacéutica e uma
membrana mucosa, ou muco, usa-se o termo mucoadesdo (ANDREWS, LAVERTY,
JONES, 2009; BAGAN et al., 2012; COOK, KHUTORYANAKIY, 2015; SMART, 2005).

Materiais mucoadesivos possuem alta afinidade pelas superficies mucosas,
aderindo a superficie desses tecidos. Assim, os farmacos podem ser unidos a esses
mucoadesivos de forma fisica ou quimica, com o objetivo de aumentar seu tempo de

residéncia em um local especifico e determinado (AGUIAR, 2016).
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A mucoadesdo pode resolver muitos dos problemas relacionados com a
administracdo de farmacos, na medida em que permite posicionar o farmaco em uma
regido alvo especifica, e assim melhorar a sua biodisponibilidade, por meio do
estabelecimento de fortes interagcfes entre o polimero e o muco, aumentando o tempo
de contato entre as duas superficies, e inibindo a metabolizacdo enzimatica do
farmaco em uma area localizada (PEREIRINHA, 2016).

Os mecanismos de mucoadesdo ainda ndo encontram-se completamente
elucidados e existem diferentes teorias sobre como isso acontece. Apesar disso, €
essencial uma visdo aprofundada das principais forcas envolvidas. Assim, podemos
distinguir trés etapas fundamentais, representadas na Figura 4:

1) o estabelecimento de um contato intimo entre o sistema mucoadesivo e a
camada de muco, o que permite a mistura de ambos, conduzindo a intumescéncia e
conseqguente desenrolamento das cadeias poliméricas;

2) seguidamente ocorre a interpenetracdo das cadeias poliméricas bioadesivas
desenroladas, no interior da rede glicoproteica do muco (nessa etapa, € essencial que
o polimero apresente uma boa capacidade de intumescimento);

3) por ultimo, apds o estabelecimento do contato intimo, ocorre a formacao de
ligacdes interfaciais entre as cadeias poliméricas e a rede glicoproteica de muco
(PEREIRINHA, 2016).

Figura 4- Mecanismo de mucoadeséo
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Fonte: PEREIRINHA, 2016.

A maneira com que esta ligacdo ocorre também dependerd do tipo de
formulacéo farmacéutica e caracteristicas fisiolégicas onde acontecera o processo de
mucoadeséo (VARUM et al., 2008).
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3.4 FORMULACOES MUCOADESIVAS ORAIS

Com o desenvolvimento de materiais adesivos mais eficientes, é possivel obter
sistemas com propriedades mucoadesivas mais adequadas para incorporacao de
véarios farmacos para serem administrados por diferentes vias e mucosas. Eles podem
ser destinados tanto para aderir a pele quanto as mucosas e, assim, controlar a
liberacdo, diminuindo os efeitos sistémicos indesejaveis ou melhorar a absorcéo e o
transporte de farmacos pela membrana biolégica. Por meio desses sistemas €
possivel desenvolver formulagbes com farmacos ja existentes e produzir novos
produtos com menores custos e com respostas terapéuticas mais adequadas. As
estratégias utilizadas no desenvolvimento de sistemas com propriedades
mucoadesivas estdo relacionadas com a habilidade do polimero ou sistema ficar
aderido ao muco ou a pele. Para tanto o material deve interagir com 0os componentes
do muco ou alterar sua estrutura por estimulos fisiolégicos como pH, forca i6nica e
temperatura. Entretanto, a eficiéncia de um sistema com propriedades mucoadesivas
ndo estd apenas na sua capacidade de aderir a mucosa durante um tempo, mas
também na capacidade de liberar o farmaco nessa mucosa (KOCKISCH; REES;
YOUNG; TSIBOUKLIS; SMART, 2001).

O desenvolvimento de sistemas que prolonguem o tempo de residéncia no local
de aplicacéo e ainda permitam o intimo contato com a membrana biolégica representa
uma excelente estratégia para aumentar a concentracdo local ou a permeabilidade do
farmaco pela membrana, e, consequentemente, melhorar sua absorcéo. As vantagens
gue sistemas de liberacdo mucoadesivos oferecem no direcionamento e controle da
liberacdo de farmacos tém levado cientistas a delinear numerosos sistemas
poliméricos para serem aplicados nas mais variadas superficies mucosas do
organismo, tanto para efeitos locais como sistémicos (KREILGAARD; PEDERSEN,;
JAROSZEWSKI, 2000).

A eficiéncia de sistemas de liberagdo de farmacos com propriedades
mucoadesivas esta relacionada ndo sé na sua capacidade de aderir ao muco durante
um periodo, mas também pela capacidade de modificar a liberacdo do farmaco
(ENSIGN; CONE; HANES, 2012). E possivel delinear sistemas bioadesivos nas mais
variadas formas farmacéuticas, uma vez que a propriedade da adeséo depende das
caracteristicas do material utilizado na sua preparacdo e do muco (EVANGELISTA,
2006).
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As caracteristicas do polimero mucoadesivo empregado (peso molecular,
concentracao, flexibilidade das cadeias poliméricas, conformacéo espacial e grau de
intumescimento e reticulacao) estao intimamente relacionadas com seu desempenho,
o qual também dependera do ambiente biolégico (pH, forca aplicada e temperatura),
tempo de turnover de mucina, espessura da camada de muco, condicbes da mucosa
e do muco (BRUSCHI, 2006). A estrutura quimica do polimero determina algumas
propriedades importantes na mucoadesé&o. A presenca de grupos hidroxila, carboxila
ou amina podem contribuir para o estabelecimento de ligacbes de hidrogénio ou
pontes dissulfeto no caso de presenca de grupos sulfidrilo. Polimeros com grupos
ionizaveis podem atuar por interacdo eletrostatica com o0 muco carregado
negativamente, que € dependente do pH do meio (TOBYN; JOHNSON; DETTMAR,
1996). H& polimeros que intumescem ou aumentam a viscosidade quando entram em
contato com algum estimulo fisiolégico, sendo sua mucoadesdo resultado da
formacdo de uma matriz mais reticulada. Esses polimeros podem ser empregados no
desenvolvimento dos mais diferentes tipos de sistemas de liberagdo, como sistemas
sélidos multiparticulado, sistemas liquidos, como microemuls@es, dispersdes coloidais
de polimeros bioadesivo, sistemas semissélidos e hidrogéis (CARVALHO; CALIXTO;
HATAKEYAMA; LUZ; GREMIAO; CHORILLI, 2013).

3.5 POLIMEROS MUCOADESIVOS
3.5.1 Quitosana

A quitosana € um copolimero biodegradavel, biocompativel, catibnico e
hidrofilico obtido por desacetilacdo parcial da quitina (Figura 5). Esse polissacarideo
€ abundante no exoesqueleto de crustaceos, insetos e em fungos (SANTOS; MOURA,;
NERVO, 2016).

A quitosana é um polimero mucoadesivo e essa propriedade esta relacionada
com a interacdo eletrostatica do polimero com os grupos sidlicos da mucina
(CARVALHO; CHORILLI; GREMIAO, 2014). Sua estrutura pode ser observada na
Figura 5.
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Figura 5- Estrutura quimica quitosana
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Fonte: (SANTOS; MOURA; NERVO, 2016).
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Devido a natureza catidbnica, esse polimero apresenta interacdo com
biomoléculas carregadas negativamente, como proteinas, polissacarideos aniénicos
e acidos nucléicos, promovendo maior bioadesdo (SHAMLOO et al., 2020; TAHERI et
al., 2020). A quitosana é soltvel em soluc¢des diluidas de &cidos organicos, devido a
presenca de pares de elétrons livres nos grupos amino, que sao protonados em meios
acidos. Além disso, devido ao comportamento nucleofilico desses elétrons, a
quitosana reage com grupos ativos como o aldeido e a cetona (FALAMARZPOUR,;
BEHZAD; ZAMANI, 2017; KARKI et al., 2016; TAHERI et al., 2020).

3.5.2 Hidroxietilcelulose

A estrutura rigida da celulose pode ser modificada a partir de reacdes de
derivatizacdo, que consistem na introducdo de diversos grupos funcionais em sua
cadeia tais como éteres e ésteres. Esse processo pode desarranjar as regides
cristalinas dessa molécula e promover a formacéo de produtos predominantemente
amorfos. Alguns exemplos de derivados de celulose s&o a carboximetilcelulose
(CMC), hidroxietilcelulose (HEC) e hidroxipropilcelulose (HPC), (Figura 6). A HEC é
um polimero néo idnico, soluvel em agua, que apresenta a capacidade de espessar,
suspender, aglutinar, emulsificar, formar peliculas, estabilizar, dispersar e reter agua.
Na sintese deste polissacarideo, a celulose é intumescida com hidréxido de sddio para
obtencéo da alcali celulose que reage com 6xido de etileno (CH2-O-CH2) na producéo
do éter. Nessa reacao, os atomos de hidrogénio dos grupos hidroxilas da celulose sao
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substituidos por grupos hidroxietil, os quais conferem, a esta macromolécula,
solubilidade em agua (MACHADO et al., 2009).

Os derivados da celulose apresentam boa performance mucoadesiva, e
pertencem a classe dos polimeros anibnicos, estabelecendo uma ligacao forte devido
a formacéao de ligacfes de hidrogénio entre os grupos carboxila ndo ionizados com a
mucina (PEREIRINHA, 2016).

Figura 6- Derivados de celulose
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Fonte: (MACHADO et al., 2009)

3.6 FARMACOS DE ESCOLHA E COMPLEXOS DE INCLUSAO
3.6.1 Nistatina (Nis)

Do ponto de vista quimico, a Nis é considerada um tetraeno, que Sao
substancias formadas por atomos de carbono, 0s quais apresentam quatro duplas
ligacdes ndo-saturadas em sequéncia. Apresenta uma cadeia ciclica grande, sendo
chamada assim de macrolideo (Figura 7). Por fim, essa molécula possui grupamentos
carboxilicos e aminos, o que a leva a possuir dois pKa: 3,62 (de carater acido) e 9,11
(de caréter basico). A Nis é considerada praticamente insolivel em agua, cloroférmio,
éter etilico e etanol e saliva, pouco soliuvel em metanol, e facilmente solivel em
dimetilformamida e dimetilsuféxido (AGUIAR, 2016; F. Bras., 2010; TALLURY et al.,
2007). Esse farmaco apresenta-se como um po higroscépico, amarelo, fino e deve

possuir poténcia minima de 4.400 Ul/mg (F. Bras., 2010), e tem um odor caracteristico,
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muitas vezes relatado como semelhante a cereais e com sabor extremamente
desagradavel (GILMAN, HARDMAN, LIMBIRD, 2003). Além disso, a Nis apresenta
sensibilidade ao calor, luz e presenca de oxigénio (STEFANOVIC et al., 2012).

A Nis é classificada como Classe IV, do Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica, apresentando baixa solubilidade e baixa permeabilidade. Devido a
sua baixa permeabilidade é fracamente absorvida pela pele, mucosas ou trato
gastrointestinal, sendo seu uso terapéutico restrito ao tratamento de infeccdes
fungicas de modo tépico (AGUIAR, 2016). Em funcdo de sua baixa solubilidade
aguosa, oferece dificuldades no preparo de medicamentos, além de estar menos
disponivel para exercer sua a¢ao topicamente, sobretudo no tratamento da candidose
oral, jA que a mucosa oral é banhada por saliva (SAKEER et al., 2010; SPULBER, et
al., 2011).

O mecanismo de acédo antifingica da nistatina ocorre por meio de sua interacao
com ergosterol, esterol presente na membrana plasmatica das células flngicas,
ocasionando uma desorganizacao na membrana plastica do fungo, j& que canais séo
formados, o que leva a perda da permeabilidade seletiva (HAC-WYDRO;
DYNAROWICZ-LATKA, 2006; SILVA et al., 2006). Por esses canais ocorre a saida
de &gua e ions essenciais para a sobrevida celular, o que culmina em danos celulares
e em seguida, na morte celular (DOROCKA-BOBKOWSKA et al., 2003; CROY;
KNOW, 2004; GROESCHKE et al., 2006; SILVA et al., 2006; STEFANOVIC et al.,
2012).

Figura 7: Estrutura quimica nistatina
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Fonte: F. Bras. (2010)
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3.6.2 Clorexidina (CIx)

A CIx & um potente antimicrobiano de amplo espectro empregado como
principio ativo em diversos antissépticos e desinfetantes, em diferentes
concentragcbes. Atua, ligando-se a parede celular bacteriana, permitindo que as
moléculas de clorexidina adentrem ao citoplasma, rompam a membrana celular e
promovam extravasamento de suas estruturas (ZANATTA; ANTONIAZZI; ROSING,
2007; ARAUJO, et al., 2015). Esse farmaco tem ac&o nas bactérias Gram-negativas
e Gram-positivas, e em fungos filamentosos e leveduras, podendo permanecer
guimicamente ativo nos tecidos por até 6 horas (VILELA et al., 2015). A clorexidina
base (CLX) é representada pela férmula molecular de C22H30Cl2N10, com massa molar
de 505,447 g.mol-. E composta estruturalmente por dois anéis clorofendlicos nas
extremidades, ligados a um grupamento biguanida de cada lado, conectados por uma
cadeia central de hexametileno (Figura 8) (ZANATTA; ANTONIAZZI; ROSING, 2007).

Figura 8- Estrutura quimica da clorexidina base
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Essa biguanida catibnica é uma base, mais estavel na forma de sal, sendo
praticamente insollvel em agua. Os sais originalmente produzidos foram o acetato de
clorexidina e o cloridrato de clorexidina, mas devido a baixa solubilidade em agua, de
26,1 mg.L~* a 20 °C, foram substituidos, com o passar do tempo, pelo sal atualmente

usado, o digluconato de clorexidina que apresenta maior solubilidade em agua e em
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pH fisiologico, dissociando-se e liberando o farmaco ativo (ZANATTA; ANTONIAZZI;
ROSING, 2007; HUMAN METABOLOME DATABASE, 2017).

3.6.3 B-ciclodextrinas

As ciclodextrinas s8o0 compostas por oligossacarideos ciclicos com
caracteristicas hidrofilicas em seu exterior e hidrofobicas em seu interior, sendo Uteis
como potencializadores da solubilidade de farmacos lipofilicos, aumentando assim a
biodisponibilidade dos farmacos (DE OLIVEIRA, et al., 2015). Podem aumentar a
estabilidade de medicamentos destinados a diversas vias de administracdo nao
invasivas, incluindo cutanea, nasal, oftalmica, bucal tépica, vaginal e retal.

S&o compostos em forma de anel ou tronco de cone biossintetizados pela
bactéria Bacillus macerans (LEEMHUIS, 2010).

Essas ciclodextrinas tém propriedades importantes, como a capacidade de
formar complexo com o farmaco, resultando na protecao do farmaco contra a luz e
degradacBes oxidativas e também de sustentar uma liberacdo controlada
(HADARUGA, 2019).

Outras vantagens incluem a estabilidade e aumento da taxa de dissolucéo,
reducdo da toxicidade e ulceracdo de alguns farmacos, mascaramento do sabor e
odor, reducdo da volatilizacdo de 6leos essenciais, facil manuseio e baixo custo
(AGRAWAL, 2012).

A inclusdo do farmaco nas cavidades internas das ciclodextrinas ocorre por
interacbes supramoleculares, incluindo interacdes eletrostaticas, ligacbes de
hidrogénio, interagdes T, interacbes de van der Waals, dipolo-dipolo e efeito
hidrofébico. Devido a essas interagBes, uma estrutura Unica é formada onde o
hospedeiro (ciclodextrina) se liga ao héspede (farmaco) (ZHOU, 2010).

Apos a dissolugcdo em meio aquoso ou a administracdo desses complexos, eles
tendem a entrar em equilibrio entre os complexos formados e o farmaco dissociado
da ciclodextrina. As moléculas continuam a desmontar e remontar e, a medida que o
farmaco é liberado e transportado para os tecidos, a quantidade de ciclodextrinas
dissociadas aumenta (JANSOOK, 2018).

A caracterizagao fisico-quimica é utilizada para analisar se e como o farmaco
esta encapsulado e a integridade do complexo. Exemplos s&o a espectrofotometria
UV/Vis (para quantificagcéo), difratometria de raios X, espalhamento dindmico de luz,

espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier, microscopia eletronica
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de varredura, microscopia eletronica de transmissdo, calorimetria exploratoria
diferencial e ressonancia magnética nuclear (MURA, 2015; SWAMINATHAN, 2010).

Em geral, em solu¢cbes aquosas, as cliclodextrinas sao capazes de solubilizar
farmacos hidrofobicos por meio da formacédo de complexos de inclusédo solluveis em
agua. Nenhuma ligacdo covalente é formada ou quebrada durante a formacdo do
complexo e as moléculas no complexo estdo em equilibrio rapido com moléculas na
solugcdo. As moléculas hidrofébicas ou algumas porcdes lipofilicas de moléculas
maiores tém maior afinidade para a cavidade hidrofébica do que as
hidrofilicas (JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018).
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4 MATERIAIS E METODOS

» Agitador magnético com aquecimento (WARMNEST, modelo HJ-3, Sdo Paulo,
Brasil);

+ Agitador magnético com aquecimento (SPLABOR, modelo SP-162-, Presidente
Prudente, Brasil);

* Agitador magnético com aquecimento (BIOMIXER, modelo 78 HW-1, Curitiba, Brasil)
* Agitador mecanico (QUIMIS, modelo Q235, Diadema, Brasil);

* Analisador de textura (Texturémetro TA-XT Plus, Itatiba, SP, Brasil);

* Balancga analitica (SHIMADZU, modelo ATX224, Quioto, Japao);

« Balanga semi-analitica (MARTE CIENTIFICA, modelo 029/A, S&o Paulo, Brasil);

* Banho-maria (BIOMATIC, modelo 1052, Porto Alegre, Brasil);

» Banho de ultrassom (ULTRASONIC CLEANER, modelo 1440D);

* BOD;

» Capela de seguranca bioldgica classe Il (VECO, Campinas, Brasil);

+ Célula de difusdo vertical do tipo Franz (UNIVIDROS, Ribeirdo Preto, Brasil);

+ Cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia acoplado a detector de fotodiodos
(SHIMADZU, modelo Nexera X2 System®, Quioto, Japao);

* Destilador de agua (FANEM LTDA, modelo 724/2-A, Séao Paulo, Brasil);

* Equipamento DSC/TG (STA 6000, Perkin Elmer, Waltham, MA, Estados Unidos);

* Estufa de secagem (BIOMATIC, modelo 1306, Porto Alegre, Brasil);

* Geladeira;

* Maquina de comprimir;

» pHmetro digital (HANNA, HI 2221, Sao Paulo, Brasil);

* Redmetro de placas paralelas (DHR-2/ TA Instruments);

* Ultrapurificador de agua Mili-Q® (MERCK, Integral 5, Darmstadt, Alemanha);

* Ultraturrax (IKA, modelo T18 basic, Deutschland, Alemanha).

4.1 REAGENTES E SOLVENTES

4.1.1 Farmacos

* Nistatina (Farmacia Amanda);

* Clorexidina (299.5%, Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo, Brasil).
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4.1.2 Polimeros

* Hidroxietilcelulose (HEC);

* Quitosana de baixo peso molecular — QS (75-85% desacetilada, 20-300 cP, 50000-
190000 Dalton, Sigma-Aldrich®, Sao Paulo, Brasil).

4.1.3 Agua purificada

« Agua purificada pelo processo de destilacdo em equipamento tipo Pilsen (Fanem
LTDA, modelo 724/2-A, Séo Paulo, Brasil);

« Agua ultrapurificada em equipamento Milli-Q (Merck, Integral 5, Darmstadt,

Alemanha).

4.1.4 Solventes e demais reagentes

* Acetonitrila (CH3CN) grau HPLC (Merck, Darmstadt, Alemanha);

* Acetonitrila (CH3CN) grau HPLC (Neon Comercial Ltda, Suzano, Brasil);

« Acido acético glacial (C2H402) P.A. (Anidrol Produtos para Laboratérios, Diadema,
Brasil);

» Albumina bovina 40 pg/mL (Sigma-Aldrich);

« Alcool etilico 99,5% P.A. (Biotec®);

» Brometo de potassio grau espectroscépico (KBr) (LabMaster Ltda, Pinhais, Brasil);
* EDTA;

* Dimetilformamida;

* Fosfato de potassio anidro monobasico (KH2PO4) P.A. (Synth, Diadema, Brasil);

* Gel de petrolato (Chemygel®);

* Hidroxido de sédio (NaOH) P.A. (LabMaster Ltda, Pinhais, Brasil);

* Lisozima de ovo de galinha 10 pg/mL (Fluka Bio-chemika);

* Metabissulfito de sodio (Na2S205) P.A. (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro,
Brasil);

* Metanol (CH30OH) grau HPLC (Merck, Darmstadt, Alemanha);

* Metilparabeno;

* Mucina tipo Ill, de estbmago de porco 850 mg/L (Sigma-Aldrich®);

* Mucosa suina;

« Saliva artificial;

* Trietilamina;

* a-amilase de pancreas de porco 1 mg/mL (Fluka Bio-chemika).
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4.1.5 Materiais
* Cola cianocrilato (SuperBonder®, Loctite, Sdo Paulo, SP, Brasil);
* Coluna analitica de fase reversa C8 XBridgeTM (Waters, 75 mm x 4.6 mm, 2.5 ym);
 Coluna analitica de fase reversa Shimadzu Shim-pack XR-ODS Il C18 (2,0 mm x
200 mm x 2,2 um);
* Eppendorf de 2 mL;
* Filme plastico Parafim®M 10,16 cm x 38,10 m (American, modelo PM996)
* Filtros para seringa GV Millex em polietileno com membrana Durapore® (PVDF),
filtros hidrofilicos, com tamanhos de poros de 0,22 um e diametro de 13 mm (MilliUni,
Campinas, Brasil);
* LAminas de vidro;
* Micropipetas de 25, 100 e 1000 pL (Eppendorf®);
* Placas de Petri de plastico (Kasvi, Sao José dos Pinhais, Brasil);
* Ponteiras para micropipetas;
» Seringas de 3 mL, 5mL e 10 mL;

* Vials de vidro de 2 mL, especificos para HPLC.

4.2 METODOS
4.2.1 Desenho experimental

As etapas realizadas na parte experimental estdo representadas na Figura 9.

Figura 9- Fluxogramas ilustrativo das etapas desenvolvidas nesta pesquisa.
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4.2.2 Desenvolvimento dos géis mucoadesivos

Inicialmente, foram preparadas as dispersdes individuais dos polimeros
quitosana e HEC, com os quais foram feitas combinagdes, resultando em diferentes
géis, que foram testados para a escolha do gel mucoadesivo com as caracteristicas
mais adequadas para a finalidade desejada.

A dispersao de quitosana (QS) foi preparada a 2 % (m/v) em solucéo de acido
aceético glacial 1 % (v/v). Em seguida, em baldo volumétrico, completou-se o volume
para 100 mL com agua destilada. O conteudo foi transferido para um béquer, e
homogeneizado em agitador mecanico.

A dispersdo aquosa de HEC (Natrosol®) foi preparada a 6 % (p/v). Nessa
disperséo foram adicionados os seguintes conservantes: metilparabeno 0,15 % (p/p),
metabissulfito de sédio 0,1 % (p/p) e EDTA 0,1 % (p/p). Os pos foram diluidos em
agua destilada, gsp para 100 mL, aquecidos em banho maria, a temperatura de 80°C
e agitados em agitador mecanico simultaneamente, para completa dissolucao.

Para o preparo dos géis mucoadesivos as dispersdes de QS e de HEC foram
misturadas em trés diferentes propor¢des em relacdo a massa dos polimeros em 1:1;
3:1; 1:3 (p/p), obtendo-se, assim trés formulacbes nomeadas por QS1:HEC1I,
QS3:HEC1 e QS1:HEC3 respectivamente. Além disso, foram preparadas mais trés
formulacdes, adicionando 10% de petrolato-polietileno (Chemygel®) em cada uma
delas, totalizando seis formulacdes. A composicao dos seis géis mucoadesivos pode
ser observada na Tabela 2.

Tabela 2— Composicéo das formulagbes

Formulagao QS:HEC Chemygel (%)
QS1:HEC1 1:1 -
QS3:HEC1 3:1 -
QS1:HEC3 1.3 -
QS1:HEC1+CHEM 1.1 10
QS3:HEC1+CHEM 31 10
QS1:HEC3+CHEM 1:3 10

QS: dispersdo de quitosana; HEC: dispersdo aquosa de hidroxietilcelulose (natrosol); CHEM:

Chemygel®
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4.2.3 Caracterizacdo dos géis mucoadesivos
4.2.3.1 Preparacéao do tecido

A caracterizagdo dos géis foi realizada utilizando discos de mucina ou mucosa
bucal suina (Langoth, Kalbe e Bernkop-Schnirch, 2005). Os discos de mucina
medindo 13 mm cada, foram preparados por compactacdo de 100 mg de mucina
(Mucina tipo lll, Sigma-Aldrich) em maquina de comprimir, usando uma forca de
compactacao de 24 N.

As amostras da mucosa de suinos foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr.
Leandro Cavalcanti Lipinski (CEUA: 0193028; Protocolo UEPG: 20.000011339-8;
ANEXO 1). A maior parte do tecido subjacente foi removido da mucosa com uma
tesoura cirtrgica. O epitélio foi separado do tecido conjuntivo com um eletro-
dermatoma (Aesculap® Accu Dermatome, Alemanha). Com dimensdes aproximadas
de 1,5 x 0,6 cm, os tecidos foram cuidadosamente limpos, lavados com solucao de
cloreto de sédio 0,9% e mantidos congelados. Previamente a sua utilizacdo, as
amostras foram descongeladas a temperatura ambiente em solugdo salina (KOFFI et
al., 2006).

4.2.3.2 Preparacao da saliva artificial

Saliva artificial foi preparada como meio para realizacdo dos ensaios de
caracterizacdo. Ela foi composta por albumina bovina 40 ug/mL (Sigma-Aldrich), a-
amilase de pancreas de porco 1 mg/mL (Fluka Bio-chemika), lisozima de ovo de
galinha 10 ug/mL (Fluka Bio-chemika) e mucina de estémago de porco 850 mg/L (tipo
[ll, Sigma-Aldrich). Todos os componentes da saliva artificial foram dissolvidos em

solucéo tampéo fosfato salino utilizando agitador magnético (MORIKAVA, 2020).

4.2.3.3 Ensaio de mucoadeséao

As propriedades bioadesivas ou mucoadesivas das formulagdes (n=3), foram
avaliadas em analisador de textura (Figura 10, Texturdbmetro TA-XT Plus, Itatiba, SP,
Brasil) em mddulo de tenséo. A analise foi realizada usando discos de mucina.

O texturbmetro foi programado com uma probe cilindrica de aluminio de 36 mm.
As formulacdes do gel mucoadesivo (2g) foram colocadas, individualmente, em uma
placa de Petri, aquecidas em banho-maria a 37°C e fixada na base do equipamento.
(ALVES, 2018). A amostra do disco de mucina foi aderida na probe com cola

cianocrilato (SuperBonder®, Loctite, Sdo Paulo, SP, Brasil) e umedecida com 0,1 mL
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de saliva artificial (EOUANI et al.,, 2001; ALVES, 2018). Entdo, a probe foi
movimentada em direcao a base até tocar a superficie do gel, mantendo contato com
forca de compressdo de 0,5 N, por 120 s. Terminada a avaliacdo, a probe foi
deslocada para cima, em mddulo de tenséo, a velocidade constante de 1 mm/s até
que a formulacédo se destacasse do disco de mucina.

O teste gerou graficos de forca-distancia e forca maxima de separacéo,
determinando a adesividade, correspondente ao pico gerado no gréfico, que foi
expressa em Newton (N). Ainda foi obtido o trabalho de adesdo ou forgca para
descolamento, determinado pela area sob a curva dos graficos (N.s), que corresponde
a energia necessaria para o desprendimento dos sistemas (EOUANI et al., 2001,
KOFFI et al., 2006; BALOGLU et al., 2011).

Figura 10 - Texturbmetro

== P

. I e

Fonte: A autora.

4.2.3.4 Reologia

As medidas reoldgicas foram realizadas em redbmetro modo oscilatério (n=3)
(Figura 11). A analise oscilatéria dos géis foi realizada a 25°C, com geometria cone-
placa paralelas de 40 mm de diametro, separadas por uma distancia fixa de 0,057
mm. As amostras (2g) foram cuidadosamente aplicadas na placa inferior do reGmetro,
assegurando o minimo cisalhamento da formulagdo e permitindo um tempo de
repouso (relaxamento da tenséo introduzida antes da andlise) de 1 minuto antes de
cada determinacdo. A amplitude utilizada foi de 1% e um intervalo de frequéncia de

0,01 a 100 Hz, foi analisado para cada amostra. O médulo elastico (G’), o mddulo
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viscoso (G") e a viscosidade complexa (n*) foram determinados. Apenas 0s géis
QS1:HEC1, QS3:HEC1 e QS1:HECS3 foram testados, pois os géis contendo 10% de
petrolato-polietileno ndo ficaram estaveis, apresentando separacéo de fases e foram
excluidos do estudo.

Figura 11 - Re6metro

Fonte: A autora.

4.2.3.5 Tempo de residéncia

O tempo de retencao da formulacgéo foi estudado adaptando o método relatado
por Vermani et al. (2002) e Sanz et al. (2018). A mucosa bucal suina foi colada na
extremidade de um funil (Figura 12). Uma gaze embebida em saliva artificial foi
colocada no interior do funil para manter a mucosa Umida. Uma balanca analitica foi
colocada abaixo do suporte contendo o tecido suspenso para pesar o gel
mucoadesivo que se desprendia da mucosa. As amostras do gel mucoadesivo foram
aplicadas na mucosa e a quantidade de gel que caiu sobre um vidro de relégio que

estava na balanca foi registrada durante 2 h. O ensaio foi realizado em triplicata.
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Figura 12 — Teste tempo de residéncia

Fonte: A autora.

4.2.3.6 Espalhabilidade

A espalhabilidade das formulactes de gel foi determinada pressionando 0,3 g
de cada formulacéo de gel (a temperatura ambiente) entre duas laminas de vidro, pela
aplicagéo de um peso de 185 g no centro da lamina durante cerca de 3 min. O diametro
do circulo formado foi mensurado, sendo o ensaio realizado em triplicata (DJEKIC et
al., 2016).

4.2.3.7 Estabilidade macroscépica

Inicialmente foram testadas as 6 amostras, em placa de Petri, e deixadas em
incubadora BOD por 60 dias. Apds este teste inicial, a estabilidade dos géis
mucoadesivos QS1:HEC1, QS3:HEC1 e QS1:HECS, foi realizada mantendo 10 g de
cada gel, em béquer fechado com plastico filme, no interior de incubadora BOD, por
30 dias. ApoOs esse periodo, os geéis foram analisados visualmente para observacao
de possiveis alteracdes, como crescimento de microrganismos, mudanca de

coloracéo, separacéo de fases e ressecamento das amostras.

4.2.4 Preparagao dos complexos de incluséo
Foram preparados complexos de inclusdo nistatina:B-ciclodextrina na
propor¢cao molar de 1:1 e de clorexidina:B-ciclodextrina na propor¢cdo molar de 1:2.

Para o preparo de cada complexo, o farmaco foi disperso em etanol absoluto e a -
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ciclodextrina foi dissolvida em agua destilada, ambos mantidos em agitacdo
magneética. As duas solucdes foram misturadas formando suspensées a 50:50 (v/v) e
agitadas a 25 °C por 24 h em agitador magnético. As suspensfes obtidas foram
congeladas em ultra freezer a -80 °C e liofilizadas (mod. LD1500A; Terroni, Sao
Carlos, SP, Brasil) por 72 h.

4.2.5 Incorporagéo dos farmacos e complexos de inclusdo no gel mucoadesivo

Os farmacos puros e os complexos de inclusdo foram incorporados ao gel
mucoadesivo QS3:HEC1 em diferentes concentracdes pelo método de espatulacao.
As amostras foram nomeadas conforme apresentado na Tabela 2. As formulacdes
foram mantidas em frascos de vidro ambar, protegidos de luz e em geladeira até o

momento das analises.

Tabela 2. Composicao dos géis mucoadesivos com os farmacos.

Gel mucoadesivo Nistatina  complexo de nistatina:3- Clorexidina complexo clorexidina:
(mg/g) ciclodextrina (mg/qg) (mg/g) B-ciclodextrina (mg/g)
QS3:HEC1-Nis 17,5 - - -
QS3:HEC1-Nis:pCD - 36,0 - -
QS3:HEC1-ClIx - - 64,0 -
QS3:HEC1-CIx:BCD - - - 26,0

A concentragdo dos farmacos esta expressa em mg por g de gel.

4.2.6 Caracterizacao fisico-quimica dos farmacos e complexos de inclusédo
4.2.6.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

As amostras foram analisadas por espectroscopia na regido do infravermelho,
utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr), empregando 4 mg de cada amostra
e 196 mg de KBr grau espectroscopico (2%, m/m), no equipamento (SHIMADZU,
modelo IR Prestige-21, Quito, Japao), na faixa de 4000-400 cm, com parametro de
32 scan.min! e resolucédo de 4 cm. As amostras analisadas foram os fArmacos puros,
os complexos de inclusdo e a mistura fisica dos complexos de inclusdo com QS e com
HEC.
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4.2.6.2 Andlise térmica

Para realizar as andlises térmicas as foram acondicionadas em células
calorimétricas de alumina e realizadas simultaneamente. O instrumento STA 600
(Perkin Elmer, Waltham, MA, Estados Unidos) foi calibrado previamente usando indio
(In; P.F.= 156,6 °C; AHfusdo = 28,54 J.g!) como padrdo. Os termogramas foram
obtidos sob fluxo de nitrogénio (50 mL.mint), a uma taxa de aguecimento constante
de 10 °C.min! e a faixa de temperatura utilizada foi de 20 °C a 400 °C. As amostras
analisadas foram os farmacos puros, os complexos de inclusdo e a mistura fisica dos

complexos de inclusdo com QS e com HEC.

4.2.7 Caracterizacdo dos géis contendo os complexos de inclusao

ApGs a incorporacéo dos complexos de inclusdo na formulagdo selecionada do
gel mucoadesivo, 0s ensaios de mucoadesao e reologia foram realizados novamente,
sob as mesmas condi¢des descritas anteriormente. Além destes, foram realizados os
ensaios de liberacdo e permeacdo in vitro. A quantificacdo dos farmacos foi realizada
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

4.2.7.1 Andlise da mucoadeséo

As propriedades bioadesivas ou mucoadesivas das formulacdes (n=3), foram
avaliadas em analisador de textura (Texturébmetro TA-XT Plus, Itatiba, SP, Brasil) em
moddulo de tensdo. A andlise foi realizada seguindo os mesmos parametros usados
nos géis sem farmacos, descritos anteriormente neste trabalho.

O teste gerou graficos de forca-distancia e forca maxima de separacéo,
determinando a adesividade que foi expressa em Newton (N). Ainda foi obtido o
trabalho de adesao ou forca para descolamento, determinado pela area sob a curva
dos graficos (N.s), que corresponde a energia necessaria para o desprendimento dos
sistemas (EOUANI et al., 2001; KOFFI et al., 2006; BALOGLU et al., 2011).

4.2.7.2 Analise da reologia

As medidas reoldgicas foram realizadas em reémetro modo oscilatério,
seguindo 0s mesmos parametros descritos na reologia dos géis sem farmacos,
descritos anteriormente. As amostras (1g) foram cuidadosamente aplicadas na placa
inferior do redbmetro, assegurando o minimo cisalhamento da formulacéo e permitindo

um tempo de repouso (relaxamento da tensdo introduzida antes da analise) de 1
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minuto antes de cada determinacdo. A amplitude utilizada foi de 1% e um intervalo de
frequéncia de 0,01 a 100 Hz, foi analisado para cada amostra. O médulo elastico (G’),

0 moédulo viscoso (G") e a viscosidade complexa (n*) foram determinados.

4.2.7.3 Ensaio de liberacao in vitro

O ensaio de liberacdo in vitro foi realizado utilizando membranas sintéticas
(acetato de celulose, 14,000 Da Sigma-Aldrich, USA), cortadas nas dimensdes de 2,5
cm x 2,5 cm e colocadas entre os compartimentos doador e receptor de células de
difusao vertical do tipo Franz, estando o diametro da membrana correspondente a 1,5
cm com uma face em contato com o meio de dissolucdo e a outra face em contato
com a formulag&o do gel mucoadesivo. Sobre a membrana foram adicionados 200 mg
de cada gel mucoadesivo.

O meio de dissolucao utilizado no ensaio com os géis de clorexidina foi tampao
fosfato, pH = 7,2, enquanto para os géis de nistatina, o meio de dissolucéo utilizado
foi uma solucao hidroalcéolica a 10% de etanol absoluto em agua destilada (v/v). Os
experimentos foram realizados a temperatura de aproximadamente 37°C e a solugao
receptora foi mantida sob agitacdo constante. A capacidade do compartimento
receptor presente na célula € de 10 mL, sendo esse volume maximo de meio
preenchido para manutencéo das condicdes. As coletas do meio foram realizadas nos
tempos de 30 min, 60 min, 120 min, 180 min e 240 min. O volume de meio coletado,
para a quantificacéo do farmaco liberado da amostra, e reposto na célula foi de 1,5ml.
O teste foi realizado em triplicata para cada uma das amostras e os resultados foram
expressos em meédia + desvio padrdo. A quantificacdo do farmaco liberado dos géis

foi realizada por CLAE.

4.2.7.4 Ensaio de permeacao in vitro

O ensaio de permeacao in vitro dos farmacos pela mucosa foi realizado em
células de difusdo vertical tipo Franz, utilizando-se os mesmos parametros descritos
no ensaio de liberagéo in vitro, substituindo a membrana sintética por mucosa bucal
suina (CID et al., 2012).

4.2.8 Meétodo analitico por CLAE para quantificacédo de clorexidina
Foi utilizada a metodologia descrita por Gaspar (2020) com algumas

adaptacdes. As andlises foram realizadas em cromatdgrafo SHIMADZU (Nexera X2),
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equipado com detector de arranjo de fotodiodos-DAD (SPD-M20A), bomba
quaternaria LC-30AD, degaseificador (DGU-20A5RA), forno (CTO-20A) e
injetor/amostrador automatico (SIL-30AC, volume de inje¢do: 5 uL), comunicador
(CBM-20A), controlado por software Labsolutions versdo 5.73. Foi utilizada uma
coluna analitica de fase reversa C8 XBridgeTM (Waters, 75 mm x 4.6 mm, 2.5 um),
mantidas a temperatura de 40°C. A eluicdo foi realizada de modo isocratico, fase
movel constituida de acetonitrila: agua acidificada com &cido acético até pH 3,5 mais
1,5% de trietilamina (34:66 v/v), volume de injecdo 5 pL, na temperatura de 40 °C e
vazdo de 1,0 mL.min"t. O tempo de andlise foi de 2 minutos e a detecgéo ocorreu em
258 nm.

Para a quantificacdo do farmaco, uma solugcédo padrédo (n=3) foi previamente
preparada com a transferéncia de 50 mg de clorexidina para baléo volumétrico de 50
mL, e este volume foi completado com a fase modvel. A concentracédo final de
clorexidina obtida foi de 1 mg/mL. A partir da solucdo padrdo, foram preparadas
solugdes nas concentragdes de 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0 e 40,0 pg/mL em fase
movel em eppendorf de 2 mL. As diluicbes preparadas foram filtradas, por meio de
filtro hidrofilico, com tamanho de poros de 0,22 um, em vials de 2 mL para analise no
equipamento. A curva analitica foi preparada pela area do pico versus concentracéo
de clorexidina a equacdo da reta foi obtida para a quantificacdo do farmaco. A
especificidade do método foi analisada através do preparo de uma solug¢édo de gel
mucoadesivo incorporado com clorexidina em fase movel (30 pg/mL).

Para a quantificacdo do farmaco no teste de liberacdo e permeacédo as
amostras do meio receptor coletadas foram diluidas em fase mével na proporcéo de
1:10 para o gel QS3:HEC1-Clx e 1:1 para o gel QS3:HEC1-CIx:BCD.

4.2.9 Método analitico por CLAE para quantificacdo de nistatina

Foi utilizada a metodologia descrita por Llabot et al. (2007) com algumas
adaptacdes. As analises por cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia (UHPLC)
foram realizadas em cromatografo SHIMADZU (Nexera X2), equipado com detector
de arranjo de fotodiodos-DAD (SPD-M20A), bomba quaternaria LC-30AD,
degaseificador (DGU-20A5RA), forno (CTO-20A) e injetor/amostrador automatico
(SIL-30AC, volume de injecdo: 5 pL), comunicador (CBM-20A), controlado por
software Labsolutions versdo 5.73. Foi utilizada uma coluna analitica de fase reversa
Shimadzu Shim-pack XR-ODS Il C18 (2,0 mm x 200 mm x 2,2 ym) mantida a
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temperatura de 30°C. A eluicdo foi realizada de modo isocréatico, fase movel
constituida de metanol: dimetilformamida: agua ultrapura (92:2:6 v/v/v), volume de
injegdo 5 pL, na temperatura de 30°C e vazdo de 0,35 mL.min™%. O tempo de andlise
foi de 6 minutos e a detec¢ao ocorreu em 305 nm.

Uma solucao padréo foi previamente preparada com a transferéncia de 5 mg
de nistatina para baldo volumétrico de 10,0 mL, em seguida, foi adicionado 2 mL de
dimetilformamida, e colocado em banho de ultrassom por 3 minutos, para completa
dissolucéo do farmaco. Apés isto, o baldo volumétrico foi completado com metanol até
0 menisco. A concentracao final de nistatina obtida foi de 500 pg/mL.

A partir da solucdo padrdo foram preparadas diluicbes em fase movel nas
concentracdes 5; 10; 20; 30; 40; 45 e 50 pg/mL em eppendorf de 2 mL. As diluicdes
preparadas foram filtradas, por meio de filtro hidrofilico, com tamanho de poros de
0,22 um, em vials de 2 mL para analise no equipamento. A curva analitica foi
preparada pela area do pico versus concentracdo de nistatina a equacao da reta foi
obtida para a quantificacdo do farmaco. A especificidade do método foi analisada
através do preparo de uma solucdo de gel mucoadesivo incorporado com nistatina em
fase movel (30 pg/mL).

Para a quantificacdo do farmaco no teste de liberacdo e permeacdo as
amostras do meio receptor coletadas foram diluidas em fase moével na proporcéo de
1:1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 OBTENGAO DOS GEIS MUCOADESIVOS E ANALISES MACROSCOPICAS
As formulagdes dos géis mucoadesivos QS1:HEC1, QS3:HEC1 e QS1:HEC3
foram preparadas a partir de dispersdes de quitosana e de hidroxietilcelulose nas
proporcdes 1:1, 3:1 e 1:3 respectivamente. As dispersdes poliméricas apresentam
diferentes caracteristicas fisicas 0 que impacta nas caracteristicas dos géis quando
se varia a proporcao entre elas. Conforme mostra a Figura 13, a disperséo de
quitosana a 2% apresentou-se fluida e com coloragdo amarelada. Ja a disperséo de
hidroxietilcelulose (HEC) a 6% mostrou maior viscosidade e auséncia de coloracéo,

sendo transparente.

Figura 13- Dispersdes de hidroxietilcelulose (incolor) e de quitosana (amarelo).

Fonte: A autora.

O gel de petrolato-polietiieno (Chemygel®), marca comercial, apresenta
coloracdo esbranquicada e textura oleosa, com viscosidade intermediaria. Esse gel
foi adicionado aos géis mucoadesivos, obtendo formulagbes nomeadas por
QS1:HEC1+CHEM, QS3:HEC1+CHEM e QS1:HEC3+CHEM. Tal material €
comercialmente utilizado em formulacdes magistrais de orabase e em medicamentos
industrializados como por exemplo o OMCILON®-A Orabase. A adicdo desse
adjuvante nos geéis mucoadesivos objetivou avaliar a sua influéncia na propriedade
mucoadesiva das amostras. Contudo, inicialmente foi possivel observar separacédo de

fases logo apGs o preparo.
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5.2 CARACTERIZACAO DOS GEIS MUCOADESIVOS PARA A SELECAO DA
FORMULACAO
5.2.1 Ensaio de mucoadeséo
A Tabela 3 expressa as médias dos resultados das replicatas para os parametros

descritos, analisados em texturometro.

Tabela 3. Resultados do ensaio de mucoadesao dos géis sem farmaco.

Amostra Adesividade Forca para Distancia de
(N) descolar (N.seg) descolamento
(mm)
QS1:HEC1 7,200,552 4,52+0,182 12,09+3,172
QS3:HEC1 7,140,462 5,91+0,68"¢ 11,83+0,883¢
QS1:HEC3 4,41+0,33bgk 6,39+0,97¢en 8,74+0,36249
QS1:HEC1+CHEM  6,26+0,50°"" 2,87+0,270%l 8,45+0,662°9!
QS3:HEC1+CHEM  4,22+1,06%knp 4,88+0,352Mik 19,34+1,880™jj

QS1:HEC3+CHEM  3,65+0,32¢mop 4,48+1,00290k 11,24+8,8839i

Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre as amostras (Test-t, p<0,05).

A adesividade € um parametro que indica a forca maxima para a separacao
entre a amostra e o disco de mucina. Pelos resultados obtidos, podemos observar que
as amostras QS1:HEC1 e QS3:HEC1, possuem adesividade significativamente maior
ao disco de mucina do que a amostra QS1:HEC3 (p<0,05, test-t). Essa adesividade
esta relacionada a capacidade bioadesiva dos polimeros utilizados no preparo dos
géis, sendo que a quitosana apresenta alta biodesdo, provavelmente por forcas
eletrostaticas devido aos grupamentos amina protonados da quitosana que interagem
com a mucina carregada negativamente (NETSOMBOON; BERNKOP-SCHNURCH,
2016).

Quando avaliamos as amostras preparadas com adicdo do gel de petrolato-
polietileno, observa-se reducéo significativa da adesividade das amostras, indicando
gue a sua incorporagao impactou de forma negativa na propriedade de mucoadesao
dos géis desenvolvidos. Esse fato pode ser devido a instabilidade fisica dos géis
causada pela sua incorporacao. Diante dos resultados obtidos as amostras contendo

o gel de petrolato-polietileno foram excluidas do estudo.
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A forca para descolar se refere a area do pico obtido no ensaio que relaciona a
forca e o tempo necessario para a separacao da probe contendo o disco de mucina
da amostra que esta sendo analisada. No parametro de for¢a de descolamento, houve
diferenca estatistica entre as amostras QS1:HEC1 e QS3:HEC1 e entre QS1:HEC1 e
QS1:HEC3 (p<0,05, test-t), indicando que a maior a adesividade do material pode
estar também relacionada com a maior viscosidade das amostras, necessitando de
maior tempo para o descolamento do gel na probe do equipamento. Ja o parametro
distancia de descolamento apresenta a distancia entre a amostra, que esté fixada na
base do equipamento, e o disco de mucina, preso a probe, ap0s a separacao entre
eles. Foi observado que apds a separagdo as amostras formavam um “fio” que se
rompiam mais rapido ou mais lentamente. Esse pardmetro pode estar relacionado
com as propriedades viscoelasticas dos géis, que serd melhor discutida no estudo

reologico.

5.2.2 Reologia

Os géis mucoadesivos foram analisados quanto as suas propriedades
viscoelasticas por reologia e as imagens da varredura de frequéncia estao apresentadas
na Figura 14.

Os géis sao formulacbes semi-solidas, consideradas formulacdes néao-
newtonianas com comportamento reoldgico pseudoplastico, no qual ocorre diminui¢cao
gradual da viscosidade com o aumento da tenséo de cisalhamento, ndo podendo ser
expressa em valor Unico (AULTON, 2008). O teste reolégico mais empregado € o
oscilatorio, por ser uma técnica nao destrutiva que permite medir, simultaneamente, a
viscosidade e o comportamento elastico. Nos ensaios oscilatérios, o valor do médulo
elastico (G’) é uma indicag&o qualitativa da estrutura do sistema (CALLENS et al., 2003).

A andlise foi realizada pela varredura da frequéncia, em que o modulo elastico
(de armazenamento; G’) e o mddulo viscoso (de dissipacdo; G”) sdo determinados em
funcdo da frequéncia a uma temperatura fixa (25°C). O modulo de armazenamento,
G’, expressa a magnitude da energia que é armazenada no material ou recuperada
por ciclo de deformacgéo. G’ foi maior que G”, assim o0 material se comporta mais como
um solido, isto €, as deformagdes sao essencialmente elasticas ou recuperaveis. No
entanto, quando G” é maior do que G’, a energia utilizada para deformar o material é
dissipada viscosamente e o comportamento do material € semelhante a um liquido.

Dessa forma o modulo viscoelastico determinado durante um intervalo de frequéncias
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indica zonas de transicdo correspondentes aos processos de relaxamento €
dependente da estrutura do material (FERRY,1980).

Figura 14- Reologia

A T B it C 22—

y o Log Low mocke O s Lo G ) Low Conmiag dead
| Loy Cover vacewy . ¢ 0 2 SR e
[ ’/-.

J 1 - %

- P i——

29 > — o s e

e 24 o g 2 38 < f',. Lanam———" . ] W

qd | g g H

% o g | s g &

Eal & saig <l a 11 °

F | - &

g

Log Arpuler Vegsency padh| Log Ague Vegeercy Jods Log Angdy Soczensy 1eos

Médulo elastico, G’ (preto), e médulo viscoso, G” (vermelho), para os géis mucoadesivos sem farmaco. A:
QS1:HEC1; B: QS3:HEC1,; C: QS1:HEC3.

Todas as amostras apresentaram espectros mecanicos com G’ aumentando mais
rapidamente do que G”, ao longo de toda a faixa de frequéncia, com maior inclinagao da
curva, que pode ser observado na Figura 14. Nas frequéncias mais baixas G” foi maior
que G’, principalmente nas amostras dos géis QS1:HEC1 e QS3:HEC1, apresentando
cruzamento. Em todas as amostras a viscosidade complexa reduziu com o aumento da

frequéncia.

Um gel apresenta propriedades intermediarias entre um soélido (elastico) e um
liqguido (viscoso) e, portanto, apresenta comportamento viscoelastico (BARNES;
HUTTON; WALTERS, 1989). Em um liquido perfeitamente viscoso a tensao depende
apenas da taxa de deformacao. Um liquido viscoso nao tem “memédria”, o trabalho
necessario para produzir qualquer deformacdo € dissipado instantaneamente. Por
outro lado, em um sdélido perfeitamente elastico, a tensdo depende somente da
magnitude da deformacéo sofrida. O trabalho mecanico empregado na deformacéao é
armazenado na forma de energia elastica. Uma substéancia viscoelastica apresenta
um comportamento hibrido: ao mesmo tempo em que uma parte da energia recebida
durante a sua deformacdo € armazenada, a outra é dissipada. A tensdo depende da
histéria da deformacéo; algum tempo se passa antes que o material “esquega” sua
forma anterior (GRAESSLEY, 1984, ALBANO, 2012).
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Segundo Steffe (1996), Chamberlain e Rao (2000), Albano (2012) géis fracos
ou géis fisicos sdo dependentes da frequéncia, apresentam curva de G’ maior que G”,
mas nao apresentam cruzamento de G’ e G”. Em géis elasticos ou verdadeiros, os
mddulos de armazenamento ndo variam com a frequéncia. A diferenca de um gel
verdadeiro, um gel fraco em altas deformacdes (ensaios estacionarios), escoa, mas
um gel verdadeiro sofre ruptura (IKEDA; NISHINARI, 2001). Dessa forma, as amostras
apresentaram um comportamento de gel fraco, ja que os valores de G’ foram maiores
que G” e dependeram da frequéncia.

Para polimeros convencionais, como a quitosana e a HEC, com cadeias
moleculares flexiveis, tal comportamento surge a partir da influéncia da massa molar
dos polimeros ou de interacbes entre as macromoléculas. Essas interacdes sao
interpretadas em termos de uma rede de entrelagamento e dois conjuntos de tempo
de relaxacéo: de curta distancia (interacdes entre partes da propria macromolécula) e
de longa distancia (interagdes entre macromoléculas adjacentes). A relaxacdo das
interacdes de longa distancia ocorre na escala de tempo da zona terminal, enquanto
a relaxacgéo das interagfes de curta distancia ocorre na escala de tempo da zona de
transicdo. Portanto, a transicdo da zona terminal para a zona de platd aparece em
frequéncias mais baixas na medida em que a massa molar do polimero aumenta,

devido ao maior niumero de interacdes.

5.2.3 Tempo de residéncia
A Tabela 4 apresenta as médias dos resultados das replicatas para os parametros

descritos, analisados no teste de residéncia.

Tabela 4. Resultados do ensaio de tempo de residéncia na mucosa.

Amostra Peso inicial na Peso Percentual
mucosa desprendido desprendido
QS1:HEC1 0,494 g 0,129 ¢ 26,1%=0,042
QS3:HEC1 0,656 g 0,108 g 16,6%=0,02°
QS1:HEC3 0,580 g 0,349 g 60,6%=0,09¢

Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre as amostras (Test-t, p<0,05).

Analisando os valores de gel mucoadesivo que se desprendeu da mucosa em

cada uma das amostras, observa-se que o gel QS3:HEC1 apresentou permanéncia
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significativamente maior que os demais (p<0,05, test-t) uma vez que uma menor
guantidade de gel se desprendeu na mucosa bucal suina durante o periodo do
experimento. Apesar do resultado do ensaio de mucoadesdo que mostrou
semelhanca na adesividade entre os géis QS1:HEC1 e QS3:HEC1, o ensaio de tempo
de residéncia realizado indica que a maior viscosidade do gel QS3:HEC1 também é
relevante, pois est4, neste caso, relacionada com a acao da gravidade, indicando que
este gel permanece aderido a mucosa mesmo em condi¢des afetadas pela gravidade.
O gel QS1:HECS, possui 0 menor tempo de permanéncia ha mucosa, pois por possuir
alta viscosidade ele se desprendeu da mucosa em grande quantidade e na forma de

“blocos”.

5.2.4 Espalhabilidade

A capacidade de espalhabilidade dos géis esta apresentada na Tabela 5.

Tabela 5. Valores do ensaio de espalhabilidade.

Amostra Espalhabilidade (cm)
QS1:HEC1 7,70+0,002
QS3:HEC1 2,70+0,10P
QS1:HEC3 2,35+0,06"

Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre as amostras (Test-t, p<0,05).

De acordo com as amostras analisadas, observou-se que a amostra
QS1:HEC1, apresentou a maior espalhabilidade (p<0,05), porém, mostrou-se
bastante fluida, chegando a extravasar as dimens@es da lamina. Isto pode indicar que
ela ndo teria uma boa aderéncia a mucosa, por poder escorrer apdés a administracao.
As amostras QS3:HEC1 e QS1:HEC3 apresentaram valores semelhantes de
espalhabilidade, porém, pdde-se observar visualmente que a amostra QS1:HEC3 se
distribuiu de forma mais uniforme pela lamina, o que pode ser visualizado na figura
15.
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Figura 15- Teste de espalhabilidade

1. QS1:HEC],; 2: QS3:HEC1],; 3; QS1:HECS.

5.2.5 Estabilidade macroscoépica
Inicialmente foram avaliados os seis géis, em placa de Petri, e deixadas em

incubadora BOD por 60 dias. O resultado esta representado na Figura 16.

Figura 16- Estabilidade em placa de Petri

1: QS1:HEC1; 2: QS3:HEC1; 3: QS1:HEC3; 4: QS1:HEC1+CHEM; 5: QS3:HEC1+CHEM; 6:
QS1:HEC3+CHEM.

Fonte: A autora.
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Como € possivel observar, todas as amostras secaram na placa, o0 que
dificultou a observacao da estabilidade. Porém, ainda assim, foi possivel observar a
instabilidade  das amostras QS1:HEC1+CHEM, QS3:HEC1+CHEM e
QS1:HEC3+CHEM, ou seja, as que possuem o gel de petrolato-polietileno em sua
composicao apresentaram uma separacao de fases.

A Figura 17 apresenta o resultado do teste de estabilidade, agora repetido
apenas com os géis QS1:HEC1, QS3:HEC1 e QS1:HEC3 em maior quantidade (10
g) para que nao se repetisse a secagem do material, podendo assim a estabilidade
ser melhor observada. As trés amostras mostraram-se estaveis durante o
armazenamento em incubadora BOD no periodo de 30 dias sem visivel crescimento
de microrganismos, nem separacdo de fases, alteragcdo de cor, precipitacdo ou

reducado de volume.

Figura 17- Estabilidade dos géis mucoadesivos em béquer fechado.

1: QS1:HEC1; 2: QS3:HEC1; 3: QS1:HEC3.
Fonte: A autora

5.3 PREPARAGAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO E INCOPORAGAO NO GEL
Os complexos de inclusdo foram obtidos na forma de um pé fino apés a
liofilizagdo. O complexo de inclus&o com nistatina apresentou coloragcdo amarelo clara
e o complexo de inclusao com clorexidina apresentou coloragéo branca.
A amostra de gel selecionada para incorporagao dos farmacos e complexos de
incluséo foi o gel QS3:HEC1 composto por quitosana: HEC na proporgao 3:1. Esse
gel foi selecionado por apresentar as melhores propriedades mucoadesivas conforme

apresentado.
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As amostras compostas por clorexidina pura contém 64 mg por grama de gel e
foram nomeadas por QS3:HEC1-CIx enquanto as amostras contendo o complexo de
inclusdo contém o equivalente a 4,8 mg do farmaco por grama do gel e foram
nomeadas por QS3:HEC1-CIx:BCD.

Ja as amostras compostas por nistatina pura (QS3:HEC1-Nis) contém 17,5 mg
por grama de gel e as amostras contendo o complexo de inclusdo (QS3:HEC1-

Nis:BCD) contém o equivalente a 16,1 mg do farmaco por grama do gel.

5.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS FARMACOS E COMPLEXOS DE
INCLUSAO
5.4.1 Analise termogravimétrica (TG)

As Figuras 18 e 19 apresentam os termogramas das amostras de nistatina e

de clorexidina respectivamente.

Figura 18. Termograma das amostras com nistatina.
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Analisando a curva de TG da nistatina, observa trés eventos de perda de
massa, uma inicial em torno de 130 °C, sugerindo a saida da agua de hidratacdo. Em
seguida, observou-se um perfil de termodecomposicdo caracterizado por varios
eventos térmicos. Em 165 °C a perda de massa pode estar relacionada com a fuséo

do farmaco. Nos complexos de incluséo, a perda inicial de massa é mais acentuada,
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porém € atenuada no segundo evento, indicando que houve melhora na estabilidade

do farmaco.

Figura 19. Termograma das amostras com clorexidina.
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A clorexidina apresentou estabilidade até a temperatura de 176 °C, na qual
perdeu 20% de sua massa gradualmente até 255 °C e, a partir dessa temperatura,
perdeu gradualmente mais massa. O complexo de inclusdo apresentou perda gradual
da sua massa inicial desde 20 °C até a temperatura de 80 °C. Sua massa manteve-se
constante até 287 °C e, entdo, ocorreu degradacédo até a temperatura final de 400 °C.

Comparando o comportamento de termodecomposicdo dos farmacos nédo
complexados em relacdo aos complexos de incluséo, ficou claro que houve interacao
entre as moléculas. Essa interacdo alterou o perfil de termodecomposi¢cdo dos
farmacos, fazendo com que ocorresse menor perda de massa nos complexos de
incluséo, sugerindo que a complexagao com a 3-ciclodextrina promoveu um aumento
da estabilidade térmica dos complexos de inclusdo. Além disso, a mistura fisica com
os polimeros base do gel mucoadesivo néo indicou alteracdes na estabilidade térmica
dos complexos de inclusdo, uma vez que as curvas se apresentaram semelhantes

entre si.
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5.4.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
As Figuras 20 e 21 apresentam as curvas de DSC das amostras de nistatina e

de clorexidina respectivamente.

Figura 20- Curvas DSC das amostras com nistatina.
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Analisando as curvas de DSC das amostras de nistatina, é possivel observar o
fluxo de calor através das amostras a medida em que ocorre o aquecimento. O
farmaco puro apresenta dois picos endotérmicos sendo o pico em 180 °C
correspondente ao seu ponto de fusdo. Nota-se ainda, que o complexo de inclusao,
apresenta um menor fluxo de calor, e seu pico endotérmico ocorre em temperaturas
mais baixas, aproximadamente 80 °C. Os termogramas dos complexos de inclusao
mostraram uma reducao na intensidade do pico correspondente ao ponto de fusao do
farmaco evidenciando a complexagédo. Os complexos de inclusdo, quando misturados

aos polimeros, apresentam perfil bastante semelhante ao complexo.
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Figura 21- Curvas DSC das amostras com clorexidina
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Analisando as curvas de DSC das amostras de clorexidina, é possivel observar
o fluxo de calor através das amostras, a medida em que ocorre o aquecimento. O
termograma da clorexidina mostrou dois periodos de fusdo a 123 °C e a 135 °C
(endotérmicos). Esses picos endotérmicos desapareceram no complexo de incluséo

indicando a complexacao.

5.4.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As Figuras 22 e 23 apresentam o0s espectros das amostras de nistatina e de
clorexidina respectivamente.

O espectro da nistatina mostra um pico largo em 3367 cm™, que pode ser
atribuido a vibracédo de estiramento O-H. O pico localizado a 2937 cm™ foi identificado
como a vibracao de estiramento C-Hz. Os picos a 1709 e 1620 cm! sdo caracteristicos
das vibragcdes de estiramento C=0 no grupo carboxilico e de estiramento assimétrico
C=C, respectivamente. Os picos a 1575 cm! estdo relacionados com as vibracdes de
C=C do heptano. Os picos em 1439, 1382, e 1175 cm™ podem ser atribuidos as
vibracdes de estiramento C-O e C-O-H. Além disso, foram observados picos a 1069,
848 e 795 cm, que podem ser atribuidos as vibracées de =C-H, -CHz2 e -C-H
(BENAVENT et al., 2021).
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Os espectros dos complexos de inclusdo mostraram algumas modificacdes, por
exemplo, a reducdo da banda de nistatina a 1728 cm™ (C=0) e 848 cm™* (CH=CH
estiramento das vibragdes de nistatina) e um deslocamento da banda da BCD a 1420
para 1404 cm™ (CH2-CHs) e 1068 para 1079 cm™! (O-H estiramento das vibracées da
nistatina) (WANG, 2014).

Figura 22- Espectroscopia das amostra com nistatina
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O espectro da clorexidina na regido de 3400 cm™ pode ser atribuido a -NH.
Foram observadas bandas em 1650, 1600, 1550 e 1500 cm™ que podem ser
atribuidas ao estiramento C=C da fracdo aromatica da clorexidina. O espectro do
complexo de inclusdo mostrou estreitamento das bandas em 3500-3300 cm™ e 1100
cm?, de OH e C-O-C, respectivamente. Esses resultados confirmam a quebra de
algumas ligagcbes de hidrogénio na formacdo do complexo. Observou-se uma
diminuicdo da intensidade de estiramento de C=C aromatico quando comparada com
a clorexidina livre (CORTES et al., 2001).
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Figura 23- Espectroscopia das amostra com clorexidina
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5.5 CARACTERIZACAO DOS GEIS MUCOADESIVOS CONTENDO COMPLEXO
DE INCLUSAO

5.5.1 Ensaio de mucoadeséao
Os resultados deste teste encontram-se em valores de média entre as

replicatas, e estdo expressos na Tabela 6.

Tabela 6. Resultados do ensaio de mucoadesao dos géis com os farmacos.

Amostra Adesividade (N) Forca para Disténcia de
descolar descolame
(N.seg) nto (mm)
QS3:HEC1-CIx 3,24+0,302 3,48+0,472 7,21+0,602
QS3:HEC1-CIx:BCD 3,80+0,37% 4,56+0,31%° 6,04+0,562°
QS3:HEC1-Nis 4,097+0,03bdf 4,367+0,29 8,470+0,08%
QS3:HEC1-Nis:BCD* 4,192¢d9 4,914bcd 8,1402

Nis: nistatina; Clix: clorexidina; B-CD: B-ciclodextrina. *Ensaio com n=1. Letras diferentes indicam

diferenca estatistica entre as amostras (Test-t, p<0,05).
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As amostras apresentaram adesividade muito semelhante entre si, tanto com
para complexos de inclusdo quanto com para farmacos puros. Houve apenas um
aumento discreto para os complexos. Comparando com os resultados do ensaio de
mucoadesado do gel sem os farmacos, houve reducéo dos valores obtidos de todos os
parametros analisados, conforme apresentado na Tabela 3 (adesividade de 7,14+0,46
N, forca para descolar de 5,91+0,68 N.seg e distancia de descolamento de 11,83+0,88
mm). Essa reducdo da mucoadesao esta relacionada com a incorporacdo dos pés no
gel, o que modificou as propriedades do gel, inclusive na capacidade de interacdo dos

polimeros com a mucina.

5.5.2 Reologia

O estudo de reologia dos géis contendo os farmacos e os complexos de
incluséo estédo apresentados nas Figuras 24 e 25. De acordo com as Figuras, observa-
se alteracdo do comportamento reoldgico do gel com a incorporacdo dos pos, com
valores iniciais maiores de G’ e G”.

O valor de G’ ultrapassa o valor de G” em todas as amostras, sendo as
formulacdes classificadas como elasticas. O aumento do comportamento elastico é
sugerido para aumentar a retencao no local da aplicacéo e contribuir para a liberacéo
prolongada do farmaco (BALOGLU et al., 2011). A reducdo da viscosidade € um
comportamento importante para as formulagdes, uma vez que facilita sua capacidade

de espalhamento e aderéncia apés a administracdo (SANZ et al., 2017).

Figura 24 — Reogramas dos géis com nistatina.

A _ B C

o 07 PMs)
-
Yol

"
.
.....
..........
o
o

-
S wson G Py
-

g,
Log MeoUD emEs.

Log Aogrdar Yequency pechy Log feaerce axgdatraay) 29 Yecuence angear (i

A: QS3:HEC1; B: QS3:HEC1-Nis; C: QS3:HEC1-Nis:BCD.
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Figura 25 — Reogramas do gel com clorexidina.
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A: QS3:HEC1; B: QS3:HEC1-Clx; C: QS3:HEC1-CIx:BCD.

5.5.3 Ensaio de liberacéo e permeacao in vitro

A Figura 26 representa o perfil de liberacdo da nistatina a partir dos géis
contendo o farmaco puro e o complexo de inclusdo. Observa-se que em 4 horas de
ensaio foi liberado cerca de 200 pug/cm? do gel contendo o farmaco livre, enquanto que
guando a nistatina estd complexada a liberagdo foi de cerca de 500 pg/cm?. Esse
resultado mostra de forma clara o aumento da velocidade de dissolucdo do farmaco
com a formacdo do complexo de inclusdo, resultando em um aumento da
biodisponibilidade do farmaco, e consequentemente em provavel melhora em sua
acao no tecido alvo.

Figura 26- Perfil de liberac&o da nistatina.
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A Figura 27 apresenta o perfil de liberacdo da clorexidina a partir do gel

mucoadesivo. Também é possivel observar que o farmaco na forma de complexo de
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inclusdo apresenta acentuada velocidade de dissolucédo, uma vez que em 4 horas foi
liberado cerca de 200 pg/cm? de clorexidina do gel com o farmaco puro e 800 pg/cm?
de clorexidina do gel incorporado com o complexo de inclusédo. Isso resulta em uma

melhor biodisponibilidade e provavel melhora na terapéutica do farmaco.

Figura 27- Perfil de liberacdo e de permeacao da clorexidina.
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A Figura 27 também apresenta a permeacao in vitro da clorexidina em mucosa
bucal suina. Analisado a Figura observa-se que cerca de 100 pg/cm? do farmaco
incorporado no gel mucoadesivo atravessou a mucosa e foi quantificada no meio
receptor, enquanto que na amostra de gel incorporado com o complexo de incluséo a
concentracao de clorexidina permeada pela mucosa bucal suina foi de cerca de 120
ug/cm?. Apesar do grande desvio padrdo, que esta relacionado principalmente com a
propria mucosa, observa-se que o aumento da velocidade de dissolugéo da clorexidina
causado pela complexagdo com a B-ciclodextrina, a quantidade de farmaco que seria
absorvida é baixa, e o farmaco provavelmente deve permanecer na mucosa para o

tratamento local de infec¢Ges bucais.

5.5.4 Método analitico por CLAE para quantificacdo de clorexidina

A Figura 28 representa o cromatograma obtido de uma solucéo de clorexidina
a 20 pg/mL. O tempo de retencao obtido foi de 1,61 minutos. A curva analitica foi
preparada com as concentragdes de 5; 10; 15; 20; 25; 30 e 40 pg/mL, que gerou a
equacgao da reta: y= 19603,40x -10058,28 com r2= 0,99876.
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Figura 28- Cromatograma da clorexidina
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A avaliacdo da especificidade do método analitico para quantificacdo da
clorexidina foi avaliada analisando amostras do gel mucoadesivo puro e gel
mucoadesivo incorporado com clorexidina. Os cromatogramas obtidos estéo
representados na Figura 29, indicando que os componentes do gel ndo influenciam

na quantificacdo do farmaco.

Figura 29- Cromatogramas do gel mucoadesivo com e sem farmaco.
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A Figura 30 representa o cromatograma obtido de uma solucdo de nistatina a
30 pg/mL. O tempo de retencdo obtido foi de 4,78 minutos. A curva analitica foi
preparada com as concentragdes de 5; 10; 20; 30; 40; 45 e 50 pg/mL, que gerou a
equaca da reta: y=32279,30x+7411,10 com r>=0,99971.

Figura 30- Cromatograma da nistatina.
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6 CONCLUSAO

Os géis mucoadesivos incorporados com os complexos de inclusdo de nistatina:
B-ciclodextrinas e clorexidina: B-ciclodextrinas foram desenvolvidos e caracterizados.
A utilizacdo dos polimeros como a quitosana e a hidroxietilcelulose favoreceu a
formacéo de um gel mucoadesivo para a utilizacéo tépica bucal.

A caracterizacdo fisico-quimica dos complexos de inclusdo mostrou
compatibilidade entre os componentes com aumento da estabilidade térmica dos
farmacos. As propriedades mucoadesivas e de residéncia dos géis na mucosa bucal
suina, além do seu comportamento viscoelastico, com deformacdes elasticas ou
recuperaveis sugerem que estas formulacbes permanecem por maior tempo em
contato com a superficie a ser tratada de forma tépica interessantes para aplicacdo
na mucosa. Além disso, os complexos de inclusdo de nistatina e de clorexidina
incorporados nos géis mucoadesivos promoveram aumento da velocidade de
dissolucéo dos farmacos e baixa permeacao, levando a maior biodisponibilidade dos
farmacos no local da administracdo e consequentemente maior eficiéncia para o

tratamento das afeccdes bucais.
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