UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

ELAINE FERREIRA

DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE HIDROGEL BASEADO EM
POLOXAMER-QUITOSANA CONTENDO EUGENOL PARA APLICACAO NA
MUCOSA BUCAL

PONTA GROSSA
2019



ELAINE FERREIRA

DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE HIDROGEL BASEADO EM
POLOXAMER-QUITOSANA CONTENDO EUGENOL PARA APLICACAO NA
MUCOSA BUCAL

Dissertacdo de mestrado apresentada ao Programa de
Pés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Setor de
Ciéncias Biolégicas e da Saude, Universidade Estadual
de Ponta Grossa, associa¢gdo ampla com a Universidade
Estadual do Centro-Oeste, como requisito parcial a
obtencéo do titulo de Mestra.

Orientador: Prof. Dr. Paulo Vitor Farago.
Coorientadora: Prof. Dra. Patricia Mazureki Campos.

PONTA GROSSA
2019



Ferreira, Elaine
F383 Desenvolvimento e avaliacao de hidrogel baseado em poloxamer-
guitosana contendo eugenol para aplicacdo na mucosa bucal / Elaine
Ferreira . Ponta Grossa, 2019.
73 f.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas - Area de
Concentracdo: Farmacos, Medicamentos e Biociéncias Aplicadas a
Farmadcia), Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Orientador: Prof. Dr. Paulo Vitor Farago.
Coorientadora: Profa. Dra. Patricia Mazureki Campos.

1. Cavidade bucal. 2. Poloxameros. 3. Biopolimeros. I. Farago, Paulo
Vitor. Il. Campos, Patricia Mazureki. lll. Universidade Estadual de Ponta
Grossa. Farmacos, Medicamentos e Biociéncias Aplicadas a Farmacia. IV.T.

CDD: 615

Ficha catalografica elaborada por Maria Luzia Fernandes Bertholino dos Santos- CRB9/986



“,out.

c..°°
Programa de
'.lﬂ“‘l’“‘ Pos-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas Programa de
“ Pés-Graduagao em ‘
'l\bh Ciéncias Farmacéuticas e
aarn Associagdo Ampla entre a
Universidade Estadual do Centro-Oeste e a Universidade Estadual de Ponta % s

Ponta Grossa, 04 de abril de 2019,

ATA DE EXAME DE DEFESA DE DISSERTAC AO DE MESTRADO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS-AREA DE CONCENTRA(‘AO FARMACOS, MEDICAMENTOS E
BIOCIENCIAS APLICADAS A FARMACIA NUMERO 08/2019 DA MESTRANDA ELAINE
FERREIRA REALIZADA NO DIA 04 DE ABRIL DE 2019, NA UNIVERSIDADE ESTADUAL
DE PONTA GROSSA.

Aos quatro dias de abril de dois mil e dezenove, as 09h(0min, no auditério do Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas — sala 115 - Bloco M, da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG) em sessdo piblica sob a presidéncia do Professora Doutora Patricia Mazureki
Campos reuniu-se a Banca Examinadora de exame de defesa de dissertagdo de Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas da mestranda Elaine Ferreira na linha de pesquisa: Desenvolvimento ¢
Controle de Farmacos, Medicamento ¢ Correlatos, constituida pela Professora Doutora Patricia
Mazureki Campos (UEPG/PR), demais Doutoras (membros titulares): Josiane de Fatima Padilha de
Paula (UEPG/PR) e Marcia Rezende Siqueira (FACPP/CE). Iniciados os trabalhos, a presidéncia
deu conhecimento aos membros da banca e a candidata das normas que regem o exame de defesa de
dissertagdo de Mestrado e definiu - se a ordem a ser seguida pelos examinadores para arguigdo,

O titulo do trabalho foi: “DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE HIDROGEL EM
POLOXAMER-QUITOSANA CONTENDO EUGENOL PARA APLICACAO NA MUCOSA
BUCAL.”

Encerrado a defesa, a banca pronunciou-se  APEOVALA a dissertagdo, considerado como
requisito parcial para a obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas. A aluna devera
entregar, no prazo de até 30 dias, a versdo definitiva da dissertagio de Mestrado. com as
modificagdes sugeridas pelos membros da banca examinadora. Nada mais havendo a ser tratado,
lavrou-se a presente ata que vai assinada pelos membros da Banca Fxaminadora.

Observagdes (se necessario):_a angvauu-u .Mzu. cuw}ixu-o"so.obc\, a/\ adhenc -
QA M IJ‘JW wlp  proe )
Alteracéo de tltulo sim Cndo B

Novo titulo:

_ Petuca, Meuusk Camps
Patricia Mazureki Campoﬂj(DEFAR - UEPG) Presidente

Josiane de Fatima Padilha dé Paula 2 - (DEFAR - UEPG) — Titular
\

L N
Marcia Rezende Siqueira 3 - (ODONTOLOGIA - FACPP) — Titular

Pro -~ Reitonia de Pesquisa e Pds- Graduagio
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Fammaciuticas, Farmacos, medicamentos e biooéncias aplicadas 3 Farmacia - Fone (42)
3220-3337- ppgef@hotmail com
Av. Carlos Cavalcant, 4748 — Ponta Grossa - Parana - Beasd - CEP. 84030-500



Dedico esse trabalho com todo meu amor e
gratiddo aos meus pais Jodo e Eugénia (in
memoriam), ao meu esposo Rafael (Xuxu), ao
meu filho Eduardo e minha filha Luana. Vocés
foram os alicerces para que eu alcancasse mais

esta conquista.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me guiar nessa trajetéria, iluminando cada passo percorrido,
protegendo-me a cada viagem, tornando-me cada vez mais forte e determinada a
enfrentar todas as dificuldades encontradas para que eu pudesse chegar até aqui.

Aos meus pais, Jodo Ferreira e Eugénia Ferreira (in memoriam), pelo apoio e
amor incondicional, pela minha educacéo, pelo exemplo que me foi repassado, por
todo esforco concebido a minha formacéo.

Ao meu esposo Rafael, por ndo me deixar desistir, por viver comigo esses anos
de estudo, abrindo mé&o de si, muitas vezes. Obrigada por todo apoio, paciéncia e
dedicacdo a mim. Sua importancia na minha vida e meu amor por vocé é imensuravel.

Aos meus amados filhos Eduardo e Luana, que mesmo com tenra idade, se
mostraram compreensivos nos momentos que precisei ausentar-me. Vocés sdo o meu
melhor presente. Meu amor por vocés é incondicional.

As Faculdades Integradas do Vale do Iguacu — UNIGUACU, pelo espaco
laboratorial cedido para a realizacdo das analises, pelo incentivo constante e pela
compreensao nos momentos que me ausentei do meu trabalho. Tenho orgulho em
fazer parte dessa familia.

Ao meu orientador Prof. Dr. Paulo Vitor Farago, pela oportunidade de
realizacdo do mestrado. Obrigada pelas orientagcbes durante a realizacdo deste
trabalho. Pela disposicao e pela ajuda.

A minha coorientadora Profa. Dra. Patricia Mazureki Campos, pessoa,
professora, pesquisadora incrivel e inspiradora. Obrigada pela paciéncia, pela
dedicacdo, pela empatia, pelos ensinamentos, pela orientacdo minuciosa no
desenvolvimento desse trabalho.

Ao Prof. Dr. Benjamin Carvalho, Profa. Dra. Marina Tolentino Marinho e a
mestranda Bianca Drewnowski, que se dispuseram a ajudar na realizacao dos testes
e dedicaram a este trabalho o seu tempo e suas consideracoes.

Ao Programa de Pés-Graduagcdo em Ciéncias Farmacéuticas, pela
oportunidade de realizag&o do curso.

A todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizacdo desta

pesquisa.



“Tenho a impressao de ter sido uma crianga
brincando a beira-mar, divertindo-me em
descobrir uma pedrinha mais lisa ou uma
concha mais bonita que as outras, enquanto o
imenso oceano da verdade continua misterioso
diante de meus olhos”

Isaac Newton



RESUMO

FERREIRA, Elaine. Desenvolvimento e avaliacdo de hidrogel baseado em
poloxamer-quitosana contendo eugenol para aplicacdo na mucosa bucal. 2019.
73 1. Dissertagéo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas). Ponta Grossa: Universidade
Estadual de Ponta Grossa, 2019.

As acdes dos farmacos podem ser melhoradas através do desenvolvimento de
sistemas alternativos de liberagcdo, como o sistema mucoadesivo. Esses sistemas
permanecem em contato proximo a membrana mucosa, liberando o farmaco no local
de acdo. Os hidrogéis tem sido extensivamente pesquisado por suas propriedades de
controle sobre a cinética de intumescimento. A quitosana é um biopolimero com
propriedade mucoadesiva, assim mostra-se adequado para administracdo via
mucosa, além disso, ela ndo se inativa ao contato da mucina e sua mucoadesao nao
diminui com o tempo. Dessa forma, a utilizacdo de hidrogéis de geleificacdo in situ
com propriedades mucoadesivas como sistema de liberacdo de substancias via
mucosa bucal é uma importante estratégia nos tratamentos de afeccdes e demais
procedimentos na cavidade bucal. O eugenol, com propriedades anestésicas,
associado a novos sistemas de liberacéo para tratamento da inflamagéo bucal, bem
como seu uso tépico em afeccdes periodontais tem sido extensivamente estudado. O
presente estudo teve como objetivo desenvolver e avaliar um hidrogel baseado em
poloxamer-quitosana contendo eugenol para aplicacdo na mucosa bucal. Para tanto,
foram definidos 5 grupos experimentais: hidrogel poloxamer (HP), hidrogel poloxamer-
quitosana (HPQ), hidrogel poloxamer-quitosana com eugenol a 1% p/p (HPQEUL);
com eugenol a 2% p/p (HPQEU2); e com eugenol a 4% p/p (HPQEU4). A
caracterizacao fisico-quimica procedeu-se por determinacao da transi¢éao sol-gel pelo
método da inversdo de tubos, determinacdo de pH, avaliagdo turbidimétrica,
determinacdo da espalhabilidade, perfil de textura, quantificacdo do farmaco por
espectrofotometria UV-Vis e determinacdo do perfil reoldégico dos hidrogéis. A
estabilidade dos hidrogéis foram determinadas por avaliacdo de pH, turbidez e
quantificacdo do farmaco. A propriedade mucoadesiva foi estudada com modelo ex
vivo em bochecha de porco. Com a determinacéo de transi¢éo sol/gel as formulacdes
HPQEU1 e HPQEU2Z2 apresentaram-se adequadas com temperaturas de transicao de
25,33 £ 0,57 °C e, 19,33 = 0,57 °C, respectivamente, porém para HPQEU4 nao foi
possivel a determinacdo. O perfil de textura e andlise de espalhabilidade
apresentaram valores favoraveis para a totalidade de formulacdes estudadas, com
melhores resultados para HPQEU1 e HPQEU2. Resultados do estudo da estabilidade
permitiram estabelecer critérios mais adequados de armazenamento, sendo mais
favoravel, o armazenamento em temperatura de 5 + 2 °C. O perfil reologico das
formulagBes demonstrou valores favoraveis para o comportamento elastico, o que
contribui para a retencdo no local de aplicagdo bem como para a liberacdo do eugenol
na mucosa bucal. O teste de mucoadesao demonstrou que as formulagbes HPQEUL1,
HPQEU2 e HPQEU4 sdo capazes de se aderir a mucosa, sendo que o hidrogel
HPQEU4 apresentou maior capacidade mucoadesiva. Analisando os hidrogéis
poloxamer-quitosana contendo eugenol, observou-se que nenhuma das formulacbes
pesquisadas abrangeu todas as propriedades de maneira satisfatoria, entretanto, as
formulagcbes que reuniram as caracteristicas mais proximas das estimadas para
aplicacdo, com intermediaria propriedade mucoadesiva e perfil reoldégico com
caracteristico componente elastico, foi o hidrogel HPQEU1, seguido do hidrogel
HPQEU2. Portanto, assume-se os hidrogéis contendo eugenol como formulagdes, de



natureza termorresponsivel, para mucosa bucal com capacidade de liberacéo
sustentada de eugenol a serem utilizadas com aplicacéo odontologica.

Palavras-chave: Cavidade bucal. Poloxameros. Anestésico. Biopolimeros.



ABSTRACT

FERREIRA, Elaine.Development and evaluation of the hydrogel based on
poloxamer-chitosan containing eugenol for application to the buccal mucosa.
2019. 73 s. Dissertation (Master's Degree in Pharmaceutical Sciences). Ponta Grossa:
Universidade Estadual de Ponta Grossa, 2019.

The drugs actions may be improved through the development of release systems, like
the mucoadhesive system. These systems keep touching near the absorption tissue,
the mucous membrane, releasing the drug to the site of action. The hydrogel has been
extensively studied due to its properties of the swelling kinetics control. The chitosan
is a byopolimer with mucoadhesive property, which is suitable for administration
through the mucous, besides, it is not inactived When contacts the mucin and its
mucoadhesion does not decrease during the time. Thus, the use of in situ gelation of
hydrogels with mucoadhesive properties as releases system of substances by buccal
route is an important strategy in treatments of affections and others procedures in
buccal cavity. Eugenol, with anestesic properties, associated to new release systems
for the treatment of buccal inflamation, as well as its topicais use in periodontal
diseases has been extensively studied. This study aimed to develop and evaluate a
hydrogel based on polomaxer-chitosan containing eugenol for application to the buccal
mucosa to optimize its anestesic properties. Five experimental groups were
determined: poloxamer hydrogel (PH), poloxamer-chitosan hydrogel (PCH),
poloxamer-chitosan hydrogel with 1% w/w eugenol (PCHEU1), poloxamer-chitosan
hydrogel with 2% w/w eugenol (PCHEU2), poloxamer-chitosan hydrogel with 4% w/w
eugenol (PCHEU4). The physico-chemical characterization was carried out by
determination of the sol-gel transition by the tube inversion method; determination of
pH, turbidimetric evaluation, determination of scatterability, texture profile,
guantification of the drug by UV-vis spectrophotometry and determination of the
rheological profile of the hydrogels. Stability study utilized pH and turbidity evaluations
and guantification of the drug. The mucoadhesive property was studied with ex vivo
model in pig cheek. The sol / gel transition determination demonstrated that the
PCHEUl1 and PCHEU2 formulations were suitable with transition temperatures of
25.33 £0.57 °C and, 19.33 +0.57 °C, respectively, however for PCHEU4, it was not
possible to determinate. The texture profile and scatterability analysis presented
acceptable values for the totality of formulations, with better results for PCHEU1 and
PCHEU2. Stability study allowed establishing more adequate storage criteria, being
more favorable at 5 £2 °C. The rheological profile of the formulations showed favorable
values for the elastic behavior, wich contributes to retention at the application site as
well as to the eugenol release in the buccal mucosa. The mucoadhesion test showed
that the PCHEU1, PCHEU2 and PCHEU4 formulations are able to adhere to the
mucosa, being the PCHEU4 with the highest mucoadhesive ability. Considering all the
analysis for the hydrogels containing eugenol, none of the studied formulations
covered, satisfactorily, all the properties, however, the PCHEU1 formulation had the
closet profile related with application with intermediate mucoadhesive properties as
well as the rheological profile, followed by the PCHEUZ2 hydrogel. Therefore, the
hydrogels containig eugenol are suggested as formulations, with thermoresponsive
nature, for buccal mucosa with the ability of sustained release to be used with dentistry
application.

Key words: Buccal cavity. Poloxamers. Anesthetic. Biopolymer.
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1 INTRODUCAO

Em busca de vias de administragdo alternativas para a veiculacéo de farmacos,
comparada com a convencional administragéo oral, sdo exploradas a administracao
topica em varias mucosas como possiveis rotas de entrega de substancias. Desde a
invencdo do comprimido sublingual de nitroglicerina, a via mucosa bucal gerou
interesse como uma abordagem substitutiva de liberacdo de farmacos (BATHEJA,
THAKUR; MICHNIAK, 2006).

A cavidade oral e o vestibulo da boca sao inteiramente revestidos por
membranas mucosas relativamente lisas contendo numerosas glandulas pequenas.
Divide-se em epitélio oral, membrana basal, lamina prépria e uma area que contém
tecido adiposo e principais vasos sanguineos e nervos. Pode-se afirmar até certo
ponto que a estrutura da mucosa se assemelha a da pele (WASHINGTON;
WASHINGTON; G. WILSON, 2001).

As ac¢0Oes dos farmacos podem ser melhoradas através do desenvolvimento de
sistemas de liberagéo, como o sistema mucoadesivo. Esses sistemas permanecem
em contato proximo com o tecido de absor¢cdo, a membrana mucosa, liberando o
farmaco no local de agéo, o que pode levar a um aumento da biodisponibilidade com
efeitos locais e sistémicos. A mucoadesdo € atualmente explicada por algumas teorias
como a de adsorc¢ao e difusdo, dentre outras (CARVALHO et al., 2010).

Os hidrogéis sdo compostos de homopolimero hidrofilico ou de redes de
copolimeros que podem intumescer na presenca de agua ou fluidos fisiol6gicos.
ReticulacBes quimicas (ligacdes covalentes) ou juncdes fisicas (forcas secundarias,
encadeamento de cadeias) fornecem aos hidrogéis uma caracteristica de aumento do
volume e estrutura tridimensional. Os hidrogéis tem sido um tema de extensa pesquisa
nas ultimas décadas e suas propriedades como o alto teor de 4gua e o possivel
controle sobre a cinética de intumescimento torna-os muito atraentes para aplicacdes
biomédicas (KLOUDA; MIKOS, 2008).

Um numero crescente de sistemas de formacao de gel in situ tem sido relatado
na literatura para varios produtos farmacéuticos e aplicacdes biomédicas.
Recentemente, os géis in situ também foram aprovados como formas de dosagem
mais apropriadas para aplicacdes topicas pela facilidade de administracdo. Pois em

resposta as condicdes ambientais como pH, temperatura ou forga ibnica do meio, uma
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solucéo de polimero pode se transformar em uma forma de gel (TUGCU-DEMIROZ,
2017).

Os poloxadmeros sao copolimeros que contém propriedade de gelificacdo
termorresponsivel, em consequéncia da transicao sol-gel em temperatura fisiologica.
A gelificacdo depende da concentracdo do polimero, que em solucdo aquosa,
estimulada pelo aumento da temperatura, organiza-se em micelas, aumentando sua
viscosidade. Estes, sdo conhecidos como géis termossensiveis ou termorresponsivos,
sendo os poloxameros de poli(oxietileno) e poli(oxipropileno), os polimeros
responsaveis por esta transformacao (ALVES, 2018).

A quitosana pode ser usada como polimero mucoadesivo para administracao
de substancias através de vérias superficies mucosas. O uso de quitosana em
sistemas de liberacdo de farmacos tem sido extenso, tanto para uso sistémico como
para liberacdo local de substancias. O tratamento local com sistemas mucoadesivos
de liberacao de farmacos pode oferecer vantagens como frequéncia de administracao
reduzida e tempo de residéncia prolongado. A vantagem adicional da quitosana como
polimero mucoadesivo é que ela ndo se inativa ao contato da mucina e sua
mucoadesado ndo diminui com o tempo (ANDERSEN, 2015).

A proposta de uso do eugenol como anestésico local foi demostrado pelo
estudo de Park et al. (2009), que sugeriram sua adequacao para anestesia dentéria.
Sendo assim, demais estudos sobre as propriedades anestésicas do eugenol tem sido
abordado e associado a novos sistemas de liberacdo utilizados para tratamento da
inflamac&o bucal e para uso tépico nas afeccdes periodontais.

O tratamento de gengivite e doencas periodontais exige o uso de uma
combinacao de antibacterianos, analgésicos, agentes anti-inflamatorios e anestésicos
locais em concentracéo eficaz no local, além de tempo de residéncia prolongado e
efeitos colaterais diminuidos. No entanto, nenhum composto sintético possui estas
propriedades. Desse modo, uma atenc¢ao tem-se dado ao eugenol, como candidato
adequado que preenche todos os requisitos (JADHAYV et al., 2004).

A utilizacdo de hidrogéis de geleificacdo in situ com propriedades
mucoadesivas como sistema de liberagdo de substancias via mucosa bucal € uma
importante estratégia nos tratamentos de afeccdes e demais procedimentos na
cavidade bucal. Dessa forma, este estudo teve como proposicdo desenvolver
formulacdo de hidrogel baseado em poloxamer-quitosana contendo eugenol, que

oferece propriedade mecanica e mucoadesiva superior por proporcionar maior tempo
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de retencdo no local de aplicacdo. Assim, uma vez que a literatura ndo traz estudos
especificos com esta perspectiva, 0 presente estudo surge como alternativa

promissora para otimizar o tratamento das afec¢des que acometem a cavidade bucal.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar um hidrogel baseado em poloxamer-quitosana contendo

eugenol para aplicacdo na mucosa bucal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver hidrogel baseado em poloxamer-quitosana contendo eugenol nas
concentracbes de 1,2 e 4% (p / p);

e Caracterizar o hidrogel desenvolvido através de determinacgdo turbidimétrica,
determinacdo de pH, temperatura de transicdo sol-gel e teste de
espalhabilidade;

e Efetuar estudo de estabilidade submetendo as amostras a diferentes
temperaturas e tempo de armazenamento;

e Proceder a caracterizacao reoldgica e analise de textura dos hidrogéis;

e Executar estudo de mucoadeséao ex vivo do hidrogel contendo eugenol.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 SISTEMAS DE LIBERACAO NA CAVIDADE BUCAL

A cavidade bucal ou boca € o ponto de entrada de alimento e ar no corpo, sendo
a boca e os labios essenciais para os seres humanos para permitir a fala, modificando
a passagem do ar. Esta estrutura é também referida como a cavidade bucal, mas
estritamente falando, isso deve ser confinado & &rea da bochecha interna. A boca se
estende dos labios até a orofaringe na parte posterior e é dividida em duas regides:
(a) o vestibulo oral externo, que é delimitado pelas bochechas e pelos labios, e (b) o
vestibulo oral interior, que é delimitado pelos arcos maxilares e mandibulares dentais
(WASHINGTON; WASHINGTON; G. WILSON, 2001).

A cavidade bucal e o vestibulo sdo inteiramente revestidos por membranas
mucosas relativamente lisas contendo numerosas glandulas pequenas. Divide-se em
a) epitélio oral, b) membrana basal, que liga o epitélio ao tecido conjuntivo, c) lamina
propria, que é subjacente ao tecido conjuntivo e d) uma area que contém tecido
adiposo ou tecido conjuntivo glandular com importantes vasos sanguineos e nervos
(CUBAYACHI, 2014). Estes tecidos localizam-se sobre uma camada de musculo ou

0sso0, conforme mostrado na figura 1.

Figura 1. Representa¢do da mucosa bucal.
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Fonte: Adaptado de WASHINGTON; WASHINGTON; G. WILSON (2001).
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A superficie da mucosa bucal é revestida por uma fina camada de muco, o que
representa uma das barreiras para a liberagéo transmucosa bucal. O muco faz parte
da saliva secretada pelas glandulas salivares. O componente chave do muco € a
mucina que pertence a uma classe de glicoproteinas macromoleculares anfotéricas.
A mucina representa apenas uma pequena proporcao (1 — 5%) da constituicdo total
do muco. Em valores de pH normal (6,8) da mucosa bucal, o muco esta carregado
negativamente devido ao 4cido sialico e residuos de sulfato, formando uma estrutura
de gel fortemente coesiva que se fixa na superficie da célula epitelial como uma
camada gelatinosa (LAM et al., 2013).

Os sistemas de liberacéo através da mucosa visam fornecer acao local e /ou
sistémica dos farmacos por meio de superficies mucosas. Eles incluem uma grande
variedade de formas e dosagens variando de liquido para semissolido e solido. Novas
e inovadoras ideias (incluem-se aqui estratégias que otimizam o sistema de liberacdo
de substancias, seja por aumento da caracteristica de mucoadesdo ou aumento da
retengéo da substancia no local, entre outros) estao sendo cada vez mais acrescidas
a esses sistemas de liberacéo, a fim de melhorar ainda mais, sua eficacia e seguranca
(JUG et al., 2018).

A aplicacédo topica de substancias permite a acéo direta na lesdo oromucosa,
aumentando assim a sua capacidade terapéutica. Numerosas afeccdes orais podem
ser tratadas com eficacia por varios agentes terapéuticos topicos, estes, tem sido
amplamente utilizados como primeira linha de terapia em diferentes condigées como
infeccbes orais, distirbios dos mais variados e mucosite. H4A muitas formulacdes
diferentes que sé&o utilizadas para administracdo local de substancias, como
formulagcbes mucoadesivas, géis, pomadas, sprays e enxaguatorios bucais
(SHASTRY et al., 2015).

A liberacéo de farmacos através da mucosa bucal pode ser obtida através de 4
vias: (i) sublingual (assoalho da boca), (ii) bucal (revestimento das bochechas), (iii)
orofaringea (boca e garganta) e (iv) periodontal (gengivas). Variacdes na espessura e
composicao dos epitélios podem afetar a absorcéo do farmaco. A mucosa sublingual
€ a mais permeavel seguida pela bucal, mesmo que ambas as regibes ndo sejam
gueratinizadas. O epitélio sublingual €, no entanto, mais fino e imerso na saliva, o que
auxilia na absorcado de substancias (WASHINGTON; WASHINGTON; G. WILSON,
2001).
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A permeacdo das substancias através das membranas mucosas depende de
varios aspectos da formulacéo, os quais determinardo a quantidade e a taxa liberada
da substancia da formulacdo, a solubilidade da substancia na saliva e, portanto, a
concentracdo da substancia nos tecidos. Além disso, a formulacdo também pode
influenciar no tempo em que a substancia permanece em contato com a membrana
mucosa, chamado tempo de residéncia. Ja a concentracdo pode ser modulada pela
quantidade de substancia na formulacdo, pela sua taxa de liberagdo e pela sua
solubilidade na saliva. Os dois primeiros fatores variam em funcao dos diferentes tipos
de formulacdes, e o ultimo pode ser influenciado pela alteracéo das propriedades da
saliva que afetam a solubilidade (por exemplo, pH) (BATHEJA et al., 2006).

Rathbone; Pather; Senel (2015) descreveram em seu trabalho sobre as
vantagens e as desvantagens da cavidade bucal para liberacdo de farmacos. O
comparativo foi construido a partir de informacdes adaptadas das revisdes ja
publicadas. Foi sugerido que ha vantagens e desvantagens para esse local de
liberacdo de farmacos. A cavidade bucal é um local atraente para liberacdo de
farmacos, local ou sistémico. Sendo assim, a decisdo de utilizar a cavidade bucal para
este fim, deve ser baseada em uma comparacao com outros locais de liberacdo, no
que diz respeito aos seguintes parametros: 0s objetivos clinicos do tratamento, as
propriedades fisico-quimicas inerentes ao farmaco, as vantagens relativas da via, a
oportunidade de diferenciacdo do produto, a populacdo de pacientes que utilizara, o
custo da producgéo e o tempo de pesquisa e desenvolvimento.

3.2 HIDROGEIS PARA APLICACAO NA MUCOSA BUCAL

Os hidrogéis sédo candidatos adequados para o propésito de aplicacdo de
farmacos na mucosa bucal por conta de sua alta flexibilidade e biocompatibilidade,
além de promover liberacdo sustentada de substéancias veiculadas (VRIES et al.,
1988). Em geral, o termo hidrogel designa uma matriz hidrofilica intumescida ou
dilatada com capacidade limitada de intumescimento em agua ou meio aquoso (Figura
2). Os hidrogéis podem ser classificados em trés tipos. No sentido estrito de
‘hidrogéis’, as cadeias moleculares da rede ndo sdo completamente liberadas da
matriz por causa da reticulacdo. Assim, o limite entre a matriz e 0 meio aquoso é muito
definida, e as moléculas do farmaco séo liberadas através dos espacos entre a rede.

Este tipo de hidrogel tem uma superficie lisa e € menos incompativel na boca. Por
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outro lado, os hidrogéis em um sentido amplo incluem a matriz com materiais
hidrossoluveis tais como derivados de celulose e gomas naturais. E, os pseudo-
hidrogéis incham infinitamente e as moléculas componentes se dissolvem da
superficie da matriz. A dissolugdo da matriz aumenta a viscosidade da saliva e,
conseguentemente, provoca uma boca pegajosa (NAGAI; MACHIDA, 1993).

Figura 2. Representagéo da estrutura do hidrogel.
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Fonte: Adaptado de MELO et al. (2012).

Dependendo do mecanismo de formacdo de gel, os hidrogéis podem ser
classificados como: (i) géis quimicos (ou permanentes) se a transicdo solucao — gel
(Sol - gel) envolver a formacao de uma rede polimérica quimicamente reticulada e (ii)
géis fisicos (ou reversiveis) se o gel se formar através de interacbes nao covalentes
entre as cadeias. No caso de géis fisicos sensiveis ao estimulo, a transi¢do sol - gel
€ desencadeada por alteracdes fisico-quimicas (GIOFFREDI et al., 2016).

Existem muitas estruturas de macromoléculas diferentes que séo possiveis
para a formacao dos hidrogéis fisicos e quimicos. Eles incluem redes reticuladas ou
entrelacadas de homopolimeros lineares, copolimeros lineares e copolimeros de
bloco ou enxerto. Os hidrogéis também podem ter muitas formas fisicas diferentes,
incluindo (a) formas moldadas sélidas (por exemplo, lentes de contato gelatinosas),
(b) po6 prensado (pilulas ou capsulas para ingestao oral), (c) microparticulas (sistemas
bioadesivos de tratamentos de feridas), (d) revestimentos (por exemplo, em implantes

ou cateteres; em revestimento entérico em comprimidos), (e) membranas ou folhas
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(emplastro de liberacdo transdérmica), (f) sélidos encapsulados (por exemplo, em
bombas osméticas), e (g) liquidos (que formam géis aquecendo ou resfriando)
(HOFFMAN, 2012).

Desse modo, uma forma farmacéutica liqguida baseada em uma solugédo de
geleificacdo in situ composta por polimeros que sofrem transicao sol - gel em contato
com a mucosa, como resultado de mudancas de temperatura, pH ou presenca de
ions, induzidas pelo ambiente fisiolégico, provaram ser uma forma de liberagcéo

controlada mais conveniente e eficiente (QI et al., 2007).

3.2.1 Poloxameros

Poloxameros sdo uma familia de copolimeros triblocos com um bloco central
de oxido de polipropileno hidrofébico flanqueado por dois blocos de Oxido de
polietileno hidrofilico (FAKHARI; CORCORAN; SCHWARZ, 2017). Estes podem ser
formados por poloxameros de poli(oxietileno) (OE) e poli(oxipropileno) (OP), que séao
0s polimeros responsaveis pelas propriedades caracteristicas do mesmo. Os
poloxameros possuem propriedades de gelificacdo termossensivel ou
termorresponsivel, em consequéncia da transicado sol-gel em temperatura fisiolégica.
A gelificacdo depende da concentracdo do polimero, que em solu¢cdo aquosa,
organiza-se em micelas (Figura 3) com o aumento da temperatura. A formacéao de
micelas leva ao aumento da viscosidade (ALVES, 2018).

Esta caracteristica de termogelificacdo resulta de interacdes entre diferentes
segmentos do copolimero. A agregacao em micelas € devido a desidratacao de blocos
poli - OP hidrofébico, 0 que representa 0 primeiro passo para o processo de
gelificacdo. Desse modo, as micelas apresentam-se esféricas com nudcleo poli — OP
desidratado com um envoltorio externo de cadeias de poli- OE inchadas. Essa
micelizacdo € seguida por geleificacdo e esta € atribuida ao “empacotamento”
ordenado das micelas (DUMORTIER et al., 2006). O gel fisico formado apds essa
transicéo sol - gel propicia uma melhor propriedade acerca do aumento tempo de
residéncia no local de aplicacdo, otimizando a eficacia de sistemas de liberacdo de

farmacos.
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Figura 3. Processo de geleificacdo dos polaxameros.
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Fonte: Adaptado de ALVES (2018).

Entre os poloxameros, o poloxamer 407 € um tensoativo ndo idnico com uma
ampla gama de aplicacdes. O peso molecular do poloxamero 407 é de
aproximadamente 12,6 kDa com comprimentos de dois blocos de 6xido de polietileno
hidrofilico de 101 unidades de repeticdo e um bloco de O6xido de polipropileno
hidrofébico de 56 unidades de repeticdo, as quais estdo arranjadas em cadeias na
forma de tribloco. O poloxamero 407 esta comercialmente disponivel como Pluronic®
127 ou Lutrol® 127. E descrito como um “ingrediente inativo” pela Foods and Drugs
Administration (FDA) para uma variedade de medicamentos, tais como em: solucdes
orais, suspensfes, formulacfes inalatérias, intravenosas, oftalmicas ou topicas
(FAKHARI; CORCORAN; SCHWARZ, 2017).

As solugbes aquosas de polaxamero 407 mostram-se com propriedades
termorreversiveis, o que desperta grande interesse para a otimizacao de formulagdes.
O fendbmeno da termogeleificacdo € perfeitamente reversivel e € caracterizado por
uma temperatura de transicdo sol-gel. Abaixo desta temperatura de transicdo, a
amostra permanece fluida e acima desta temperatura, a solucao torna-se semissélida
(DUMORTIER et al., 2006).

As técnicas mais comumente empregadas para determinacdo da transicdo
(Tsol / gel) sdo reometria e analise visual. Para formulacbes com 18% (p / p) de
poloxamero 407, os valores de Tsol / gel apresentam-se entre 25 °C e 32 °C quando
obtidos por dados reoldgicos e, através de andlise visual, esses valores se encontram
entre 28 °C e 32 °C. Para formula¢des ternarias de hidrogéis baseados em poloxamer,
estudos mostram que a Tsol / gel € dependente da natureza do terceiro componente,

bem como sua porcentagem. Para formulacdes de poloxamero / agua / polietileno
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(PEG 6000), um estudo de Edsman e colaboradores (1998), mostrou que, em
comparacao com uma binaria de poloxamero / agua, a Tsol / gel aumentou com 2%
de PEG e diminuiu com 5% e 7% de PEG. Em contraste, ao avaliar hidrogéis de
poloxamero / agua / vancomicina, nenhuma mudanca na Tsol / gel foi observada com
a adicao do terceiro componente, enquanto que para uma formulacéo de poloxamero/
agua / carbopol 934, a Tsol / gel diminuiu com o aumento da concentracdo de carbopol
940 (PEREIRA; DIMER; GUTERRES, 2013).

E por essas propriedades, o poloxamero 407 tem sido usado para formulagdes
sublinguais ou preparacfes orais. Formulagédo sublingual de triancinolona acetonida
contendo poloxamero 407 (20% - p/p) e carbopol (1% - p/p) apresentou resultados
promissores de acordo com a maior viscosidade e bioadesividade, por aumentar o
tempo de permanéncia sublingual. E outro sistema de liberagdo bucal combinado
contendo poloxamer 407 (20% - p/p) e desoxicolato de sodio apresentou melhoria da
biodisponibilidade do farmaco, numa taxa de aumento de 1.74x (DUMORTIER et al.,
2006).

Varios polimeros hidrofilicos, por exemplo, derivados de celulose
hidrossoluveis, acido poliacrilico e quitosana foram incorporados aos hidrogéis de
poloxamero como agentes auxiliares para liberacdo de farmacos e/ou melhora da sua
capacidade mucoadesiva. Nestes sistemas, o0 poloxamero atua como agente
gelificante e o polimero secundario como um agente carreador (PEREIRA; DIMER,;
GUTERRES, 2013).

De modo que o poloxamer 407 em si, hdo possui propriedade mucoadesiva e
a retencédo local de um hidrogel in situ é curta devido ao forte mecanismo de auto-
eliminacdo das cavidades corporais, as tentativas de melhorar as suas propriedades
mucoadesivas envolvem a adi¢cdo de outros ativos, como a quitosana e/ou carbopol

por exemplo (Cl et al., 2017).

3.2.2 Sistemas de liberacdo mucoadesivos

O termo mucoadesdo é definido como o estado em que uma superficie
bioldgica coberta por uma camada de muco e uma superficie sintética sdo mantidas
juntas por um longo periodo de tempo para formarem ligagcdes por meio de forcas

interfaciais. Essa interface criada entre a camada de muco e uma superficie sintética
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€ chamada de juncdo mucoadesiva e, normalmente envolve um polimero natural e/ou
sintético (SANDRI et al., 2012).

Os sistemas de liberacdo mucoadesivos de farmacos oferecem beneficios em
relacdo as formulagdes convencionais, pois possuem tempo de residéncia prolongado
do farmaco no local de aplicacdo, permeabilidade relativamente maior nas
membranas mucosas, 0 que permite rapida absorcdo do farmaco, e maior
biodisponibilidade na circulagdo sistémica. A mucoadesdo, definida como a
capacidade de aderir & camada de gel mucoso, € um elemento-chave na concepc¢ao
desses sistemas de liberacao de farmacos (KAUR, A.; KAUR, G., 2011).

No desenvolvimento de sistemas de administracdo mucoadesivos de farmacos,
o tempo de contato no local de absor¢cdo da molécula pretendida é importante para a
absorcdo seletiva e efetiva. O efeito mucoadesivo de um excipiente em uma
formulacdo mucoadesiva deve diminuir a taxa de liberacdo e movimento da substancia
através da mucosa, permitindo assim maior tempo de contato com o epitélio absortivo.
Esta extensdo de contato com o local de absorcéo pode ser benéfica especialmente
para farmacos hidrofilicos ou de alto peso molecular, como peptideos e proteinas
(SNYMAN; HAMMAN; KOTZE, 2003).

Diversas classes de polimeros foram investigadas pelo uso potencial como
mucoadesivos. Esses incluem polimeros sintéticos como o cianoacrilato monomerico;
acido poliacrilico como policarbofila e carbédmeros; polimeros derivados da celulose
como hidroxietilcelulose e carboximetilcelulose e derivados de polimetacrilato. Além
da ocorréncia dessa propriedade para polimeros naturais como acido hialurénico,
alginatos e quitosana e, mais recentemente, lecitina e seus derivados (VRIES et al.,
1988; CARVALHO et al., 2010).

Varias teorias foram relatadas para explicar a propriedade de efeito
mucoadesivo dos polimeros, algumas das quais enfatizam a importancia da
ocorréncia de interacdes especificas entre macromoléculas e mucinas (SOGIAS;
WILLIAMS; KHUTORYANSKIY, 2008).

3.2.3 Quitosana
A quitosana € um polissacarideo natural catidnico derivado de quitina por

desacetilacdo parcial de seus grupos acetamido em solugcbes alcalinas fortes. A

quitina, o segundo polissacarideo mais abundante na natureza depois da celulose, é
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o principal constituinte do exoesqueleto dos crustaceos e insetos. Nas ultimas duas
décadas, a quitosana tem sido usada para varias aplicacbes farmacéuticas em
sistemas de liberacdo de farmacos devido a um conjunto de propriedades, tais como
biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioatividade, auséncia de toxicidade,
propriedades de absorcédo, capacidade de formar membranas, bioadesividade, entre
outras (MOURA, 2012).

A carga positiva da quitosana € considerada o principal fator responséavel por
suas propriedades mucoadesivas; as interacdes eletrostaticas entre a camada de
muco contendo mucina carregada hegativamente e quitosana carregada
positivamente é a provavel razdo para sua boa adesdo nas superficies mucosas. O
uso de quitosana em sistemas de liberacao de farmacos tem sido aplicado para usos
sisttmico ou local, demonstrando ser um excipiente valioso em comprimidos,
emulsdes, pés e géis, fornecendo uma liberacdo controlada da substancia
encapsulada (ANDERSEN et al., 2015).

Snyman; Hamman; Kotze (2003), em seu estudo, avaliaram as intera¢gfes da
quitosana trimetilada com diferentes niveis de quaternizacdo e demonstraram que a
presenca de grupos de amdnio quaternario é prejudicial para a mucoadesdo. Os
autores relataram esse efeito adverso em detrimento das mudancas de conformacéao
da quitosana trimetilada. Acredita-se que esse efeito também pode ser devido a
natureza dos grupos amino quaternarios, os quais podem interagir eletrostaticamente
com as mucinas, mas deixariam de formar pontes de hidrogénio (SOGIAS; WILLIAMS;
KHUTORYANSKIY, 2008).

A mucoadesao da quitosana também foi estudada por Lehr et al. (1992), o qual
sugeriu que ndo somente ocorre a adesao por hidratacdo que atrai a agua da camada
mucosa, mas também por ligacGes de hidrogénio e interacfes ibnicas entre as cargas
positivas do grupamento amino do polimero e as partes negativamente carregadas
que a camada mucosa esta envolvida. As intera¢cdes da quitosana com 0 muco e suas
propriedades mucoadesivas sdo afetadas por ambos os fatores fisioldgicos (como a
espessura da camada de muco) e pelas propriedades fisico-quimicas da quitosana. A
extensdo da mucina adsorvida pela quitosana aumenta com o crescimento dos
residuos de &acido siédlico. Como as quantidades de &cido sialico em secrectes
mucosas variam, a forca de adesdo da quitosana ao muco também pode variar

dependendo da mucosa considerada (SANDRI et al., 2012).



28

3.3 EUGENOL EM SISTEMAS DE LIBERACAO NA CAVIDADE BUCAL

O eugenol (4-alil-2-metoxifenol) consiste em um composto aromatico (Figura 4)
e representa o principal constituinte de plantas como cravo, canela, sassafras e mirra.
E um membro dos fenilpropanoides, uma grande familia de compostos organicos que
contém um anel fenil e uma cadeia lateral C3. Os fenilpropanoides séo sintetizados
em plantas a partir da fenilalanina, aminoacido essencial, para conferir varios papéis
importantes, como antibidticos, pesticidas naturais, agentes de protecdo contra luz
ultravioleta, componente essencial da parede celular e atrativo para polinizadores.
Outros fenilpropanoides bioativos incluem carvacrol, timol, cinamaldeido, acido
salicilico, vanilina e cumarina. Enquanto o cravo-da-india (Syzygium aromaticum ou
Eugenia caryophyllata) contém a maior porcentagem de eugenol em seu extrato de
0leo, o eugenol também € encontrado na pimenta da Jamaica (Pimenta dioica),
manjericdo (Ocimum basilicum e tenuiflorum), pimenta racemosa (Pimenta
racemosa), craveiro (Dianthus caryophyllus), e canela (Cinnamomum verum)
(CHUNG; OH, 2013).

Figura 4. Estrutura quimica do eugenol.

CHj
o~

HO

CH,

Fonte: A autora.

Em aplicacdes biolégicas, o eugenol tem sido amplamente utilizado em
Odontologia no ambiente bucal e também como agente aromatizante em produtos

cosmeéticos e alimentares, isso decorre do seu reconhecimento como material seguro
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pela FDA. Além disso, possui propriedade antioxidante devido a sua estrutura fenélica
(JUNG; CHUNG,; LEE, 2006).

O eugenol foi comumente utilizado em curativos apds cirurgias periodontais na
década de 1960. Passou a ser amplamente utilizado na Odontologia como principio
ativo de materiais de preenchimento, cimentos endodoénticos e curativos periodontais.
No entanto, o uso tradicional do eugenol néo foi limitado a analgésicos e antissépticos,
mas também pelas suas propriedades anestésicas, antiemética, antiespasmaodica,
antiparasitaria e cicatrizante (CHUNG; OH, 2013).

O eugenol € uma substancia lipofilica usada para tratar a hipersensibilidade
dentaria, uma condicdo caracterizada pela ocorréncia de dor ou desconforto quando
estimulos leves sé@o aplicados a dentina exposta (POKHARKAR et al., 2011).

Por se tratar de um composto fendlico, mostra também atividade anti-
inflamatoria pela inibicdo da enzima ciclooxigenase Il; tem atividade analgésica pela
ligacdo seletiva aos receptores de capsaicina; e acao antibacteriana (1mg / mL) contra
bactérias gram positiva e gram negativa. O eugenol também inibe a funcdo de
macréfagos, portanto, promove influéncia sobre o sistema imunolégico (JADHAV et
al., 2004).

O eugenol demonstrou ser eficaz na anestesia de peixes, incluindo a truta-arco-
iris (Oncorhynchus mykiss), o peixe bagre de canal (Ictalurus punctatus) e ratos. Uma
dose baixa de eugenol de 65 mg / L induziu anestesia bem-sucedida e segura em
peixes tambaqui (Colossoma macropomum). O mecanismo anestésico do eugenol
pode envolver sua capacidade de bloquear impulsos nervosos como demonstrado em
nervo ciatico da ra-touro. Outro estudo observou que o eugenol retardou a conduc¢éo
nervosa no lagostim e o tornou menos excitavel. Registrou-se ainda, a inibicao
reversivel do impulso nervoso e potenciais de acdo compostos pelo eugenol no nervo
pulpar de gatos adultos e no nervo frénico, ciatico, e neurénios do ganglio cervical
superior de ratos. Outro estudo, no nervo vago em ratos, sugeriu que o eugenol € mais
eficaz que a lidocaina na inibicdo do potencial de acdo nas fibras nervosas C. Estes
resultados in vivo e ex vivo sugerem que o eugenol pode ter um efeito direto nos
canais idnicos nas fibras nervosas sensoriais periféricas (CHUNG; OH, 2013).

Foi desenvolvida e estudada por Pokharkar et al., (2011) uma formulacéo de
gel com carreadores lipidicos nanoestruturados contendo eugenol para liberacéo
controlada e sustentada no ambiente periodontal. Como o tamanho da nanoparticula

foi menor que 400 nm, houve retencao prolongada na cavidade periodontal. Assim, a
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formulacdo de gel contendo os carreadores lipidicos nanoestruturados contendo
eugenol foram propostas como eficazes para a distribuicdo periodontal,
proporcionando uma liberacdo rapida inicial, para acdo rapida, com subsequente
liberacdo prolongada de eugenol.

Um estudo de Rapp (2007), simples-cego randomizado, foi realizado em 73
individuos para avaliar a acado anestésica do 6leo de cravo em comparagdo com a
benzocaina. As escalas de dores entre o gel de cravo e os grupos de benzocaina ndo
foram significativamente diferentes, mas foram significativamente inferiores ao grupo
placebo. Assim, o estudo mostrou que o 6leo de cravo € um anestésico topico de baixo
custo e facilmente disponivel, que pode ser usado como alternativa ao gel de
benzocaina.

Jadhav et al. (2004) relataram o desenvolvimento e avaliagdo de tabletes
mucoadesivos de liberacdo controlada para aplicacédo gengival contendo eugenol, os
quais foram preparados com carbopol e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC). A
liberacdo controlada da formulacdo mucoadesiva por um periodo de 8 h mostrou-se
vantajosa em relagdo ao seu uso convencional com boa correlag&o nos testes in vitro
e in vivo. Estes resultados indicaram o aumento no potencial do eugenol como
antibacteriano, analgésico local e tratamento anestésico devido a sua veiculacdo em
formulacdo mucoadesiva.

Dessa forma, em busca de uma formulacdo que consiga entregar
concentracbes adequadas de eugenol na cavidade bucal para exercer as suas
propriedades terapéuticas, propde-se as formulacbes a base de hidrogéis de
caracteristica termossensivel de transicdo de fase, que vem demonstrando efetividade
na veiculacdo de substancias. Tais formula¢des tem o intuito de otimizar o efeito do
eugenol no local de aplicacéo pela promocéao de liberacao controlada e sustentada do
farmaco, via mucosa, devido a adi¢cdo de biopolimeros, como a quitosana, capazes
de aumentar a capacidade mucoadesiva dos hidrogeis, sem comprometer suas
caracteristicas. Assim, hidrogéis termossensiveis com mucoadesividade para
liberacdo controlada e localizada de eugenol apresentam-se como formulacao

promissora para o segmento odontolégico para tratamento anestésico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

Agitador magnético (Quimis, modelo Q241M, Séo Paulo, Brasil);
Analisador de textura (Texturébmetro TA-XT Plus, S&o Paulo, Brasil);
Balanca analitica (LCD series, modelo EL-620AB-BI, Paran4, Brasil);
Balanca semi-analitica (Bel, modelo IT1300877, Sao Paulo, Brasil);
Banho-maria (Kacil, modelo BM-02, Pernambuco, Brasil);

Centrifuga (Centrilab, modelo CE80I);

Deionizador de agua (Gehaka, modelo OS10LX, Séo Paulo, Brasil);
Espectrofotdmetro UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, modelo Genesys 10S UV-
Vis, MA, USA);

Estufa (Quimis, Sao Paulo, Brasil);

Geladeira (Electrolux, Parana, Brasil);

pHmetro (Quimis, S&o Paulo, Brasil);

Redmetro (TA Instruments, modelo DRH2, DE, EUA);

Ultrassom (Unique, Séo Paulo, Brasil);

4.2 REAGENTES E SOLVENTES

421

4.2.2

Farmaco

Eugenol (= 99% de pureza, Sigma-Aldrich, MO, EUA).

Polimeros

Poloxamer 407- Lutrol® F127 [Poli (etileno glicol) — co — poli (propileno glicol) —
co — poli (etileno glicol)], Sigma- Aldrich (Steinheim, Alemanha).

Quitosana — Chitosan [3-(1,4) -2-acetamido — D-glicose e 3-(1,4) -2-amino — D-
glicose] (Fagron, Séao Paulo, Brasil).
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4.2.3 Solventes e demais reagentes

e Acido acético glacial P.A. (DinAmica Quimica, S&o Paulo, Brasil);

e Agua deionizada por osmose reversa (Gehaka, modelo OS10LX, S&o Paulo,
Brasil).

e Etanol 96°GL (All Chemistry, S&o Paulo, Brasil);

e Sorbato de potassio (Embrafarma, Sdo Paulo, Brasil).

4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram definidos para este estudo 5 grupos experimentais: hidrogel poloxamer
(HP), hidrogel poloxamer-quitosana (HPQ), hidrogel poloxamer-quitosana com
eugenol a 1% p/p (HPQEUL), hidrogel poloxamer-quitosana com eugenol a 2% p/p
(HPQEUZ2), hidrogel poloxamer-quitosana eugenol a 4% p/p (HPQEUA4).

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A pesquisa consistiu em diferentes etapas sequenciais. A etapa inicial
correspondendo a obtencdo das formulacdes de hidrogéis. Em seguida, procedeu-se
as etapas de caracterizacao fisico-quimica das formulacdes com determinacédo da
transicdo sol - gel;, determinacdo de pH e turbidez; estudo de estabilidade —
centrifugacéo; determinacdo de pH e turbidez em diferentes temperaturas e tempos
de armazenamento; determinacdo de espalhabilidade; andlises das propriedades
reologicas e perfil de textura; quantificacdo do farmaco; avaliacdo das propriedades

mucoadesivas in vitro. As etapas constam esquematizadas a seguir (Figura 5):
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Figura 5. Etapas experimentais do estudo.
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Fonte: A autora.

4.5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.5.1 Preparo dos hidrogéis

Foram preparadas formulagdes, em triplicata, do hidrogel base compostas pelo
co-polimero poloxamer 407 - Lutrol® F127 (6xido de etileno e blocos de éxido de
propileno) 20% (p/p) e sorbato de potassio (0,2%, (p/p)) em agua purificada por

0oSmose reversa.
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No preparo do hidrogel base (HP), a agua purificada por osmose reversa
previamente gelada foi pesada e, o sorbato de potassio dissolvido completamente.
Em seguida, foi adicionado aos poucos o poloxamer 407. As misturas foram mantidas
em recipientes fechados, ao abrigo da luz e em geladeira (4 °C) por 24h até formar
uma solucéo limpida (ALVES, 2018).

Para o preparo do hidrogel poloxamer-quitosana (HPQ), inicialmente a
quitosana (1% - p/p) foi dissolvida em uma solucdo de acido acético glacial a 1% v/v.
O &cido foi adicionado a metade da &gua a ser utilizada e a quitosana adicionada a
agua acida e misturada lentamente. Apés a dissolucdo da quitosana, o restante da
agua foi adicionado e misturado em agitador magnético a 500 rpm até que um gel
homogéneo fosse obtido. Apds, o poloxamer 407 foi adicionado a solucdo de
quitosana e homogeneizado (TUGCU-DEMIROZ, 2017). A mistura foi mantida em
recipiente fechado, ao abrigo da luz e em geladeira (4 °C) por 24h até a incorporacao
completa do poloxamer. Apo6s 24 h, o eugenol foi incorporado as formulacbes
HPQEU1, HPQEU2 e HPQEUA4, conforme concentracdo previamente estabelecida.
As formulagdes foram mantidas sob refrigeragcéo, em frascos fechados, envolvidas em

papel aluminio. As concentracdes apresentam-se dispostas na Tabela 1:

Tabela 1 - Composi¢éo das formulag6es de hidrogel.

HP HPQ HPQEU1 HPQEU2 HPQEU4
Componentes Porcentagem
Poloxamer 407 20% 20% 20% 20% 20%
Sorbato de
potassio 0,2% 0,2% 0,2% 0,2% 0,2%
Quitosana - 1% 1% 1% 1%
Acido acético ~ ------ 1% 1% 1% 1%
Agua purificada gsp 100 g gsp 100 g gsp 100 g gsp 100 g gsp 100 g
Eugenol - e 1% 2% 1%

Fonte: Adaptado de Alves (2018).

4.5.2 Determinagao da transicao de fase Sol->Gel

A temperatura de transicdo da fase liquida (Sol) para a fase gel (Tsol / gel)
verificada nos sistemas termossensiveis. Abaixo desta temperatura, a solugdo aquosa
de poloxamer 407 permanece liquida e acima desta temperatura a solucdo torna-se

semissélida. A temperatura de transicdo para cada formulacéo foi determinada pelo
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meétodo de inversao de tubos. Amostras (10 g) foram coletadas em tubos de ensaio
de diametro interno de cerca de 10 mm. As amostras em uma temperatura inicial de
4 °C, foram submetidas ao banho-maria, e a cada elevagéo de aproximadamente 2
°C, as amostras foram analisadas visualmente. A Tsol / gel foi determinada quando a
amostra liquida no tubo se apresentou como fase sélida imovel no fundo do tubo
(SHARMA et al., 2017).

4.6 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

4.6.1 Determinacéo de pH

Os valores de pH dos hidrogéis foram determinados com um medidor
potenciométrico de pH em temperatura ambiente apds 24 horas da preparacdo. Apés
a calibracéo do aparelho com as solucdes tampéao de pH 4,0 e 7,0, as amostras foram
diluidas a 10% (p/p) conforme a orientacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) para produtos semissolidos. A medida foi registrada apds a
estabilizacdo do valor indicado. As medidas foram realizadas em triplicata e a média

aritmética desses valores foi apresentada como resultado desta etapa.

4.6.2 Determinacao turbidimétrica

Os hidrogéis devem ser solu¢cbes transparentes a baixa temperatura. Sendo
assim, a transmitancia (%T) determina se a solucéo é limpida ou ndo. A porcentagem
de %T é inversamente proporcional a turbidez da formulacdo. As amostras, sem
qualquer diluicdo, foram dispostas nas cubetas. O espectrofotometro UV-VIS em
comprimento de onda 650 nm foi utilizado para a determinacéo de %T. As leituras da
amostra foram determinadas ajustando a %T de agua a 100% (branco) (SHARMA et
al., 2016).

4.7 ESTUDO DE ESTABILIDADE DOS HIDROGEIS
Os parametros a serem avaliados nas formulacdes submetidas a testes de

estabilidade devem ser pré-definidos e dependem das caracteristicas da formulacao

em estudo e dos componentes utilizados na formulagéo.
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Seguindo o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos da ANVISA (2004)
procedeu-se o teste de centrifugacdo dos hidrogéis. Cada amostra (10 g) a
temperatura ambiente, foi disposta em tubos Falcon e submetida a centrifugagéo a
3000 rpm durante 30 minutos. O objetivo do teste é produzir estresse a formulacéo,
simulando um aumento na forca de gravidade, aumentando a mobilidade das
particulas. Nessa etapa, o produto deve permanecer estavel e qualquer sinal de
instabilidade indica a necessidade de reformulacdo. Se aprovado nesse teste, 0
produto pode ser submetido aos demais testes de estabilidade.

Apos a centrifugacao, as formulacdes de hidrogel foram submetidas a estudos
de estabilidade a diferentes temperaturas de armazenamento, 5+ 2 °C, 25+ 2 °C e
45 + 2 °C por 30 dias em embalagens (bisnagas de plastico) seladas. O percentual de
contetido do eugenol e a porcentagem de perda foram determinados nos tempos 1,
7, 15, 30 dias. A estabilidade fisico-quimica dos hidrogéis também foi estudada por
meio de limpidez e transparéncia das formulacdes pela determinacao turbidimétrica,
bem como foi realizada a verificacdo do pH, parametros que sdo importantes para
pesquisar alteracdes na estrutura das formulagbes que eventualmente ndo sao
perceptiveis visualmente. Estas andlises podem indicar problemas de estabilidade
entre 0s principios ativos ou decorrentes do processo de fabricacdo (ANVISA, 2004;
SHARMA et al., 2017).

Também se procedeu a avaliacdo das caracteristicas organolépticas, as quais
determinam os parametros de aceitacdo. De um modo geral, avaliam-se a cor e 0
odor, qgue devem permanecer estaveis por, no minimo, 15 dias a luz solar. Pequenas
alteracdes séo aceitaveis em temperaturas elevadas. Avaliam-se ainda, o aspecto da
formulacdo, em que o produto deve se manter integro durante todo o teste,
conservando seu aspecto inicial em todas as condi¢des, exceto em temperaturas
elevadas, freezer ou ciclos em que pequenas alteracfes sdo aceitaveis (ANVISA,
2004).

4.8 DETERMINACAO DA ESPALHABILIDADE

A avaliacdo da espalhabilidade dos hidrogéis procedeu-se em temperatura
ambiente. Utilizou-se como base uma folha de papel milimetrado e sobre ela foram
tracados os lados de uma lamina de vidro para microscopia. Em seguida, tracaram-se

as diagonais da lamina de vidro, formando-se assim, um ponto central (Figura 6).
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Aplicou-se aproximadamente 50 mg da amostra, no centro de uma lamina, a qual foi
posicionada sobre o desenho feito inicialmente na folha de papel milimetrado. Uma
outra lamina de vidro, de peso determinado (4,78 g), foi entdo suavemente
posicionada sobre a primeira lamina contendo a amostra em analise e, ap6s 1 minuto,
anotou-se o raio médio do circulo formado pelo espalhamento da amostra (GIAROLA,
2015). O mesmo procedimento foi seguido, sempre com intervalos de 1 minuto,
adicionando-se pesos determinados de 4,745 g, 5,011g e 4,968, conforme Tabela 2.
Os resultados foram expressos em espalhabilidade da amostra em funcéao do
peso aplicado. A determinacéo da espalhabilidade foi designada pela equacéao:
Ei=(d?xT)/4
Em que:
Ei = espalhabilidade da amostra para peso i em mm?

d = diametro médio (mm)

Tabela 2. Determinacdo da espalhabilidade e pesos utilizados.

Determinacdo Pesos utilizados

12 Lamina de vidro (4,780 g)

22 Lamina de vidro (4,780 g) + peso 4,745 g

32 Lamina de vidro (4,780 g) + peso 4,745 g + peso 5,011 g

42 Lamina de vidro (4,780 g) + peso 4,745 g + peso 5,011 g + peso 4,968 g

Fonte: A autora.

Figura 6. Teste da espalhabilidade.

\

c

Legenda: Placa base sobre papel milimetrado. (A); Aplicacdo da lamina de vidro sobre a amostra. (B);
Aplicacdo das laminas, onde atingiu-se o peso maximo de 19,504 g, ao final do procedimento. (C).
Fonte: A autora.
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4.9 CARACTERIZACAO REOLOGICA

As analises oscilatérias dos hidrogéis, foram realizadas em triplicata, utilizando
0 reOmetro. A geometria de eleigéo foi a cone-placa com as configuracdes de 40 mm
de diametro, angulo de inclinacdo do cone de 2° e gap de 57 um (Figura 7). Os
procedimentos foram calibrados através do software TRIOS®, utilizando a faixa de
temperatura de 15 — 60 °C com taxa de aquecimento de 5 °C / min, conduzidos a uma
taxa de estresse / tensdo constante de 1%, para garantir que todas as formulacdes
fossem testadas dentro de sua faixa viscoelastica linear, e varredura de frequéncia de
0,1 -20 Hz.

Apés a configuracdo dos parametros, amostras de cada formulacdo foram
cuidadosamente posicionadas no centro da placa inferior “peltier plate”, aplicando-se
o “trim gap”, para remocao dos excessos em torno da geometria, e em seguida “zero
gap” para inicio da analise. Os valores do modo elastico ou de armazenamento (G’
em Pa), viscoso ou de perda (G” em Pa), foram obtidos ao longo do teste através do
software (ALVES, 2018).

Figura 7. Rebmetro oscilatério.

Fonte: A autora.
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4.10 ANALISE DO PERFIL DE TEXTURA

As analises de dureza, compressibilidade, adesividade, coesividade e
elasticidade das formulacdes de hidrogel in situ foram determinadas utilizando um
analisador de textura (Figura 8). As amostras foram dispostas, todas em triplicata, em
embalagens com diametro de 80 mm e 15 mm de altura e antes de proceder-se a
analise, os hidrogéis foram submetidos a banho de ultrassom para remover as bolhas
de ar a 37 °C. As analises do perfil de textura procederam-se com as amostras em
temperatura ambiente.

Uma probe analitico (36 mm de diametro) foi duas vezes comprimido em cada
formulacdo de hidrogel até uma profundidade definida (15 mm) e taxa de 2 mm. s,
com um periodo de atraso definido (15 s), entre 0 comeco da segunda e o fim da
primeira compressao. Utilizando um gréfico forca-tempo, foram determinados os
parametros mecanicos de dureza, compressibilidade, adesividade, coesividade e
elasticidade das formulacbes de hidrogel (TUGCU-DEMIROZ, 2017), conforme
quadro abaixo:

Quadro 1. Parametros mecanicos de perfil de textura.

Pardmetro mecéanico Definigcao

Dureza Forca necesséria para atingir uma dada deformacgéo ou a forca maxima
de pico durante o primeiro ciclo de compressdo. Mede a for¢a necesséria

para produzir deformacgéo dos géis.

Compressibilidade Trabalho necessario para deformar o produto durante a primeira

compressao da sonda.

Adesividade E a area de forca negativa para o primeiro ciclo de compressido e
representa o trabalho necessario para superar as forcas de atracdo entre

a superficie do gel e a superficie da sonda.

Coeséo E a razdo da area sob a curva forga-tempo produzida no segundo ciclo
de compressdo para aquele produzido na primeira compresséo,

determina a capacidade de reconstrucao do gel apds a aplicagéo.

Elasticidade Razao do tempo requerido para alcancar a maxima deformacéo estrutural
no segundo ciclo de compressdo aquele no primeiro ciclo. Dire¢do da
reconstrucdo do gel apés sua deformacgdo por compressao ao longo de

um definido periodo de tempo.

Fonte: Adaptado de Tugcu-Demiroz (2017).
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Figura 8. Andlise de textura.

Fonte: A autora.

4.11 QUANTIFICACAO DO FARMACO

4.11.1 Varredura espectrofotométrica (UV-Vis)

Para identificar o comprimento de onda de absor¢cdo maxima do eugenol (A
max) preparou-se uma solucdo de eugenol na concentracdo de 100 mg / mL. O
solvente utilizado foi uma solugdo etanol / agua na proporcdo de 60/40 (v/v),
respectivamente. Apos o preparo da solugéo de eugenol foi realizada uma varredura

num comprimento de onda de 200 a 400 nm.

4.11.2 Curva analitica do eugenol

A linearidade foi determinada seguindo os parametros da RDC n° 166 de 2017
para validacdo de métodos analiticos. Para determinacao da curva analitica, foram
preparadas sete amostras, em duplicata, com concentragdes crescentes de eugenol,
5; 10; 15; 20; 25; 30 € 35 ug / mL.

As diluicbes procederam-se a partir de uma solucdo mée de eugenol, na
concentracdo de 1 mg / mL, utilizando como solvente uma solucédo etanol / agua (60 /
40, v / v). Pesou-se 100 mg do eugenol e dissolveu-se esta quantidade em 100 mL do
solvente. Transferiu-se 5 mL desta solugcdo para um baldo volumétrico de 100 mL, e
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completou-se o volume com o mesmo solvente. Homogeneizou-se esta solucéo
padrdo. Enumerou-se 7 baldes volumétricos de 10 mL, e procedeu-se as diluicbes. As
diluigbes transcorreram conforme a Tabela 3. O comprimento de onda utilizado foi

estabelecido conforme obtido na varredura espectrométrica.

Tabela 3. Diluicdes da solucéo padréo.

TUBO Volume de solugdo Volume de solvente  Concentragéo final
padrdo (mL) (mL) (ng/mL)

Branco 0 10 0

1 1 9 5

2 2 8 10

3 3 7 15

4 4 6 20

5 5 5 25

6 6 4 30

7 7 3 35

Fonte: A autora.

4.11.3 Determinacao do teor de eugenol nos hidrogéis

Para a determinacéo do teor de eugenol nas formula¢cdes, foram preparadas
solugdes das amostras HPQEU1, HPQEU2 e HPQEUA4. Pesou-se 1 g da amostra e
diluiu-se em 10 mL da solucdo solvente etanol/agua (60/40). Transferiu-se 5 mL para
um baldo volumétrico de 50 mL e completou-se com a solucéo solvente. Transferiu-
se 1 mL para um baldo de 10 mL e completou-se o volume com a solucao solvente.
Ao final das diluicbes, as trés amostras apresentaram-se com as seguintes
concentragcdes: HPQEUL (5 pg / mL); HPQEU2 (10 pg / mL); HPQEU4 (20 pg / mL).

ApoOs as devidas diluicdes, seguiu-se a leitura em espectrofotbmetro UV-Vis,
utilizando como branco, uma solucédo preparada com o HPQ, seguindo as mesmas
diluicbes realizadas para as amostras com eugenol. Aplicou-se o comprimento de
onda de maior absorgcéo encontrado na varredura. O teor de eugenol contido nas
formulacdes foi determinado através do calculo obtido pela equacéo da reta a partir

da curva analitica. As andlises procederam-se em triplicata.

4.12 ESTUDO DE MUCOADESAO EX VIVO

O teste de mucoadesdo ex vivo do hidrogel de poloxamer e poloxamer-
quitosana in situ foi realizado utilizando um analisador de textura (Figura 9) com célula
de carga de 5 Kg, com probe cilindrico de aluminio de 32 mm com um suporte

mucoadesivo. A mucosa bucal (amostras de 1,5 cm?) foi obtida de bochecha de porco
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recém-abatido, apos a retirada de toda a parte muscular e outros tecidos que nao
seriam de interesse. A mucosa bucal foi congelada a - 20 °C e embalada em plastico
filme e papel aluminio. No momento do experimento, a mucosa bucal foi descongelada
a temperatura ambiente em solucdo salina. A andlise das amostras procedeu-se em
triplicata.

A temperatura foi controlada a aproximadamente 37 °C, pela adaptacdo de um
agitador magnético. Apoés, a mucosa foi fixada com cola de cianocrilato em um
recipiente de vidro (pote Paladon) e posicionada sobre a placa aquecida, na
extremidade inferior da sonda e, entdo, a mucosa foi umedecida com saliva artificial,
espalhando por toda a superficie da mesma. A saliva artificial foi adquirida
comercialmente em farmécia magistral, com composi¢cdo quimica a base de
carboximetilcelulose (CMC); sorbitol, cloretos de potassio, de sddio e magnésio. Apds
o preparo inicial, foram aplicadas sobre a mucosa os hidrogéis (HP, HPQ, HPQEUL1,
HPQEU2 e HPQEU4). Uma forca constante de contato de 0,5 N foi mantida por 120
S sobre o sistema mucosa / mucoadesivo. Decorrido o tempo, o equipamento eleva a
sonda em uma velocidade constante, até que ocorra a separacdo do sistema e
obtencéo das medidas de interesse (CESTO, 2018; TUGCU-DEMIROZ, 2017).

Figura 9 - Teste de mucoadesdo. Adaptacdo
do texturémetro para realizacédo do teste.!

Fonte: A autora.

4.13 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos em porcentagem ou média + desvio padrao (DP) e
analisados por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido por teste post hoc

de Newman Keuls. Significancias estatisticas foram consideradas como p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PREPARO DOS HIDROGEIS

Os hidrogéis HP e HPQ apresentaram-se com aspecto semissolido, inodoro,
translicido e com estrutura homogénea a temperatura ambiente. As formulagcdes
HPQEU1, HPQEU2 e HPQEU4 se apresentaram com aspecto semissolido, cor
levemente amarelada, odor caracteristico (eugenol), e estrutura homogénea a
temperatura ambiente. Dentre essas, as formulacbes HPQEU2 e HPQEU4
apresentaram notavel aspecto opaco em comparagdo com as demais amostras
(Figura 10).

Figura 10 - Formulagdes preparadas.

A B _
Legenda: HP (A); HPQ (B); HPQEU1 (C); HPQEU2 (D); HPQEUA4 (E).
Fonte: A autora.

5.2 TRANSICAO DE FASE SOL-> GEL

A fase sol € definida como um fluido circulante, enquanto a fase gel ndo é fluida
em uma escala de tempo experimental, mantendo sua integridade. Acima da
concentracao critica (concentragdo critica de gel - CCG) de um polimero, a fase gel
ocorre. A CCG é na maioria das vezes inversamente relacionada ao peso molecular
do polimero empregado. O teste simples do tubo invertido é empregado para
determinar a transicdo de fase. Considerando o principio de superposicéo tempo-
temperatura na deformacéo do polimero, os parametros deste teste devem ser fixados
antes de determinar o limite sol - gel (JEONG,; KIM; BAE, 2012).

Para a formulacdo HP, a Tsol / gel foi de 29,33 £ 0,57 °C, para a formulacao
HPQ, a Tsol/gel foi de 29,66 £ 0,7 °C. Quando avaliadas as formulacbes contendo
eugenol, os resultados apresentaram-se de forma que, a formulagdo HPQEU1 —

contendo eugenol 1% - apresentou Tsol / gel de 25,33 + 0,57 °C, a formulacéo
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HPQEU2 — eugenol a 2% - apresentou Tsol / gel de 19,33 £ 0,57 °C, ja a formulagéo
HPQEU4 — eugenol a 4% - apresentou aspecto semissoélido em toda a faixa de
temperatura pesquisada (4 a 50 °C).

A temperatura sol — gel considerada adequada deve estar na faixa de 25 °C e
37 °C. Se a temperatura de gelificacdo de uma formulacéo termossensivel for inferior
a 25 °C, o gel pode formar-se em temperatura ambiente, assim, pode haver prejuizo
no preparo, na manipulagcdo e na administragdo do mesmo. E se a temperatura de
transicéo for superior a 37 °C, a formulagdo se manteré liquida a temperatura corporal,
resultando na perda do principio ativo utilizado neste sistema no local de aplicacédo
(CHANG et al., 2002).

As diferencas na temperatura sol-gel das formulagdes HP e HPQ, as quais nao
contém eugenol, corroboram com Ur-rehman, Tavelin e Grobner (2011) que relataram
em seu estudo, que formulac¢des contendo poloxamero 407 na concentracdo a 20% e
quitosana, causam, ainda que ligeiramente, um aumento na T Sol/gel.

De modo geral, observa-se que as temperaturas sol-> gel para as formulacdes
HP, HPQ e HPQEU1 apresentaram valores adequados (29,33 °C, 29,66 °C e 25,33
°C, respectivamente), entretanto, as formulacées HPQEU2 e HPQEU4 apresentaram
valores inferiores a temperatura ambiente (25 °C).

Dumortier et al. (2006) destacou que a micelizacdo do poloxamero 407 pode
sofrer interferéncias em formulacdes que foram incorporados farmacos ou demais
ativos, tal interferéncia pode comprometer diretamente a temperatura de transicéo sol
- gel. Pode-se observar esta ocorréncia ao analisar as temperaturas de transicao da
formulacdo HP em comparacao com as formulacdes HPQ, HPQEU1 e HPQEUZ2.

Em relacdo a andlise de comportamento sol = gel da formulagdo HPQEU4, é
possivel notar a influéncia do eugenol em detrimento do processo de micelizacéo do
poloxamero, de tal forma que se extinguiu a possibilidade de avaliacdo de transicao
de fase, uma vez que a formulacdo se apresentou semissolida independente da
temperatura. Uma possibilidade futura de corrigir tal divergéncia nestas formulacdes
com caracteristicas termossensiveis consiste em diminuir a concentracdo do
poloxamer 407, uma vez que o estudo de Dumortier et al. (2006) evidenciou que a
temperatura de transicdo sol - gel aumenta quando a concentracdo do polimero

diminui.
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Os resultados da ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Newman
Keuls indicaram diferencas estatisticamente significantes entre 0s grupos

experimentais para transi¢ao sol/gel (p < 0,001).

5.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

5.3.1 Determinacéo de pH

Os valores de pH das formulactes de hidrogel estdo dispostas na Tabela 4. Os
valores das formulacdes contendo eugenol (HPQEU1, HPQEUZ2 e HPQEU4) variaram
entre 5,35 a 5,4 e foram considerados adequados para administracdo na mucosa
bucal, uma vez que o pH da cavidade bucal, qual é continuamente banhada por saliva,
apresenta-se entre 5,5 e 7,0. Uma alteracéo significativa no pH causaria ferimento ou
irritacdo ao tecido da mucosa subjacente, o que é um efeito indesejavel (SHINKAR;
DHAKE; SETTY, 2012; JOHNSTON, 2015).

Tabela 4. Valores de pH dos hidrogéis 24 h apés o preparo.

Formulagéo pH = DP
HP 6,49 + 0,04
HPQ 5,33 £ 0,02
HPQEU1 5,35+ 0,02
HPQEU2 5,37 £ 0,02
HPQEU4 5,40 £ 0,01

Fonte: A autora.

A taxa e extensdo da absorcdo do farmaco sao influenciadas pela
permeabilidade da mucosa bucal e sublingual, propriedades fisico-quimicas — tanto
do local de aplicagdo como da formulagdo empregada — e outros fatores ambientais.
Outra caracteristica relevante é o valor de pka, que é indicativo do grau de ionizacéo
da molécula e afeta a permeabilidade, sendo que a fracéo ionizada é controlada tanto
pelo pka do farmaco quanto pelo pH do meio (SHINKAR; DHAKE; SETTY, 2012).

O eugenol apresenta valor de pKa = 10,19 que corresponde a uma baixa
capacidade de ionizacdo em pH bucal e no pH da formulacdo, dessa forma, tal
propriedade fisico-quimica intrinseca contribui como fator favoravel a sua absorcao

no local de aplicacgéo.
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5.3.2 Determinacéao turbidimétrica

Quando analisadas as caracteristicas turbidimétricas das formulagbes em
temperatura ambiente, 24 h apds seu preparo, avaliou-se que, nas formulacdes
incorporadas com eugenol (HPQEUL1, HPQEU2 e HPQEU4), houve aumento da
turbidez, uma vez que esta € inversamente proporcional a transmitancia, em relagcéo
as formulacdes base (HP e HPQ), que foi diretamente proporcional ao acréscimo da

concentracéo de eugenol conforme pode-se observar na Figura 11 abaixo:

Figura 11 - Valores médios de transmitancia e DP dos hidrogéis 24 h apds o preparo.
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Fonte: A autora.

Entretanto, observando-se apenas as diferencas turbidimétricas entre as
formulacbes HP e HPQ, ficou evidente o decréscimo da capacidade de transmitancia
caracterizando o aumento da turbidez. Esse fato ja foi discutido por Wu, Su e Ma
(2006), qual atribuiram essa alteragdo turbidimétrica a tendéncia das moléculas de
quitosana — incorporadas ao hidrogel — formarem dominios cristalinos que causariam
disperséo de luz. Nao constam relatos especificos na literatura acerca do motivo
singular pelo qual as formula¢cdes contendo eugenol apresentaram-se com maior
turbidez em comparacdo com as formulacdes bases, mas € fato que se observou que

a presenca do eugenol potencializou a dispersao de luz.
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5.4 ESTUDO DE ESTABILIDADE

5.4.1 Teste de centrifugacéo

O teste de centrifugacao foi realizado como analise preliminar, com o objetivo
de detectar caracteristicas de instabilidade das formulacdes e indicativo da
necessidade de reformulacdo (BRASIL, 2004). A instabilidade das formulacdes
caracteriza-se pela separacdo dos componentes, facilmente observado
macroscopicamente na forma de separacdo de fases, formacdo de caking
(aglomerado) ou coalescéncia. Ndo foram observadas alteracdes no seu aspecto
original, sendo assim, as formulacdes avaliadas apresentaram-se estaveis e ideais
quando submetidas a situacdo de estresse, sendo assim, aptas a proceder-se 0S
demais testes de estabilidade.

5.4.2 Avaliacdo organoléptica

Como parte do estudo da estabilidade dos hidrogéis, foram realizadas
avaliacbes das caracteristicas organolépticas ao longo dos dias avaliados
relacionados a temperatura armazenada. Os parametros avaliados foram cor, odor e
aspecto. Os resultados da avaliacdo organoléptica estdo expressos nas Tabelas 5, 6
e 7 conforme as diferentes temperaturas submetidas.

Segundo Brasil (2004), quando se avalia o aspecto das formulagbes
submetidas ao armazenamento em diferentes condi¢cfes, o produto deve manter-se
integro e manter o aspecto inicial em todas as condicfes, exceto em temperaturas
elevadas, em que pequenas alteracbes sao aceitaveis. Com relagao a cor e ao odor,
as formulacdes devem permanecer estaveis por, no minimo, 15 dias, e pequenas

alteracdes sao aceitaveis em temperaturas elevadas.

Tabela 5 - Avaliagcdo macroscépica dos hidrogéis armazenados a 5 °C durante 30 dias.
Geladeira (5 +2°C)

Formula 1 dia 7 dias 15 dias 30 dias
HP N N N N
HPQ N N N N
HPQEU1 N N N LA
HPQEU2 N N N LA
HPQEU4 N N N LA

Legenda: N = normal, sem alteragdes; LA = levemente alterado; IM = intensamente alterado.

Fonte: A autora.
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Ao avaliar-se o comportamento das formulacbes quando submetidas ao

armazenamento em geladeira, notou-se poucas modificacdes. As formulacbes HP e

HPQ apresentaram-se estaveis durante os 30 dias de armazenamento a 5 °C. As

formulagbes contendo eugenol, apresentaram-se estaveis nos 15 primeiros dias de

armazenamento, entretanto, ao trigésimo dia, apresentaram leves alteracdes de cor e

aspecto comparando ao seu aspecto inicial.

Tabela 6 - Avaliacdo macroscépica dos hidrogéis armazenados a 25 °C durante 30 dias.

Temperatura ambiente (25 = 2 °C)

Formula 1dia 7 dias 15 dias 30 dias
HP N N N N
HPQ N N N LA
HPQEU1 N N LA LA
HPQEU2 N N LA LA
HPQEU4 N N LA LA

Legenda: N = normal, sem alteracdes; LA = levemente alterado; IM = intensamente alterado.

Fonte: A autora.

Quando avaliadas seu perfil de comportamento em temperatura ambiente por
um determinado periodo, as formulacdes HPQ, HPQEU1l, HPQEU2 e HPQEU4

apresentaram alteracdes nas suas caracteristicas organolépticas a partir do 15° dia

de armazenamento. As alteracdes de cor caracterizam-se pela intensificacdo da cor

amarela caracteristica do eugenol. Notou-se visivelmente um aumento da turbidez das

formulacbes nesse periodo, fato que se correlaciona com a formacéo de glébulos e

goticulas.

Tabela 7 - Avaliagdo macroscépica dos hidrogéis armazenados a 45 °C durante 30 dias.

Estufa (45 + 2 °C)

Formula 1dia 7 dias 15 dias 30 dias
HP N N LA LA
HPQ N LA LA LA
HPQEU1 N LA LA LA
HPQEU2 N LA LA LA
HPQEU4 N LA LA LA

Legenda: N = normal, sem alteracBes; LA = levemente alterado; IM = intensamente alterado.

Fonte: A autora.
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A Figura 12 apresenta uma sintese acerca das principais altera¢des obtidas na
avaliacao de estabilidade organoléptica das amostras quando submetidas a diferentes
condicdes e tempo de armazenamento: HPQEUL apds 30 dias em geladeira (A);
HPQEUL apés 30 dias em estufa (B); HPQEU2 apds 30 dias em temperatura
ambiente (C); HPQEUZ2 apos 30 dias em estufa (D); HPQEU4 apds 7 dias em estufa
(E) e HPQEUA4 apds 30 dias em estufa (F).

Figura 12 - Principais alteracBes organolépticas na
avaliacdo da estabilidade.

Fonte: A autora.

Giarola (2015) apontou em seu estudo que formulagfes semissolidas sofrem
acdo do calor, no sentido que temperaturas elevadas aceleram reacdes fisico-
guimicas e quimicas, ocasionando altera¢des na viscosidade, aspecto, cor e odor do
produto. Esse fator corrobora com os resultados do presente estudo, uma vez que
ficou evidente a contribuicdo da alta temperatura, em relacéo as alteracfes de cor, as
quais se apresentaram mais acentuadas em comparacdo com as formulagbes
armazenadas na geladeira, além do aspecto das formulacdes. Apesar de alteracéo
visivel em suas propriedades organolépticas, ndo houve alteracdes relacionadas ao
seu odor, principalmente para as formulacdes HPQEU1, HPQEU2 e HPQEU4 que
possuem odor caracteristico de eugenol, que ndo sofre nenhuma interferéncia nas
trés temperaturas submetidas.

De modo geral, ao avaliar-se o comportamento das formula¢des diante do
armazenamento nas trés condigbes distintas, a melhor temperatura de
armazenamento foi a de 5 + 2 °C seguida da temperatura de 25 + 2 °C. Assim, uma

proposta futura como tentativa de minimizar variacdes consiste na escolha de
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embalagem que ofereca menor interferéncia possivel com o meio como a bisnaga de

aluminio, por exemplo, e cuidados com armazenamento estrito ao abrigo da luz.

5.4.3 Avaliacao de valores de pH

Conjuntamente com a avaliagdo organoléptica, procederam-se as analises de
pH das formulagcbes, em relacdo ao tempo e condicbes de armazenamento.
Alteracdes consideraveis de valores de pH séo indicativos de comprometimento da
integridade, bem como afetam a eficacia da formulacéo. Os graficos apresentados nas
Figuras 13, 14 e 15 expressam um comparativo acerca da variacdo de pH no periodo

avaliado.

Figura 13 - Valores de pH das formulag6es armazenadas a 5 °C durante 30 dias.
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Fonte: A autora.

Observando os valores de pH das formula¢cdes quando armazenados a 5 °C,
notou-se que houve pequenas alteracdes, exprimindo uma caracteristica estavel as
formulagBes. A analise estatistica ndo demonstrou diferenca significativa para os
valores de pH do hidrogel HP nos diferentes tempos de armazenamento. Os hidrogéis
HPQ, HPQEU1, HPQEU2 e HPQEU4 apresentaram valores de (p < 0,001) para os
valores de pH de cada formulagc&o armazenada nos diferentes tempos.

Levando-se em conta os maiores e menores valores de pH ao longo dos dias
observados, para cada condigdo de armazenamento foi calculada a porcentagem do
pH para as amostras. Foram obtidas variacdes para o HPQ de 0,56% para HPQEU1
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de 1,86%, para HPQEU2 de 0,37% e para HPQEU4 de 1,85% (Figura 13). Uma vez
gue se observou pequenas variacdes nos valores de pH, praticamente irrelevantes,
nao foi considerarada inadequada nenhuma formulacdo armazenada em geladeira.
Os resultados da ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Newman
Keuls indicaram diferencas estatisticamente significativas entre os valores de pH de
todas as formulagbes de hidrogel nos diferentes tempos de armazenamento em

geladeira (p < 0,001).

Figura 14 - Valores de pH das formulac6es armazenadas a 25 °C durante 30 dias.
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Fonte: A autora.

As variagcOes obtidas entre as formulacbes armazenadas em temperatura
ambiente foram para HP de 2,92%, para HPQ de 1,5%, para HPQEU1 de 2,8%, para
HPQEU2 de 1,3% e para HPQEU4 de 2,7% (Figura 14).

Segundo Brasil (2004) variacbes de valores de pH acima de 10% sao
consideradas inapropriadas, sendo esse o limite e um critério para exclusdo de
formulacbes. Dessa forma, todas as oscilacdes de pH encontradas nas formulagdes
armazenadas a temperatura ambiente estdo dentro dos valores preconizados como

adequados.
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Figura 15 - Valores de pH das formulacdes armazenadas a 45 °C durante 30 dias.
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Fonte: A autora.

Uma vez determinadas as variacfes de pH para as formulacdes armazenadas
em estufa, notou-se valores mais expressivos daqueles obtidos nas outras condigbes
de armazenamento. Sendo para HP, uma variacao de 6,9%, para HPQ de 6,19%, para
HPQEU1 de 8,4%, para HPQEU2 6,89% e para HPQEU4 de 11,11% (Figura 15). Essa
maior oscilacdo de pH nessa modalidade de armazenamento pode ser fundamentada
por Akhtar et al.,, (2011) que afirmaram que uma reducdo de pH em diferentes
condi¢cdes de armazenamento pode ser decorrente da producao de algum metabdlito
acido ou decomposicédo de um dos excipientes durante o processo de aquecimento.
Dentro das oscilacbes de pH, a formulacdo HPQEU4 apresentou-se como
inapropriada pela sua variagédo acima de 10%.

Os resultados da ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Newman
Keuls indicaram diferencas estatisticamente significativas entre os valores de pH das
formulac6es de hidrogel nos diferentes tempos de armazenamento (p < 0,001).
Entretanto, ndo houve diferenca estatistica significativa quando comparado os valores
de pH entre as formulagdes.

5.4.4 Avaliagao turbidimétrica

A avaliacao turbidimétrica dos hidrogéis submetidos a diferentes condi¢bes de
armazenamento determinou a oscilagéo da capacidade de transmitancia das mesmas,

de modo a caracterizar alteragdes de turbidez nas formulagdes em relagéo ao tempo
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e condicdo de armazenamento. Os valores para a avaliacdo turbidimétrica,

encontram-se dispostos nas tabelas 8, 9 e 10.

Tabela 8 - Avaliacdo turbidimétrica das formulagbes armazenadas a 5 °C durante 30 dias.

Geladeira (5 + 2 °C) - %T + DP

Férmula 1ldia 7 dias 15 dias 30 dias

HP 75,71 +0,38 74,19 +0,29 72,71 +0,35 70,53 +0,13
HPQ 49,57 £ 0,71 48,58 + 0,35 47,85+ 0,35 46,89 £ 0,21
HPQEU1 36,56 + 0,47 36,24 + 0,66 35,87 + 0,62 34,79 + 0,62
HPQEU2 31,57 £ 0,10 30,94 + 0,57 30,32 £ 0,59 29,72 +0,42
HPQEU4 16,44 +£0,14 16,11 + 0,65 15,79 + 0,50 15,48 + 0,36

Fonte: A autora.

Como ja discutido anteriormente no item 6.3.2, apesar dos hidrogéis
apresentarem aspecto limpido a temperaturas mais baixas, a adicdo de polimeros
auxiliares como a quitosana, bem como o principio ativo eugenol, alteraram essa
caracteristica nas formulacfes. Foi possivel observar que todas as formulacées
armazenadas em geladeira, sofreram um decréscimo dos valores de transmitancia,
caracterizando o aumento da turbidez. Entretanto, ndo houve diferenga expressiva
para todo o periodo de armazenamento avaliando cada formulacdo de forma
individualizada. Os resultados para analise estatistica mostraram diferencas
significantes para a andlise turbidimétrica entre as formula¢cdes armazenadas a 5°C
pelo periodo de 30 dias (p < 0,001).

Tabela 9 - Avaliagdo turbidimétrica das formula¢cdes armazenadas a 25 °C durante 30 dias.

Temperatura ambiente (25 + 2 °C)

%T = DP
Férmula ldia 7 dias 15 dias 30 dias
HP 72,80 +0,59 69,16 + 0,31 66,39 + 0,43 64,40 + 0,47
HPQ 48,13 + 0,30 46,20 + 0,36 44,81 £ 0,49 43,47 + 0,43
HPQEU1 35,56 + 0,44 34,13+ 0,60 33,61+0,09 32,12+0,64
HPQEU2 30,66 + 0,37 29,74 + 0,26 28,84 + 0,16 28,28 + 0,62
HPQEU4 16,53+ 0,11 15,86 + 0,43 15,55+ 0,14 15,08 + 0,49

Fonte: A autora.

Quando armazenadas e mantidas a temperatura ambiente, as formulacdes
mantiveram 0 mesmo comportamento daquelas armazenadas em geladeira. Ao
decorrer dos dias, as formulacdes foram perdendo linearmente seu poder de

transmitancia. Os resultados da ANOVA de uma via indicaram diferencas
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estatisticamente significantes para os valores turbidimétricos entre as formulacfes de

hidrogéis armazenados a 25°C nos diferentes tempos de armazenamento (p < 0,001).

Tabela 10 - Avaliagédo turbidimétrica das formulagcdes armazenadas a 45 °C durante 30 dias.

Estufa (45 + 2 °C)
%T = DP

Férmula ldia 7 dias 15 dias 30 dias

HP 71,34 £ 0,35 69,20 + 0,14 67,12 + 0,25 65,11 + 0,27
HPQ 46,85 + 0,60 45,91 +0,51 44,99 + 0,62 44,09 + 0,33
HPQEU1 34,49 + 0,43 33,80 + 0,36 33,12+ 0,44 32,46 £ 0,42
HPQEU2 30,05 + 0,56 29,29 +0,59 28,71+ 0,60 27,85+0,28
HPQEU4 16,06 + 0,35 15,55 + 0,35 15,24 + 0,09 14,70 + 0,65

Fonte: A autora.

Da mesma forma que as formulacbes anteriormente pesquisadas, as
formulagBes submetidas ao armazenamento em estufa apresentaram carateristica de
aumento de turbidez no decorrer do tempo, e também, foram observadas oscilacdes
de transmitancia mais acentuadas nas formulac6es armazenadas em estufa do que
nas outras formas de armazenamento. A analise estatistica indica valores
turbidimétricos estatisticamentes significantes entre as formulagfes de hidrogéis
armazenados a 45°C nos diferentes tempos de armazenamento (p < 0,001).

De modo geral, os dados encontrados no presente estudo acerca das
formulacdes a base de poloxamer-quitosana contendo eugenol, divergem dos dados
encontrados por Sharma (2016) quando trabalhou com hidrogel de poloxamero com
lidocaina e prilocaina, uma vez que, em seu estudo acerca da turbidez das
formulacdes, houve um aumento da transmitancia das formula¢ées quando elevadas
as temperaturas. E fato que ndo se deve tomar essa comparagdo no sentido estrito,
uma vez que se tratam de diferentes matérias-primas incorporadas a base de hidrogel
de poloxamero. Entretanto, enfatiza-se a caracteristica especifica de cada substancia
dentro de uma formulacéo, de concentrar ou dispersar a passagem da luz.

Faz-se pertinente ressaltar que os hidrogéis contendo eugenol apresentam-se
como emulsdes, estas sendo definida como um sistema bifasico constituido por dois
liquidos imisciveis, um dois quais (a fase dispersa) é uniformemente distribuida em
finos globulos ao longo da segunda fase (fase continua) (KHAN, 2011).

No contexto da farmacotécnica das emulsbes, um agente tensoativo deve
estar presente a fim de conferir estabilidade a formulacdo, sendo este, nos hidrogeis

contendo eugenol, o poloxamer 407. Sendo assim, a tendéncia da fase interna de uma
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emulsdo em formar goticulas esféricas, explicaria esse evento do aumento da turbidez

em detrimento da concentracdo de eugenol na formulacéo.

5.4.5 Quantificacdo de eugenol

As formulagcbes HPQEU1l, HPQEU2 e HPQEU4 foram submetidas a
guantificacdo de eugenol para analise de comportamento de acordo com as diferentes
condicbes armazenadas. Os valores de quantificacdo estdo expressos nas Tabelas
11, 12 e 13, conforme cada formulacdo. De acordo com as diretrizes do ICH (2003),
uma mudanca significativa na quantificacdo pode ser definida pela perda de 5% do

valor inicial.

Tabela 11 - Quantificacéo de eugenol em HPQEU1* armazenados em diferentes condi¢ges durante 30
dias.

Condicao de Concentragao experimental (%)
armazenamento

1dia 7 dias 15 dias 30 dias
Geladeira (5 °C) 0,8 % 0,8 % 0,8 % 0,6 %
Ambiente (25°C) 0,8 % 0,8 % 0,6 % 0,4 %
Estufa (45 °C) 0,8 % 0,6 % 0,4 % 0,2 %

*Concentracéo tedrica de eugenol em HPQEU1 — 1%.

Fonte: A autora.

Na formulacdo HPQEUL, obteve-se uma perda de teor acima de 5% apés 30
dias de armazenamento em geladeira, quando comparados os valores de perda para
armazenamento em temperatura ambiente e estufa. Esse valor apresentou-se
expressivo a partir do 15° dia para armazenamento em temperatura ambiente e a partir

do 7° dia para o armazenamento em estufa.

Tabela 12 - Quantificacdo de eugenol em HPQEU2* armazenados em diferentes condi¢cdes durante
30 dias.

Condicao de Concentragéo experimental (%)
armazenamento

1ldia 7 dias 15 dias 30 dias
Geladeira (5 °C) 2% 2% 1,8% 1,6 %
Ambiente (25°C) 2% 2% 1,6 % 1,5%
Estufa (45 °C) 2% 1,4 % 1% 0,6 %

*Concentracéo tedrica de eugenol em HPQEU2 — 2%.

Fonte: A autora.
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Para a formulacdo HPQEUZ2, obteve-se uma perda ainda maior se comparada
com a formulacao anteriormente avaliada, tendo perda superior a 5% ocorrido a partir
do 15° dia de armazenamento em geladeira, e em temperatura ambiente. Para o

armazenamento em estufa, a maior variacéo de perda ocorreu a partir do 7° dia.

Tabela 13 - Quantificacdo de eugenol em HPQEU4* armazenados em diferentes condi¢des durante
30 dias.

Condicao de Concentragéo experimental (%)
armazenamento

1ldia 7 dias 15 dias 30 dias
Geladeira (5 °C) 3,6 % 3,6 % 3,5% 3,2%
Ambiente (25°C) 3,6 % 3.2% 3.2% 3,1%
Estufa (45 °C) 3,6 % 3.2% 2,8 % 2,2%

*Concentracdo tedrica de eugenol em HPQEU4 — 4%.

Fonte: A autora.

O hidrogel HPQEU4 foi a formulacdo que melhor apresentou valores dentro do
preconizado, sendo que as perdas durante armazenamento em geladeira e
temperatura ambiente ficaram na faixa dos 5%. Faz-se importante observar que o
intervalo de variacdo se ampliou pela maior concentracéo de eugenol em comparagao
com as demais formulacdes. Valores de perda para armazenamento em estufa
mantiveram-se acima do valor aceitavel a partir do 15° dia de armazenamento.

De modo geral, algumas providéncias seriam favoraveis para minimizar perdas
e variacbes de concentracdo, uma vez que alteraria de forma significativa a acao
terapéutica proposta. Tais providéncias devem abranger desde a mudanca de
embalagem com protocolo de armazenamento a reformulacdo com adjuvantes como
antioxidantes e quelantes que potencializem a conservacédo do produto, considerando
as caracteristicas fisico-quimicas do eugenol, enquanto composto organico com

oXigénio e insaturagéo.

5.5 DETERMINACAO DA ESPALHABILIDADE

A avaliacdo da espalhabilidade das formulacdes com relacdo a adicdo de
sucessivos pesos foi observada através do espalhamento dos hidrogéis de acordo
com o calculo da area conforme apresentacdo na Tabela 14. A partir dos valores de

raios meédios obtidos foram calculadas as areas de superficies correspondentes, e
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construido um grafico (Figura 16) de espalhabilidade (Ei). Por esta analise, p6de-se

observar significativa diferenca entre as formulacoes.

Tabela 14 - Valores médios + DP de espalhabilidade das formulagdes.

HP HPQ HPQEU1 HPQEU2 HPQEU4
Peso (g) Area média (mm?) + DP
4,780 78,50 £ 9,51 78,50 £ 9,51 50,24 £ 6,8 50,24 £ 0 50,24 £ 0
9,525 78,50 £ 9,51 78,500 50,24 £0 50,24 £ 6,8 50,24 £ 6,8
14,536 113,04 £10,4 113,04 £ 0 78,50 £ 9,51 78,500 78,50 £ 9,51
19,504 153,86+£12,23 113,04+10,42 113,04+0 78,50 £ 9,51 78,50 £ 9,51

Fonte: A autora.

Figura 16 - Espalhabilidade das formulacdes em relacéo ao peso adicionado

175
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Fonte: A autora.

Ao se comparar os valores entre as formulacbes base — HP e HPQ e as
formulagbes contendo eugenol — HPQEU 1, 2 e 4, observou-se uma diminui¢do da
capacidade de espalhabilidade das mesmas, em que as formulagcdes base com
auséncia de eugenol apresentaram maior capacidade de espalhamento. As
formulacbes HPQEU2 e HPQEU4 exibiram os mesmos valores para o teste, dessa
forma, apresentaram-se como as formulagbes com menor espalhabilidade, o que
pode estar relacionado com 0s aspectos organoléptico e reoldgico, uma vez que a

espalhabilidade esta diretamente relacionada a viscosidade das formulac¢des. Ainda,
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0 eugenol, de caracteristica lipofilica, esta encapsulado nas micelas poliméricas do
hidrogel, o que altera a mobilidade aguosa destas micelas e, portanto, diminui a
espalhabilidade da formulagéo.

Para Giarola (2015), a espalhabilidade é uma caracteristica importante para o
tipo de formulacédo proposta, sendo responsavel pela transferéncia correta da dose do
farmaco no local de aplicacdo. Uma menor espalhabilidade da formulacdo pode ser
considerada uma caracteristica positiva, visto que diminui a possibilidade de
movimentacdo da formulagdo no local de aplicacdo e oferece possibilidade de
aumento da concentracdo da substancia veiculada pela formulacdo do hidrogel no
local de aplicacéo.

Correlacionando os valores de espalhabilidade obtidos com os encontrados
para a determinacdo de Tsol / gel, percebeu-se que as formulacbes seguem um
padrdo, uma vez que valores de temperatura menores de transicdo para as
formulac6es HPQEU2 (19,33 £ 0,57 °C) e HPQEU4 (sem valor de transicao), dentre
todas avaliadas, foram as formulacdes que apresentaram menores valores para
espalhabilidade. Deve-se levar em consideracdo ainda, que a analise da
espalhabilidade ocorreu em temperatura acima da Tsol / gel para todas as
formulacbes. As diferencas entre valores de Tsol / gel, bem como valores de
espalhabilidade entre as formulacbes base HP e HPQ, pode estar relacionado com a
adicdo da quitosana com carga positiva, fato que possivelmente alterou a
espalhabilidade por conta da mudanca de carga de superficie das micelas poliméricas.

Sendo assim, levando-se em consideracdo as caracteristicas de
espalhabilidade de todas as formulacdes, vinculados aos resultados da analise de
transicao sol / gel, a formulacdo HPQEUL (Tsol / gel 25,33 + 0,57 °C) demonstrou ser
a formulacdo mais favoravel, incluindo a atribuicéo de capacidade de retencédo no local
de aplicacdo sem perda de material.

Os resultados para andlise estatistica mostraram diferencas significativas
gquando comparados os valores de espalhabilidade em detrimento do peso aplicado
de cada formulacdo (p < 0,001). Entretanto, ndo houve diferenca estatistica
significativa quando realizadas a comparacéo dos valores de espalhabilidade entre os

hidrogéis que continham eugenol.
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5.6 PROPRIEDADES REOLOGICAS

A fim de obter informacdes abrangentes sobre o comportamento reolégico dos
hidrogéis, medidas oscilatorias forneceram informacfes sobre as propriedades
viscosa e elastica dos mesmos. O teste de frequéncia oscilatoria mede a resposta de
um sistema em funcao de frequéncia em amplitude de tensdo constante. Revela o
modulo elastico ou de armazenamento G’ (resposta elastica) que € uma medida de
energia e o modulo viscoso ou de perda G’ (resposta viscosa) que reflete a energia
perdida (POKHARKAR et al., 2011).

O comportamento reolégico dos hidrogéis é expresso nas Figuras 17, 18, 19,
20 e 21.

Figura 17 — Resultado da andlise das propriedades reolégicas do hidrogel HP.
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Legenda: G’(storage modulus): médulo elastico; G” (loss modulus): médulo viscoso ou de perda.

Fonte: A autora.

Figura 18 — Resultado da andlise das propriedades reolégicas do hidrogel HPQ.
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Fonte: A autora.



Figura 19 — Resultado da analise das propriedades reolégicas do hidrogel HPQEUL.
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Legenda: G’(storage modulus): médulo elastico; G” (loss modulus): médulo viscoso ou de perda.

Fonte: A autora.

Figura 20 — Resultado da analise das propriedades reoldgicas do hidrogel HPQEU2.
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Legenda: G’(storage modulus): médulo elastico; G” (loss modulus): médulo viscoso ou de perda.

Fonte: A autora.

Figura 21 — Resultado da analise das propriedades reoldgicas do hidrogel HPQEU4.
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Fonte: A autora.
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O modulo elastico € maior do que o modulo de perda em toda a frequéncia
aplicada para todas as formula¢des testadas, indicando a presenca de uma estrutura
semelhante a gel. Quanto maiores os valores do modulo elastico para os sistemas
investigados, evidencia-se que é mais elastico do que viscoso na faixa de frequéncia
investigada. Portanto, levando em consideracdo tais propriedades reoldgicas, 0s
hidrogéis apresentaram-se estaveis e apropriados para aplicacdo na mucosa bucal.

O aumento no comportamento elastico € sugerido para aumentar a retencao
no local de aplicagéo e contribuir para a liberagdo prolongada do principio ativo. ApGs
a administracdo dos géis termossensiveis, estima-se que o sistema gelifique (G’>G”),
apresentando comportamento predominantemente elastico, e assim, resista as forcas
de cisalhamento intra-orais (ALVES, 2018).

5.7 ANALISE DO PERFIL DE TEXTURA

A andlise do perfil de textura tem sido utilizada para determinar as propriedades
mecanicas de semissoélidos, particularmente dos hidrogéis. O perfil de textura pode
fornecer alguns parametros importantes como a dureza, compressibilidade e
adesividade de uma preparacdo farmacéutica. As formulacfes semissolidas bucais
devem ter propriedades mecéanicas apropriadas para o beneficio maximo da
formulacdo. Para comparar as propriedades mecéanicas do perfil de textura dos
hidrogéis, as analises foram empregadas em temperatura ambiente. Os resultados

estdo expressos na Tabela 15.

Tabela 15 - Propriedades mecénicas médias + DP das formula¢des de hidrogel.

Férmula Dureza (N) Compressibilidade Adesividade Coesividade Elasticidade
(N. s (N.s™)

HP 3,87 £ 0,05 26,05 £ 0,06 29,56 £0,35 1,044 +0,004 0,981 +0,001

HPQ 4,30 + 0,015 30,62 £ 0,04 30,79+£0,99 0,983 0,004 0,977 +0,002

HPQEU1 4,46 = 0,01 34,93 + 0,03 31,53+0,11 0,955 0,001 0,973 0,001

HPQEU2 4,97 + 0,02 35,33+0,02 31,90+£0,2 0,930 0,004 0,969 +0,001

HPQEU4 5,75+ 0,01 40,87 + 0,015 38,55+0,55 0,919 +0,003 0,960 +0,001

Fonte: A autora.

Os resultados da ANOVA de uma via indicaram diferencas estatisticamente
significativas enter os grupos experimentais para cada propriedade mecéanica da

analise do perfil de textura (p < 0,001). O teste de dureza foi realizado para medir a
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forca necessaria para produzir deformacdo nos hidrogéis, expressando assim, a
aplicabilidade do gel para o local desejado. Os géis devem apresentar baixos valores
de dureza para serem administrados mais facilmente & mucosa bucal (JONES et al.,
1999). Dentre as formulagbes contendo eugenol, o HPQEUL apresentou o menor
valor de dureza e o HPQEU4 apresentou o maior valor.

A compressibilidade determina o trabalho necessario para deformar o produto
durante a primeira compressdo da sonda. Um baixo valor de compressibilidade é
necessario para permitir a facilidade de remocéo do gel do recipiente e facilitar a
propagabilidade do mesmo no local de aplicacdo (BALOGLU et al., 2010). Neste
estudo, dentre as formulacfes contendo eugenol, o HPQEU1 apresentou menor valor
para compressibilidade. Essa caracteristica vem ao encontro dos resultados obtidos
na determinacao da espalhabilidade (item 6.5), em que a mesma apresentou maiores
valores para espalhabilidade em relacdo as demais formulacées contendo eugenol. E
apropriado afirmar que estas duas caracteristicas — compressibilidade e
espalhabilidade — apresentam-se inversamente proporcionais, e verificou-se esse
padrao nas formula¢des contendo eugenol.

A adesividade € uma propriedade relacionada a mucoadeséo, é definida como
o trabalho necessario para separar a sonda da amostra. Quando a adesividade das
formulacbes de hidrogel foram avaliadas, a adicdo da quitosana e o aumento da
concentracdo de eugenol expandiram a adesividade dos géis. A maior adesividade foi
determinada na formulacdo HPQEU4. Os hidrogéis de poloxamer-quitosana como
formulacdo para aplicagdo nas mucosas devem, convenientemente, ter alta
adesividade (TUGCU-DEMIROZ, 2017).

A coesividade aumenta o desempenho do produto no local de aplicagdo, um
valor alto de coesdao indica recuperacdo completa estrutural apds a aplicacao do gel
(JONES et al.,, 1997). Ao avaliar as formulacbes contendo eugenol, o0 HPQEU1
apresentou maior coesividade em comparagao ao HPQEU2 e HPQEUA4.

A elasticidade do produto representa a taxa na qual a amostra deformada
retorna a sua condicao indeformada. Valores numéricos mais baixos (sem dimenséao),
conforme determinado na analise de textura, indicam maior elasticidade do produto
(JONES; WOOLFSON; DJOKIC, 1996). Quando comparadas as formulagbes acerca
da elasticidade, as formulacdes apresentaram-se na ordem HP > HPQ > HPQEU1 >
HPQEU2 > HPQEUA.
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Idealmente, os hidrogéis de poloxamer-quitosana como formulacdo para
aplicacdo na mucosa bucal, devem ter alta adesividade e elasticidade apropriadas. A
formulagdo de hidrogel HPQEU1l seguida da formulagdo HPQEUZ2, foram as
formulagbes que apresentaram melhores propriedades mecanicas, esses resultados
sugerem que ambas as formulacbes se apresentaram com as propriedades
mecanicas mais adequadas para o sistema de liberacdo de farmacos na mucosa

bucal.

5.8 QUANTIFICACAO DO FARMACO

5.8.1 Varredura espectrofotométrica (UV-Vis)

A guantificacdo do farmaco iniciou-se pela obtencédo do espectro de varredura
do eugenol. Observou-se que o comprimento de onda absorcdo maxima foi de 261
nm. Sendo assim, utilizou-se este comprimento de onda para a determinacéo da curva
analitica e demais analises requeridas acerca da quantificacdo do eugenol nas
formulacdes. Este valor de pico maximo de absorcdo encontrado assemelha-se com
o estudo de Higuera-Barraza et al. (2015), qual trabalhou com eugenol com absorcéo
na faixa UV-Vis a 261 a 300 nm.

5.8.2 Curva analitica do eugenol

A construcdo da curva analitica (Figura 22) apresentou linearidade na faixa de
concentracdo de 0,005 a 0,035 mg/mL. A linearidade esta expressa pelo coeficiente
de correlacao da curva com r = 0,9976. Dessa forma, é possivel utilizar esse método
para as analises quantitativas do eugenol, uma vez que apresentou boa correlacéo
entre a concentragdo e a absorbancia conforme preconizado pela RDC n° 166 de
2017.
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Figura 22 - Curva analitica do eugenol.
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Fonte: A autora.
5.8.3 Determinacao do teor de eugenol nos hidrogéis

O teor de eugenol (Tabela 16) quantificado nas formulacdes foi determinado

através do calculo obtido pela equacao da reta (Figura 23).

Tabela 16 - Quantificacdo de eugenol nas formulagBes 24 h ap6s o preparo.

Foérmula Concentragao tedrica Concentracdo experimental
(%) (%) + DP
HPQEU1 1% 0,8 % + 0,001
HPQEU2 2% 2% + 0,001
HPQEU4 4% 3,6 % + 0,001

Fonte: A autora.

Ao observar-se o0s valores obtidos na quantificacdo do eugenol nas
formulagbes, entende-se que a variagéo relacionada a concentracao tedrica pode ser
oriunda de algum equivoco farmacotécnico causando deficiéncia na efetividade de
incorporacao do eugenol no hidrogel, ou ainda uma imprecisdo do método escolhido

para quantificacdo do farmaco.
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5.9 ESTUDO DE MUCOADESAO EX VIVO

As caracteristicas mucoadesivas de uma formulacdo sao importantes quando
se procura sistemas de liberacdo que prolonguem a retencao e assim, diminuam a
perda da formulacdo no local de aplicacdo. Sendo assim, € pertinente avaliar a
interacdo entre a formulacdo e a mucosa para que se desenvolvam sistemas de
liberacdo mucoadesivos adequados (BONACUCINA et al., 2006).

O teste de mucoadeséo foi avaliado por meio de ensaio de tragdo, com
adaptacdes baseados em testes descritos na literatura e foi realizado para avaliar a
forca maxima e o trabalho de adesdo para separar a mucosa da formulacéo
bioadesiva. Os parametros de forca maxima e trabalho de ades&o séo diretamente
proporcionais (ALVES, 2018).

A tabela 17 apresenta os resultados médios e desvio padrdo da analise de

mucoadesividade dos hidrogéis avaliados:

Tabela 17 - Resultados médios + DP das propriedades mucoadesivas dos hidrogéis.

Trabalho de adeséo (N.s) F max (N)
HP 0,554 + 0,62 0,231 + 0,69
HPQ 0,672+ 0,52 0,249 + 0,62
HPQEU1 1,55+ 0,56 0,308 + 0,50
HPQEU2 1,795+ 0,25 0,366 + 0,58
HPQEU4 1,895+ 0,38 0,381 + 0,62

Fonte: A autora.

O hidrogel HPQEU4 apresentou valores de trabalho de adesdo superiores as
demais formulagbes, valores intermediarios foram observados para os demais
hidrogéis testados e o HP apresentou o valor mais baixo de trabalho de adeséao.
Avaliando-se a forga méxima, o hidrogel HPQEU4 apresentou valor superior aos
demais, e o HP apresentou os valores mais baixos. A adi¢cdo do eugenol resultou em
valores superiores para o trabalho de adesdo, bem como forca maxima em
comparacao com as formulacdes base HP e HPQ.

De acordo com Jones et al. (2009), hidrogéis formulados por sistemas binarios

constituidos por diferentes polimeros, sendo estes, bioadesivos e termossensiveis,
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promovem uma combinacdo de vantagens. Dessa forma, h4 um melhoramento na
adesao e no desempenho da administracao desses sistemas in vitro e in vivo.

Os resultados da ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Newman
Keuls indicaram diferencas estatisticamente significantes para os valores de trabalhos
de adeséao e valores para forca maxima entre todas as formulaces de hidrogéis (p <
0,001).
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6 CONCLUSAO

O desenvolvimento dos hidrogéis a base de poloxamer-quitosana contendo
diferentes concentragdes de eugenol foram realizados com sucesso, apresentando
caracteristicas organolépticas apropriadas, valores de pH e turbidez aceitaveis. Os
valores de transicdo sol / gel apresentaram-se adequados para a formulacdo com
concentracdo de eugenol a 1%. O perfil de textura e analise de espalhabilidade
apresentaram valores apropriados para as diferentes formulagdes estudadas. O
estudo da estabilidade permitiu estabelecer critérios mais adequados de
armazenamento e forneceu previsfes sobre possiveis instabilidades fisico-quimicas,
sendo mais favoravel, o armazenamento em temperatura de 5 +2°C.

O perfil reoldgico das formulagcdes demonstrou valores adequados para o
comportamento elastico, ideal para manter-se retido no local de aplicacdo bem como
contribuir na liberacdo do eugenol na mucosa bucal a partir dos hidrogéis estudados.

O teste de mucoadesao demonstrou que as formulagées HPQEU1, HPQEU2 e
HPQEU4 apresentaram valores adequados referentes a capacidade de aderir-se a
mucosa, sendo que o hidrogel HPQEU4 apresentou os melhores valores.

Dessa forma, analisando os hidrogéis poloxamer-quitosana contendo eugenaol,
observa-se que nenhuma das formulacdes pesquisadas abrangeu todas as
propriedades de maneira satisfatéria, entretanto, as formulacdes que reuniram as
caracteristicas mais proximas das estimadas para aplicagdo, com intermediaria
propriedade mucoadesiva e perfil reolégico com caracteristico componente elastico,
foi o hidrogel HPQEUL, seguido do hidrogel HPQEUZ2.

Portanto, assume-se os hidrogéis contendo eugenol como formulacdes de
natureza termorresponsivel para mucosa bucal com capacidade de liberacéo

sustentada de engenol para serem utilizadas com aplicacdo odontologica.
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