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RESUMO

O cloridrato de pilocarpina tem sido utilizado no tratamento da xerostomia, entretanto sua
atuacdo sistémica promove reacdes adversas indesejaveis. Tal problematica leva a
necessidade da criacdo de formulagdes para a aplicacdo na mucosa bucal visando efeito local
e diminuicdo da intensidade dos efeitos adversos. Assim, este trabalho objetivou o
desenvolvimento de formulagfes termossensiveis utilizando Poloxamer 407 associado a
polimeros naturais mucoadesivos para o carreamento do cloridrato de pilocarpina.
Inicialmente foi realizada a caracterizacdo das matérias primas por infravermelho (1V) e
analise térmica. As formulagGes foram obtidas pela solubilizacdo inicial dos polimeros
naturais goma do cajueiro e goma karaya em agua purificada e quitosana em solucdo de cido
acetico a 1%. As concentraces utilizadas dos polimeros naturais foram de 0,25%, 0,5% e 1,0
% na proporcao peso/volume (p/v). Posteriormente, o Poloxamer 407 foi adicionado a solugéo
anterior na concentracdo de 18% (p/v) e mantida sob resfriamento (4°a 8°C) até completa
solubilizacdo do polimero. As formulagcfes obtidas foram avaliadas quanto capacidade de
transicdo solucdo-gel (sol-gel), temperatura e tempo de gelificacdo, viscosidade, mddulo
elastico e propriedades reoldgicas, além do perfil de liberacdo. As formulagdes de Poloxamer
407 18% contendo quitosana e goma do cajueiro em todas as concentragdes ndo apresentaram
propriedades de gelificacdo com o aumento de temperatura. J& as associadas a goma karaya
apresentaram um incremento nas propriedades de gelificagdo com aumento da viscosidade. A
formulacdo contendo goma karaya 1% apresentou maior viscosidade, menor tempo de
transicdo sol-gel, assim como a maior capacidade mucoadesiva. Para avaliacdo do perfil de
liberagdo, foram comparados o farmaco isolado, a formulagdo de Poloxamer 407 18% com
pilocarpina e Poloxamer 407 18% + goma karaya 1% com pilocarpina e observou-se que a
formulacdo contendo goma karaya 1% apresentou a liberacdo mais sustentada do farmaco.
Diante disto, a utilizacdo de polimeros naturais podem aumentar a capacidade geleificante de
componentes ja existentes no mercado, sendo a goma karaya um material promissor para a
obtencdo de novos sistemas mucoadesivos de liberacdo local e modificada.

Palavras-chave: Pilocarpina. Poloxamer. Xerostomia.



ABSTRACT

Pilocarpine chloride has been used on treatment of xerostomia, however its systemic action
promotes undesirable adverse events. Due to this problem it is necessary create formulation to
be applied directly on buccal mucosa to produce local effect and reduce the intensity of
adverse effects. So, this work aimed the development of thermosensitive formulation using
poloxamer 407 associated to mucoadhesive natural polymers as carrier of pilocarpine
chloride. First the characterization of raw materials was realized by infrared (IV) and thermal
analysis. Formulations were obtained by initial solubilization of natural polymers cashew and
karaya gums in purified water and chitosan in 1% acetic acid solution. The concentrations of
the natural polymers used were 0.25, 0.5 and 1.0% in proportion weight/volume (w/v). After,
the poloxamer 407 was added to previous solution in concentration of 18% (w/v) and
maintained under cooling (4 to 8°C) until complete polymer solubilization. The formulations
obtained were evaluated as to solution-gel (sol-gel) transition capacity, gelling temperature
and time, elastic modulus and rheological properties. The gels with thermosensitive property
were submitted to mucoadhesive force and release profile by dialysis method evaluation.
Poloxamer 407 formulation 18% containing chitosan and cashew gum in all different
concentrations did not presented gelling properties with temperature of increase. However, the
formulation associated to karaya gum showed a increase in gelling properties with high
viscosity. The 1% karaya gum formulation presented higher viscosity, shorter time of sol-gel
transition, as well as greater mucoadhesive capacity. To release profile evaluation were
compared the isolated drug, 18% poloxamer 407 formulation with pilocarpine and poloxamer
407 18% + karaya gum 1% with pilocarpine, which was observed that formulation containing
1% karaya gum showed more sustained release of drug. On these, the use of natural polymers
can increase the gelling capacity of components on the market and karaya gum showed as
promissor material to obtaining of new mucoadhesive systems to modified and local release.

Keywords: Pilocarpine. Poloxamer. Xerostomia.
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1 INTRODUCAO

O cloridrato de pilocarpina, € uma agonista colinérgico, muito explorado para o
tratamento de xerostomia, principalmente em pacientes com sindrome de Sjogren e pacientes
submetidos a radioterapia para o tratamento do céncer de cabeca e pescoco (SANTANA,
2009; SA, 2013; SOCORRO et al., 2017). Apesar da importancia do uso da pilocarpina nas
patologias citadas, existem algumas limitacGes relacionadas ao uso desse farmaco, visto que a
unica formulacdo comercial a base de pilocarpina para tratamento de xerostomia € o
comprimido oral da marca Salagen®, nao disponivel no Brasil (BRAGA et al., 2009). Além
da ndo disponibilidade dessa formulacdo no Brasil a sua administracdo oral tem efeito
sistémico geram varias reacdes adversas, reduzindo muitas vezes a adesdo do paciente a
terapia. A busca por novas alternativas terapéuticas vem sendo bastante explorada nos Gltimos
anos.

O desenvolvimento de sistemas inteligentes de carreamento de farmacos e com
propriedades mucoadesivas vem sendo bastante estudados como alternativa para melhorar a
biodisponibilidade e, consequentemente, o efeito terapéutico desejado, uma vez que permite
um direcionamento da farmaco ao local de agdo. Entre as vantagens destes sistemas é possivel
reduzir os efeitos adversos, evitar o efeito de primeira passagem, possibilita liberacdo
prolongada do farmaco e a permanéncia por mais tempo do principio ativo no local de acéo
(MOHAMMADI-SAMANI; BAHRI-NAJARI; YOUSEFI, 2005).

Polimeros inteligentes ou polimeros stimuli-responsive sdo muito utilizados no que se
refere a tecnologia de administracdo de farmacos, entre suas diversas vantagens, eles
apresentam a propriedade de responder a pequenos estimulos ambientais, tais como pH e
temperatura. Sendo 0s polimeros sensiveis a temperatura a classe mais comumente estudada
de sistemas poliméricos sensiveis a estimulos, devido a sua capacidade de sofrer transicdo
solucdo-gel com o aumento de temperatura. Além disso, permitem a associacdo com 0s
polimeros com propriedades mucoadesivas prolongando o tempo de retencdo da formulacao
na mucosa.

O Poloxamer 407 (P407) tem excelentes propriedades gelificantes termossensiveis. No
entanto, ele é pobre com relacdo as propriedades mucoadesivas devido a sua elevada
permeabilidade a dgua, 0 que se faz necessario a utilizacdo de um polimero que incremente
esta propriedade adesiva a formulagdo. Diversos trabalhos na na literatura abordam a

obtencgdo sistemas com essas propriedades, dentre eles: a associacdo de P407 com carbopol



18

934P como agente mucoadesivo para liberacdo de extrato de propolis para tratamento oral de
Herpes (MAZIA et al., 2016); e Jung et al. 2017 que desenvolveu um hidrogel termossensivel
mucoadesivo utilizando P407 e acido hialurdnico para como plataforma de entrega de
piroxicam para tratamento de artrite.

Neste contexto, este trabalho visa desenvolver uma formulagdo termossensivel
mucoadesiva, utilizando P407 como agente termossensivel e os polimeros naturais quitosana
(CS), goma do cajueiro (GC) e goma karaya (GK) com o intuito de atribuir propriedade
mucoadesiva a formulacdo, promovendo a formacdo de um gel de acdo local, de féacil
administracdo e com perfil melhorado de liberacdo do farmaco, restringindo as reacGes

adversas, fundamental para a adesdo dos pacientes ao tratamento.



OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
> Formular gel termossensivel com propriedades mucoadesivas contendo

cloridrato de pilocarpina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Caracterizar das matérias primas e insumo farmacéutico ativo por espectrocospia na
regido do infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) e anélise térmica;

> Identificar as melhores proporcbes P407: polimero mucoadesivo

> Verificar a temperatura de transi¢cdo solucao-gel (Tsol-gel);

> Verificar o tempo necessario para transicdo solucdo-gel (Tsol-gel);

> Avaliar as propriedades da formulacéo por testes reoldgicos e viscosimétricos;

> Determinar a capacidade mucoadesiva através do teste de forca de mucoadeséo;

> Realizar teste de liberacdo de cloridrato de pilocarpina a partir das formulacGes

desenvolvidas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CLORIDRATO DE PILOCARPINA

A pilocarpina é um alcaloide imidazolico exclusivamente encontrado em plantas do
género Pilocarpus. Este género inclui 17 espécies, das quais quatorze sdo distribuidas no
territorio brasileiro. Entretanto, apenas duas espécies sdo cultivadas para producédo das folhas
de onde se extrai o alcalbide: Pilocarpus microphyllus e Pilocarpus jaborandi (SAWAYA et
al., 2011).

O cloridrato de pilocarpina (C11H16N202-HCI) (Figura 1), como € quimicamente
chamado, ¢é descrito pela Farmacopeia Brasileira como cristais incolores, soltvel em &gua,
facilmente soltivel em alcool, fracamente soltvel em cloroformio e insolGvel em éter.

Trata-se de uma substancia colinérgica com estrutura de uma amina terciaria (Figura
1), que apresenta agBes nicotinicas e muscarinicas, com predominancia das dltimas, cujo
mecanismo de acdo estd relacionado a ligacdo reversivel do farmaco aos receptores
muscarinicos do tipo M3 (MIURA, 2009).

Figura 1 - Estrutura molecular do cloridrato de pilocarpina
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Fonte: Farmacopeia Brasileira, 2010

Sua principal acdo explorada comercialmente € a atividade hipotensora ocular, para o
tratamento glaucoma. No Brasil a Unica formulagdo comercializada contendo a substancia € a
solucdo oftalmica 1, 2 e 3% para tratamento dessa patologia, entretanto por ser uma
substancia estimuladora de receptores colinérgicos ela apresenta ainda outras a¢Ges, como
estimulagdo das glandulas secretoras, relaxamento de esfincteres, estimulacdo do peristaltismo
dentre outras (PAPPANO, 2007; SANTANA, 2009; MIURA, 2009).
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Além de sua atividade principal para controlar a pressdo intra-ocular, vem sendo
relatado em diversos trabalhos na literatura sobre o uso do cloridrato de pilocarpina para tratar
xerostomia associada a sindrome de Sjogren e pacientes submetido a radioterapia devido as
neoplasias malignas de cabeca e pescoco (HORIOT et al., 2000; NAPENAS; BRENNAN;
FOX, 2009). Devido a sua agdo parassimpatomimética que estimula os receptores
colinérgicos na superficie das glandulas exdcrinas, causando aumento da secre¢do salivar e,
consequentemente, reduzindo os sintomas da xerostomia (ALMEIDA; KOWALSKI, 2010).

A pilocarpina é o farmaco de escolha no tratamento da xerostomia e o seu efeito sobre
o fluxo salivar e interrompido quando a administragdo do medicamento é interrompida, logo o
seu uso deve ser continuo (BOSSOLA; TAZZA, 2012). Relatos da literatura abordam que a
pilocarpina melhora a qualidade de vida, diminuindo o incdmodo causado pela xerostomia
(LOPEZ-LOPEZ; SALAS; KUSTNER, 2014).

Para o tratamento da xerostomia a Unica formulagdo farmacéutica comercial até o
momento, ndo disponivel no Brasil, a base de pilocarpina € o comprimido oral de
administracdo sistémica cuja referéncia no mercado é a marca Salagen® (MGI Pharma Inc.,
Bloomington, Minnesota, EUA), que contém 5 mg do farmaco, aprovado em 1994 pela Food
and Drug Administration (FDA) (BRAGA et al., 2009).

Além da ndo disponibilidade dessa formulacdo no Brasil a sua administracdo oral, com
efeito sistétmico, ocasiona reagOes adversas como sudorese, cefaleia, aumento de frequéncia
urinaria, calafrios, sintomas semelhantes ao resfriado, corrimento nasal, lacrimejamento, rinite
e palpitacGes, esses fatores levam a necessidade da criacdo de formulagcbes a serem aplicadas
diretamente na mucosa bucal que tenham efeito local e diminuam a intensidade dos seus
efeitos adversos (BERNARDI et al., 2002; FAVARO; FERREIRA; MARTINS, 2006;
HAMLAR et al., 1996).

3.2 XEROSTOMIA

A xerostomia € caracterizada pela diminuicdo da quantidade de saliva
produzida pelas glandulas salivares. O que pode afetar desfavoravelmente a salde bucal
causando atrofias, ulceracbes da mucosa, caries e outras infeccdes, afetando a qualidade de
vida dos individuos provocando dificuldades em falar, comer e engolir, diminuigdo do sentido
do paladar, sendo esta uma condicdo clinica de grande elevancia médica (BRAGA et al.,
2009; KALUZNY et al., 2014).
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As principais causas dessa patologia sdo doenca autoimune como a sindrome de
Sjogren e tratamentos com radiacfes ionizantes de cénceres da cabeca e pescoco. Além
desses, muitos farmacos anticolinérgicos, ou de outras classes, incluindo antidepressivos
triciclicos, anti-histaminicos, anti-hipertensivos e diuréticos, ainda, doencas como HIV,
hepatite C, diabetes mellitus e hipertensdo, além do consumo de &lcool e fumo, podem
negativar o fluxo salivar (BARROS; MORSELI; CROPANESE, 2004; VISVANATHAN;
NIX, 2010)

Essa patologia pode ser observada por dois aspectos: hipofuncdo da glandula salivar
resultando em producdo da saliva diminuida, e xerostomia, a sensagéo subjetiva de uma seca
boca. Para o tratamento da xerostomia € importante identificar a etiologia e assim proceder
com a estratégia terapéutica a fim de reduzir ou eliminar a causa. (LOPEZ-LOPEZ; SALAS;
KUSTNER, 2014).

As abordagens terapéutica para xerostomia tem como objetivo principal a reducdo do
sintomas, que incluem principalmente a utilizacdo de salivas artificiais e farmacos que
estimulem a producdo de saliva, sendo estimulantes mais eficazes, pois produzem maior
alivio do que os substitutos da saliva (KALUZNY et al., 2014).

A pilocarpina, continua sendo um dos sidlogos mais estudados no tratamento da
xerostomia, sendo um dos seus principais problemas a ocorréncia de rea¢fes adversas, como
apresentadas no topico anterior, em cerca de 30% dos pacientes (LOPEZ-LOPEZ; SALAS;
KUSTNER, 2014). Além do seu uso oral o cloridrato de pilocarpina foi avaliado por via
topica em pacientes com xerostomia, com o objetivo de promover a entrega local na tentativa
de minimizar os efeitos secundéarios sistémicos. Ao final do estudo, nenhum aumento na
salivacdo foi observado, porém os pacientes relatam que a xerostomia subjetiva foi aliviada,
logo o sistema foi bem tolerado (HAMLAR et al., 1996). Nas preparacdes topicas, a absorcdo
do farmaco ocorre pelas membranas da cavidade oral por difusdo e pode ligar-se aos
receptores muscarinicos, ocorrendo uma absor¢do local; porém devido a vascularizacdo, a
pilocarpina pode difundir-se nas membranas da mucosa oral, e uma porcentagem pode atingir
a circulagdo sistémica.

Mesmo com uma possivel absorgdo sistémica no seu uso topico as reacdes adversas
poderdo mais bem toleradas, principalmente se for possivel proporcionar uma liberacdo mais
lenta do farmaco no local de acdo. Sendo o desenvolvimento de uma formulagédo

termossensivel para o uso topico bucal, utilizando associacdo de polimeros inteligentes e
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polimeros naturais com propriedades mucoadesivas uma alternativa promissora para esta

problematica.

3.3 POLIMEROS INTELIGENTES

Atualmente diversas pesquisas estdo voltadas para o desenvolvimento de novos
sistemas de administracdo de medicamentos utilizados para direcionar medicamentos para o
um local especifico de acdo e para conseguir uma liberacdo controlada de farmaco com
cinética de liberacéo preferivel.

O desenvolvimento de uma forma farmacéutica adequada pode ser a chave para
veiculacdo de um farmaco para um local apropriado onde deve ser liberado para exercer o
respetivo efeito terapéutico e reduzir possiveis reacdes adversas.

Sistemas de administracdo de farmacos inteligente que respondem a estimulos
fisioldgicos, surgiram como uma abordagem inovadora para a administracdo de agentes
terapéuticos. A administracdo oral de farmacos é a via de administragdo mais comum, mais
simples e que proporciona uma melhor adeséo e conforto ao paciente (BAWA et al., 2009)

Desta forma, os polimeros inteligentes ou polimeros stimuli-responsive sdo muito
utilizados no que se refere a tecnologia de administracdo de farmacos, uma vez que estes
polimeros apresentam uma resposta a pequenos sinais e alteracbes do ambiente circundante,
inclusive em meio fisioldgico, sofrendo alteragBes drasticas na sua microestrutura,
modificando as suas propriedades fisico-quimicas de acordo com o objetivo desejado, sendo
estas transicdes reversiveis (KIRCHHOF; GOEPFERICH; BRANDL, 2015).

Sendo o desenvolvimento de hidrogéis utilizando polimeros estimulos responsivos um
dos sistemas que mais receberam atencdo nos ultimos anos (HANI; SHIVAKUMAR, 2013).
Um gel formulado a partir de polimeros sensiveis ao estimulo, podem sofre transicdo de fase
guando expostos a diversos estimulos como: mudanca de temperatura, e pH, aumento da forca
ibnica, luz, ultrassom, presenca de agentes biologicos (ALARCON; PENNADAM;
ALEXANDER, 2005;ZAGO, 2014)

Vérias formulagdes de gel com propriedades estimulo responsivas sdo encontradas na
literatura para entrega de agente terapéutico como: buprenorfina, fluconazol, e insulina
(KANG; SINGH, 2005; GRAVES; FREEMAN; MANDAL, 2007; GONJARI et al., 2009).
Os hidrogéis e polimeros sensiveis a temperatura ou termo-responsivos séo a classe mais
comumente estudada de sistemas poliméricos sensiveis a estimulos (QIU; PARK, 2012;
DEWAN et al., 2017).
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3.4 SISTEMAS TERMO-RESPONSIVOS

Os sistemas de gelificagdo induzidos termicamente ganharam enorme atencdo ao
longo da ultima década. Os hidrogéis termicamente responsivos tém sido amplamente
investigados por causa de sua aplicacdo simples e reacfes adversas baixas nos tecidos em
comparagdo com outros estimulos (RUEL-GARIEPY et al., 2004).

Acima de uma certa concentracao, eles se apresentam com uma solucao a temperatura
ambiente, e em determinada temperatura, como por exemplo na temperatura corporal se
comportam como gel (CARAMELLA et al., 2015; LAI et al.,, 2014) Suas propriedades
termossensiveis e biodegradaveis tornam esses tipos de polimeros candidatos potenciais para
desenvolvimento de sistemas para administracdo de medicamentos, terapia celular, bem como
para engenharia de tecidos (DEVI; SANDHYA; HARI, 2013;DEWAN et al., 2017).

Estes sistemas tém uma propriedade reversivel de transicdo de estado o que permite,
qguando na forma de solucéo, facilidade de aplicacdo e distribuicdo no local de aplicagdo. No
entanto, quando a temperatura aumenta, as formulagdes exibem aumentos na viscosidade e
tempo de retencdo no local da administracdo, para o periodo de tempo desejado (KLOUDA,
2015). Alem disso, permitem a associacdo com os polimeros com propriedades mucoadesivas,
tais como carbopol (C934P) e carboximetil celulose de sddio, prolongando o tempo de
retencdo na mucosa oral e, assim, diminuir a frequéncia de administracdo do farmaco e
aumentar a adesdo do paciente ao tratamento (KARAVASILI; FATOUROS, 2015)

3.5 POLIMEROS TERMO-RESPOSSIVOS

A estrutura dos polimeros termossensiveis reflete um equilibrio adequado entre os
grupos hidrofobos e hidrofilicos. Devido a este equilibrio, uma pequena alteracdo na
temperatura da solucdo de polimero aquosa pode criar um novo ajuste das interagdes
hidrofobicas e hidrofilicas entre os blocos de polimero e as moléculas de agua (BAJPAI et al.,
2008;MATANOVIC; KRISTL; GRABNAR, 2014). Um caracteristica comum destes
polimeros é a temperatura critica da solu¢do (CST — “critical solution temperature”), que é
definida como a temperatura a qual a solucdo de polimero sofre a separacdo de fase. Abaixo
da temperatura critica de solucdo (LCST — “Lower critical solution temperature”) os

polimeros sdo soluveis, ou seja, sdo soltveis em condigOes de resfriamento 4 a 8 °C, e com 0
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aumento da temperatura acima da CST tornam-se hidréfobos e insoluveis, causando a
formacdo de gel, como por exemplo os véarios tipos de poloxamer e Poli(N-
isopropilacrilamida) (PNIPAmM). Ja uma solucéo de polimero que gelifica apos o resfriamento
apresenta uma temperatura de solugdo critica superior (UCST — “upper critical solution
temperature”), estes geralmente sdo sollveis quando submetidos ao aquecimento. Esse é
realmente um processo crucial para a aplicacdo de géis termossensiveis na administracdo de
farmacos (BROMBERG; RON, 1998; PEPPAS et al., 2000).

De um modo geral, as caracteristicas como temperatura de gelificacdo e viscosidade
desses géis sdo influenciadas pela concentragdo do polimero. No caso de polimeros que com
caracteristica de solubilidade LCST, normalmente com um aumento na concentracdo de
polimero, a temperatura de transicdo sol-gel diminui a medida que as intera¢fes de polimeros
hidrofébicos ocorrem mais rapidamente (JEONG et al., 1999; MATANOVIC; KRISTL,;
GRABNAR, 2014).

3.6 POLOXAMER 407

O P407, conhecido como Pluronic® F-127, é o copolimero mais utilizado para
obtencdo de sistemas termossensiveis. Ele faz parte do grupo dos copolimeros de tribloco, ndo
ibnicos, comercialmente disponiveis consistindo de um bloco hidrofébico com unidades de
polioxipropileno (PPO) e dois blocos hidrofilicos com unidades de polioxietileno (PEO),
como pode ser observado na figura 2 (DEVI; SANDHYA; HARI, 2013;KAROLEWICZ,
2015). Existem mais 30 tipos de poloxameros comercialmente disponivel com uma ampla
gama de composicao e pesos moleculares que variam no intervalo de 1.100-14.000 Da, sendo
0 P407 um dos mais estudado na literatura. (CARAMELLA et al., 2015; KLOUDA, 2015).

Figura 2 - Estrutura quimica do Poloxamer 407

CHg
0 O
H 0 OH
X y Zz

Fonte: Sigma - Aldrich
O polimero é soluvel em &gua fria (4-8°C), e apresenta transicdo sol-gel com

aquecimento. A uma temperatura mais baixa em solugdo aquosa, uma camada de hidratacdo



28

envolve moléculas de P407 o que é responsavel por sua solubilidade a frio, mas com o
aumento da temperatura, as cadeias de copolimeros hidrofilicos tornam-se dessolvatadas que
favorecem interac@es hidrofdbicas entre unidades de polioxipropileno e conduzem a formacéo
de gel (DEWAN et al., 2015).

Embora o processo de gelificacdo do P407 ja ter sido extensivamente investigado, o
mecanismo real ainda continua sendo um assunto controverso. Acreditasse que a formacéo de
micelas em solucGes aquosas de P407 é resultado da desidratacdo bloco de PPO (Figura 3)
que formam o ndcleo, essas micelas entram em contato entre si formando uma estrutura
altamente ordenada que leva formacdo do gel acima da temperatura critica de micelizag&o,
sendo este processo reversivel com a diminuicdo da temperatura (RUEL-GARIEPY et al.,
2004; JUNG et al., 2017).

Figura 3 - llustracdo da formacéo de micelas do Poloxamer 407
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Fonte: Adaptado de JUNG et al, 2017

Devido as suas propriedades Unicas de gelificacdo termossenssivel, o P407 tornou-se
um dos materiais mais extensivamente investigados. Formulagdes farmacéuticas a base de
P407 apresentam um excelente potencial como sistema controlado de administracdo de
farmaco devido a sua propriedade de gelificacdo termo-responsiva, alta capacidade de
solubilizacéo e baixa toxicidade (KLOUDA, 2015; DEWAN et al., 2015)

No entanto, apesar destas vantagens, os géis de P407, geralmente ndo apresentam boas
propriedades mucoadesivas. Sendo necessario a investigacdo da associacdo do P407 com
polimeros mucoadesivos a fim de prolongar o tempo de permanéncia da formulacéo no local

de aplicagéo.
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3.7 POLIMEROS COM PROPRIEDADES MUCOADESIVAS

O uso de polimeros mucoadesivos como sistemas de liberacdo de farmacos vem sendo
considerada uma estratégia bastante interessante para melhorar a administracdo de farmacos
via bucal ( PERIOLI et al., 2004; VARSHOSAZ; TABBAKHIAN; SALMANI, 2008). Estes
sistemas apresentam a capacidade de aderir-se a superficie das células de epitélios ou da
camada de muco que os recobre.

Os polimeros podem ser classificados em sintéticos e naturais, ou ainda em anibnicos,
catiénicos e ndo ibnicos (MAHAJAN et al., 2013). Segundo Prajapati e colaboradores (2014),
os polimeros naturais sdo preferiveis quando comparados com 0s sintéticos, pois sao inertes,
seguros, ndo toxicos, biocompativeis, biodegradaveis, de baixo custo e disponiveis em
abundancia na natureza. E varias sdo as fontes de obtencdo dos polissacarideos, tais como
algas, plantas, bactérias, fungos, insetos, crustaceos, animais, seres humanos e através de
engenharia genética (PRAJAPATI et al., 2014)

Dentre os inimeros polimeros mucoadesivos disponiveis, aqueles frequentemente
utilizados sdo os derivados celuldsicos (metilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose,
carboximetilcelulose sédica), e polissacarideos como gomas, agar, alginato de sodio,
quitosana, goma do cajueiro, goma karaya, etc. (AGUIAR, 2007; DE LYRA et al., 2007).
Recentemente, foi também introduzida a goma do cajueiro como polimero aplicado na
inddstria farmacéutica e alimenticia (OKOYE; ONYEKWELI; KUNLE, 2012). A literatura
aborda a potencial aplicagdo de sistemas mucoadesivos para liberacdo de farmaco
(GOWTHAMARAJAN et al.,2012; HANI; BHAT; SHIVAKUMAR, 2011; MAZIA et al.,
2016)

3.7.1 Quitosana

A CS (Figura 4) é um polissacarideo catidnico natural obtido a partir da desacetilagéo
alcalina da quitina (constituinte prioritario em exoesqueletos de insetos, crustaceos e parede
celular de fungos). E um produto natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel, de
grande importancia econdmica e ambiental. Por se tratar de um polimero natural
biodegradavel, extremamente abundante, atoxico e com propriedades mucoadesivas a CS tem
varias aplicagbes biomédicas e de entrega de farmacos (SOGIAS; WILLIAMS;
KHUTORYANSKIY, 2008; SA, 2013).
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Figura 4- Estrutura da quitosana
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Fonte: Laranjeira; Favere, 2009.

A literatura aborda variados exemplos do desenvolvimento de formulagdes
farmacéuticas com aplicagdo da CS, Sogias; Williams; Khutoryanskiy (2012) desenvolveram
comprimidos de CS para administracdo oral do ibuprofeno, seus resultados mostraram que
além das propriedades mucoadesivas a CS tem potencial de entrega sustentada de farmacos.

Outro estudo destaca a obtencdo de um sistema de liberagdo mucoadesivo contendo
nitrato de miconazol. Os compridos foram preparados utilizando-se CS e carbopol. Os autores
verificaram que as formulacdes apresentaram propriedade mucoadesiva satisfatoria e que tal
propriedade pode ser modificada conforme a concentracdo dos polimeros na formulacdo
(PENDEKAL; TEGGINAMAT, 2012)

3.7.2 Goma do Cajueiro

Goma do cajueiro é um biopolimero extraido a partir de Anacardium occidentale L.
por exsudacdo natural ou através de incisdes no tronco e ramos da arvore do cajueiro, uma
arvore comumente cultivada no Nordeste do Brasil, india, Mocambique, Tanzania, entre
outros paises (DE OLIVEIRA; PAULA; PAULA, 2014; MOTHE; DE FREITAS, 2014).

A goma do cajueiro é um heteropolissacarideo (arabinogalactana acida) constituido de
galactose (61-72%), arabinose (4,6 -14%), glicose (8-14%), ramnose (3.2-7%), manose (1-
2%) e &cido glucurénico (4,7- 6%), sendo 0 monossacarideo majoritario em sua composi¢éo a
galactose (Figura 5) (DE OLIVEIRA; PAULA; PAULA, 2014; PAULA; HEATLEY; BUDD,
1998; SARUBBO et al., 2007).
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Figura 5 - Estrutura quimica da galactose, principal polissacarideo contido na goma do
cajueiro
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Fonte: Software Marvin

A goma do cajueiro apresenta coloracdo amarela, € soldvel em &gua e possui grande
potencial de industrializacdo (OLIVEIRA, 2008). Neste sentido, € utilizada na area cosmeética,
farmacéutica e alimenticias. Na area farmacéutica ela é utilizada por possuir propriedades
aglutinantes em céapsulas e comprimidos, uteis na aplicacdo em sistemas de liberagdo de
farmacos, além de apresentar boa capacidade adesiva (OLIVEIRA, 2008; MOTHE; DE
FREITAS, 2014).

3.7.3 Goma Karaya

A GK é um polissacarideo extraido principalmente das espécies Sterculia urens. As
arvores de género Sterculia sdo conhecidas por seus polissacarideos com alta viscosidade em
solucdo e caracteristicas de gelificacdo, como a goma karaya. O Food and Drug
Administration of the USA (FDA) enumera 18 espécies de Sterculia sp, embora a GK seja
geralmente extraida do um exsudado seco das hastes e ramos das espécies Sterculia urens
Roxburgh, Sterculia villosa (india) e Sterculia setigera (Suddo e Seneg )(VERBEKEN,
2003;BRITO et al., 2004).

A GK (Figura 6) é um polissacarido complexo, parcialmente acetilado, hidrofilico,
anionico, obtido como um sal de calcio e magnésio. Tem uma estrutura ramificada e uma
massa molecular elevada de aproximadamente 16 x 10 ® Da. A estrutura quimica de GK é
composta de 55-60% de residuos de monossacarideos neutros (galactose e ramnose), 8% de
grupos acetil e 37-40% de residuos de acido urdnico (VERBEKEN, 2003 ; MIRHOSSEINI;
AMID, 2012).
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Figura 6 - Estrutura quimica da goma karaya acetilida
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Fonte: POSTULKOVA et al., 2017

Devido a presenca destes grupos de acetil, a GK nativa é insoltvel em agua, a maior
proporcdo da goma apenas incha na agua, e somente 10% da goma acetilada € soltvel em
agua fria, aumentando para 30% quando em agua quente (CERF; IRINEI; MULLER, 1990).

A GK ¢é uma goma comercial, que possui propriedades emulsionantes, estabilizadoras
e espessantes. Entre os polissacarideos que ocorrem naturalmente, € um dos aditivos
alimentares comerciais mais utilizados. A goma comercial também é utilizada na industria do
papel, bem como em preparacGes farmacéuticas e dentarias. Dentre as suas aplicacdes
biomédica foi como mucoadesivo em sistemas hidrofilos utilizados na administracao
controlada de farmacos e como matriz para comprimidos contendo farmacos, como
ibuprofeno (CERF; IRINEI; MULLER, 1990; COX et al., 1999; VINOD et al., 2011)

3.8 PROPRIEDADE MUCOADESIVA E TEORIAS MUCOADESIVAS

O conceito de bioadeséo foi introduzido na literatura farmacéutica no inicio da década
de 1980. E, desde entdo, tem sido alvo de imensa investigacdo no ambito da compreensdo dos
mecanismos adjacentes e no desenvolvimento de formas farmacéuticas. O termo mucoadeséo
é utilizado quando a ades&@o ocorre entre 0 material e a camada de muco que reveste a mucosa
(SMART, 2005; VARUM et al., 2008)

Normalmente, o processo de mucoadesdo ocorre em duas fases: uma fase de contato e
uma fase de consolidacdo. Na primeira fase é necessario que ocorra um contato proximo entre
o0 polimero mucoadesivo e a camada de muco. Como consequéncia, ocorre a transferéncia de

agua da camada de muco para o polimero, resultando no intumescimento. Assim, as cadeias
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do polimero adquirem maior mobilidade para poderem interpenetrar com as cadeias
glicoproteicas do muco. O estabelecimento subsequente de ligacBes quimicas entre o
polimero e 0 muco contribui para a consolidacdo do fenémeno mucoadesivo (MADSEN et al.,
2013; SMART, 2005)

A mucoadesdo é um processo complexo que envolve varias teorias para explicar as
etapas relacionadas a este fendmeno. De uma forma geral, as teorias de bioadesédo abordadas
na literatura incluem entrelacamento fisico (teoria de difusdo e mecénica), ligacbes quimicas
(teoria eletronica e de adsorcédo), forca de deslocamento (teoria de fratura) e movimento da
agua do muco para o polimero (teoria de molhagem) (M(MADSEN et al., 2013).

A teoria da difusdo considera que as moléculas mucoadesivas e as glicoproteinas do
muco interajam proporcionando entrelacamento fisico e formacdo de uma camada de
interpenetracdo construindo ligacGes secundarias (MADSEN et al., 2013; MAHAJAN et al.,
2013). Ja a teoria mecanica ocorre a partir de um entrelacamento do material adesivo em
irregularidades asperas de uma superficie. A superficie aspera e porosa do material
proporciona uma maior area disponivel para interacdo, favorecendo adesdo pelo aumento da
area de contato (KHUTORYANSKIY, 2011; MAHAJAN et al., 2013).

O processo de adesdo da teoria eletronica ocorre pela diferenca de cargas entre as
estruturas. As transferéncias de elétrons entre o muco e a formulagdo farmacéutica formam
uma dupla camada de cargas elétricas proporcionando a formacdo de forcas atrativas
resultando na adesdo (ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009; MADSEN et al., 2013;
MAHAJAN et al., 2013).

Na teoria de adsorcdo, a adesdo ocorre atraveés do contato do polimero mucoadesivo
com mucosa, resultando em interages como forgas de van der Waals e ligagdes de hidrogénio
(ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009; DIAS et al.,, 2007; MAHAJAN et al., 2013).
Considerando a teoria da aderéncia/fratura, esta refere-se a forca necessaria para a separacdo
das superficies envolvidas no processo de mucoadeséo (DIAS et al., 2007; MAHAJAN et al.,
2013). A teoria de aderéncia € de extrema importancia na mucoadesao visto que, segundo
Andrews; Laverty; Jones, (2009), a melhor maneira de se avaliar um sistema mucoadesivo é
através da determinacdo da forca de aderéncia entre o polimero e substrato ligado.

Finalmente, a teoria de molhagem € principalmente aplicavel a sistemas mucoadesivos
liquidos ou de baixa viscosidade, ela envolve a capacidade de um liquido de se espalhar
espontaneamente em uma superficie como um pré-requisito para o desenvolvimento de
adesdao (MAHAJAN et al., 2013; UGWOKE et al., 2005).
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4 METODOLOGIA
4.1 MATERIAIS

O farmaco cloridrato de pilocarpina foi cedido pela empresa Vegeflora Extracbes do
Nordeste Ltda, do grupo Centeflora (lote: VC-1101). Foram utilizados os polimeros quitosana
(Lote: 20091115-Polimar), com grau de desacetilacdo de 75%; goma do cajueiro, que foi
isolada a partir do exsudato provenientes de arvores do género Anacardium occidentale L.,
nativas de Parnaiba, Piaui, Brasil. A goma do cajueiro foi purificada com NaCl e precipitada
em alcool etilico por método descrito por PAULA, HEATLEY e BUDD (1998); goma karaya
(Lote: SLB5639V- Sigma-Aldrich) e poloxamer 407 (lote: WPAK584B - Embrafarma)

4.2 IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DAS MATERIAS PRIMAS
4.2.1 Espectroscopia de Absorcéo na Regiédo do Infravermelho

Os espectros foram obtidos por Espectroscopia Vibracional na Regido do
Infravermelho Médio por Transformada de Fourier (FT —IR) entre 4500 — 600 cm™, modelo
Vertex 70 (Bruker, Recife, Pernambuco, Brasil). As amostras foram analisadas na forma de
po, por dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR). O numero de varreduras foi de 16 e a
resolucéo foi de 4cm™* (POSTULKOVA et al., 2017).

4.2.2 Andlise Térmica

As curvas TG e DSC foram obtidas atraves de analisador térmico simultaneo modelo
STA 6000 (PerkinElmer® Recife, Pernambuco, Brasil), calibrado com indio sob atmosfera de
nitrogénio com fluxo 20 mL.min%, sob razdo de aquecimento de 10 °C.min"t numa faixa de
temperatura de 30°C a 600°C. O experimento foi executado com aproximadamente 10mg da

amostras.

4.3 OBTENCAO DAS FORMULACOES TERMOSSENSIVEIS

As solugdes para as formulagdes termossensiveis foram obtidas pelo método a frio
(DEVI; SANDHYA; HARI, 2013; DEWAN et al., 2015). Foram preparados levando em

consideragdo a proporcdo peso/volume em porcentagem. Para obtencdo das formulagdes o
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P407 a 18% foi combinado com CS, GC e GK em diferentes concentragdes como pode ser
observado na tabela 1. Os polimeros mucoadesivos foram deixados em agitacdo por 2 horas
em solucdo, sendo a CS, em solucdo de acido acético 1%, GC e GK, em agua purificada.
Posteriormente, o0 P407 na concentracdo de 18% foi adicionado a solucdo resultante e mantida
entre 4°-8° C até que completa solubilizacdo do polimero. As formulages obtidas foram
armazenas sob refrigeracdo. SO ap06s a determinacdo das melhores formulagdes foi adicionado

o farmaco cloridrato de pilocarpina para avaliacdo do perfil de liberacéo.

Tabela 1 - Concentracdo de Poloxamer 407, Goma Karaya, Goma do Cajueiro e Quitosana
para obtencdo das formulacGes

CONCENTRACAO (p/v)

FORMULAGAO " POLOXAMER GOMA GOMADO QUITOSANA
407 KARAYA  CAJUEIRO

18% | e e e
18% 025% e e
18% 05% e e
18% 1% e e
18% e 025% -
18% e 05% -
18% - 1% e
18% e e 0,25%
18% e e 0,5%
18% e e 1%

© 00 N o o B~ W N

[EEN
o

4.4 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES DE TRANSICAO SOL-GEL

4.4.1 Determinacédo da temperatura de transicdo sol-gel pelo método do tubo invertido

A temperatura de Tsol-gel foi realizada através do método de inclinacdo tubo de
ensaio, no qual houve a insercdo de 2 mL da solucdo, mantida num banho de agua. A
temperatura do banho de agua foi aumentada lentamente, a cada 0,2 °C. Temperatura de
gelificacdo foi determinada no momento em que a solugdo no tubo de vidro parou de fluir
quando submetida a inversdo (DEWAN et al., 2015; ZENG et al., 2014).
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4.4.2 Determinacdo do tempo de transigdo sol-gel pelo método do tubo invertido

O tempo de gelificacdo também foi determinado pelo método de inclinacao de tubo de
ensaio, no qual houve a inser¢do de 2 mL da solucéo, mantida num banho de &4gua aquecida a
temperatura de 37 °C. A cada 5 segundos o tubo de ensaio foi retirado e inclinado para
observar o estado da amostra. O tempo necessario para gelificacdo foi determinado pela
auséncia de fluidez da solucdo presente no tubo, caracterizando assim a formacdo do gel
(GIOVAGNOLLI; TSAI; DELUCA, 2010; HANI; BHAT; SHIVAKUMAR, 2011).

4.5 AVALIAQAO DA PROPRIEDADES DE TRANSICAO SOL-GEL DAS
FORMULACOES

4.5.1 Determinacéo da viscosidade em funcéo da temperatura

A anélise reoldgica foi realizada utilizando um reémetro Anton Paar MCR 500,
equipado com cilindros concéntricos. Através de condigdes rotacionais, a uma taxa de
cisalhamento constante de 6 s, variando a temperatura de 25 a 45 °C, com objetivo de
verificar o aumento da viscosidade em funcéo da temperatura e assim determinar 0 momento

de transicdo sol-gel através da mudanca dréastica na viscosidade (MAZIA et al., 2016).

4.5.2 Determinacdo do médulo elastico das formulacgdes

A andlise reoldgica foi realizada utilizando um redmetro Anton Paar MCR 500,
equipado com cilindros concéntricos. Através de condi¢des oscilatérias, a uma frequéncia
constate de 0,1 Hz, variando a temperatura de 25 a 45 °C, com objetivo de obter informacdes
sobre 0 modulo elastico das formulagées (MAYOL et al., 2008; XU et al., 2014).

4.6 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO REOLOGICO DAS FORMULACOES

Para obtencéo das medidas de viscosidade dinamica e curvas de fluxo (ascendentes e
descendentes) para avaliacdo da tixotropia foi empregado um viscosimetro RI:2:M-H e
spindle n° 7. O teste foi realizado utilizando 15 g de cada formulagéo, a temperatura de 37 °C,

com rotacdo de 10 a 100 rpm e taxa de cisalhamento entre 2 e 20 s?. As analises foram
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realizadas em triplicatas. Por limitacdo do equipamento estas analises foram realizadas apenas
para as formulagGes que apresentaram caracteristica de gel a 37 °C (DEWAN et al., 2015;
DEWAN et al., 2017).

4.7 DETERMINACAO FORCA MUCOADESIVA DOS GEIS

A forca mucoadesiva das formulacdes poliméricas que apresentaram Tsol-gel foi
avaliada in vitro, utilizando um texturémetro TA-TX Plus, através da medida da forca
necessaria para remover a formulacdo apds o contato com um disco de mucina utilizando
metodologia adaptada de Tais (2010) e Baloglu et al. (2011).

Inicialmente, o disco de mucina foi preparado pela compressao de mucina suina (250
mq), utilizando um anel de compressdao com um didmetro de 9 mm.

O disco foi fixado horizontalmente na extremidade inferior da prova cilindrica (1 cm
de diametro) com uma fita dupla-face. Em seguida, o disco de mucina foi hidratado pela
submersdo em uma solucdo aquosa de mucina 8% (p/p) por 30 s. O excesso de liquido na
superficie do disco foi removido com o auxilio de um papel absorvente.

Na temperatura de 37 °C, uma amostra da formulacdo, previamente acondicionada em
frasco de vidro cilindrico e raso, foi colocada sob a prova analitica, a qual foi abaixada até que
o disco de mucina entrasse em contato com a superficie da amostra. A velocidade de
abaixamento da prova analitica foi controlada de forma que a for¢a envolvida no contato do
disco de mucina com a formulacdo ndo ultrapassasse 1N. O disco e a formulagéo
permaneceram em contato por 30 s. A prova foi entdo levantada com uma velocidade
constante de 0,5 mm/s e a forca necessaria para remover o disco de mucina da formulacéo foi
determinada a partir da curva forca pelo tempo. Para todas as formulacgdes, as medidas foram

realizadas em triplicata.

4.8 AVALIACAO DO PERFIL DE LIBERACAO

O perfil de liberacdo do farmaco cloridrato de pilocarpina a partir do géis
termossensiveis foi determinado pelo método do saco de didlise. Para realizacdo do teste 5mg
de cloridrato de pilocarpina foi adicionada em 2 mL da solucgdo, ap6s completa solubilizago
do farmaco a solucéo foi colocada em banho-maria a 37 °C para formagéo do gel. O gel com
farmaco foi colocado no saco de dialise (acetato de celulose) que foi incubado em 50 mL de

tampdo fosfato pH 6,8 a 37 °C. Aliquotas de 2 mL foram coletadas nos tempos 15, 30, 60,
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120, 180, 240 minutos sendo realizada em cada tempo determinado as reposi¢cdo do meio. O
ensaio foi realizado em triplicata (FOLEY et al., 2013). A pilocarpina liberada foi
quantificada por espectrofotdbmetro na regido do UV-vis, comprimento de onda de 215 nm.
Para avaliar o perfil cinético de liberacdo de farmaco foram utilizados modelos
matematicos, ajustando os dados de liberacdo em zero ordem, primeira ordem, Higuchi e

Korsmeyer-Peppers.

Tabela 2 - Equac0es utilizadas para avaliar a cinética de liberagdo da pilocarpina nas
formulagdes

Modelo matematico Equacéo
Ordem zero F=k*t
Primeira ordem F=100*[1-Exp(-k*t)]
Higuchi F=k**®

Korsmeyer-Peppers F=k*t"
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DAS MATERIAS PRIMAS

5.1.1 Espectroscopia de Absorgédo na Regido do Infravermelho

No espectro de infravermelho da CS (Figura 7) é possivel observar bandas
representativas do estiramento axial de OH em 3290 cm™, sobreposta a banda de estiramento
N-H; deformagcéo axial de C=0 de amida por volta de 1645 cm™ proveniente do grupo amida
residual da quitina; bandas atribuidas a presenca de hidrocarbonetos -CH em 1375 cm™;
deformacéo axial de —CN de grupos amino entre 1316 a 1375 cm™ e bandas de estruturas
polissacaridicas na regio entre 897 a 1153 cm™As bandas na regi&o de 1300 cm-1 a 1000 cm-
1 estdo associadas ao alcool e éter e na regido de 559 cm™ esta associada as vibracdes de
deformacdo C-H. O resultados desde trabalho corroboram com as informacdes descritas na

literatura por Rakkapao et al. (2011).

Figura 7 - Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho da quitosana
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O espectro de infravermelho da GC (Figura 8) apresenta bandas referente aos
estiramentos O-H dos polissacarideos no nimero de onda de 3500 a 3100 cm™. Os sinais
expressos em 2945 e 2891 cm sdo atribuidos ao estiramento C-H. As bandas que aparecem
em 1071 e 1070 cm™ estdo relacionadas com o grupamento C-O e aquelas situadas em 1152 e
1142 cm™ sdo referentes as ligagdes glicosidicas entre os polissacarideos. Resultados

semelhantes foram apresentados por Mothé e Freitas (2014).

Figura 8 - Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho da goma do cajueiro
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Fonte: autoria propria

No espectro de infravermelho da GK (Figura 9) é possivel observar uma banda larga
em 3334 cm! referentes a frequéncia de estiramento do grupo O-H presente na sua estrutura
quimica. Em 1372 cm™* e 1036 cm™! as bandas sdo atribuidas ao estiramento das ligagdes C-
O. Na regifo de 1601 cm™ encontra-se a banda atribuidas aos grupos carbonilas (C=0)
caracteristicos da presenca de acidos urdnico. Apresenca de pico em 1721 cm te 1252 cm

sdo caractericas dos grupos acetil (CH3CO) , confirmado que a goma utilizada no estudo encontra-



43

se acetilada. Esses resultados corroboram com os estudo realizados por Brito et al. (2004) e

Postulkova et al. (2017).

Figura 9 - Espectroscopia de absorcédo na regido do infravermelho da goma karaya
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Na espectro de absorcdo na regido do infravermelho do P407 (Figura 10) é possivel
identificar uma banda de absor¢do bem definida em 2888 cm™ do grupo C-H alifatico. A
bandas presentes em 1472 cm® e 1096 cm™ confirmar a presenca de grupos C-O
caracteristicos de éter, como pode ser confirmado o na Figura 2 referente a estrutura do P407.

Resultados confirmados na literatura por Jindal e Mehta (2015).
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Figura 10 - Espectroscopia de absor¢éo na regido do infravermelho do Poloxamer 407
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Na espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho do cloridrato de pilocarpina
(Figura 11) é possivel identificar as bandas de absorcdo em 2800 e 3200 cm™ para as
frequéncias de estiramento referente ao grupo NH> de amina ligada a carbono aromatico,
representante do anel imidazélico substituido. O sinal em 1765 cm™ refere-se ao estiramento
tipico de carbonila presente no anel lactdnico. Em 1611 cm™, observou-se a banda referente
ao estiramento da ligacdo carbono-carbono (C=C) do tipo aromatico, ambas indicando a
presenca do segundo anel constituinte da molécula da pilocarpina. As absor¢des citadas
corroboram com os resultados disponiveis na literatura (SOCORRO et al., 2017; ZOPPI et al.,
2012).



Figura 11 - Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho do cloridrato de
pilocarpina
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5.1.2 Anélise térmica
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A curva TG/DTG da CS (Figura 12) apresenta o primeiro evento de perda de massa

em temperatura inferior a 100 °C, referente a perda de 4gua da amostra, com uma perda de

massa de =13%; e o0 segundo evento com pico em aproximadamente 296 °C, com perda de

massa de =35,76%), eferente a decomposicdo térmica do polissacarideo. Resultados

semelhantes foram relatados por Socorro et al. (2017).



46

Figura 12 — Curva de TG/DTG da quitosana
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Nas curvas de TG/DTG da GC (Figura 13) observa-se um primeiro evento de perda de
massa abaixo de 100 °C, com uma perda de massa de aproximadamente 10%, podendo ser
atribuida a perda de &gua, ja que a GC apresenta carater hidrofilico. O segundo e o terceiro
evento de perda de massa estdo relacionados a condensacdo dos grupos e degradacdo da GC:
0 primeiro ocorre em 241 °C (com perda de massa de =12%); e o segundo evento ocorre 305
°C (com perda de massa de = 29%). Resultados semelhantes foram apresentados por Mothé e
Freitas (2013) e Oliveira E colaboradores em 2014.
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Figura 13 — Curva de TG/DTG da goma do cajueiro
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A curva de TG/DTG da GK (Figura 14) apresenta seu primeiro evento de perda de
massa com pico em 98 °C, com uma perda de massa de aproximadamente 18%, podendo ser
atribuida a evaporacdo da umidade e do seu teor de dgua. O segundo evento esta relacionado
com a degradacdo da cadeia polimérica da GK, com pico de decomposicdo em 292 °C e libera
diferentes tipos de produtos na faixa de temperatura entre 200 e 400 ° C, como 0 acido,
diéxido de carbono, monoxido de carbono e dgua. Resultados corroboram com a literatura.
(POSTULKOVA et al, 2017; VINOD et al, 2017).
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Figura 14 - Curva de TG/DTG da goma karaya
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A curva de TG/DTG do P407 (Figura 15) apresenta um Unico evento em
aproximadamente 397 °C, com perda de = 97% de massa, caracteristico da decomposicdo das
cadeias principais das moléculas do polimero. Resultados semelhantes foram demonstrados
por Bhowmick et al (2014).
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Figura 15 - Curva de TG/DTG do Poloxamer 407
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A curva TG/DTG da pilocarpina (Figura 16 A), apresenta dois eventos caracteristicos
da degradacdo do farmaco: o primeiro ocorre com pico em 312°C, com perda de massa de =
80%; e 0 segundo ocorre em 378 °C, com perda de massa de = 9%.

Para uma melhor caracterizacdo do farmaco foi realizado também a anélise de DSC
(Calorimetria exploratoria diferencial) para identificacdo do ponto de fusdo do farmaco

confirmando assim sua pureza.
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Figura 16 - Curva de TG/DTG (A) e DSC (B) do cloridrato de pilocarpina
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Na curva DSC da pilocarpina (Figura 16 B), o primeiro evento endotérmico iniciado

em 204,7 °C (AE = - 203,78 Jg}), caracteristico do evento de fusdo do farmaco, seguido de
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sucessivos eventos relacionados a degradacdo do mesmo (ZOPPI et al., 2012, SOCORRO et
al, 2017).

5.2 AVALIAQAO DAS PROPRIEDADES DE TRANSIQAO SOL-GEL DAS
FORMULAGCOES

Neste estudo foram preparadas solucGes aquosas contendo P407 associado a diferentes
gomas naturais com propriedades mucoadesivas. A solucdo de P407 a 18% foi misturada com
varias concentracfes da CS, GC e GK. Para a solucdo de P407 neste estudo foi verificada que
a concentracdo igual ou inferior a 17% (p/v) ndo apresentou capacidade para formar gel sob
condicBes fisioldgicas, especificamente na temperatura de 37 °C. Normalmente, a
concentracdo de P407 entre 18-20% (p/v), é liquido de fluxo livre a 25 °C (temperatura
ambiente) e € rapidamente convertida em estado de gel a 37 ° C, mas acima desta
concentracdo, ela forma gel rigido a 25 °C (SHELKE et al., 2015). Neste estudo foi utilizado
uma solucéo de 18% em peso de P 407, pois apresentou temperatura, tempo de gelificacéo e
viscosidade ideias para formulacdes propostas neste estudo.

Foi estabelecido a concentracdo de 18% para o P 407 e variacGes de 0,25; 0,5 e 1%
para a CS, GC e GK com objetivo de melhorar as propriedades de viscosidade, tempo de
gelificacdo e adicionar a formulagdo uma melhor capacidade mucoadesiva. Durante o estudo
estabelecemos que a concentracdo méaxima do polimero natural seria de 1%, pois foi
observado que quando a concentracdo de solucdo de GK era superior a 1%, a solucdo torna-se

altamente viscosa a temperatura de armazenamento da formulacéo, no caso 25 °C.

5.2.1 Determinacdo da temperatura e tempo de transicao sol-gel pelo método do tubo
invertido

Espera-se que os géis termossensiveis se apresentem transi¢cdo sol- gel proximo a
temperatura corporal e permanecam em forma de solucdo quando armazenados a temperatura
ambiente. Se a temperatura de gelificacdo de uma formulacdo termossensivel for inferior a 25
°C, pode formar-se um gel & temperatura ambiente, levando a dificuldades na fabricacéo,
manipulagdo e administracdo, enquanto que se a temperatura de gelificagdo for superior a 40
°C, a formulacdo ndo apresentara transi¢do de fase sol-gel a temperatura corporal, o hidrogel
permanecera liquido na cavidade bucal inviabilizando um formulacdo de uso topico
(SHELKE et al., 2015).
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A determinacdo da temperatura de transicdo de fase € um passo preliminar na
avaliacdo de uma formulacdo de gel termossensivel. A temperatura de Tsol-gel é a
temperatura a qual ocorre a transicdo de fase liquida para fase gel. Temperatura de gelificacdo
foi determinada através do método de inversdo de tubo, sendo determinada como a
temperatura de transicdo o momento em que a solugéo no tubo de vidro parou de fluir quando
submetida a invers&o.

A temperatura de gelificacdo das formulacdes € mostrada na Tabela 3. A formulacéo
com P407 a 18% apresentou resultado para a transicdo de fase a 34,7 °C. Em geral, o gel
termossensivel deve iniciar o processo de formacdo de gel na faixa de temperatura de 30-35
°C, de modo a garantir que a formulagdo estard na viscosidade ideal quando sofre transicéo
sol-gel na temperatura de 37 °C.

O P407 é um polimero é conhecido por exibir propriedades de gelificacdo in situ
devido ao seu coeficiente de solubilidade negativo para formar micelas de copolimero em
bloco em determinada temperatura. O aumento da temperatura leva a formagdo de micelas,
pela a desidratacdo das cadeias dos blocos hidrofébicos de polioxipropileno (PPO) formando
0 nucleo e na superficie as cadeias de polioxietileno (PEO), posteriormente essas micelas se
agregam e levam a formacao do gel (DEVI; SANDHYA; HARI, 2013; ZENG et al., 2014).

Tabela 3 — Resultado de temperatura e tempo de transicdo sol-gel das formulagdes

FORMULACAO TEMPERATURA (°C) TEMPO (Segundos)

P407 18% 34,8+0,16 65,7 + 7,36
P407 18% + GK 0,25% 33,4+0,16 44,7 + 2,05
P407 18% + GK 0,5% 33,33+0,18 47,3 +555
P407 18% + GK 1% 33,0+0,16 35+ 4,08
P407 18% + GC 0,25% ND ND
P407 18% + GC 0,5% ND ND
P407 18% + GC 1% ND ND
P407 18% + CS 0,25% ND ND
P407 18% + CS 0,5% ND ND
P407 18% + CS 1% ND ND

ND= Nao determinado, formulacdo nao apresentaram transicao sol-gel apds
10 minutos de teste.

Verificou-se que as formulagbes com adi¢cdo de CS e GC, em qualquer uma das
proporcdes estudadas neste trabalho, ndo apresentaram propriedades de Tsol-gel, pois na faixa
de temperatura de 25 a 45 °C as mesmas nao apresentaram gelificacdo. Ja todas as
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formulages nas quais foram adicionadas GK, ndo s6 exibiram propriedades de Tsol-gel,
como também um reducdo na temperatura de gelificacdo. Esse incremento pode ser atribuido
ao fato da GK nao estar totalmente solubilizada na solucéo a temperatura de 25°C, porém com
0 aumento da temperatura a solubilidade da GK € incrementada e a mesma intumesce,
proporcionando um aumento da viscosidade do gel e incremento das propriedades
termossensiveis (VERBEKEN, 2003).

Na tabela 3 também é possivel observar o tempo de gelificacdo das formulacdes em
estudo, mostram que as formulacdes contendo GK sdo convertidas em gel a uma velocidade
muito mais rapida do que a formulacdo de P407 sozinho. Isso significa que a adicdo de GK
reduz o tempo de gelificacdo de P407, o que indica que a formacdo e associacdo micelar
ocorre a uma taxa mais rapida, indicado que a GK que implica na velocidade de formacdo do
gel (DEWAN et al., 2017). Como ja apresentado anteriormente ndo foi possivel determinar o
tempo de gelificacdo para as formulagdes contendo CS e GC, pois as mesmas nédo
apresentaram Tsol-gel. Entdo levando em consideracdo a temperatura de 37 °C, apenas as
formulacGes contendo GK foram consideradas para estudos posteriores.

Os resultados obtidos pelo método de tubo invertido foram analisados estatisticamente
por ANOVA — pos teste Dunnet (p< 0,05) (Figura 17), onde foi realizada a comparacgdo entre
a temperatura de gelificagdo da formulacéo de P407 18% com as 3 formulag¢Ges contendo GK,
os resultados mostraram que as formulagcdes contendo GK apresentaram temperatura de

gelificacdo significativamente diferente do P407 18% com p<0,0001.

Figura 17 - Resultado da analise estatistica para temperatura de gelificacdo entre Poloxamer
407 18% e as formulacdo contendo Goma Karaya - Teste do tubo invertido
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P407 18% + GK 1% - P407 18%- ¢ * i
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Diferenca entre as médias

Fonte: autoria propria
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Também foi realizada a andlise estatistica por ANOVA — pds teste Turkey (p< 0,05)
entre as formulagbes contendo GK para verificar se as temperaturas de gelificagdo eram
significativamente diferentes, visto que o teste de inversdo de tubo ndo é um teste com
resultados tdo precisos. E os resultados estatisticos mostraram (Figura 18) que ndo existe
diferenga significativa para as temperatura de gelificagdo neste teste entre as formulagdo com
p< 0,1190.

Figura 18 - Resultado da anélise estatistica para temperatura de gelificacdo entre as
formulacéo contendo goma karaya - Teste do tubo invertido.
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5.3 AVALIACAO DA PROPRIEDADES DE TRANSICAO SOL-GEL DAS
FORMULACOES

5.3.1 Determinacéo da viscosidade em funcéo da temperatura

Como os resultados obtidos pelo método de tubo invertido ndo trazem valores exatos
com relacdo a viscosidade da transicdo sol-gel e também os resultados da temperatura de
gelificacdo ndo foram significativamente diferentes entre as formulagdes contendo GK, foi
realizado uma avaliacdo mais precisa da influéncia da temperatura transicdo sol-gel utilizando
um redémetro Anton Paar MCR 500.

As curva de viscosidade versus temperatura de diferentes formulagdes (Figuras 19, 20
e 21) mostram a influéncia do aumento da temperatura na viscosidade das formulagdes.
Observa-se que com o0 aumento da temperatura, a viscosidade da solucdo aumenta e a
temperatura a qual a viscosidade exibe um incremento significativo é notada como
temperatura de gelificagdo. Nas Figuras 19 e 20 observa-se que a temperatura ndo exerce

influéncia sobre a viscosidade das formulacdo de P407 18% associadas a CS e GC,
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confirmando os resultados anteriores obtidos através do método de inversdo tubo, onde foi
verificado a auséncia de Tsol-gel para estas formulagcGes. Também é possivel observar na
Tabela 4 que ndo houve um incremento nos valores de viscosidade dessas formulacdo com o
aumento da temperatura de 25 °C para 37 °C.

Nas Figuras 19, 20 e 21 a curva de viscosidade versus temperatura mostra que o P407
18% apresenta aumento na viscosidade com o aumento da temperatura, caracteristica ja
atribuida a este polimero pela literatura e como ja discutido anteriormente, esse aumento na
viscosidade é atribuido a desidratacdo dos grupo PPO do polimero que leva a formacdo de
micelas e aumento da viscosidade devido a formacdo de um gel (DEWAN et al., 2015;
MATANOVIC; KRISTL; GRABNAR, 2014).

Figura 19 — Viscosidade versus temperatura das formula¢Ges Poloxamer 407 18% +
quitosana (0,25%; 0,5% e 1%)
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Figura 20 - Viscosidade versus temperatura das formulacdes Poloxamer 407 18% + Goma do
Cajueiro (0,25%; 0,5% e 1%)
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Na Figura 21 é claro um aumento na viscosidade para as formulagdes de P407 18% +
GK 0,25%, P407 18% + GK 0,5% e P407 18% + GK 1%. Essa alteracdo na viscosidade é
proporcional a concentracdo de GK. Também é observado na Figura 21 que a temperatura de
gelificacdo das formulacdes que contém GK diminui gradualmente com o aumento da

concentracdo de goma em comparacao com a formulacdo do P407.
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Figura 21 - Viscosidade versus temperatura das formulaces P407 18% + GK (0,25%; 0,5%
e 1%)
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Tais incrementos nas propriedades termossensiveis nas formulagbes contendo GK
pode ser atribuidos ao fato da GK ser um polimero de alto peso molecular, indicando que o
mesmo poderia auxiliar na agregacao das micelas, através da formacdo de um emaranhamento
polimero-polimero aumenta, favorecendo o empacotamento das micelas o que explica a maior
viscosidade do gel. Outro fato importante no aumento da viscosidade ¢ a solubilidade da GK
com o0 aumento da temperatura, proporcionado também um aumento da viscosidade do gel
(DEWAN et al., 2015; JUNG et al., 2017). Os valores de viscosidade a 25 °C e 37 °C e

temperatura de transicdo sol-gel estdo na tabela 4.
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Tabela 4 — Resultados da avaliagédo da viscosidade em fungédo da temperatura das formulagoes

Viscosidade (Pa) T sol-gel
Formulacéo
25°C 37°C °C
P407 18% 0,0697 1,81 36,56 £ 0,11
P407 18% + GK 0,25% 0,101 8,01 34,43 +£0,15
P407 18% + GK 0,5% 0,132 9,36 341+0,1
P407 18% + GK 1% 0,375 10,5 32,8+0,1
P407 18% + GC 0,25% 0,0798 0,0914 ND
P407 18% + GC 0,5% 0,0664 0,0877 ND
P407 18% + GC 1% 0,0606 0,0721 ND
P407 18% + CS 0,25% 0, 0553 0,0636 ND
P407 18% + CS 0,5% 0,0645 0,0741 ND
P407 18% + CS 1% 0,0856 0,0861 ND

Teste realizado num redmetro em condigdes rotacionais e taxa de cisalnamento de 6 s.
ND: Néo determinado

Como observados no resultado anterior a temperatura de gelificacdo pelo método do
tubo invertido ndo apresentou diferencas significativas entre as formulacGes contendo GK.
Atraveés do resultado das curvas viscosidade vesus temperatura (Figura 21) a temperatura de
gelificacdo foi determinada de forma mais precisa. O valor da temperatura de Tsol-gel foi
considerada como a temperatura onde se inicia um aumento drastico nos valores de
viscosidade e o resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4. Apesar do resultados
adquiridos pelo teste do tubo invertido e pelo redbmetro exibirem valores diferente de
temperatura de gelificacdo, vale ressaltar que as condi¢Ges empregadas nos teste também sédo
distintas. Porém ambos os resultados corroboram que formulacGes contendo GK apresentaram
uma menor temperatura de gelificagdo quando comparadas com o P407 18% sozinho,
confirmando que a GK exercer um efeito positivo sobre as propriedades termossensiveis do
P407.

Foi realizada ainda uma andlise estatistica por ANOVA- pos teste turkey (p<0,05) para
verificar se os valores da temperatura de transicdo verificada neste teste apresentava diferenca

significativa entre as formulagdes contendo GK (Figura 22).
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Figura 22 - Resultado da analise estatistica para temperatura de gelificacdo entre as
formulacdo contendo goma karaya — Re6metro.
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Os resultados estatisticos (Figura 22) demonstram que os valores da temperatura de
Tsol-gel séo significativamente diferentes para formulac6es contendo GK. Tal fato indica que
tanto o incremento na viscosidade como na temperatura de gelificagdo séo proporcionais a
concentracdo da GK, ou seja, quanto maior a concentracdo da goma na formulacdo maior a

viscosidade e menor a temperatura de gelificacdo.

5.3.2 Determinacdo do maddulo elastico

Estudos de reologia sdo utilizados para explorar as alteracBes estruturais
microscopicas ou internos de géis termossensiveis sob aquecimento gradual e taxa de
cisalhamento continua e também podem ser utilizados para determina a temperatura de
gelificacdo desses tipos de geis (XU et al., 2014; SANTOS, 2015).

Do ponto de vista da reologia, valores altos de modulo elastico (G’) € uma das
caracteristicas do processo de mudanca de fase de liquido para semissolido (LIU; LI, 2016).
Observa-se nas Figuras 23 e 24 que, para todas as formulacoes de P407 18% associadas a CS
ou GC, os valores de G’ foi muito baixo a temperatura inicial, o que indica que as formulac¢des
se encontram no estado liquido e com o aumento da temperatura ndo houve aumento do G’,
corroborando com o0s resultados anteriores que estas formulagfes n&o apresentam

propriedades de transicéo sol-gel.



Figura 23 — Modulo elastico em funcdo da temperatura a uma frequéncia de 0,1 Hz,
formulacGes Poloxamer 407 18% + Quitosana (0,25%; 0,5% e 1%).
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Figura 24 — Modulo elastico em funcdo da temperatura a uma frequéncia de 0,1 Hz,
formulacGes Poloxamer 407 18% + Goma do Cajueiro (0,25%; 0,5% e 1%).
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Na Figura 25 é possivel observar um aumento do modulo eléstico (G’) em funcdo da
temperatura, o valor de G” é baixo no estado de solu¢cdo na temperatura inicial de 25 °C, mas
sofre um aumento drastico com o aumento da temperatura, indicativo de formacédo de gel.
Tanto para as formulacdes com P407 18% isolado como as contendo GK em diferente
proporcoes, o grafico mostra um aumento do modulo de armazenamento (G "), caracteristico
de Tsol-gel das formulagdes termossensiveis, confirmando que as mesmas tornam-se gel com
0 aumento da temperatura. Como propriedade de liberagéo sustentada do farmaco depende da
forca do gel, a medida da propriedade reolégica € um método essencial. Todos os géis
contendo GK mostraram valores de modulo elastico maiores que o P407 18% sozinho, o que
pode indicar que estas formulag6es, quando a 37 °C, apresentam propriedades de solido mais
evidentes 0 que pode favorecer uma liberacdo mais lenta do farmaco e permanéncia mais
tempo na mucosa (QUINN, 2016; XU et al., 2014).
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Figura 25 — Modulo elastico em funcdo da temperatura a uma frequéncia de 0,1 Hz,
formulacGes Poloxamer 407 18% + Goma Karaya (0,25%; 0,5% e 1%).
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Também é possivel observar na Figura 25, uma tendéncia decrescente na temperatura
de gelificacdo com a presenca da GK na formulagdo, apesar de ndo ser proporcional ao
aumento da concentracdo da goma, como observado no resultado anterior, essa diminuicao é
visivelmente maior do o P407 18% isolado. Os valores de modulo elastico (G”) sdo muito
semelhantes para todas as formulagfes associadas a GK independente da concentragdo. Tais
resultados demonstram que a GK influencia positivamente no modulo elastico quando
comparada com P407 18% isolado, o que corrobora com os resultados anteriores e fortalece o

potencial dessas formulacGes para utilizacdo como um sistema mucoadesivo de farmacos.
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5.4 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO REOLOGICO DAS FORMULACOES POR
METODO VISCOSIMETRICO

Uma compreensdo adequada das propriedades reoldgicas de uma formulagéo
farmacéutica é essencial para preparacao, avaliacdo e desempenho. Ao classificar um material
quanto ao seu tipo de fluxo, este pode ser classificado como um sistema newtoniano ou nao-
newtoniano. Um fluido newtoniano é caracterizado pela relacdo linear entre a tensdo
cisalhamento e a taxa de cisalhamento, assim como a viscosidade constante para diferentes
taxas de cisalhamento. Ja para os fluidos ndo-newtonianos ndo existe relacéo linear entre a
tensdo de cisalhamento e taxa de cisalhamento e estes podem ser classificados em trés classes:
plasticos, pseudoplasticos e dilatantes (TONELI; MURR; PARK, 2005).

A maioria dos medicamentos, incluindo dispersdes liquidas de gomas naturais e
polimeros sintéticos, suspensdes, emulsdes e géis apresentam comportamento de fluido
pseudopléstico (TONELI; MURR; PARK, 2005).

Inicialmente as formulacdo foram avaliadas quanto ao seu comportamento reol6gico
em diferentes temperatura. Para as formulacbes de P407 18%, P407 18% + GK 0,25%, P407
18% + GK 0,5% e P407 18% + GK 1% foi obtido curvas a 25°C e 37°C, utilizando um
redmetro.

Na Figura 26 é possivel observar que as formulagGes P407 18%, P407 18%+ GK
0,25% e P407 18%+ GK 0,5% na curva a 25 °C apresentam uma relacdo linear entre a tenséo
e taxa de cisalhamento tipico de um fluido newtoniano. E comum as formulagdes contendo
P407 apresentarem esta caracteristica, visto que se encontram na forma liquida nesta
temperatura, pois sdo solUveis a baixo da sua temperatura critica micelar (LCST) (PEPPAS et
al., 2000b; XU et al., 2014). Ja a curva da formulacdo P407 18%+ GK 1% mesmo a 25 °C ja
apresenta uma leve inclinacdo da curva, caracteristico de um comportamento pseudoplastico,
tal comportamento € atribuido a viscosidade devido a concentracdo da GK, pois no inicio do
estudo foi observado que 1% era a concentracdo maxima que permitiria uma formulacdo uma
caracteristica fluida na temperatura estudada.

Ainda na figura 26 todas as formulagdes apresentaram um comportamento ndo linear
da curva na temperatura de 37 °C, sendo caracteristico de um fluido pseudopléastico, esse

comportamento € observado pois nesta temperatura as formulagdes se encontram na forma de

gel.
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Figura 26 — Comportamento reoldgico das formulacdes a 25 °C e 37 °C — Redmetro
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Além da dependéncia da taxa, fluidos pseudoplésticos podem ser tixotropicos,
dependentes também do tempo de cisalhamento. Para anélise deste tipo de comportamento
usa-se a técnica de variacdo da taxa de cisalhamento, a qual é submetida a amostra, de forma
crescente (ida) até um valor pré-determinado e sua posterior e imediata diminuicdo (volta) até
o valor inicial enquanto mede-se a tensdo de cisalhamento e viscosidade da amostra. A este
tipo de curva de fluxo de "ida e volta" da-se o0 nome curva de fluxo ou reograma. As curvas de
fluxo de fluidos tixotrdpicos apresentam distingdo entre as curvas de taxa crescente e de taxa
decrescente, sendo este fendmeno conhecido como histerese (MATHIAS et al., 2013).

Para obtencéo das curvas de fluxo, ensaios crescentes e decrescentes de varrimento da
taxa de cisalhamento continua a 37 °C foram realizados para todas as formulagdes que
apresentaram propriedades de Tsol-gel, e as viscosidades e os valores de tensdo de
cisalhamento foram representados graficamente como uma funcdo da velocidade de
cisalhamento nas Figuras 27, 28, 29 e 30 (A e B). Os dados apresentados para as quatro

formulagGes demonstram que a viscosidade diminui com o aumento da velocidade de
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cisalhamento, e que as curvas ascendente e descendentes ndo se encontram totalmente,
caracteristico de sistemas ndo-newtoniano pseudoplésticos com tixotropia (RICCI et al., 2002;
CHORILLI; ZAGUE; LEONARDI, 2007). Dentre as formulacdo na Figura 28 A € observado
através de curva de fluxo de viscosidade que a formulacdo P407 18% + GK 0,25% apresentar
menor grau de tixotropia.

Os pseudoplésticos representam a maior parte dos fluidos que apresentam
comportamento ndo-newtoniano. Esse comportamento de diminuicdo da viscosidade pode ser
explicado pela modificacdo da estrutura de cadeias longas de moléculas com o aumento do
gradiente de velocidade. Essas cadeias tendem a se alinhar, paralelamente, as linhas de
corrente, diminuindo a resisténcia ao escoamento (XU et al., 2014).

Figura 27 - Curva de fluxo do Poloxamer 407 18% (A) viscosidade versus taxa de
cisalhamento (B) tenséo de cisalhamento versus taxa de cisalhamento a 37 °C.
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Figura 28 - Curva de fluxo do Poloxamer 407 18% + Goma Karaya 0,25% (A)

viscosidade versus taxa de cisalhamento (B) tensdo de cisalhamento versus taxa de

cisalhamento a 37 °C.
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Figura 29 - Curva de fluxo do Poloxamer 407 18% + Goma Karaya 0,5% (A) viscosidade
versus taxa de cisalhamento (B) tensao de cisalhamento versus taxa de cisalhamento a 37 °C.
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Figura 30 - Curva de fluxo do Poloxamer 407 18% + Goma Karaya 1% (A) viscosidade
versus taxa de cisalhamento (B) tensdo de cisalhamento versus taxa de cisalhamento a 37 °C.
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As caracteristicas tixotropia das formulacdes podem ser melhor observadas nas

Figuras 27, 28, 29 e 30 (B). Todas as amostras apresentaram caracteristicas tixotropicas, em

funcéo das diferengas de tensdo e taxa de cisalhamento nas curvas ascendente e descendente,

formando uma area entre as duas curvas. Este fenbmeno, conhecido por histerese, é resultado

da quebra do gel. Quanto maior a area compreendida entre as curvas, maior o efeito
tixotrépico (CARBALLO, 2008; MATHIAS, 2013).

Formulacbes farmacéuticas com caracteristicas pseudoplasticas com tixotropia sdo

adequadas para produtos de uso topico, pois ap6s a aplicacdo da tensdo para administragéo,

tem-se uma diminuicdo da viscosidade levando a um bom espalhamento durante a aplicacdo e

formagéo de camada uniforme na superficie, tento suas caracteristicas inicias reestabelecidas
com o tempo (MADRIGAL-CARBALLO et al., 2008; SOVILJ; MILANOVIC; PETROVIC,

2013).
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5.5 DETERMINACAO FORCA MUCOADESIVA DOS GEIS

A avaliacdo do potencial mucoadesivo foi conduzido por um teste utilizando disco
mucina. A hidratacdo parcial do disco e a forca aplicada para o contato intimo do com a
superficie do gel foram utilizados para proporcionar a etapa de contato, primeiro passo para
que ocorra o processo de mucoadesdo. Ja o periodo de contato foi fundamental para a etapa de
consolidacdo junto com as varias interacdes adesivas entre o disco de mucina e o gel
mucoadesivo. O resultado do teste foi determinado pela forca necessaria para separa o disco
de mucina da superficie do gel (CARVALHO; CHORILLI; GREMIAO, 2014).

No teste de forca de mucoadesdo (Figura 31) os resultados para as formulacdes foram
de: 0,25N + 0,02 para P407 18%, 0,2567N + 0,016 para P407 18% + GK 0,25%, 0,3033N *
0,014 para P407 18% + GK 0,5% e 0,40N = 0,0 para P407 18% + GK 1%. Diante dos
resultados obtidos fica evidente que a formulacdo que apresentou maior forca de mucoadeséo foi a

P407 18% + GK 1%, devido a maior concentragdo de GK na formulagéo.

Figura 31 - Forca de mucoadesdo das formulagdes - Anélise estatistica por ANOVA - teste

dunnet (p < 0,05)
0.5 .
= P407 18%
0,40 £0,0
Ote 03033 £ 0014 S P407 180 GK 0,257
% 0256740016 —gm @8 P407 18% + GK 0,5 %

0,25 0,02 mu P407 18% + GK 1%

Forca de mucoadesao (N)

Legenda: * estatisticamente diferentes.
Fonte: autoria propria

Para melhor avaliacdo das formulagGes, as mesmas foram analisadas estatisticamente
de duas maneiras. Inicialmente, os valores de for¢a de mucoadeséo das formulagdes contendo
GK foram comparadas com a do P407 18% por analise de variancia ANOVA (pés teste
Dunnet, p < 0,05), no qual foi observado (Figura 32) que apenas as formulagdes P407 18% +
GK 0,5% e P407 18% + GK 1% apresentaram valores de mucoadesdo significativamente

maiores, quando comparado com o P407 18%, visto que nivel de significancia foi p< 0,0001.
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Ja a formulacdo P407 18% + GK 0,25% ndo apresentou diferenca estatisticamente

significativa com o P407 18%, utilizando nivel de significancia igual a p < 0,05 (valor P =
0,7588).

Figura 32 - Andlise estatistica da forca de mucoadesdo comparacao entre P407 18% e
as formulacgdes contendo goma karaya

Intervalos de confianga de 95% (Dunnet)

P407 18% - P407 18% + GK 1%- ——
P407 18% - P407 18% + GK 0,5 % ——i
P407 18% - P407% + GK 0,25%- ——
0.3 0.2 -0.1 0.0 0.1

Diferenga entre as médias
Fonte: autoria propria
Também foi realizada a analise estatistica entre as formulacfes contento GK por
ANOVA (pés test Turkey; p < 0,05), pode ser observado na Figura 33 que as formulacdes
apresentaram resultados para forca de mucoadesdo estatisticamente diferentes entre si,

confirmando que a concentracdo da GK interfere proporcionalmente nas propriedades
mucoadesivas.

Figura 33 - Andlise estatistica da forca de mucoadesdo comparacao entre as formulacGes
contendo goma karaya

Intervalos de confianca de 95% (Turkey)

P407 18% + GK 0,5 % - P407 18% + GK 1%- e —
P407% + GK 0,25% - P407 18% + GK 1% — i
P407% + GK 0,25% - P407 18% + GK 0,5 %- ——— 4

-0.25 -0.20 -0.15 -0.10 -0.05 0.00 0.05
Diferenca entre as médias

Fonte: autoria propria
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Como ja descrito na literatura géis de P407, geralmente ndo apresentam boas
propriedades mucoadesivas. Varios trabalhos na literatura trazem a associacdo do P407 com
polimeros mucoadesivos a fim de incrementar a propriedades de mucoadesdo e como
estratégia para melhorar o tempo de residéncia do farmaco no local de administracdo. Os
resultados mostraram que a presenca da GK na concentragédo de 0,5 e 1,0 % aumentou
significativamente a forca de mucoadesdo, indicando a existéncia de interacdo molecular e
ligacGes quimicas secundarias entre os polimeros e a mucina (CARAMELLA et al., 2015;
MAZIA et al., 2016).

5.6 AVALIACAO DO PERFIL DE LIBERACAO

Para avaliacéo do perfil de liberacdo do cloridrato de pilocarpina foi escolhida apenas
duas formulagGes: P407 18% como padrédo e P407 18% + GK 1%. Esta foi a formulacdo que
apresentou melhores caracteristicas de viscosidade, temperatura de gelificacdo e mucoadeséo.

Foi também avaliado o comportamento de liberacdo do farmaco isolado.

Em geral, os mecanismos de liberacdo de farmacos dos hidrogéis sdo classificados
como: controlado por difusdo, controlado pela eroséo, controlado pelo inchaco e controlado
quimicamente (MATANOVIC; KRISTL; GRABNAR, 2014). Vérios fatores podem ser
responsaveis pelo controle da taxa de difusdo do farmaco através das formulacGes, tais como
viscosidade do gel e estrutura porosa da matriz de (DEWAN et al., 2017).

A Figura 34 mostra o perfil de liberacdo do cloridrato de pilocarpina em funcdo do
tempo nas duas formulacbes escolhidas e também do farmaco sem estd incorporado em
nenhum sistema de liberacdo. A liberacdo do farmaco das formulagdes foi avaliado a 37 °C
para garantir que as mesmas estivessem gelificadas.

Como o cloridrato de pilocarpina € um farmaco com alta solubilidade em solucéo
aquosa, ele foi rapidamente liberado para 0 meio receptor com um porcentagem de liberagédo
90% nos primeiros 15 minutos (Figura 34), pois o Unico fator limitante foi sua alta

solubilidade e, consequente passagem pela membrana de dialise.
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Figura 34 - Perfil de liberacdo da pilocarpina nas formulacdes
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Fonte: autoria propria

Na Figura 34, observa-se uma tendéncia decrescente na taxa de liberacdo do farmaco
referente as formulacbes P407 18% e P407 18 + GK 1%. Para a formulacdo com P407 18%,
com 15 minutos houve a liberacdo de 24% do farmaco e apds 30 minutos 51%. No entanto,
para P407 18 + GK 1%, apenas 12 % do farmaco foi liberado nos primeiro 15 minutos, uma
reducdo de 50% quando comparado com o P407 18% sem a GK, o que pode estar associado
ao fato da viscosidade da formulacdo contendo GK ser maior que a do P407 18%, interferindo
na passagem do farmaco pelo gel. Durante todo perfil de liberacdo foi possivel observar que a
formulacdo de P407 18 + GK 1% apresentou uma taxa de liberagdo um pouco mais lenta do
farmaco. E ap0s 240 minutos ambas as formulacdes apresentaram uma taxa de liberacdo de
100% para o cloridrato de pilocarpina.

Para um melhor entendimento da influéncia das formulages no processo de liberagédo
da pilocarpina foi feito um estudo de cinética de liberacao utilizando os modelos matematicos
de: ordem zero, primeira ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppers. Os resultados podem ser
observados na Tabela 5, onde foi calculado o coeficiente de correlagio (R?), a constante de

liberagdo (K) e n exponente de liberagdo para equacao de Korsmeyer-Peppers.
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Tabela 5 — Resultado da cinética de liberagdo da pilocarpina nas formulagdes

Formulagéo P 407 18% + Pilocarpina P 407 1_8% + C_SK 1% +
Pilocarpina
Modelo cinético R2 K n R2 K n
Ordem zero 0,569 0,531 - 0,72 0,508 -
Primeira ordem 0,821 0,038 - 0,984 0,014 -
Higushi 0,956 7,28 - 0,9583 6,86 -
Korsmeyer-Peppers 0,943 9,946 0,453 0,9201 3,13 0,65

O modelos cinéticos foram avaliados por meio da linearizacdo dos dados de liberagédo
de acordo com o tempo e porcentagem de farmaco liberado. Para a escolha do modelo
cinético mais adequado foi utilizado o coeficiente de correlagdo (R?), que se aproxima da
perfeita linearidade quando estar mais proximo a 1.

Através dos valores do coeficiente de correlacdo é possivel observar que as
formulagdes apresentaram maior adequabilidade em modelo cinéticos diferentes, indicando
que a presenca da GK na formulacdo modifica a forma como o farmaco é liberado a partir do
gel termossensivel.

Verificou-se que o padrdo de liberacdo de farmaco na formulacdo P407 18%
apresentou maior R2 para o modelo de Higuchi. Este modelo é frequentemente utilizado para
interpretar a liberagdo de farmacos sollveis e pouco soluveis encapsulados em sistemas
matriciais semissolidos e solidos, em que a liberacdo € controlada somente pelo processo de
difusdo através dos canais da matriz, seguindo a lei de Fick (COSTA, LOBO, 2001,
SANTANA, et al. 2017)

A formulacdo de P407 18% + GK 1% apresentou o maior R? para o modelo de
primeira ordem. Segundo Santana e colaboradores (2017) formulacGes farmacéuticas que
seguem a cinética de primeira ordem, sdo caracterizadas pela presenca de farmaco soltvel em
matrizes porosas e a liberagdo do farmaco é proporcional a quantidade de farmaco restante na
matriz, desta forma a quantidade liberada por unidade de tempo diminui. Diferente do P407
18%, a presenca da GK de levar a formacdo de poros na matriz devido ao aumento da sua

solubilidade na temperatura do teste.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os resultados da caracterizacdo permitiram confirmar a identidade dos materiais
utilizados no estudo. As formulagbes de P407 18% com CS e GC ndo apresentaram
propriedades de transicdo sol-gel em nenhuma das concentracfes. As formulagdes de P407
contendo GK exibiram incrementos de viscosidade, diminuicdo da temperatura gelificacdo e
propriedades de mucoadesdo. A formulacdo P407 18% + GK 1% apresentou os melhores
resultados em todos o0s testes realizados, mostrando-se como uma alternativa promissora para

formulacdo de um sistema termossensivel mucoadesivo para liberacéo local de farmacos.
Como perspectiva do trabalho abordado:
Realizar perfil de liberacdo das formulagdes por célula de difusdo de Franz;

v
v" Desenvolvimento de estudo de estabilidade;
v" Realizar estudos de citotoxicidade;

v

Ensaios pré-clinicos in vivo.
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