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RESUMO

A mucosite oral € um dos principais efeitos colaterais causados pelo tratamento antineoplasico,
principalmente em casos de cancer de cabeca e pesco¢o. O manejo da mucosite oral é de suma
importancia uma vez que a prevencao da sua ocorréncia ou aceleracdo da resolucdo permite
doses terapéuticas de antineopldsico mais agressivas para 0 tumor, aumentando a taxa de
sobrevida. Dados da literatura ja estabeleceram relacdo positiva entre a mucosite oral e a
colonizagdo por Candida albicans e um dos principais farmacos utilizados para o tratamento
deste fungo é a Nistatina. Atualmente, no mercado brasileiro temos disponivel para uso oral
somente a Nistatina na forma de suspensdo oral, utilizada em bochechos, o qual o farmaco tem
uma acdo limitada com pouco tempo de contato entre a suspensdo e o local afetado, sendo de
grande dificuldade de uso pelo paciente devido a dor causada pelo quadro de mucosite oral.
Diante disso, se faz necessario o desenvolvimento de uma forma farmacéutica contendo
Nistatina para tratamento da mucosite oral que aumente o tempo de ac¢do do farmaco no local
afetado, aumentando a eficacia e adesdo ao tratamento. Para isso, os polimeros HPMC e
Carbopol foram utilizados para formulacdo de um hidrogel que permaneca aderido a mucosa
oral. Foram obtidas um total de 20 formulacgdes (10 hidrogéis base e 10 hidrogéis com Nistatina
incorporada) de diferentes concentragdes de HPMC e Carbopol, variando o veiculo utilizado
entre agua e solucdo tampao fosfato. O pH dos hidrogéis variou entre 5,43 e 7,0 no decorrer de
40 dias de armazenamento em geladeira, ndo influenciando a ionizacéo da Nistatina e também
permanecendo dentro da faixa de pH Otima para aplicacBes na cavidade oral. O teste da
espalhabilidade demonstrou que os hidrogéis feitos desenvolvidos com Carbopol obtiveram a
maior espalhabilidade, seguido dos hidrogéis de HPMC e por fim os hidrogéis de mistura de
Carbopol e HPMC. A utilizacdo do tampdo fosfato como veiculo favoreceu o aumento da
espalhabilidade dos hidrogéis quando comparado com as formulages que levaram dgua como
veiculo. A determinacdo da viscosidade apontou os hidrogéis de HPMC + Carbopol como os
mais viscosos, seguido dos hidrogéis de Carbopol e por fim os de HPMC. A incorporacdo da
Nistatina tende a aumentar a viscosidade dessas formulacbes. Foi possivel caracterizar
reologicamente apenas os hidrogéis 5, 5N, 6 e 6N, que se enquadram como Fluido N&o
Newtoniano do tipo pseudoplastico. O teste de bioadesdo in vitro com utilizacdo de discos de
mucina permitiu avaliar a mucoadesdo dos hidrogéis, demonstrando uma forca de bioadesdo
extremamente superior para os hidrogéis de HPMC, seguido dos hidrogéis de Carbopol e
Carbopol + HPMC com forcas de bioadesdo menores. O método elaborado para quantificacao
da Nistatina por UV-Vis mostrou-se como linear e seletivo. Os resultados de quantificacdo
indicam que o farmaco permanece nas formulacGes sem grandes alteracGes. Analises
posteriores sdo necessarias, porém os resultados encontrados neste estudo indicam potenciais
novas formas farmacéuticas mucoadesivas de Nistatina para tratamento da mucosite oral
induzida pela terapia do cancer.

Palavras chave: mucosite oral, Nistatina, polimero, hidrogéis, mucoadesao.



ABSTRACT

Oral mucositis is one of the main side effects against cancer, especially in head and neck cases.
The management of oral mucositis is very important since the prevention of its occurrence or
resolution allows more effective doses to the tumor, increasing the survival rate. Literature data
have already established a positive relationship between oral mucositis and colonization by
Candida albicans and one of the main drugs used for the treatment of this fungus is Nystatin.
Currently, for oral use, on the market we have available Only Nystatin in the form of an oral
suspension, used in mouthwash, which can be very difficult to use by the patient because of
pain due to oral mucositis. Therefore, it’s necessary to develop a pharmaceutical form for the
treatment of oral mucositis that increases the time of action of the drug at the site, increasing
the effectiveness and adherence to treatment. For this, HPMC and Carbopol polymers were
used to formulate a hydrogel that remains adhered to the oral mucosa. A total of 20 formulations
were obtained (10 base hydrogels and 10 hydrogels with incorporated Nystatin) with different
concentrations of HPMC and Carbopol, varying the vehicle used between water and phosphate
buffer solution. The pH of the hydrogels varied between 5.43 and 7.0 during 40 days of storage
in a refrigerator, not influencing the ionization of Nystatin and also remaining within the
optimal pH range for applications in the oral cavity. The spreadability test showed that the
hydrogels made with Carbopol had the highest spreadability, followed by the HPMC hydrogels
and finally the Carbopol and HPMC mixture hydrogels. The use of phosphate buffer as a vehicle
caused an increase in the spreadability of hydrogels when compared to formulations that took
water as a vehicle. The viscosity determination indicated the HPMC + Carbopol hydrogels as
the most viscous, followed by the Carbopol hydrogels and finally the HPMC ones. The
incorporation of Nystatin tends to increase the viscosity of these formulations. It was possible
to rheologically characterize only the 5, 5N, 6 and 6N hydrogels, which are classified as Non-
Newtonian Fluid of the pseudoplastic type. The in vitro bioadhesion test using mucin discs
allowed the evaluation of the mucoadhesion of the hydrogels, demonstrating an extremely
superior bioadhesion strength for the HPMC hydrogels, followed by the Carbopol and Carbopol
+ HPMC hydrogels with lower bioadhesion forces. The method developed to quantify Nystatin
by UV-Vis proved to be linear and selective for Nystatin. The quantification results indicate
that the drug remains in the formulation without major changes. Further analyzes are suggested,
however such results found in this study indicate potential new mucoadhesive pharmaceutical
forms of nystatin for the treatment of oral mucositis.

Keywords: oral mucositis, nystatin, polymer, hydrogels, mucoadhesion.
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1 INTRODUCAO

A mucosite oral refere-se ao processo inflamatorio que envolve as membranas da
mucosa da cavidade oral e do trato gastrointestinal, sendo um dos efeitos colaterais mais
significativos em pacientes oncolégicos tratados com quimioterapia ou radioterapia (EILERS e
MILLION, 2011). Dentre as manifestacGes clinicas, temos lesdes erosivas e/ou ulcerativas, que
podem causar eritema, edema e hemorragia (CURRA et al., 2018). Queixas comuns de
pacientes com mucosite oral incluem desde desconfortos leves até dor intensa, alteracdo do
paladar, dificuldade para falar ou engolir, boca seca, sangramentos, além da presenca de feridas
na boca (EILERS e MILLION, 2011). Para mais, o quadro tende a prolongar o tempo de
internacédo hospitalar, influenciar o estado nutricional do paciente, aumentar o risco de infec¢des
e aumentar a prescricdo de medicamentos de suporte. Sendo assim, 0 manejo da mucosite é de
extrema relevancia para pacientes em tratamento oncol6gico j& que a prevencdo da sua
ocorréncia ou aceleracdo da resolugdo permitiria doses terapéuticas mais agressivas para o
tumor e o0 aumento da taxa de sobrevida (GHOLIZADEH et al., 2016; EILERS e MILLION,
2011).

Além disso, a mucosite oral pode também servir como porta de entrada para patégenos
atingirem a circulagéo sistémica (LACERDA et al., 2015). Nesse contexto, dados da literatura
ja demonstram uma relacdo significativa entre a mucosite oral e infeccGes fungicas com
Candida albicans, o que dificulta o tratamento e aumenta a sintomatologia dos pacientes
(SAKEER et al., 2010; SIMOES, CASTRO e CAZAL, 2010).

A Nistatina (Figura 1) é um farmaco antifungico que tem sido utilizada ha anos,
demonstrando sua eficécia e seguranca, assim como poucos efeitos adversos relevantes e boa
acao farmacoldgica (AGUIAR, 2016; DRUGBANK, 2021). Apresenta eficacia notavel contra
a Candida albicans, sendo também um dos farmacos mais empregados para tratar quadros de
mucosite oral (SILVA et al, 2016).
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Figura 1 - Estrutura quimica da Nistatina.
OH

Fonte: Farmacopeia Brasileira, 2019

Para a candidiase oral, a forma farmacéutica empregada é a suspensdo oral aquosa de
Nistatina, na concentragdo de 100000 Ul/mL (AGUIAR, 2016). O tratamento tem duracdo de
7 a 14 dias, no qual o paciente ¢é orientado a aplicar 5 mL do medicamento, de 3 a 4 vezes ao
dia, realizando bochecho por até 5 minutos com posterior degluticdo do produto (GILMAN,
HARDMAN, LIMBIRD, 2003). No mercado brasileiro, a suspenséo oral aquosa é a unica
forma farmacéutica encontrada para tratamento de candidiase oral e orofaringea (AGUIAR,
2016). Esta forma farmacéutica é utilizada em bochechos, o qual o farmaco tem uma acéo
limitada com pouco tempo de contato entre a suspensao e o local afetado (SILVA et al., 2017).
Para mais, pacientes com mucosite oral podem apresentar dor intensa, 0 que torna o ato de fazer
bochechos extremamente dificil, diminuindo a ades&o ao tratamento (SILVA et al., 2017).

Recobrindo toda a estrutura que compdem a cavidade oral, temos a mucosa oral
(BRUCH; TREISTER, 2010). A presenca da umidade na mucosa oral se deve a presenca de
uma camada de muco, que é secretado por células caliciformes sobre o tecido epitelial e serve
como uma protecdo adicional a superficie da mucosa (COOK; KHUTORYANAKIY, 2015). O
muco é constituido principalmente por mucina, glicoproteina de estrutura integrada por uma
regido proteica e por cadeias laterais de oligossacarideos ligadas ao grupo O que sédo
freqlientemente terminadas em A&cido sialico, &cido sulfonico ou L-frutose (GANDHI;
ROBINSON, 1994; SALAMAT-MILLER; CHITTCHANG; JOHNSTON, 2005). A cobertura
dos oligossacarideos confere carga negativa & mucina, devido a presenca dos grupamentos
carboxilatos do &cido sialico e dos ésteres sulfatados em algumas unidades de agucar (PAULA,
GUILHERME, AMARAL, 2019). Estudos realizados por Aguiar e colaboradores (2010)
sugerem gue o aumento do contato entre o farmaco e a mucosa oral leva a um efeito terapéutico

mais pronunciado.
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Diante de tais fatos, se faz necessario a formulagdo de uma forma farmacéutica mais
adequada para o tratamento de mucosite oral com Nistatina, de forma a aumentar o tempo de
acao do farmaco no local afetado, tornando o tratamento mais eficaz e melhorando a qualidade
da vida do paciente. Para isso, podem ser empregados sistemas mucoadesivos orais, em que
ocorre interacdo entre o sistema e 0 muco presente na cavidade oral, consequentemente
aumentando o tempo de contato entre entre o farmaco e a superficie mucosa, favorecendo sua
absorcéo e eficiéncia terapéutica (LAFFLEUR, 2016; RAJARAM; LAXMAN, 2017).

Ha diversas teorias que buscam explicar o processo de mucoadesdo. Alguns autores
assumem que a mucoadesao ocorre em fases sequenciais, envolvendo cada uma dessas teorias:
primeiramente, o material mucoadesivo molha e dilata (teorias da molhabilidade e
intumescimento), em seguida sdo criadas ligacOes fisicas entre muco e sistema mucoadesivo
(teorias eletronicas e de adsorcdo), e por fim, as cadeias de polimero e mucina (principal
constituinte do muco) interpenetram-se (teoria da difusdo) e entrelacam-se, formando ligacoes
ndo covalentes e covalentes adicionais (teorias eletronicas e de adsorcao)
(KHUTORYANSKIY, 2011; SMART, 2005).

As formulacdes farmacéuticas mucoadesivas podem estar na forma sélida, liquida e
semissdlida. Dentre estas, as formas semissélidas apresentam vantagens como mucoadesivos,
pois possuem melhor espalhabilidade sobre a mucosa além de apresentarem retencéo extensa
na cavidade oral (AGUIAR, 2016). Diante disso, a forma farmacéutica escolhida para o
desenvolvimento do sistema mucoadesivo oral foi o hidrogel, um sistema semissélido
constituido por dispersdes de pequenas particulas inorganicas ou de grandes moléculas
organicas interpenetradas por um liquido (ANSEL & POPOVICH, 200). Particularmente, 0s
hidrogéis consistem geralmente em dois componentes principais: o agente gelificante
responsavel pela formacdo da rede polimérica e o veiculo aquoso (VLAIA et al., 2017).

Dentre os materiais que podem ser utilizados na formulag&o de hidrogéis mucoadesivos
temos os polimeros, que sdo macromoléculas arranjadas por meio de ligagdes quimicas entre
pequenas unidades repetidas (mondmeros) (PAULA, GUILHERME, AMARAL, 2019). De
acordo com Villanova, Oréfice e Cunha (2010), ha 6 caracteristicas essenciais que favorecem
a mucoadesao/bioadesividade de um polimero: 1. elevada massa molar, pois 0 aumento da forca
de adeséo eleva-se com aumento do peso molecular; 2. capacidade de dispersdo em agua, que
permite seu intumescimento e expansao, levando a formacéo de uma rede macromolecular com
0 muco, melhorando a interpenetracéo e difusdo entre o polimero e a mucosa; 3. presenca de

grande numero de grupos carboxila e/ou hidroxila; 4. habilidade de formar ligagcdes de
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hidrogénio; 5. flexibilidade da cadeia polimérica, que permite que as cadeias do polimero se
difundam pela superficie mucosa; e, 6. presenca de superficie negativamente carregada (embora
alguns polimeros catidnicos sejam bioadesivos). Além disso, para que ocorra a interpenetracdo
das cadeias poliméricas desenroladas com a rede glicoproteica do muco, é essencial que o
polimero utilizado na formulacdo apresente uma boa capacidade de intumescimento
(PEREIRINHA, 2014). Ainda, é importante salientar que para uso farmacéutico, o polimero
utilizado deve ser ndo toxico e ndo irritante (AGUIAR, 2016).

Sendo assim, tendo em vista tudo o que foi citado até aqui, fica evidente que os
polimeros mucoadesivos podem tornar-se fortes aliados ao desenvolvimento de novas formas
farmacéuticas contendo Nistatina, promovendo uma diminuigéo na frequéncia de administragéo
do medicamento, maior tempo de liberacdo do farmaco, maior tempo de acdo local, menos

efeitos colaterais sistémicos e consequente aumento na adesdo do paciente ao tratamento.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver e avaliar hidrogéis de Nistatina para tratamento da mucosite oral a partir

de polimeros mucoadesivos.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Selecionar polimeros ideais para o desenvolvimento de sistemas mucoadesivos orais;
e Desenvolver formulagfes utilizando os polimeros selecionados, com base em
metodologias ja descritas na literatura;
e Pré-validar metodologia de quantificacdo de Nistatina por UV-Vis quanto a linearidade
e seletividade;
¢ Auvaliar os hidrogéis mucoadesivos obtidos:
o Caracterizar de forma sensorial os hidrogéis obtidos;
o Verificar a variagdo de pH das formulagdes apds sua producéo;
o Determinar a espalhabilidade dos hidrogéis obtidos;
o Analisar o comportamento reoldgico e viscosidade das formulacGes obtidas;

o Analisar possiveis interacdes entre polimeros e Nistatina nas formulacdes finais;
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o Determinar a forca de mucoadesdo dos hidrogéis obtidos por meio de

texturdmetro;
o Quantificar a Nistatina presente nas formulac@es obtidas através de método UV-

Vis.
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2 METODOLOGIA

2.1 SCREENING DE POLIMEROS

Nesta primeira etapa, os polimeros disponiveis no laboratério de Controle de
Qualidade do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Santa
Catarina foram analisados quanto a suas propriedades e escolhidos com base em 6
caracteristicas citadas por Villanova, Oréfice e Cunha (2010) que favorecem a
mucoadesédo/bioadesividade: 1. elevada massa molar; 2. capacidade de dispersdo em agua; 3.
presenca de grande nimero de grupos carboxila e/ou hidroxila; 4. habilidade de formar ligagdes
de hidrogénio; 5. flexibilidade da cadeia polimérica; e, 6. presenca de superficie negativamente
carregada (embora alguns polimeros catidnicos sejam bioadesivos). A partir dessas
propriedades, foram escolhidos os polimeros Carbopol e Hidropropilmetilcelulose (HPMC)
K4M, que sdo melhor discutidos no item 3.1 — Screening de polimeros.

2.2 PREPARACAO DOS HIDROGEIS MUCOADESIVOS

Os hidrogéis foram preparados com diferentes concentracdes de polimeros, conforme

apresenta a Tabela 1.
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Tabela 1 - Composic¢édo dos hidrogeis, com e sem Nistatina (N). PP - propilparabeno; MP -
metilparabeno; PG — propilenoglicol.

Nistatina Carbopol HPMC EPTA  pp \yp pg  Agua  Tampdo

dissadico gsp Fosfato
(9) 980(9)  K4(g) () @ @ @ ) (mL)
1 - 1 - 0,1 0,50 0,15 5 100 -
1IN 1,69 1 - 0,1 0,50 0,15 5 100 -
2 - 2 - 0,1 0,50 0,15 5 100 -
2N 1,69 2 - 0,1 0,50 0,15 5 100 -
3 - 1 - 0,1 0,50 0,15 5 - 100
3N 1,69 1 0,1 0,50 0,15 5 - 100
4 - 2 - 0,1 0,50 0,15 5 - 100
4N 1,69 2 - 0,1 0,50 0,15 5 - 100
5 - - 3 0,1 0,50 0,15 5 100 -
5N 1,69 - 3 0,1 0,50 0,15 5 100 -
6 - 3 0,1 0,50 0,15 5 - 100
6N 1,69 - 3 0,1 0,50 0,15 5 - 100
7 - - 5 0,1 0,50 0,15 5 100 -
7N 1,69 - 5 0,1 0,50 0,15 5 100 -
8 - - 5 0,1 0,50 0,15 5 - 100
8N 1,69 - 5 0,1 0,50 0,15 5 - 100
9 - 1 3 0,1 0,50 0,15 5 100 -
9N 1,69 1 3 0,1 0,50 0,15 5 100 -
10 - 1 3 0,1 0,50 0,15 5 - 100
10N 1,69 1 3 01 0,50 0,15 5 - 100

Fonte: Autora.

Foram utilizadas 6 metodologias diferentes para a obtencdo dos hidrogéis, duas
envolvendo agua ultrapura obtida a partir de sistema gradiente Milli-Q (Millipore, Bedford,
USA) como veiculo e duas envolvendo solucdo tampéo fosfato (pH 6,5) previamente preparada
em laboratorio como veiculo. Sendo assim, foram obtidos os seguintes sistemas: HPMC em
agua, HPMC em tampado fosfato, carbopol em agua, carbopol em tampéo fosfato, carbopol e
HPMC em &gua e, por fim, carbopol e HPMC em tampéo fosfato.

A Nistatina foi utilizada nas formulagdes correspondentes, conforme Tabela 1, em
concentragdes aproximadas de 100.000 Ul/g (5905,9 Ul equivalem a 1 mg). A Nistatina foi
solubilizada em Propilenoglicol, que atua também como agente plastificante, minimizando o
entrelacamento entre as cadeias e permitindo que estas deslizam umas sobre as outras,
possibilitando rapidas alteracbes na forma da resina polimérica e melhorando a viscosidade
(RECHIA, 2010).

O pH final de cada formulagéo foi ajustado entre 6,0 e 7,0 utilizando solucéo de
Hidroxido de Sédio 2,0 M, com o objetivo de minimizar danos aos tecidos, dor ou qualquer
sensacdo de desconforto (LACERDA et al., 2015).
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As formulagOes obtidas foram armazenadas em frasco opaco ao abrigo da luz e sob

refrigeracdo em geladeira comum (2 a 8°C) para posteriores analises.

2.2.1 Carbopol em agua

O hidrogel de carbopol em agua foi preparado baseado em metodologia descrita por
Rechia (2010). O carbopol foi pesado e transferido para um béquer contendo aproximadamente
60% de agua ultrapura utilizada para toda a formulacdo. A solucédo foi agitada até a formacéo
de um gel homogéneo. Durante a agitacdo, foi adicionado o EDTA dissddico, metilparabeno e
propilparabeno dispersos previamente em qgs de propilenoglicol, e Nistatina dispersa
previamente em propilenoglicol foi adicionada nas formulacGes correspondentes. Por fim, foi

adicionada agua ultrapura até o alcance da massa de 70 g de cada formulacao.

2.2.2 Carbopol em tampéo fosfato

Para a formulacdo de hidrogel de carbopol em tampédo fosfato, uma adaptacdo das
metodologias de Rechia (2010) e Cubayachi (2014) foi realizada, utilizando solucdo tampéo
fosfato 0,1 M em pH 6,5.

O carbopol foi pesado e transferido para um béquer contendo aproximadamente 60% de
solucdo tampéo fosfato (pH 6,5) utilizado para toda a formulacdo. A solucéo foi agitada até a
formacdo de um gel homogéneo. Foi adicionado, durante a agitacdo, o EDTA dissédico,
metilparabeno e propilparabeno dispersos previamente em gs de propilenoglicol. Nistatina
dispersa previamente em propilenoglicol foi adicionada nas formulacdes correspondentes. Por
fim, foi adicionada solucdo tampdo fosfato (pH 6,5) até o alcance da massa de 70 g de cada

formulacéo.

2.2.3 HPMC em agua

Para a formulacdo de hidrogel contendo apenas o polimero HPMC em agua, foi
realizada uma adaptacdo de metodologias descritas anteriormente por Cubayachi (2014) e
Quifones (2008).

O HPMC foi pesado e adicionado gradualmente a cerca de 40% de toda agua ultrapura

utilizada para formulacéo, a cerca de 80°C, sob agitacdo constante, até a formacéo de um gel
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homogéneo. Metilparabeno, proprilparabeno e EDTA dissodico foram pesados e dispersos em
gs de propilenoglicol e posteriormente incorporados ao sistema, sob agitacdo. A Nistatina
previamente dispersa em propilenoglicol foi adicionada sob agitacdo nas formulagdes
correspondentes. A quantidade restante de agua ultrapura a temperatura ambiente foi adicionada

a formulag&o até o alcance da massa de 70 g.

2.2.4 HPMC em tampao fosfato

O HPMC foi pesado e adicionado gradualmente a cerca de 40% da solucdo tampao
fosfato (pH 6,5) utilizada para toda a formulacgéo, a cerca de 80°C, sob agitacdo constante, até
a formacdo de um gel homogéneo. Foi adicionado, durante a agitacdo, 0 EDTA dissodico,
metilparabeno e propilparabeno dispersos previamente em qs de propilenoglicol. Nistatina
dispersa previamente em propilenoglicol foi adicionada nas formulagGes correspondentes. Por
fim, foi adicionado solucéo tampdo fosfato (pH 6,5) até o alcance da massa de 70 g de cada

formulacéo.

4.2.5 Carbopol e HPMC em &gua

O HPMC foi pesado e adicionado gradualmente a cerca de 40% de toda a &gua ultrapura
utilizada para a formulacdo, a cerca de 80°C. Carbopol foi pesado e adicionado ao sistema
ainda sob agitacdo. Metilparabeno, proprilparabeno e EDTA dissodico foram pesados e
previamente dispersos em gs de propilenoglicol, sendo entdo adicionados a formulacéo sob
agitacdo. Nistatina dispersa previamente em propilenoglicol foi adicionada nas formulagdes
correspondentes. A quantidade restante de agua ultrapura foi adicionada ao sistema, a

temperatura ambiente, até completar a massa total de cada formulag&o.

4.2.6 Carbopol e HPMC em tampéo fosfato

O HPMC foi pesado e adicionado gradualmente a cerca de 40% da solugdo tampao
fosfato (pH 6,5) utilizada para toda a formulacéao, sob agitacdo constante a cerca de 80°C, até a
formacdo de um gel homogéneo. Foi adicionado o EDTA dissddico, metilparabeno e
propilparabeno dispersos previamente em gs propilenoglicol. Carbopol foi pesado e adicionado

a mistura, ainda sob agitagdo, até a formagdo de um gel homogéneo. Nistatina dispersa



24

previamente em propilenoglicol foi adicionada nas formulagdes correspondentes. Por fim, foi
adicionado solucdo tampao fosfato (pH 6,5) a temperatura ambiente até o alcance da massa de

70 g de cada formulacao.

2.3 AVALIACAO DOS HIDROGEIS

2.3.1 Caracterizacao sensorial

Os ensaios sensoriais sdo usados para avaliar as caracteristicas de um produto,
detectaveis pelos érgdos dos sentidos (BRASIL, 2008). Atributos como coloracéo, textura,

homogeneidade e odor foram analisados para todas as formulacdes obtidas.

2.3.2 Determinacéo do pH

A determinacdo do pH foi realizada através da utilizacdo de pHmetro de bancada digital
marca SENSOGLASS, modelo SP 1800, previamente calibrado. A verificacdo do pH foi
realizada em triplicata para cada amostra, sob temperatura de cerca de 22 °C. As medidas dos
valores de pH das formula¢des foram realizadas no momento do ajuste de pH ap6s a finalizagédo

de cada preparacdo e no fim de 15 e 40 dias.

2.3.3 Determinacéo da espalhabilidade

A espalhabilidade foi realizada para determinar a capacidade apresentada por cada
formulacdo em se espalhar quando submetida a uma determinada forca. A técnica empregada é
baseada no método descrito por Knorst (1991), que consiste em uma placa molde circular de
vidro com orificio central de 1,2 cm de diametro colocado sobre placa suporte de vidro com
pesos pré determinados, posicionado sobre papel milimetrado. A amostra foi colocada no
orificio da placa e nivelada com auxilio de uma espatula, a placa molde foi entdo
cuidadosamente retirada e uma placa de vidro de peso pré determinado foi colocada sobre a
amostra. Apos 1 minuto, foi calculada a superficie abrangida pela amostra atraves da media do
didmetro em duas posi¢Oes opostas. Este procedimento foi repetido, acrescentando-se um total

de 8 placas, em intervalos de um minuto. A espalhabilidade foi determinada pela Equacao 2:
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Ei= d2 n/4 (1)

Onde:
Ei: Espalhabilidade da amostra para um determinado peso em milimetro quadrado (mm2);
D: Didmetro médio em milimetro (mm).
Os gréficos foram gerados a partir do software GraphPad Prism, versdo 7 (GraphPad
Software Inc., San Diego, California, USA).

2.3.4 Determinacéo da viscosidade

A viscosidade das formulacdes foi determinada utilizando viscosimetro rotacional do
tipo cilindro concéntrico, da marca Brookfield, modelo LVDV-IlI Pro acoplado a banho
termostatizado (TE-2005 Tecinal). A leitura da viscosidade nesse tipo de aparelho se da através
da rotacdo, baseado na medicdo do torque necessario para girar uma haste em uma amostra a
uma velocidade especifica (COSTA, 2007).

A amostra a ser analisada é inserida em um frasco cilindrico, posteriormente acoplado
ao equipamento. Um cilindro, chamado de Spindle, é colocado concentricamente dentro do
frasco que contém a amostra a ser analisada. Em seguida, é exercido um torque no Spindle para
colocé-lo em movimento, e a viscosidade foi medida. O tipo de spindle a ser utilizado depende
do estado fisico do material e da sua viscosidade.

As anélises foram realizadas em temperatura de 37 °C £ 0,5 °C de forma a simular a
temperatura corporal. Foram colhidos dados de viscosidade (cP) e velocidade (rpm) e dados de
tensdo e taxa de cisalhamento quando possivel. O spindle utilizado para coleta da viscosidade
em funcdo da velocidade foi o LV4, enquanto que o spindle utilizado para tensdo e taxa de
cisalhamento foi 0 SC4-34. Os dados foram analisados e comparados somente entre as amostras
que utilizaram o mesmo spindle, para evitar possiveis diferencas que poderiam ser causadas
pela medicéo realizada em spindle diferente.

Os graficos foram gerados a partir do software GraphPad Prism, versdo 7 (GraphPad

Software Inc., San Diego, California, USA).

2.3.5 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR)
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A espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier - FTIR (Fourier
transform infrared) € utilizada para checar a compatibilidade e interacdes entre matérias primas
e produtos finais (BAVISKAR et al., 2013).

A caracterizagdo por espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho foi
realizada utilizando espectrometro FT-IR/NIR Frontier (PerkinElmer), equipado com acessorio
de amostragem Universal ATR. Para cada amostra foram adquiridas 64 varreduras na faixa
espectral de 4000-600 cm™!. Foram realizadas varreduras para a Nistatina e para os polimeros

HPMC e carbopol, bem como para cada produto final de hidrogel.

2.3.6 Teste de bioadesao in vitro

Os ensaios de mucoadesao sdo importantes para quantificar a eficacia da formulacdo em
aderir ao muco. A bioadesdo dos hidrogéis foi avaliada por meio do texturdmetro modelo TA.
HD plus da marca Stable Micro Systems, localizado na Central de Anélises do Departamento
de Engenharia Quimica da UFSC. O equipamento utilizado mede a forca necessaria para
destacar o sistema mantido em contato com um modelo de membrana, tal como um disco
composto por mucina (CARVALHO et al., 2010).

O disco de mucina foi preparado a partir da compressao de 250 mg de mucina crua
utilizando maquina compressora da marca Specac, a partir de prensa de anel com matriz de 13
mm de didmetro e uma forca de compressédo de 10 toneladas, aplicada por 30 segundos.

Os discos obtidos foram embebidos em solucdo aquosa 5% de mucina (m/v) por 30
segundos e aderidos horizontalmente com fita adesiva dupla face na extremidade inferior da
sonda, sendo utilizados 4 discos por amostra de forma a preencher todo o espaco possivel da
extremidade inferior da sonda (35 mm de didmetro). O excesso de solucdo de mucina foi
removido dos discos com papel absorvente. As amostras de cada formulagao foram colocadas
sob uma superficie plana de modo a formar uma camada de gel de espessura de 1,0 mm. Uma
forca de 0,1 N foi aplicada por 30 segundos para assegurar 0 contato intimo entre o disco de
mucina e a amostra. Posteriormente, a sonda foi movida para cima a uma velocidade constante
de 1,0 mms™ e a for¢a necessaria para retirar os discos de mucina da superficie de cada
formulacédo foi determinada a partir do grafico de forca pelo tempo. A Figura 2 apresenta de

forma esquematica a metodologia empregada.
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Figura 2 - Representacdo esquematica do método utilizado para medi¢cdo da mucoadesao
empregando texturdmetro.
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Fonte: PAULA, GUILHERME, AMARAL (2019).

2.3.7 Validacdo do método de Quantificacdo da Nistatina por UV

2.3.7.1 Linearidade

Foram preparadas solu¢cdes com concentracbes de 0,0647 g/L, 0,05176 g/L, 0,03882
g/L, 0,02588 g/L, 0,01941 g¢/L, 0,01294 g/L e 0,00647 g/L de Nistatina, utilizando como
solvente uma solucdo de &cido acético glacial e metanol 1:5. A absorvancia da solucao foi
medida no comprimento de onda de 279 nm, correspondente a Nistatina. Coeficiente de
determinacdo (R?) acima de 0,990 foi considerado linear, conforme RDC 166 de 2017 da
ANVISA.

2.3.7.2 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através da comparacéo dos espectros de absor¢éo
obtidos na regido de 200 a 400 nm da solucdo contendo cada um dos componentes utilizados
para a formulagéo dos hidrogéis contendo quantidade equivalente dos componentes presentes
no produto final, a fim de verificar se algum desses componentes absorvem proximo ao
comprimento de onda caracteristico da Nistatina (279 nm). Sendo assim, foram preparadas
solucBes de Carbopol, HPMC K4M, EDTA dissddico, Propilparabeno, Metilparabeno e

Propilenoglicol.
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2.3.8 Quantificacdo da Nistatina por UV

O método de quantificacdo da Nistatina foi feito com base em metodologia descrita por
Aguiar et al. (2010) e validado previamente, conforme itens anteriores.

As amostras de cada hidrogel obtido foram diluidas 560 vezes, utilizando como solvente
uma solucéo de acido acético glacial e metanol 1:5. A absorvancia foi medida no comprimento
de onda de 279 nm, correspondente a Nistatina. Os resultados de absorvancia obtidos foram
substituidos na formula encontrada para o ensaio da linearidade do método, descrito

anteriormente, para encontrar a concentragao de Nistatina em g/L para cada hidrogel formulado.
3 DESENVOLVIMENTO

3.1 SCREENING DE POLIMEROS

3.1.1 Carbopol®

O Carbopol (Figura 3) é um polimero sintético derivado do acido acrilico reticulado
com alilsacarose ou alilpentaeritritrol, de alto peso molecular. Sua principal aplicacdo é como
gelificante na preparacdo de géis, incrementadores da viscosidade em liquidos e como
aglutinante em comprimidos e pellets (VILLANOVA, OREFICE & CUNHA, 2010). E uma
molécula carregada negativamente que estabelece ligagdes mucoadesivas através de processos
fisico quimicos, em que a formacao de interacdes hidrofébicas, ligacdes de hidrogénio e forcas
de Van der Walls sdo influenciadas pelo pH e forca idnica (PEREIRINHA, 2014).

Figura 3 - Estrutura molecular das subunidades de Carbopol.
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Fonte: ROWE et al. (2003).

E fornecido na sua forma pulverizada que quando disperso em agua, sofre umectacéo e
forma uma dispersdo aquosa de resina/agua com pH entre 2,8 e 3,2. Neste estado pré-dissolvido

a molécula de carbopol esta extremamente enovelada e sua capacidade espessante é limitada.
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Para aumentar a viscosidade deste sistema, € necessaria a desenovelagdo da molécula a partir
da neutralizacdo com bases inorgéanicas, como o hidroxido de so6dio ou bases orgénicas de baixo
peso molecular, como a trietanolamina (Figura 4). Sendo assim, sua viscosidade depende do
pH, apresentando viscosidade aceitavel e transparéncia na faixa de pH de 4,5 a 11,0, sendo que
a viscosidade e transparéncia maxima é atingida em pH 7,0 (FERREIRA, 2000; QUEIROZ,
2008). Para mais, a adicdo de propilenoglicol ou glicerina aumenta a viscosidade do gel
(IGLESIAS, 2020).

Figura 4 - Mecanismo de formacao do gel de Carbopol.

-
Fonte: ANUROVA, BAKHRUSHINA, DEMINA (2015).

No estado hidratado, as cadeias do carbopol tornam-se flexiveis, o que lhes confere
pouca ou gquase nenhuma abrasividade sobre os tecidos, diminuindo o dano devido a friccéo,
adquirindo assim um carater biocompativel (PEREIRINHA, 2014). Além disso, possui boa
estabilidade frente a variacBes de temperatura e por isso é bastante utilizado em formas
farmacéuticas bioadesivas para pele, mucosa bucal e gastrointestinal (ISLAM et al., 2004). Para
mais, Merclin e colaboradores (2004) afirmam que o uso topico de géis a base de carbopol é
vantajoso pois 0s sistemas apresentam bom comportamento reol6gico e permanecem por maior
tempo no local administrado. Segundo Iglesias (2020), formulacdes aquosas de carbopol
exibem comportamento elasto-viscoplastico, em que os efeitos elasticos sdo dominantes quando
a microestrutura esta totalmente estruturada, enquanto os efeitos viscosos dominam apds o
escoamento.

Por fim, o Carbopol apresenta todas as 6 caracteristicas necessarias para enquadrar-se
como um bom polimero mucoadesivo, conforme citado por Villanova, Oréfice e Cunha (2010):
0 alto peso molecular, a capacidade de intumescimento e expansdo quando disperso em agua,
presenca de grande nimero de grupamentos carboxila e hidroxila, habilidade de formar ligagdes

de hidrogénio, cadeia polimérica flexivel e presenca de cargas negativas na molécula.
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3.1.2 HPMC (Hidroxipropil metilcelulose)

O hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) (Figura 5), de nome comercial Methocel®,
resulta da mistura de éteres celuldsicos alquilicos e hidroxialquilicos, caracterizando-se como
agente formador de filmes, suspensor e promotor da viscosidade (FIGUEIRAS, CARVALHO,
VEIGA, 2007).

Figura 5 - Estrutura molecular das subunidades do HPMC.
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Fonte: ROWE et al. (2003).

E um polimero sem carga (ndo idnico), encontrado na forma de um pé fibroso ou
granular branco ou branco-cremoso, solivel em agua e com viscosidade constante em ampla
faixa de pH (4,0 a 9,0), sendo estavel em uma faixa de pH de 3,0 a 11,0 (VLAIA et al., 2017;
ANUROVA, BAKHRUSHINA, DEMINA, 2015).

Sua principal aplicagdo € como incrementador da viscosidade em preparacdes
oftalmicas, além de ser o principal polimero utilizado em matrizes para liberagéo controlada de
farmacos (VILLANOVA, OREFICE & CUNHA, 2010). Além disso, por ter grande
disponibilidade na natureza, ser atoxico e de baixo custo, 0 HPMC é um dos principais
polimeros utilizados como matéria-prima para a preparacdo de hidrogéis farmacéuticos
(VLAIA et al., 2017).

O HPMC é comercializado em diferentes graus de viscosidade que sao identificados por
um numero anexo indicando a viscosidade aparente, em mPa.s, de uma solucdo aquosa a 2%
(p/p) a 20°C. O HPMC K4M, por exemplo, apresenta uma viscosidade nominal de 4000 mPas.s
nestas condi¢cdes (VLAIA et al., 2017). Isso acontece devido a variacdo na concentracdo de
grupos metoxi, que podem variar entre 16,5% e 30%, e grupos hidroxipropoxi, que pode variar
de 4 a 32%. O HPMC do tipo K apresentam entre 19 e 24% de grupos metoxi e 4 a 12% de
grupos hidroxipropoxi (IGLESIAS, 2020).
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Seu comportamento reolégico quando em solugdo aquosa varia conforme a temperatura:
quanto maior a temperatura, maior a viscosidade do sistema (VLAIA et al., 2017). Além disso,
esse polimero ndo sofre influéncia significativa do pH do meio na solubilidade e viscosidade
da camada gélica formada (OLIVEIRA, 2010).

Dentre as caracteristicas presentes no HPMC que favorecem a mucoadesdo, conforme
citado por Villanova, Oréfice e Cunha (2010), estdo: elevada massa molecular, capacidade de
intumescer quando disperso em agua, presenca de grande nimero de grupamentos hidroxila e

cadeia polimérica flexivel.

3.2 AVALIACAO DOS HIDROGEIS

3.2.1 Caracterizacéao sensorial

Todos os hidrogéis base (formulacBes 1 a 10) apresentaram coloragdo branca ou
translucida. As formulag¢Ges contendo HPMC (5 a 8) ou mistura de Carbopol + HPMC (9 e 10)
apresentaram-se mais brilhosas enquanto que as formulacdes contendo Carbopol (1 a 4)
apresentaram-se mais opacas.

Todos os hidrogéis com Nistatina incorporada (1N a 10N) apresentaram coloragéo
amarela, justamente devido a presenca do farmaco. Assim como os hidrogéis base, as
formulagGes com HPMC (5N a 8N) e formulag¢6es contendo Carbopol + HPMC (9N e 10N)
apresentaram-se mais brilhosas quando comparadas com as formula¢Ges contendo Carbopol
(IN a 4N).

Todas as formulacBes apresentaram adesdo a espatula durante o seu manuseio e
relativamente boa consisténcia, sendo as formulacdes de Carbopol as mais consistentes,
seguidas das de Carbopol + HPMC e por fim as de HPMC, apresentando consisténcia
relativamente baixa.

Né&o foi notada nenhuma diferenca visual ou de consisténcia entre a utilizacdo da agua
ou da solucdo tampédo de fosfato como veiculo. Todos os hidrogéis obtidos podem ser

visualizados na Figura 6.
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Figura 6 - Hidrogéis base (1 a 10) e hidrogéis de Nistatina (LN a 10N).
N, &R

Fonte: Autora.

3.2.2 Determinacédo do pH

A Tabela 2 retne os resultados obtidos na determinacdo do pH nos dias 1, 15 e 40 apds
a producdo das formulagdes. Todas as formulages foram armazenadas em temperaturas de 2 a
8°C. E valido salientar que as medidas foram obtidas em temperatura de aproximadamente
25°C. Todos os hidrogéis tiveram seu pH corrigido entre 6,0 e 7,0 no dia da sua producdo (Dia
1), variando entre 5,43 e 7,0 no decorrer dos 40 dias.
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Tabela 2 - Valores de pH dos hidrogéis e variac6es de pH em comparacdo ao Dia 1.

pH
Formulagdes i i

. . Variagdo Variagao

Dial Dial5 (comparado Dia 40 (comparado

com Dia 1) com Dia 1)
1 6,51 6,22 -0,29 6,02 -0,49
1IN 6,22 6,025 -0,195 6,1 -0,12
2 6,32 599 -0,33 5,97 -0,35
2N 6,35 5,97 -0,38 6,01 -0,34
3 6,35 6,07 -0,28 6,06 -0,29
3N 6,4 5,71 - 0,69 5,77 -0,63
4 6,41 6,09 -0,32 6,09 -0,32
4N 6,43 6,02 -0,41 5,97 - 0,46
5 6,35 6,47 +0,12 6,34 -0,01
5N 7 6,62 -0,38 6,45 -0,55
6 6,58 6,62 +0,04 6,53 -0,05
6N 6,5 6,46 - 0,04 6,07 -0,43
7 6,6 6,84 +0,24 6,67 + 0,07
7N 6,4 6,1 -0,3 591 - 0,49
8 6,6 6,49 -0,11 6,41 -0,19
8N 6,51 6,58 + 0,07 6,24 - 0,27
9 6,22 5,97 -0,25 5,79 -0,43
9N 6,15 5,43 -0,72 5,59 - 0,56
10 6,26 5,84 -0,42 5,73 -0,53
10N 6,2 5,68 -0,52 5,55 - 0,65

Fonte: Autora.

A ANOVA fator duplo indicou uma diferenca significativa no pH dos hidrogéis no
decorrer do tempo de armazenamento. O teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade,
revelou que essa diferenca significativa foi vista para quase todos os hidrogéis formulados,
exceto 6, 6N, 8 e 8N no dia 15 e 5, 6 e 7 no dia 40 de armazenamento. Estes dados trazem
evidéncias de que hidrogéis de HPMC manipulados com tampéao fosfato como veiculo tendem
a suportar melhor o pH no decorrer do tempo. Apesar da diferenca significativa na variacéo do
pH no decorrer dos dias, todos os valores ficaram dentro da faixa de pKa da Nistatina (3,62 e
9,11), ndo influenciando a ionizagdo do farmaco. Os intervalos de valores de pH recomendados
para estabilizar as suspens@es de Nistatina sem interferir na eficacia antifingica deste farmaco
sdo de 5,0 a 7,0 (HAMILTON-MILLER, 1973 apud DANTAS, CAMPOS & MARTINS,

2018), e todas as formulacdes obtidas permaneceram nesta faixa de pH mesmo apdés 40 dias de



34

armazenamento. Contudo, algumas formulagdes ficaram com pH relativamente abaixo da faixa
de pH o6tima para aplicacdo de formulacGes na cavidade oral (6,0 a 7,0) com o decorrer do
tempo de armazenamento, podendo causar alguma sensacdo de desconforto ao paciente.
Contanto, isso pode ser contornado com um ajuste do pH mais proximo de 7,0 no momento da
producdo da formulacdo. Apesar disso, ndo é possivel afirmar que um ajuste destas formulagdes
para um pH mais proximo de 7,0 no momento da manipulacdo resultaria nos mesmos
comportamentos reoldgicos, de espalhabilidade e de bioadesdo in vitro encontrados neste
trabalho, portanto este poderia ser um critério para exclusdo dessas formula¢Ges neste momento.

Também é importante levar em consideracdo que pHs abaixo de 5,5 séo considerados
criticos para a dissolugdo do esmalte dental. Mesmo diante de tais fatos, algumas das solucGes
orais de Nistatina disponiveis no mercado brasileiro apresentam pHs abaixo de 5,5 (DANTAS,
CAMPOS & MARTINS, 2018). Nenhuma das formulacbes obtidas contendo Nistatina
apresentou pH abaixo de 5,5 durante os 40 dias de armazenamento, 0 que é importante
principalmente em pacientes oncol6gicos, uma vez que o uso constante desta modalidade
terapéutica somados ao estado de imunossupressao, hipossalivacéo e terapia oncoldgica tem
maior predisposicdo a atividade cariogénica local (DANTAS, CAMPOS & MARTINS, 2018).

Com excecdo das formulagdes que levam Carbopol em dgua como veiculo (1IN e 2N),
as formulagdes com Nistatina incorporada suportaram menos o pH quando comparadas com as
formulacBes controle (sem Nistatina), apos 40 dias de armazenamento, conforme pode ser
visualizado na Tabela 2 e na Figura 9.

A utilizacdo de solucdo tampdo fosfato como veiculo ao invés de agua pareceu nao

influenciar na variacédo de pH das formulagdes.

Figura 7 - Representacéo grafica da variacdo de pH das formulagdes com Nistatina (A) e sem
Nistatina (B) em 40 dias de armazenamento a temperatura de 2 a 8°C.
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Fonte: Autora.
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AlteracBes no valor de pH podem ocorrer em funcdo de impurezas, hidrolise,
decomposicéo e erro no processo de manipulacdo da forma farmacéutica. Essas instabilidades
podem ocorrer também devido ao tempo de estocagem e/ou condi¢des inadequadas de
armazenamento (FERREIRA, 2000; ANSEL, 2000). A hidrdlise, por sua vez, pode ser evitada
com o uso de quelantes, como por exemplo 0 EDTA dissédico utilizado na formulagdo dos
hidrogeéis. Tendo em vista que o pH é um dos fatores que alteram a estabilidade do produto
final, podendo influenciar diretamente na eficacia do tratamento, faz-se necessario estudos

adicionais em relacdo a esta variavel de acordo com o tempo de armazenamento.

3.2.3 Determinacgéo da Espalhabilidade

A espalhabilidade é a capacidade do sistema de se espalhar sobre a superficie a qual é
administrada quando submetido a uma determinada forca. As Figuras 8 e 9 demonstram a
espalhabilidade (mm?) em funcdo do peso aplicado (g) para cada sistema mucoadesivo oral
obtido.
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Figura 8 - Resultados da Determinacéo da Espalhabilidade. (A) FormulacGes de hidrogel de

polimeros mucoadesivos base.

3500
3000~
gl
L4
”
’I
a
4
r'd
2500 4 -a
m-----o--a--"
m l’*\," ‘,0-,‘.---‘——-"‘
Pt s o - -1 ++ 1
- Jhg
R T
’ r - » 2
2000 Rl bl 3
~ - ®
£ ’-r::l ,l 2= 4
£ w0
= ’ ___1;-_15"“ - 5
L ’ I ___*_-.‘5- / -2
A C bk - - 6
: e
’ R s ~e - Y 4
) "T";—.’ “e”
0k et . 8
k7" -z LT 9
1000+ ' -
Lo IR gV 10
. P e --¥-
" ‘-*-‘ _—’—v_
'*::"V__--V
’.:,V
500- G-
0 L L] 1 1 1 L] L 1
191 381 572 763 954 1154 1338 1527

Peso da Placa (g)

Fonte: Autora.



37

Figura 9 - Resultados da Determinacdo da Espalhabilidade para formulagdes de hidrogel de
polimeros mucoadesivos contendo Nistatina.
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De forma geral, a espalhabilidade dos hidrogéis ndo parece ter sofrido alteragdes muito
importantes com a incorporagdo da Nistatina nas formulacfes, uma vez que os hidrogeis base
(1 a 10) apresentaram espalhabilidades relativamente semelhantes, embora levemente maiores,
guando comparados com os hidrogéis contendo Nistatina (LN a 10N).

A formulagdo 3, que contém 1% de Carbopol em tampé&o fosfato como veiculo na
formulacdo foi a que apresentou a maior espalhabilidade dentre os sistemas formulados. A
formulacdo 1 é idéntica a formulacédo 3, exceto pelo veiculo utilizado, que neste caso foi a dgua
- esta seria a Unica justificativa possivel para a diminuicao da espalhabilidade da formulagéo 1
quando comparada a 3. Nas formulagdes correspondentes as quais foram incorporadas a
Nistatina (1N e 3N), este comportamento também foi observado.

A formulagdo 9 foi a que apresentou a menor espalhabilidade dentre os sistemas

formulados. Esta formulacdo contém uma mistura de 1% de Carbopol e 3% de HPMC em &gua
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como veiculo. A formulacdo 10, também formada por mistura de 1% de Carbopol e 3% de
HPMC, porém em tampdo fosfato, apresenta uma espalhabilidade levemente maior em
comparacdo com a formulacdo 9. Nos sistemas 9N e 10N este comportamento também foi
observado. Isso novamente traz a evidéncia de que a utilizagdo de tampao fosfato como veiculo
aumenta a espalhabilidade das formulacGes.

Ao compararmos a férmula 5 (HPMC 3% em agua como veiculo) e 6 (HPMC 3% em
tampédo fosfato como veiculo), vemos que novamente a férmula contendo o tampédo fosfato
como veiculo apresenta maior espalhabilidade do que a férmula contendo agua. Apesar da
incorporacéo da Nistatina tornar a espalhabilidade das formulas 5N e 6N bastante semelhantes,
ainda temos a evidéncia de que o tampao fosfato aumenta a espalhabilidade de hidrogéis.

A espalhabilidade dos hidrogéis base, em ordem decrescente, ficou da seguinte maneira,
com as formulacdes 2, 4, 7 e 8 no mesmo ranking devido ao perfil de espalhabilidade
semelhante: 1% Carbopol em tampao fosfato > 1% Carbopol em &gua > 3% HPMC em tampéo
fosfato > 3% HPMC em agua > 2% de Carbopol em agua, 7 5% HPMC em agua, 8 5% HPMC
em tampdo fosfato, 2% Carbopol em tampao fosfato > 1% Carbopol + 3% HPMC em tampéo
fosfato > 1% Carbopol + 3% HPMC em agua.

A incorporacdo da Nistatina nas formulagdes provocou algumas alteragdes nos valores
de espalhabilidade e consequentemente na ordem decrescente de espalhabilidade das
formulaces, ficando da seguinte maneira: 1% Carbopol em tampao fosfato > 3% HPMC em
tampdo fosfato > 3% HPMC em agua > 1% Carbopol em agua > 2% de Carbopol em agua, 5%
HPMC em agua, 5% HPMC em tampdo fosfato, 2% Carbopol em tampédo fosfato > 1%
Carbopol + 3% HPMC em tampéo fosfato > 1% Carbopol + 3% HPMC em &gua.

Com isso, vemos que a espalhabilidade dos hidrogéis depende do polimero utilizado na
formulacéo, da concentracdo do polimero, do farmaco que sera incorporado e do veiculo a ser
utilizado. De forma geral, o carbopol apresentou maior espalhabilidade, seguido do HPMC e
por fim o Carbopol + HPMC. As formulacgdes que levaram tampéo fosfato como veiculo no
lugar da agua apresentaram maior espalhabilidade.

Segundo Borella et al. (2010), as formulagbes com as melhores caracteristicas
reoldgicas podem ser utilizadas de maneira mais agradavel, uma vez que a espalhabilidade
permite a utilizacdo da formulacdo em menor quantidade, levando a uma redugdo do consumo
da preparacdo ao mesmo tempo em que mantém a efetividade terapéutica.

Levando em consideragéo a Teoria do Intumescimento, a espalhabilidade seria um fator

importante para garantir o contato intimo com a mucosa e consequentemente garantir uma
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mucoadesdo adequada. Essa teoria assume que a capacidade de expansdo do polimero,
nomeadamente o seu coeficiente de expansdo sobre o tecido bioldgico, prevé a intensidade da
ligacdo mucoadesiva (PEREIRINHA, 2016). Sendo assim, quanto maior a espalhabilidade do
sistema, melhor tende a ser as suas propriedades mucoadesivas. Dentre as formulacdes obtidas,
as formulacdes 1N, 3N, 5N e 6N apresentaram a maior espalhabilidade, o que tende a favorecer
a mucoadeséo destas formulagdes e reduzir o consumo da preparagdo, mantendo a efetividade

terapéutica.

3.2.4 Determinacdo da viscosidade e analise do comportamento reoldgico

A viscosidade é a medida da resisténcia de um sistema ao fluxo ou ao movimento
quando submetido a uma tensdo. E uma medida que se torna aparente pela existéncia entre
diferentes camadas do fluido, presumindo que cada camada se move a uma velocidade
progressivamente menor quando submetida a uma forca tangencial, sendo que a forga
necessaria para provocar esse movimento é chamada de cisalhamento (AULTON & TAYLOR,
2016). Quanto maior a viscosidade, maior a forca requerida para induzir o fluxo.

O ideal seria a medigéo de todas as amostras com o mesmo spindle, obtendo dados de
tensdo e taxa de cisalhamento além da viscosidade para um estudo mais profundo acerca do
comportamento reol6gico dos hidrogéis obtidos. Sendo assim, os dados obtidos com relagéo a
estas variaveis foram os conseguidos com equipamentos e spindles presentes no proprio
Laboratério de Controle de Qualidade.

Foi possivel medir a viscosidade aparente somente das amostras 1, 3, 5, 6, 7 e 8 (Figura
10) e 3N, 5N, 6N, 7N e 8N (Figura 11). O restante das amostras excedeu o valor méaximo de
viscosidade lido pelo viscosimetro e spindles disponiveis em laboratorio. Ainda, foi possivel
medir apenas a viscosidade aparente (cP) em funcéo do gradiente de velocidade (RPM) dessas

amostras devido as suas altas viscosidades e spindles disponiveis.



Figura 10 - Representacgdo grafica da viscosidade aparente (cP) em funcdo do gradiente de
velocidade (RPM) para os hidrogéis base. Spindle utilizado: LV4.
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Figura 11 - Representacdo grafica da viscosidade aparente (cP) em funcdo do gradiente de
velocidade (RPM) para os hidrogéis com Nistatina. Spindle utilizado: LV4
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As formulagdes 3, 7 e 8 apresentaram viscosidade menor quando comparadas com as
formulacdes 3N, 7N e 8N as quais tiveram a incorporacao da Nistatina. Para mais, foi possivel
medir a viscosidade da formulacdo 1 (hidrogel base) porém a medicdo nao foi possivel para a
formulacdo 1N. Isso sugere que a incorporacdo da Nistatina a esses sistemas aumenta a
viscosidade aparente dos mesmos. O mesmo ndo foi visualizado para as formulagdes 5, 5N, 6
e 6N.

Em ordem decrescente de viscosidade dos hidrogeis base, temos: 1% Carbopol em agua
> 1% Carbopol em tampéo fosfato > 5% HPMC em tampao fosfato > 5% HPMC em &gua >
3% HPMC em agua e 3% de HPMC em tampdo fosfato. Isso demonstra que o tipo de polimero
utilizado e a sua concentracdo interferem na viscosidade do produto, sendo que o Carbopol
confere maior viscosidade as formulacdes quando comparado com HPMC. Dados semelhantes
foram encontrados por Ikeda (2020), em que as formulacdes de Carbopol e também as misturas
de Carbopol e HPMC apresentaram maiores viscosidades. Isso também explica o porqué de ndo
ter sido possivel a medicdo da viscosidade das formulacdes 2, 4, 9 e 10, que se tratavam de
maiores concentrac@es de Carbopol ou de misturas de Carbopol + HPMC e, consequentemente,
apresentavam maiores viscosidades. Referindo-se a sistemas mucoadesivos orais, Carvalho
(2010) cita que uma maior viscosidade € interessante, uma vez que a forma farmacéutica
permanece por um tempo maior no local de aplicacgéo.

A maior viscosidade do Carbopol se deve a formacao de uma rede polimérica altamente
reticulada e densa quando comparada a polimeros lineares e 0 aumento da concentracdo de
carbopol utilizada induz redes poliméricas mais fortes, aumentando o atrito interno a ser
superado para atingir o estado de fluxo. O HPMC, por sua vez, realiza ligagdes de hidrogénio
juntamente com o Carbopol, formando complexos inter poliméricos. Este aumento do nimero
de ligacdes de hidrogénio provoca um maior atrito interno dos hidrogéis e, portanto,
viscosidades mais altas (CHEN et al., 2018; KHUTORYANSKIY, 2007).

As amostras 1, 3, 3N, 7, 7N, 8 e 8N tém diminuicdo da viscosidade aparente (cP) com
0 aumento da velocidade de rotacdo (rpm). Para a classificacdo reoldgica em Fluido
Newtoniano ou N&o Newtoniano, seriam necessérias ainda medidas de tensdo e taxa de
cisalhamento que, conforme citado anteriormente, ndo foram obtidas devido aos spindles e
viscosimetro disponiveis em laboratdrio.

As amostras 5, 5N, 6 e 6N apresentaram viscosidade aparente (cP) constante,
independente da velocidade de rotacdo (rpm). Para mais, dada a baixa viscosidade dessas

formulacdes, foi possivel obter dados de taxa e tensdo de cisalhamento com o equipamento
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disponivel em laboratério. A Figura 12 é uma representacdo grafica do comportamento

reoldgico dessas formulagoes.

Figura 12 - Comportamento reoldgico das formulagdes 5, 5N, 6 e 6N.
Spindle: SSC-34.
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As formulacdes 5, 5N, 6 e 6N apresentam uma diminui¢do da viscosidade e um aumento
da tens&o de cisalhamento conforme o aumento da taxa de cisalhamento. Esse comportamento
caracteriza essas formulagcbes como um Fluido Ndo Newtoniano do tipo pseudopléstico. Os
sistemas pseudoplasticos apresentam diminuicdo da viscosidade apenas ap0s o ponto limite de
fluidez, que ndo foi alcancado para as formulagdes obtidas com o spindle disponivel. Segundo
Fagundes (2015), os fluidos pseudoplasticos formados por polimeros apresentam, em geral,
caracteristicas de fluido newtoniano ao serem submetidos a muito baixas ou muito altas taxas
de cisalhamento, o que p6de ser visualizado no grafico de tensdo de cisalhamento em funcao
da taxa de cisalhamento das formulacdes 5, 5N, 6 e 6N.

Em geral, os geis possuem comportamento reoldgico do tipo pseudoplastico e
tixotropico, ou seja, deformam-se durante a aplicagéo (viscosidade diminui com o aumento do
cisalhamento) tornando-se mais fluidos, o que também facilita o espalhamento, e por fim
recuperam a viscosidade inicial no momento em que se encerra a aplicacdo, evitando que o
produto escorra. Este fendmeno tende a aumentar o prazo de validade da forma farmacéutica,
uma vez que durante o periodo no qual o produto permanece em repouso, este apresenta
viscosidade constante, o que dificulta a separagéo dos constituintes da formulacdo (QUEIROZ,
2008).
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3.25FT-IR

A espectroscopia de infravermelho tem se apresentado como uma 6tima alternativa para
identificar interacOes fracas entre polimeros, principalmente através da observacdo do
deslocamento de bandas caracteristicas de certos grupos funcionais, como por exemplo
hidroxilas, carbonilas e nitrilas (KANIS, 1998).

O espectro de absorcdo da Nistatina (Figura 13) exibiu banda larga entre 3500 e 3250
cm-1, caracteristica da vibracéo do estiramento das ligagdes H-O e H-N (MARTIN-VILLENA
et al., 2013). Além disso, os resultados encontrados para a matéria prima utilizada corroboram
também com dados anteriores encontrados por Konell (2014) para a Nistatina, conforme pode

ser visualizado no Tabela 3.

Figura 13 - Espectro no infravermelho para a matéria prima (Nistatina) utilizada.
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Fonte: Autora.

Considerando os estiramentos caracteristicos do farmaco descritos por Konell (2014) e
encontrados neste estudo (Tabela 3), foi realizada a comparacgdo dos espectros obtidos para a
Nistatina com os obtidos para as formulagdes dos hidrogéis 1N (Figura 14), 5N (Figura 15) e

9N (Figura 16) a fim de verificar possivel interacdo entre a Nistatina e os polimeros utilizados.
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Tabela 3 - Principais bandas de frequéncias de absorcao das vibragdes de ligacdo da Nistatina
e da Nistatina utilizada como matéria prima para as formulacoes.
Frequéncia (cm™)

(KONNEL, 2014) Frequéncia (cm™) Modo Vibracional
847,54 847,36 Duplas ligacdes CH=CH
1063,37 1067,39 Estiramento simétrico de CH3
1397,29 1399,00 Deformagao simétrica de CH3
1574,73 1572,68 lon Carboxilato
1703,60 1701,00 Lactona
2924.,44 2925,00 Estiramento assimétrico de CH2
3379,04 3351,59 Estiramento NH OH

Fonte: Autora e Konell (2014).

Todas as formulacdes levam agua em sua composicdo, o que ficou evidente nos
espectros obtidos para os produtos finais (1N, 5N e 9N) apresentando banda larga proxima as
frequéncias de 3300 cm™ (estiramento O-H) e também bandas entre 2300 e 1900 cm™
(estiramento O-H secundario). Devido a isso, a banda larga entre 3500 e 3250 cm™
caracteristica da Nistatina ndo pode ser visualizada uma vez que houve sobreposicao de bandas.
Além dessa, outras bandas também foram sobrepostas, impedindo a visualizacdo das bandas
caracteristicas da Nistatina, como por exemplo nas frequéncias de 1572,68 cm™ (ion
carboxilato), 1399 cm™ (deformagdo simétrica de CH3) e 847,36 cm™ (duplas ligagOes
CH=CH).

Também houve alteracdo de alguns estiramentos. Na formulagdo 1N (Figura 16), por
exemplo, a banda caracteristica do estiramento simétrico de CH3 presente na Nistatina (1067,39
cm) parece ter sofrido uma diminuigdo de intensidade além de um deslocamento leve para a
esquerda. Segundo Konell (2014), interacBes entre farmaco e polimero podem acarretar no
deslocamento e desaparecimento de alguns estiramentos. O mesmo nao foi observado para as
formulacBes contendo apenas HPMC (como por exemplo, a Figura 15, que representa o
espectro de absorc¢do do hidrogel 5N) ou mistura de carbopol e HPMC (como por exemplo a
formulacdo 9N, na Figura 16), em que a banda caracteristica do estiramento simétrico de CH2
presente na Nistatina utilizada (1067,39 cm™) parece apenas ter sofrido sobreposicdo pelas
bandas caracteristicas dos polimeros HPMC e/ou carbopol.
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Figura 14 — Espectro de 1V obtido de amostra da formulagéo 1N (linha azul), contendo o
polimero Carbopol (linha verde) e o farmaco Nistatina (linha rosa).
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Fonte: Autora.

Figura 15 — Espectro de 1V obtido de amostra da formulagdo 5N (linha azul), contendo o
polimero HPMC (linha amarela) e o farmaco Nistatina (linha rosa).
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Figura 16 - Espectro de 1V obtido de amostra da formulagéo 9N (linha azul), contendo o
polimero Carbopol (linha verde), o polimero HPMC (linha amarela) e o farmaco Nistatina
(linha rosa).
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Fonte: Autora.

3.2.6 Teste de Bioadesdo in vitro

A mucoadesdo é uma propriedade importante de alguns polimeros pois podem
aumentar o tempo de residéncia de farmacos no local de acdo ou absor¢do (THIRAWONG et
al., 2008). Segundo Carvalho e colaboradores (2010), o teste de bioades&o in vitro é de suma
importancia para o desenvolvimento de sistemas mucoadesivos uma vez que simula a interacdo
entre a formulacdo e a superficie da mucosa. Conforme descrito na metodologia, a forca de
bioadeséo das formulagGes foi medida através de texturémetro, determinando a forga necessaria
para o rompimento da interacdo entre a formulagdo mucoadesiva e 0 modelo de mucosa.

A Figura 17 é uma demonstracao gréafica da forca de bioadeséo das formulagGes com
e sem Nistatina. Foi aplicada uma forga de 0,1 N sob o sistema e a forga necessaria para romper
a ligacéo entre o modelo de mucosa e o hidrogel foi medida em Newton. Aguiar e colaboradores
(2016) considerou formulagdes acima de 0,5 N como mucoadesivas quando aplicado forca de
0,1 N sob o sistema. Tendo isso em vista, as formulac6es base (sem Nistatina) 5, 6, 8,9 e 10 e

as formulagdes com Nistatina 5N, 6N, 7N, 8N e 10N podem ser consideradas mucoadesivas.
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Fiaura 17 - Forca de bioadesao in vitro (N) auando anlicado uma forca de 0.1N sob o sistema.
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As formulagdes que levam apenas o polimero carbopol na sua composicdo (L a4 e 1IN
a 4N) apresentaram bioadesdo in vitro muito inferior quando comparadas com as demais
formulacGes, ndo chegando nem mesmo a uma forca de mucoadeséo de 0,3 N. Enquanto isso,
os hidrogéis com apenas o0 HPMC na composicdo (5 a 8 e 5N a 8N) apresentaram forca de
mucoadesdo superior, que pode ser explicado devido o maior peso molecular dos monémeros
de HPMC quando comparados com os de Carbopol, sendo o alto peso molecular uma das
caracteristicas citadas por Villanova, Orefice e Cunha (2010) para o favorecimento da forca de
mucoadesdo, uma vez que a elevada massa molar aumenta a forca de adesdo. Além disso, tem-
se também a capacidade de intumescer quando disperso em agua, a presenca de grande nimero
de grupamentos hidroxila e a cadeia polimérica flexivel contribuindo para a forca de
mucoadeséo elevada deste polimero.

Uma hipotese que poderia explicar a menor forca de mucoadesdo do Carbopol quando
comparado com 0 HPMC K4M seria o fato do primeiro ser carregado positivamente enquanto
0 segundo n&o apresenta carga alguma. Sendo assim, enquanto o HPMC interage com a mucina

por meio de ligacGes de hidrogénio e/ou van der Waals, seguindo a teoria de mucoadesao da
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adsorcédo, o Carbopol, carregado positivamente, interage com a mucina por meio de ligacoes
eletrostaticas, seguindo a teoria eletronica de mucoadesdo (REGINATO, 2014). Segundo Da
Silva e colaboradores (2007), a atracdo entre a mucina e o polimero mucoadesivo via ligac6es
de hidrogénio e/ou van der Waals resulta em forcas atrativas significativamente maiores do que
as forgas descritas pela teoria eletronica. Para mais, a mucina apresenta carga negativa, assim
como o carbopol, ocorrendo repulsdo elétrica entre esses dois materiais, ao passo que o HPMC
¢ anidnico, ndo tendo esse tipo de forca desfavorecendo a bioadesao do sistema.

Dados anteriores encontrados por Ikeda (2020) demonstram que um hidrogel base
produzido com 1% de Carbopol + 1% de HPMC K-100 em 4gua como veiculo apresenta uma
forca de mucoadesdao de 0,9 N quando submetido as mesmas condi¢cdes as quais foram
realizados os testes de bioadesdo in vitro presentes neste trabalho. A formulacdo 9N apresenta
em sua composicao 1% de Carbopol + 3% de HPMC K4M em agua como veiculo, apresentando
uma forca de mucoadesdo in vitro muito inferior quando comparado com a formulacdo
semelhante preparada pela autora, mesmo apresentando HPMC K4M em maior concentracao.
Isso ocorre porque 0 HPMC K-100 apresenta uma viscosidade nominal de 100 mPa.s a 20°C,
enguanto que o HPMC K4M apresenta viscosidade nominal de 4000 mPa.s (VLAIA, 2017),
trazendo em evidéncia a contribuigdo da viscosidade para a bioadeséo in vitro de um sistema
mucoadesivo.

O aumento da concentracdo de carbopol acarretou na diminuicéo da forca de bioadeséo
tanto nos hidrogéis base quanto nos hidrogéis com Nistatina incorporada. Nos hidrogéis base,
0 aumento da concentracdo de HPMC também causou diminuic¢do da forca de bioadesao. Isso
ocorre porque 0 aumento da concentracao de polimero nas formulacdes acarreta na diminuicao
da espalhabilidade, evidenciando a espalhabilidade como um fator importante para o
favorecimento da mucoadeséo, conforme citado por Borella e colaboradores (2010).

A incorporagao da Nistatina causou diminuigdo da forga de bioades&o in vitro de 7 dos
10 hidrogéis base formulados e aumento da viscosidade dos demais hidrogéis, conforme
apresentado anteriormente. Estes dados vao contra o sugerido por Carvalho (2010), que cita
que uma maior viscosidade acarretaria em maior tempo de permanéncia da formulacéo no local
de aplicacdo. Apesar disso, € importante lembrar que a espalhabilidade também é uma variavel
que interfere na mucoadeséo e que viscosidades muito elevadas ocasionam em espalhabilidades
menores e, consequentemente, na diminui¢do da mucoadesao.

As formulagGes contendo mistura de HPMC e Carbopol (9 e 10) apresentaram boa

forca de bioadesdo in vitro e a incorporacdo da Nistatina provocou alteracdo nesta variavel: a
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formulagdo 10N (tampdo fosfato como veiculo) aumentou sua capacidade de mucoadesdo
enquanto a formulacdo 9N (dgua como veiculo), perdeu a capacidade de mucoadesdo, ficando
abaixo de 0,5 N. Nas formulacdes contendo apenas carbopol (1 a4 e 1N a 4N), o uso de tampéo
fosfato como veiculo ndo surtiu grandes efeitos na bioadeséo in vitro quando comparado com
as formulacGes que levaram agua como veiculo. N&o é possivel afirmar se o veiculo utilizado
nas formulagdes contendo apenas HPMC como polimero provoca algum efeito na bioadeséo in
vitro desses sistemas uma vez que na concentracao de 3% de HPMC o uso de tampdo fosfato
parece aumentar a bioadesdo in vitro enquanto que na concentracdo de 5% de HPMC este
mesmo veiculo parece exercer um efeito aleatorio: no hidrogel base ele aparente melhorar a
capacidade de bioadesdo quando comparado com a &gua como veiculo, porém apds a
incorporacdo da Nistatina ele apresenta menor capacidade de bioadesdo do que a agua como
veiculo.

De forma geral, considerando uma forca de 0,1 N aplicada sob o sistema (ou forca de
aplicacdo), os hidrogéis contendo o polimero HPMC apresentaram forca de bioadesao superior,
seguidos dos hidrogéis contendo mistura de HPMC e Carbopol e por fim, com baixa forca de
bioadesdo, os hidrogeis contendo apenas Carbopol em sua composi¢édo. Sendo assim, em ordem
decrescente de capacidade de mucoadesao temos: HPMC 5% em agua > HPMC 5% em tampéo
fosfato ~ carbopol 1% + HPMC 3% em tampéo fosfato > HPMC 3% em tampdo fosfato >
HPMC 3% em &gua > carbopol 1% em tampao fosfato ~ carbopol 1% em &gua = carbopol 2%
em tampado fosfato =~ carbopol 1% + HPMC 3% em tampéo fosfato > carbopol 2% em agua.

A Figura 18 é uma representacdo grafica da forca de mucoadesédo de cada formulacao
em funcdo da forca aplicada sob o sistema, ou seja, da forca que seria utilizada pelo paciente
na aplicacdo da formulacdo. Conforme pode ser visualizado, a forca de mucoadesdo das

formulacGes tende a aumentar de forma proporcional a forca aplicada sob o sistema.
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Figura 18 - Representacdo grafica da forca de mucoadesédo do sistema (N) em funcédo da forca
anlicada sob o sistema (N).

12+ 12=
14 s
g 10 ! z 104
g ’:'y o 1 g = IN
’
7 8 o o2 g e 2N
§ o 3 < 3N
5 . 4 j aN
lg ". xg
3 6= “ -5 8 6= - 5N
o " u °
g ¥/ 6 g el
g A 7 - ™
o 47 ,i”" Iy 8 g 47 «— 8N
T »
5 ¥ .- v 9 g 5 ON
= e s = &
i e 02 foN
= R
ssuss -:'—:"x—” - =
0 ? :ﬁ— T T 0 T T T
01N 02N 04N 1N 0,1N 0,2N 0,4N 1N
Forga aplicada sob o sistema (N) Forga aplicada sob o sistema (N)

Fonte: Autora.

3.2.7 Validacao do Método de Quantificacdo da Nistatina por UV

A Farmacopeia Brasileira (2019) prevé o doseamento da Nistatina por ensaio
microbiol6gico, um método que pode apresentar baixa precisdo devido as diversas etapas que
0 compdem, sendo também um método considerado de maior custo (AGUIAR et al., 2010).
Para mais, Konell (2014) ainda afirma que o ensaio microbiolégico para quantificacdo do teor
de Nistatina é bastante limitado pois é realizado sob ponto de vista apenas microbiologico,
estando relacionado somente a poténcia do farmaco.

Sendo assim, neste trabalho foi preferido validar parcialmente um método de
Quantificacdo da Nistatina por UV, usando como base uma metodologia ja descrita
anteriormente por Aguiar e colaboradores (2010). Para validar a metodologia, ensaios de

linearidade e seletividade foram realizados.

3.2.7.1 Linearidade
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A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio da sua capacidade de obter
respostas analiticas diretamente proporcionais a concentra¢do de um analito em uma amostra
(BRASIL, 2017).

A representacdo grafica da avaliacdo da linearidade do método proposto é demonstrada
na Figura 19, obtendo uma equacéo da reta de y= 17,825x + 0,0138 e um coeficiente de
determinacdo (R?) de 0,9993, sendo considerado um método linear conforme a RDC 166 de
2017 da ANVISA.

Figura 19 - Avaliacdo da linearidade do método proposto para quantificacdo da Nistatina por
uv.
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Fonte: Autora.
3.2.7.2 Seletividade

A seletividade do método analitico deve ser demonstrada por meio da sua capacidade
de identificar o analito de interesse na presenca de outros componentes que podem estar
presentes na amostra, como por exemplo diluentes e componentes do produto final (BRASIL,
2017). Diante disto, a seletividade do método foi avaliada levando em consideracdo todos 0s
componentes das formulagbes obtidas: Carbopol 980, HPMC 4KM, EDTA dissédico,
propilparabeno, metilparabeno e propilenoglicol.

A Figura 20 é uma representacao grafica da absorvancia (Abs) versus comprimento de
onda (cm-1) para cada um dos compostos presentes nas formulac6es dos hidrogeéis obtidos, em
uma faixa de comprimento de onda de 200 a 400 nm. E possivel visualizar que a maioria dos
componentes apresentam picos de absor¢do em torno do comprimento de onda de 235 nm

permanecendo distantes do pico de absorcdo caracteristico da Nistatina, que seria de 279 nm.
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Isso sugere que 0s demais componentes presentes nas formulagdes de hidrogéis nao interferem

nos valores de Abs encontrados para a Nistatina.

Figura 20 - Representacgdo grafica da anlise de seletividade para o método de quantificacdo
da Nistatina por UV.
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Corroborando com a informacdo de que nenhum dos componentes presentes nos
hidrogéis altera a absorvancia da Nistatina no comprimento de onda de 279 nm, a Tabela 4 traz
o0 valor de absorvancia no comprimento de onda de 279 nm para cada um dos componentes
presentes nas formulacdes de hidrogéis. E possivel visualizar, novamente, que nenhum dos
componentes absorve de forma significativa no comprimento de onda caracteristico da

Nistatina.
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Tabela 4 - Absorvancia dos demais componentes dos hidrogéis em comprimento de onda de
279 nm (caracteristico da Nistatina).
Abs no comprimento
de onda de 279 nm

Carbopol 980 0,0483
HPMC 4KM 0,0428
EDTA dissadico 0,0544
Propilparabeno 0,1918
Metilparabeno 0,0569
Propilenoglicol 0,0301

Fonte: Autora.

Segundo a RDC 166 de 2017 da ANVISA, “para métodos quantitativos e ensaios limite,
a seletividade deve ser demonstrada por meio da comprovacao de que a resposta analitica se
deve exclusivamente ao analito, sem interferéncia do diluente, da matriz, de impurezas ou de
produtos de degradacdo”. Sendo assim, o método aqui proposto para a quantificagdo da

Nistatina por UV é considerado seletivo.

3.2.8 Quantificacdo da Nistatina por UV-Visivel

Durante o processo de desenvolvimento farmacéutico, tanto na producao quanto no
controle de qualidade, a quantificacdo do farmaco na amostra € requerida (KONELL, 2014).

Amostras de cada hidrogel foram diluidas aproximadamente 560 vezes para que 0S
valores de absorvancia lidos pelo aparelho fossem entre 0,030 e 1,000, uma vez que valores
fora desta faixa podem expressar medidas erroneas. Os resultados de Abs obtidos foram
substituidos na férmula encontrada para o ensaio da linearidade do método (Equacéo 2), tendo
assim os resultados de concentracdo da Nistatina em g/L e Ul/g para cada formulagdo de
hidrogel. As medidas foram realizadas em triplicata e os resultados estdo presentes na Tabela
5.

y=17,825x + 0,0138 (2)



Tabela 5 - Quantificacdo da Nistatina por método UV-Vis.

Concentracado média

Concentracédo média

Formulagdo (g/L) + DP (Ul/g) + DP
1N 22,4367 * 0,0432 132497,0 + 275,6
2N 19,9825 + 0,0808 118014,9 + 477,4
3N 21,7575 + 0,0262 128497,8 + 154,6
4N 22,8939 + 0,0377 135242,6 + 280,2
5N 20,4737 + 0,0570 120915,7 + 336,4
6N 23,2180 + 0,0672 137123,5 + 397,2
7N 20,5174 + 0,0422 121173,5 + 2495
8N 22,8913 + 0,0262 135193,8 + 154,9
ON 15,7900 + 0,0188 93254,4 + 110,8
10N 24,4750 + 0,0687 144546,7 + 405,5
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Fonte: Autora.

Segundo Aguiar e colaboradores (2016), para a candidiase oral, a forma farmacéutica
empregada € a suspensdo oral aquosa de Nistatina na concentracdo de 100000 UI/mL. Levando
em consideragdo que 1 mg da Nistatina utilizada equivalem a 5905,9 Ul, essa concentragao
seria equivalente a 16,8571 g/L de Nistatina.

Segundo Konell, analises por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) séo
amplamente aplicadas por revelarem resultados muito confiaveis na quantificacdo de farmacos,
como por exemplo a Nistatina. Para testarmos a hipétese levantada anteriormente de que ha um
erro na relacdo entre Ul e mg descrita no rétulo da Nistatina utilizada, poderia ser realizada
guantificacdo por CLAE através de métodos ja validados a fim de comparar os resultados
obtidos nos dois métodos.

Em metodologia para quantificacdo de Nistatina por UV-Vis proposta por Aguiar e
colaboradores (2016), o comprimento de onda utilizado na analise para a Nistatina foi de 279
nm, o mesmo utilizado neste presente trabalho e também no trabalho de Pedroso (2014).
Contudo, diferentes literaturas trazem comprimentos de onda para a Nistatina de 305 nm
(KONELL, 2014; LAVRA et al., 2008).

Wilson e colaboradores (2001) demonstraram em seus estudos que Nistatina em pé
(matéria prima) previamente declarada com concentracdo de 4460 Ul/mg pelos fornecedores
apresentaram uma média de 5124 Ul/mg apos quantificacdo feita pelos autores. Segundo eles,
uma explicacéo plausivel para este ocorrido seria a formacdo de um grupo hemiacetal entre o
grupo carbonila em C13 e o grupo hidroxila em C17 ou ainda a formacéo de isdbmeros Z/E do
dieno presente na estrutura da Nistatina. O mesmo pode ter acontecido neste trabalho, uma vez

que para a quantificacdo da Nistatina seriam consideradas as duas formas isoméricas.



55

4 CONCLUSAO

Todos os polimeros utilizados tiveram capacidade de gerar hidrogel com caracteristicas
sensoriais adequadas. O pH de todos os hidrogéis permaneceram dentro da faixa considerada
ideal para aplicacdo na cavidade oral e também para manutengdo da atividade bioldgica da
Nistatina, mesmo apds 40 dias de armazenamento.

A utilizacdo de tampéo fosfato como veiculo ndo apresentou grandes diferencas no pH
durante o periodo de armazenamento das formulagdes. Apesar disso, o teste de espalhabilidade
trouxe evidéncias de que a utilizacdo do tampdo fosfato no lugar da agua como veiculo
proporciona maior espalhabilidade tanto dos hidrogéis base quanto dos incorporados com
Nistatina. Em ordem decrescente de espalhabilidade, o ranking ficou da seguinte maneira: 3N
>5N > 1N e 6N >8N > 4N >7N > 2N > 10N > 9N. De modo geral, os hidrogéis com HPMC
3% na sua composicdo foram os que apresentaram maior espalhabilidade, o que favorece o
fendmeno de mucoadesdo além de permitir uma redugdo do consumo do produto durante a
aplicacdo no local lesionado justamente devido a espalhabilidade.

A determinacdo da viscosidade apontou os hidrogéis de HPMC + Carbopol como o0s
mais viscosos, seguido dos hidrogéis de Carbopol e por fim os de HPMC. A incorporagdo da
Nistatina previamente solubilizada em propilenoglicol tende a aumentar a viscosidade dessas
formulacdes. Foi possivel caracterizar reologicamente apenas os hidrogéis 5, 5N, 6 e 6N, que
se enquadram como Fluido Ndo Newtoniano do tipo pseudoplastico. As demais formulacdes
apresentavam tensdo e taxa de cisalhamento superior a capacidade do equipamento presente no
laboratério.

Na analise da forca de mucoadesdo, o HPMC apresentou forca de bioadesdo in vitro
significativamente superior quando comparado com as formulagdes feitas de Carbopol ou
mistura de Carbopol e HPMC. A contribuicdo da espalhabilidade e viscosidade contribuiram
para favorecer a bioades&o in vitro dos hidrogeéis contendo HPMC em sua composigao.

Apesar de parecer haver fracas intera¢des entre o farmaco e os polimeros, os resultados
obtidos no FT-IR relacionados a essas possiveis interagdes ainda deixam duvidas visto que
houve sobreposicao de diversas bandas. Diante disso, analises adicionais seriam interessantes
para investigar se de fato ocorre interacGes fisico-quimicas entre 0s componentes da

formulacéo.
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O método elaborado para quantificacdo da Nistatina por UV-vis mostrou-se como linear
e seletivo para a Nistatina. Os resultados de quantificagdo indicam que o farmaco permanece
nas formulacdes sem sofrer grandes alteraces.

Diante de tais fatos, é possivel afirmar que em relagdo as varidveis observadas neste
presente estudo e quando comparado com hidrogéis de carbopol ou carbopol + HPMC, os
hidrogéis feitos com HPMC K4M mostraram-se como 6timos candidatos para manipulacéo de
sistemas mucoadesivos com Nistatina para tratamento da mucosite oral. Estes hidrogéis
apresentam boa aparéncia, sdo capazes de manter o pH entre a faixa adequada para a
manutencdo bioldgica da Nistatina, apresentam boa espalhabilidade e viscosidade,
comportamento reoldgico adequado para manter a viscosidade apds a aplicagdo do produto e
impedir uma possivel separacdo de fases do sistema e também apresentaram forca de bioadeséo
in vitro superior as demais formulacdes estudadas. A concentracdo de 5% de HPMC pareceu
ser a mais adequada para o que foi proposto.

Como perspectivas futuras, sugere-se o desenvolvimento do estudo de estabilidade das
formulacBes obtidas bem como o estudo de permeacdo in vitro do farmaco através das
membranas. Posteriormente, ensaios pré-clinicos in vivo para analise da aceitacdo das
formulacdes pelos pacientes quanto as caracteristicas sensoriais como por exemplo textura e

palatabilidade também seriam interessantes.
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