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Resumo

O aumento da eficacia e o consequente interesse pelas preparagdes bucais
tornou-se cada vez mais evidente com o avango da tecnologia farmacéutica e com a maior
preocupacdo com a adesdo do doente face a terapéutica. Assim, o estudo de novos
sistemas terapéuticos para administracdo bucal constitui um desafio promissor. Este
trabalho consistiu no desenvolvimento de uma pelicula bucal contendo fluconazol, um

antifangico comummente utilizado para o tratamento da candidiase oral.

Sendo a candidiase oral uma patologia localizada na cavidade bucal, a agéo local da
terapéutica torna-se uma vantagem. Neste sentido, esta dissertacdo apresenta uma
abordagem inicial sobre a cavidade bucal, as preparac¢des bucais, as peliculas bucais, as
caracteristicas do fluconazol e a candidiase oral, sendo posteriormente descrito o trabalho
experimental desenvolvido, assim como os resultados do mesmo e as respetivas

conclusoes.

Inicialmente foi utilizado como polimero base a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), e
posteriormente foi estudado qual o melhor plastificante a ser utilizado, tendo sido a glicerina
o escolhido. Apés a escolha do plastificante, foi feito um estudo para selecionar o melhor
polimero, tendo sido testados para além da HPMC, o quitosano, o alginato de sodio, a
etilcelulose (EC) e um carbémero. Como nenhum dos polimeros satisfazia totalmente as
caracteristicas requeridas, optou-se por desenvolver e caracterizar uma pelicula de dupla

camada, em que numa camada estaria presente a HPMC e a EC e na outra o carbémero.

Apo6s a incorporacgdo do fluconazol as peliculas de dupla camada foram novamente
testadas. Os resultados obtidos foram aceitaveis e considerou-se que a pelicula tinha as
caracteristicas necessarias relativamente a espessura, extensibilidade, resisténcia a
saliva, forca de mucoadeséo, entre outras. A libertacdo in vitro do farmaco também foi

considerada adequada.

Palavras-chave: pelicula bucal, mucoadesao, fluconazol, candidiase oral
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Abstract

The increased efficiency and consequent interest in oromucosal preparations has
become increasingly evident with the advancement of pharmaceutical technology and the
greater concern for the patient's adherence to therapy. Thus, the study of new therapeutic
systems for oromucosal administration is a promising challenge. This project consists in a
formulation of a mucoadhesive film containing fluconazol, an antifungal used to treat oral

candidiasis.

Oral candidiasis is an oral cavity local pathology, so the drug local action becomes an
advantage. Taking this in consideration this project appeared, starting with a general
discussion of oral cavity, buccal preparations, buccal films, fluconazol characteristics and
oral candidiasis. The experimental work, its results and its conclusions are subsequently

described.

Hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) was initially used as the base polymer, the
best plasticizer to be used was studied, and glycerin was chosen. After this, other polymers
to be used in this formulation, besides HPMC, were tested, such as chitosan, sodium
alginate, ethylcellulose (EC) and one carbomer. None of the polymers satisfied the
requirements needed, so a double layer film was chosen, which had one layer with HPMC

and EC and another layer with the carbomer.

The active pharmaceutical ingredient was incorporated and these films were tested
again. The results were acceptable and the films were the requirements related to
thickness, extensibility, saliva resistance, mucoadhesion force, among others, were

considered satisfactory. In vitro drug release test results were considered acceptable too.

Keywords: buccal film, mucoadhesion, fluconazol, oral candidiasis
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1 Introducéo

A adeséo a terapéutica € considerada um dos fatores mais importantes para o
sucesso de um tratamento. A falta de adesao a terapéutica pode ser consequéncia de
varias situacées como a incompreensao da informacado transmitida pelos profissionais
de saude, a ndo concordancia entre o diagnéstico feito pelo médico e o doente, a
dificuldade anatomofisiolégica em cumprir o tratamento (por exemplo, a dificuldade em
deglutir os comprimidos), entre outras. E com base na dificuldade em deglutir
comprimidos, pastilhas ou cépsulas, aliada a importancia da acéo local na patologia,

que surge este projeto.

Existem varias formas farmacéuticas além das orais como, por exemplo, as
parentéricas, as cutaneas, as nasais, as pulmonares, as oculares, as retais, as bucais,
etc. Entre as mucosas, a mucosa bucal apresenta bastante vantagens, gragas ao
masculo liso, que permite um acesso direto a circulacdo sistémica através da veia
jugular interna, evitando o efeito de primeira passagem no figado, aumentando assim a
biodisponibilidade, diminuindo a atividade enzimatica e ndo causando dor (1). Assim, 0
objetivo deste projeto € estudar e experimentar varias abordagens para a formulacéo de
uma pelicula bucal bioadesiva, as suas estratégias de libertagéo e absorgéo do farmaco,

assim como tornar a forma farmacéutica de uso facil e adequado.

A cavidade bucal, apesar do espaco limitado que representa, conta com uma
grande variedade de areas distintas, podendo ser dividida em labios, cavidade bucal
propriamente dita, lingua, palato duro, palato mole e a parte inferior da boca (2). Na
cavidade bucal ocorre a salivacdo, um processo importante para uma pelicula bucal
bioadesiva, uma vez que pode interferir diretamente no processo de adeséo assim como

de libertacéo do farmaco.

A producéo de saliva é da responsabilidade das glandulas salivares e pode ser
regulada tanto pelo sistema nervoso simpéatico como pelo parassimpatico, sendo que a
saliva difere na sua textura, consoante o sistema nervoso envolvido na estimulagéo da
sua producdo e o grau de estimulacdo do mesmo, entre espessa e aquosa,
respetivamente (3). O tipo de saliva segregado pode ainda variar de acordo com a altura
do dia (4).

A saliva € composta por uma variedade de eletrdlitos, incluindo sodio, potassio,
calcio, magnésio, bicarbonato e fosfatos. Também fazem parte da composicao da saliva
imunoglobulinas, proteinas, enzimas, mucinas e produtos nitrogenados, tais como a

ureia e a amonia. Os compostos mencionados geralmente aparecem em pequenas
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quantidades, sendo a saliva muito fluida e composta por mais de 99% de agua (5). As
glandulas salivares encontram-se na submucosa e estdo envolvidas nas estruturas da

cavidade bucal: glandulas labiais; bucais; molares; palatinas e linguais (6).

Juntamente com a saliva, hd também a secre¢édo de muco, uma substancia que
rodeia as células do epitélio bucal. Esta matriz pode desempenhar um papel na adesao
celular e agir como um lubrificante, permitindo que as células se movam umas em
relacdo as outras. O muco € composto maioritariamente por agua, contudo, contém

também macromoléculas da classe das glicoproteinas, conhecidas como mucinas (4).

Para a formulacdo de uma forma farmacéutica bucal, também € importante
conhecer o tecido da mucosa bucal (Figura 1), que consiste numa multicamada coberta
com muco. Esta multicamada é composta pela camada mais externa constituida por
epitélio escamoso estratificado, seguido pela membrana basal que separa o epitélio do
tecido conjuntivo composto por lamina propria e submucosa (7). Sao, contudo, referidos
trés tipos de mucosa oral consoante o epitélio presente na mesma: a mucosa
mastigatdria; a de revestimento e a especializada. A mucosa mastigatéria esta presente
nas gengivas e no palato duro, € constituida por epitélio queratinizado, que é
caracterizado por ser resistente e quimicamente estavel, e esta subdividido em quatro
camadas, a membrana queratinizada, a granular, a espinhosa e a basal. A mucosa de
revestimento esta presente nas restantes areas, exceto na camada dorsal da lingua, e
€ constituida por epitélio ndo queratinizado que é formado pela membrana superficial, a
intermédia, a espinhosa e a basal. Por sua vez, a mucosa especializada existente na
camada dorsal da lingua consiste num misto das anteriores, sendo constituida tanto por

epitélio queratinizado como néo queratinizado (8).
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Figura 1. Composicéo d

3

ucosa bucal; Adaptado de (9).

As principais vias envolvidas na permeacao através da mucosa oral séo (10):

e Via transcelular (ou intracelular): os farmacos passam diretamente

através da membrana, sendo esta via mais favoravel a farmacos lipéfilos.

e Via paracelular (ou intercelular): os farmacos passam por difusdo passiva
através dos espacos existentes entre as células; esta via é mais favoravel

a farmacos hidroéfilos.

Farmacos que atuam sobre os recetores de superficie dos queratinécitos ou
agueles cuja acdo é no tecido conjuntivo ou se pretende uma libertacdo sistémica
idealmente seriam absorvidos através da via paracelular, sem ocorrer internalizacéo
pelas células do epitélio. Por sua vez, farmacos que atuam sobre alvos intracelulares
dentro do epitélio devem ser, facilmente, internalizados pelas células e retidos dentro do
epitélio (11).

Além da solubilidade, outros aspetos podem condicionar a difusdo dos farmacos
através da mucosa bucal como o tamanho do composto, o grau de ionizag¢édo e o pH do
local de absorcao. O pH da saliva normalmente é entre 6,5 e 6,9 (4).
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Existem vantagens e desvantagens na utilizacdo da cavidade bucal como via de

administracdo de farmacos que sao importantes ter em conta.

Sao vantagens a acessibilidade do local e a facilidade de aplicagcao, também por
ser indolor, 0 que aumenta a aceitabilidade por parte do doente (12). A auséncia do
efeito de primeira passagem ¢é também um fator a favor, aumentando a
biodisponibilidade do farmaco, assim como o facto de ndo haver interacdo com o trato
gastrointestinal, o que evita as hidrolises naturais deste mesmo ambiente. Na cavidade
bucal a atividade das peptidases e protéases é baixa. O tempo de renovacao celular da
mucosa oral (4-14 dias) também é uma vantagem uma vez que se encontra entre o
tempo de renovacdo celular da pele, que é demasiado lento, e o do trato gastrointestinal,
gue é demasiado rapido. Por fim, o facto de falarmos de um pequeno ambiente é
favoravel no sentido em que as altera¢des necessarias para o melhor funcionamento da
forma farmacéutica sdo mais faceis de ser efetuadas e levam a menos reagdes

adversas (10).

Em relagdo as desvantagens, h& a baixa permeabilidade da membrana associada
a pequena superficie, que podem dificultar a absor¢éo sistémica do farmaco. O excesso
de producéo de saliva pode levar a diluigdo do farmaco ou mesmo a erosdo da forma
farmacéutica e pode, ainda, incentivar a degluticio do medicamento, removendo-o por
completo do seu local de aplicagéo o que pode levar a uma alteracdo na sua eficacia ou
a ocorréncia de reacgdes adversas. No caso de farmacos muito amargos, 0s recetores
de gosto presentes na lingua tornam-se uma barreira dificil de ultrapassar,

principalmente para popula¢cbes como criancgas e idosos (10).

Assim, as formas farmacéuticas cuja via de administracdo € a cavidade bucal sédo
formas farmacéuticas bucais, que podem ser de varias formas. As formas farmacéuticas
bucais sélidas séo todas as preparacfes sélidas que se destinam a ser administradas
na cavidade bucal e/ou na garganta, podendo apresentar uma acdo local ou

sistémica (13).

Existem também as preparacdes bucais mucoadesivas que permanecem na
cavidade bucal, aderindo ao epitélio da mucosa (13). Este projeto baseia-se no

desenvolvimento de uma preparacado bucal sélida (pelicula bucal) e mucoadesiva.

As preparacfes bucais sélidas podem ser sistemas de libertacdo em que a
libertacdo do farmaco € influenciada pelas condicées do ambiente envolvente como o
pH da saliva, a taxa de secrec¢do de saliva, entre outros fatores independentes da
formulacao (onde estéo incluidos os comprimidos bucais ou sublinguais); e os sistemas

de libertacdo em que o ambiente dentro do adesivo, ou seja a formulagéo, determina a
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libertacdo do farmaco e permite o uso de agentes como promotores de absorcéo para

melhorar o desempenho da forma farmacéutica (como os adesivos bucais) (13).

Entre as preparacdes bucais solidas existem vérias formas farmacéuticas como
pastilhas bucais, comprimidos bucais e sublinguais, capsulas bucais, que se destinam
a uma desintegracéo total na cavidade bucal, gomas para mascar medicamentosas, que
se destinam a serem mastigadas sem serem deglutidas, e peliculas bucais que podem
desintegrar-se totalmente na cavidade bucal ou ser necessaria a remocao apds o tempo

de utilizac&o.

As peliculas bucais consistem numa “folha” fina com uma ou mais camadas que
geralmente se dissolve num meio aquoso (14). As peliculas bucais permanecem na
cavidade bucal por periodos de tempo longos, o que permite uma libertacdo prolongada
do farmaco (15). De acordo com a base de dados disponibilizada pelo Infarmed
(Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude I.P.), em Portugal existe
apenas um farmaco comercializado sob a forma de pelicula bucal, o fentanilo, que € um

opibide comercializado sob a forma de pelicula bucal (16).

As preparagfes mucoadesivas contém uma ou varias substancias ativas que sédo
absorvidas através da mucosa gengivo-jugal durante um periodo de tempo prolongado,

de modo a exercerem uma acao sistémica (13).

Estas preparacfes adesivas sao sistemas que aderem a mucosa oral para libertar

o farmaco. Existem basicamente trés tipos de sistemas adesivos (4):

e Preparagfes com uma matriz soluvel para a libertagdo de farmacos na
cavidade bucal, cuja camada mucoadesiva permite que se dissolva
lentamente e, por isso, tém uma ag¢édo mais longa, podendo ser utilizados
como formas de libertagdo prolongada. Utilizam toda a mucosa da

cavidade bucal;

e Adesivos com um suporte insoluvel para libertacdo sistémica de
farmacos que protegem a formulacdo de uma dissolucdo mais rapida na
saliva, para que libertem uma quantidade de farmaco controlada durante
10 a 15 horas. Contudo, este adesivo apenas atinge uma pequena area
da mucosa e tem que ser removido pelo doente apds a libertacdo do

farmaco;

e Adesivos com um suporte soluvel que, eventualmente se dissolve por
completo na cavidade bucal, porém apresentando uma acao mais curta

gue os adesivos com um suporte insoltvel.
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Existem varias teorias para explicar as forcas envolvidas neste fenbmeno, como
por exemplo: a teoria eletrénica; a teoria da adsor¢éo; a teoria da hidrata¢éo ou a teoria
da difusao, entre outras.

A teoria eletrénica é baseada na ideia de que tanto o adesivo como o material
biolégico possuem diferentes propriedades e estruturas eletrdnicas e, por isso, quando
entram em contacto ha transferéncia de eletr6es o que leva a formacgéao de uma camada
dupla de eletrdes na interface (17).

De acordo com a teoria da adsorcéo, o adesivo adere ao muco gragas a interagdes

quimicas secundarias como as forcas van der Waals e as pontes de hidrogénio (18).

A teoria da hidratacdo aplica-se a sistemas liquidos, ou sistemas mucoadesivos
com pouca viscosidade (18). Esta teoria descreve a capacidade do polimero se difundir
na superficie biolégica. De acordo com isto, a componente adesiva quando entra em
contacto com a mucosa penetra as deformacdes da superficie e adere a mesma gragas
a ligagOes interfaciais (17).

A teoria da difusdo descreve a interpenetracdo das cadeias do polimero e das
mucinas a uma profundidade suficiente para criar uma ligacéo adesiva semipermanente.
Acredita-se que a forca da adesdo aumenta com o grau de penetracdo das cadeias do
polimero (17, 18).

Sao vérios os fatores a considerar para formular uma preparagcédo bucal. Os
materiais com maior facilidade em difundir na mucosa oral s&o as substancias sollveis
em lipidos, as espécies nao idnicas e as que tém um baixo peso molecular. Contudo,
algumas moléculas polares com baixa massa molecular conseguem difundir através da

mucosa oral (19).

Para formulacdo de uma pelicula mucoadesiva séo usados polimeros, sintéticos
ou naturais, sendo os mais comuns os carbémeros e os derivados da celulose (20). E
necessario também incorporar um plastificante para melhorar as propriedades
mecéanicas do sistema. A adicdo destas substancias leva a uma reducéo da fragilidade

e promove a flexibilidade, aumentando a forca e a resisténcia a rutura (21).

Na escolha do polimero é importante ter em conta o peso molecular. Para
polimeros lineares a adesividade aumenta & medida que aumenta 0 peso molecular e a
concentracdo de polimeros ativos, sendo que existe uma concentragdo Gtima para a

méxima adeséo (22).
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S&o varios os polimeros citados na literatura como por exemplo o HPMC que
apresenta grandes propriedades de intumescimento e rapida erosdo (23), mas tem
pouca mucoadesao (24). Outro exemplo de polimero € o quitosano que tem grande
capacidade de intumescimento e baixa erosdo (24) e tem uma excelente
mucoadesividade (25). Outro exemplo de polimero € o alginato de sodio que é de rapida
dissolugéo (26) mas também é bastante mucoadesivo embora o tempo de adeséo seja
baixo (24). De acordo com estudos anteriores, 0s carbOmeros provaram ser polimeros

bastante mucoadesivos (27).

Na escolha do plastificante, deve-se ter em conta a afinidade do mesmo com o
polimero e com o farmaco, para que o plastificante ndo cristalize apds a secagem da

pelicula (28).

Tratando-se de uma pelicula para aplicagéo bucal, € muito importante ter em conta
as propriedades organoléticas que irdo ajudar a definir a aceitabilidade da terapéutica
por parte do doente. Por isso, € importante a adicdo de um aromatizante que nao tenha

interferéncia com nenhum dos outros excipientes.

As peliculas podem ser preparadas tanto pelo método de extrusdo a quente
(Figura 2) como pela técnica de evaporagdo do solvente (Figura 3). No método de
extrusao a quente, o fArmaco e os excipientes sdo misturados no estado soélido e, apés
a mistura, sao sujeitos a um processo de calor que leva a fusdo da mesma e ocorre,
entdo, a extrusdo em forma de pelicula. A temperatura elevada usada neste processo

pode, contudo, degradar substancias termossensiveis (28).

Pelicula

Parafuso sem fim

Fonte
de calor

Figura 2. Producao de peliculas pelo método de extrusdo a quente.
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A técnica de evaporacdo do solvente é a mais utilizada, principalmente devido a
facilidade do processo e ao baixo custo associado ao mesmo. O processo consiste na
dissolucdo dos excipientes num solvente adequado, e esta solugdo € transferida ou

espalhada para um molde para secagem e evaporacao do solvente (29).

&N

(

Figura 3. Producao de peliculas pelo método de evaporagéo do solvente.
O fluconazol (Figura 4) é um pé branco cristalino (30). A sua férmula molecular é
Ci3H12F2NsO e a sua massa molecular é 306,27 g/mol. E ligeiramente sollvel em agua
e soluvel em solventes organicos como etanol, acetona ou metanol, de acordo com o

boletim de andlise entregue juntamente com o fluconazol. A sua solubilidade em agua
é de 1Img/L. O seu intervalo de fuséo € entre os 138 °C e os 140 °C (31).

N/\N

W/
F on )\
N\/N

F

Figura 4. Estrutura quimica do fluconazol.
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O fluconazol é utilizado para o tratamento da candidiase oral. A candidiase oral &
uma infecdo fungica oportunista, na cavidade bucal, causada por um crescimento

excessivo da espécie Candida, sendo a mais comum a Candida albicans (32).

O fluconazol é um azol semissintético designado como imidazol. Ele atua através
da inibicdo da C-14-a- dimetilase, que é necessaria para a sintese de ergosterol, um
componente essencial da membrana celular dos fungos. A C-14-a-dimetilase € parte do
complexo do citocromo P450 (CYP450) do fungo, no entanto, pode levar a alteracdes
do mesmo complexo nos humanos potenciando a interacdo com outros farmacos e os

efeitos secundarios (33).

O fluconazol é muito menos lip6filo que outros azéis antifungicos o que leva a uma
excelente penetracdo através do organismo, baixa ligacéo a proteinas e solubilidade em
agua (34).

Como profilaxia é recomendada uma dose diaria de 200-400 mg. Para o
tratamento sistémico da candidiase, é recomendada uma dose de 800 mg/dia no

primeiro dia, e de 400 mg/dia nos seguintes (33).

A candidiase é uma das patologias mais comuns na cavidade bucal e
caracteriza-se pela presenca de manchas brancas na cavidade bucal (Figura 5) que
podem ser acompanhadas ou ndo de dor ou ardéncia. Em casos mais graves, a

candidiase oral pode afetar o eséfago provocando dor ao deglutir.

7> Candidiase oral

Figura 5. Cavidade bucal com candidiase; Adaptado de (35).

O seu tratamento requer administracdo de agentes antifingicos a longo prazo.

Assim, o sucesso do tratamento esta dependente da forma farmacéutica usada para a
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administracdo do agente antifingico na cavidade bucal. E muito importante manter uma
determinada concentracdo de farmaco na saliva, por um longo periodo de tempo e

assim, uma formulacéo adesiva de libertacdo prolongada pode ser muito vantajosa (21).

De acordo com a base de dados disponibilizada pelo Infarmed, em Portugal
existem trés formas farmacéuticas diferentes com fluconazol: cdpsula (dosagens entre
0s 50 mg e 0s 200 mg), p6 para suspensao oral (dosagens de 10 mg/ml ou 40 mg/ml) e

solugdo para perfusdo (dosagem de 2 mg/ml).

Sendo a candidiase oral uma patologia local, da cavidade bucal, torna-se ideal a
existéncia de uma forma farmacéutica com acéo local para o tratamento desta patologia.
Foi escolhida a pelicula bucal mucoadesiva para veiculo do fluconazol, que permite uma
libertacdo prolongada do farmaco, garantindo as concentragbes necessarias para
eliminar o fungo. Sendo uma forma farmacéutica de agéo local, temos ainda a nosso
favor a reducdo das interagbes medicamentosas do fluconazol, o que permite o
tratamento da candidiase oral quando esta ocorre como reagcdo medicamentosa de

outro medicamento.
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2 Parte Experimental

2.1 Materiais e equipamento

Durante a parte experimental
matérias-primas (Tabela |) para a formacao das peliculas.

deste trabalho,

foram utilizadas diversas

Tabela |. Matérias-primas utilizadas durante a parte experimental.

Matéria-prima Lote Origem
Acido acético - Pronalab
Carbomero 974 CC52NAB635 Noveon
Cloreto de sodio 0000319837 Panreac
Diclorometano 60370 Pronalab
Etanol - Fisher Chemical
Etilcelulose (EC) WP340331 Colorcon
Fluconazol 171276 Acofarma
Fluconazol - referéncia LRAA9717 Sigma
Fosfato de sodio dibasico anidro 171485-P-1 Acofarma
Fosfato de potassio monobasico 170633 Acofarma
Glicerina i?égézgi Acofarma
HPMC K 15M DT317684 Colorcon
PEG 400 121189-P-2 Acofarma
Propilenoglicol (PG) 140802 Acofarma

Para a producao das peliculas e respetiva caracterizagéo foram utilizados diversos

equipamentos (Tabela II).
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Tabela Il. Equipamento utilizado durante a parte experimental.

Equipamento Marca/Modelo Origem
Agitador em hélice Heidolph RZR 2041 Alemanha
Balanca Adventurer Ohaus China
Balanca de alta L
precisio Radwag AS 220.R2 Polonia
_Balancade A&D AD-4713 Japao
infravermelho
Paquimetro digital Powerfix 222855 Alemanha
Texturémetro Stable Micro Systems TA-XT2 Reino Unido
Espetrofotometro Jasco v-650 Japéao
Aparelho de .
dissolucio Sotax AT 7 Suica
2.2 Métodos

2.2.1 Preparacao das peliculas

O procedimento experimental consistiu inicialmente em formular varias peliculas
bucais placebo simples (Tabela Ill) e com duas camadas (Tabela V) para ser possivel
testar as mesmas e escolher aquelas cujas caracteristicas correspondem ao pretendido.

Apenas apos esta fase se iniciou a incorporacgdo do farmaco na forma farmacéutica.
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Tabela Ill. Composicéo das formulacdes (simples) testadas e caracterizadas.

Formulacdes

0 1 2 3 4 6 7 8 9 10 [ 11-1]|11-2|11-3|11-4] 11-5( 11-6
Alginato de sodio - - - - - - 2 - - - - - - - - -
EC - - - - - - - - 5 5 2 2 2 15 1 0,5
Diclorolf:lae?grlfo L1y ] ] ] ] ] ] i i © [ 935 94 | 91 | 94 1945 95
é Glicerina - 2,5 - - 25 - 25 2,5 2,5 5 2,5 2 5 2,5 2,5 25
o .
= Agua 99 | 9655|965|965|955]|955|955|955]|955]|925]| 90 - - - - - -
L% HPMC K15 M 1 1 1 1 2 2 - - - - 2 2 2 2 2 2
PEG 400 - - - | 25| - 25 | - - - - - - - - - -
PG - - | 25| - - | 25| - - - - - - - - - - -
Quitosano - - - - - - - 2 - - - - - - - -

Tabela IV. Composigéo das formula¢des (camada dupla) testadas e caracterizadas.

Camada 1 Camada 2

A B C A B C

Etanol/(lilztil?/r/(\)/;netano 95 95 95 i i i

Carbémero 974 - - - 1 2 -

g EC 05 | 05 | 05 | - . .
= Glicerina 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25
5 Agua purificada - - - 96.5 | 95.5 | 95.5

HPMC K15M 2 2 2 - - -

Quitosano - - - - - 2




O processo utilizado para formacao das peliculas foi 0 seguinte: o(s) polimero(s)
e o solvente foram pesados de acordo com o planeado. O gobelé com o solvente foi
colocado no agitador em hélice com uma rotacdo de aproximadamente 500 rpm e
juntou-se o(s) polimero(s). Apds o polimero se dispersar no solvente, foi adicionado o
plastificante, previamente pesado. Quando necessario, a mistura obtida foi armazenada
no frigorifico a uma temperatura de aproximadamente 5-8° C para eliminar as bolhas de
ar. Apos o tempo de repouso, colocaram-se 80 g da mistura numa caixa de Petri de
vidro e deixou-se a mesma, destapada, na estufa a 40° C durante 24 horas. No caso de
solventes nocivos, como o diclorometano, a caixa de Petri foi deixada na hotte até o

solvente evaporar. ApGs a evaporacao do solvente, formou-se uma pelicula.

No caso de uma pelicula de dupla camada foi utilizado o0 mesmo processo sendo
gue a primeira camada foi produzida exatamente de acordo com o referido acima e a
segunda camada, apés obtencédo da mistura homogénea e sem bolhas, foi vertida sob
a pelicula anteriormente formada e levou-se novamente a evaporagédo do solvente na

estufa. Assim, obteve-se uma pelicula com duas camadas.

As peliculas obtidas foram cortadas em peliculas retangulares com 5 centimetros

de altura e 2 centimetros de largura.

Apoés selecédo da pelicula mais adequada, passou-se a incorporacdo do farmaco.

2.2.1.1 Incorporacédo do farmaco

O farmaco foi incorporado numa pelicula de dupla camada. Uma vez que o
fluconazol é mais solivel em solventes organicos, este foi dissolvido, juntamente com
os polimeros e o plastificante numa solugao de etanol/diclorometano (1:1 v/v), seguindo

0 método mencionado acima. Foram testadas peliculas com 1% e 2% de fluconazol.

2.2.2 Caracterizacdo das peliculas

2.2.2.1 Resisténcia a saliva

Para avaliar a resisténcia das peliculas a saliva, foram colocadas 3 peliculas numa
caixa de Petri submersas em saliva artificial durante aproximadamente 1 hora. Apos
este tempo, foi avaliado o estado das peliculas. Esta caracteristica € uma das mais
importantes da pelicula mucoadesiva, uma vez que é necessério que esta resista a

saliva durante o tempo esperado de libertacdo do farmaco.
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A saliva artificial consiste numa solucdo aquosa com cloreto de sédio (8 g/L),

fosfato de sodio dibasico (2,38 g/L) e fosfato de potassio monobasico (0,19 g/L) (36).

2.2.2.2 Extensibilidade

Realizou-se o teste para determinacdo da extensibilidade das peliculas, isto &, a
distncia que estas se estendem sem romper, e da for¢ca necesséria para as mesmas
se romperem. Para avaliacdo da extensibilidade das peliculas foi usado o texturémetro.
Apés colocacao das garras, iniciou-se o teste com uma distancia de 30 mm entre a garra
superior e a garra inferior (Figura 6). As peliculas foram, entdo colocadas entre as
garras. Para protecdo da pelicula, foi colocado papel de filtro nas zonas em que a garra

exerce forga na pelicula (Figura 7).

E esperado que as peliculas tenham extensibilidade suficiente para o

manuseamento efetuado durante a aplicagdo da mesma.

Figura 6 - Andlise de extensibilidade da pelicula no texturbmetro.
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Colar papel Colocarnas
de filtro para garrasdo
Cortara protecéo texturometro

peliculabucal ij '

v

Colar papel

Figura 7. Montagem das peliculas bucais na sonda do texturémetro para o teste da
extensibilidade.

2.2.2.3 Espessura

Para medicdo da espessura das peliculas foi utilizada uma craveira digital. A
espessura foi medida em 9 peliculas, em 3 pontos de cada uma: um ponto em cada
extremidade e outro ponto no meio (Figura 8). Geralmente, uma pelicula bucal ideal tem

uma espessura entre 50 e 1000 um (37).

Figura 8. Medicao de espessura das peliculas.
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2.2.2.4 Uniformidade de massa

Para verificar a uniformidade de massa, 9 peliculas foram pesadas
individualmente e foi calculada a média e o desvio-padréo.

Grandes variagdes de massa podem indicar que o método de producdo é

ineficiente (37) ou que a quantidade de farmaco também tem grandes variacdes (38).

2.2.2.5 Forga de mucoadesdao

A forca de mucoadeséo é dada pela forca méxima necesséria para remover a
pelicula do substrato (39). Para isso foi utilizado o texturémetro, equipado com um
dispositivo especifico — A/IMUC (equipamento de mucoadeséo), como é possivel ver na
Figura 9.

Figura 9. Texturémetro equipado com dispositivo de medi¢cdo de mucoadeséao.

O equipamento (Figura 10) € composto por uma sonda cilindrica com um didmetro
de aproximadamente 10 mm, onde se colocou a pelicula, cortada na dimensédo da
sonda, presa com fita-cola de dupla face e um dispositivo com um orificio onde é
possivel fixar a mucosa através do qual a sonda cilindrica ira permitir o contacto da
mucosa com a pelicula. Como mucosa foi utilizada mucosa bucal de porco. A mucosa
bucal de porco foi obtida num talho local. O fornecedor garantiu ser de um porco tratado
sem promotores de crescimento, tendo a mucosa sido congelada logo apds a sua
remocao. Antes da utilizacdo, a mucosa bucal do porco foi descongelada durante a noite
dentro do frigorifico a uma temperatura de aproximadamente 5-8°C. A mucosa bucal de
porco foi utilizada diretamente sem qualquer lavagem.
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Sonda

Pelicula bucal

Sistema de/

fixagcéo Mucosa bucal

Dispositivo A/IMUC

Figura 10. Montagem das peliculas bucais na sonda do texturémetro para o teste da

mucoadesao.

Para simular as condic®es fisioldgicas, o teste foi realizado a uma temperatura de
36 + 1° C. Para isso, o dispositivo foi colocado num gobelé com saliva artificial e
aquecido até atingir uma temperatura de aproximadamente 36° C. Durante o teste, 0
tempo de contacto foi 30 e 60 segundos e a for¢a de contacto foi 0,5 N, sendo que estes
dados representam o tempo e a forca que o doente terd de fazer quando aplicar a
pelicula na mucosa bucal. Foram testadas 6 amostras para cada tempo de contacto. O
software do equipamento, Texture Exponent, permitiu o célculo do trabalho de adeséo
gue é dado pela &rea sob a curva da forga necesséria para remover a pelicula versus a

distancia da curva (40).

Este procedimento foi baseado nos estudos de Wong 1999 (27, 41), Thirawong
2007 (40) e Morales 2010 (29), tendo sido, no entanto, adaptado a este projeto.

2.2.2.6 Capacidade de absorcéo de agua

A avaliacdo da capacidade de absor¢do de &agua ou capacidade de
intumescimento das peliculas bucais é muito importante por duas razdes: a absorgéo
de agua pelas peliculas é essencial para promover uma melhor mucoadeséo, que é
dependente da natureza da matriz do polimero; a absor¢édo de 4gua promove também
a libertagdo do farmaco que ocorre essencialmente por dois mecanismos, difusdo e

eroséo (37).

Para avaliar a percentagem de hidratacdo das peliculas, foi avaliada a massa de

3 peliculas (M1). Ap6s essa medicao, as mesmas peliculas foram colocados numa caixa
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de Petri submersas em saliva artificial durante 10 minutos, retiradas e limpas para retirar
0 excesso de agua e voltou-se a avaliar novamente a massa das peliculas (M2) (42). A

percentagem de hidratac¢ao foi calculada de acordo com a seguinte equagéao (37):

(M, — My) X 100

Hidratagao (%) = M
1

2.2.2.7 Resisténcia a dobragem

Para medir a resisténcia a dobragem, conferida pela flexibilidade da pelicula, uma
pelicula foi dobrada no mesmo local repetidamente até partir ou até 300 vezes, que €
considerado aceitavel para caracterizar uma pelicula com boas propriedades. O numero
de vezes que foi possivel dobrar a pelicula, sem partir, corresponde entéo a resisténcia

a dobragem da mesma (43).

2.2.2.8 Teor de humidade

O teor de humidade afeta a fragilidade e friabilidade das peliculas bucais.
Idealmente, o teor de humidade de uma pelicula bucal deve ser 5% (37). Para quantificar
este teor, foi utilizada uma balanca de infravermelho capaz de avaliar o teor de humidade
e foram avaliadas 3 peliculas. A balanca comeca por avaliar a massa da pelicula (M),
aquece-a até a temperatura determinada, no caso 100° C, e mantém a pelicula aguecida
até que obtenha uma massa constante (Mr). Assim, determina o teor de humidade de

acordo com a férmula seguinte:

(M; — My) x 100

Teor de humidade (%)= [
i

2.2.2.9 pH superficial

Uma pelicula ndo deve ter um pH muito acido nem muito basico uma vez que isto
pode provocar danos na mucosa oral (37). Para avaliagdo do pH superficial, uma
pelicula foi colocada numa caixa de Petri submersa em &gua neutra durante
aproximadamente 2 horas, a temperatura ambiente (44). Para medir o pH foi colocado

um papel indicador de pH na superficie da pelicula intumescida.

2.2.2.10 Libertacéo do fluconazol in vitro

Para avaliar o perfil de libertacdo do farmaco a partir das peliculas foi usado o
aparelho de dissolucdo (Figura 11, B). Como meio de dissolugéo foi utilizada a saliva

artificial a 37.0 £ 1.0°C, tendo sido colocados em cada vaso 500 ml desta solucéo e
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submetidos a uma rotacdo de 50 rpm (utilizaram-se 6 vasos em cada ensaio). As
peliculas foram coladas num vidro de relégio com cola de cianoacrilato (Figura 11, A)
para ndo se destacarem. Foram retiradas amostras de 5 ml ap6s 5, 15, 30, 60, 90, 120,
180 e 240 minutos, que foram filtradas, sendo as respetivas absorvancias medidas no
espetrofotdbmetro a um Amax de 260 nm.

Antes deste teste, foi verificado o espetro de absor¢éao dos excipientes. Apesar da
absorvancia dos mesmos ser minima, para garantir resultados fiaveis, foi realizado o
mesmo teste com peliculas placebo e a absorvancia das mesmas foi subtraida a

absorvancia das peliculas contendo fluconazol, nos mesmos tempos de recolha.

Figura 11. A) Vidro de reldégio com a pelicula bucal; B) Aparelho de dissolucao utilizado

durante o ensaio.

Para se conseguir caracterizar e interpretar os perfis de dissolu¢éo recorre-se
habitualmente a modelos mateméticos que exprimem a quantidade acumulada de
farmaco libertado (M) em funcdo do tempo (t) (45). S&o varios os modelos matematicos
gue podem ser utilizados para este fim, sendo alguns dos mais utilizados o modelo de
ordem zero, o modelo de Higuchi e principalmente o modelo de Korsmeyer-Peppas (46-
49).

Este modelo desenvolvido por Korsmeyer e Peppas (48, 49), por vezes também
chamado lei da poténcia, permite caracterizar a libertacdo de um farmaco quando o
mecanismo predominante € uma combinacdo de dois fenémenos aparentemente
independentes (transporte Fickiano e transporte caso Il, ndo Fickiano) e é representado

pela seguinte equacao:
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M

—L=at"+b

M.,
em que a representa uma constante cinética que incorpora as caracteristicas estruturais
e geométricas da forma de libertacdo controlada expressa em unidades tempo™, b é a
guantidade de farmaco no tempo 0, n é o chamado expoente de libertacdo do farmaco

e a fungéo de (t) € M/M., (frag&o do farmaco libertado).

O valor do expoente de libertacdo (n) permite caracterizar e interpretar 0s
diferentes mecanismos de libertacdo. Para n=0,5 o fenédmeno responséavel pela
libertacdo é a difusdo (de acordo com a lei de Fick), para n entre 0,5 e 1,0
correspondente a um transporte anémalo e para n=1,0 correspondente a um transporte
Caso-ll. Os parametros deste modelo foram calculados utilizando o suplemento Solver
do programa informatico Ms Excel 2013 (Microsoft, Redmond, EUA).

2.3 Anédlise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente recorrendo ao teste paramétrico,
t-student ou ANOVA quando se tratava de dois ou mais grupos, respetivamente, apés a
confrmacdo da normalidade e homogeneidade da variancia com os testes de
Shapiro-Wilk e Levene. Diferencas entre mais de dois grupos foram comparadas
posteriormente utilizando um teste post hoc (Tukey HSD). As amostras foram analisadas
usando um nivel de significancia de 95% (a = 0,05). Todas as analises estatisticas foram
realizadas com o programa informatico IBM SPSS Statistics for Windows (Version 25.0.
Armonk, NY: IBM Corp., EUA).
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3 Resultados e discussao

3.1 Preparacdo das peliculas

Além das formulacdes incluidas na Tabela lll e na Tabela IV, foram testadas outras
formulagcdes (Anexo 1) que ndo formaram uma pelicula, por diversos motivos como a
precipitacdo do polimero, a formacdo de uma pasta em vez de uma pelicula, a

separacgao das substancias durante a evaporacao, entre outros.

Inicialmente, foram preparadas peliculas usando o HPMC como polimero. Com
base nestes peliculas, foram estudadas algumas caracteristicas dos mesmos, foi
afinado o método de producéo e escolhido o plastificante. No entanto, devido a eroséo
rapida do HPMC, este nao iria permitir a libertagdo prolongada do farmaco que era
pretendida. Foram entéo testados outros polimeros. Dos polimeros testados, nenhum
apresentou as propriedades necessarias e passou-se entdo a testar combinagcfes de
polimeros e peliculas de dupla camada, afinando as combinacbes e respetivas
concentracdes até ser possivel obter uma pelicula com as caracteristicas desejadas e

incorporar o farmaco na mesma.

Apos todo este processo, e de acordo com os resultados dos testes apresentados
de seguida, foi escolhida uma pelicula de dupla camada, com a formulacdo A, que se

segue:

Camada 1: 2% HPMC, 0,5% EC, 2,5% glicerina dispersos numa solugéo de
etanol/diclorometano (1:1 v/v).

Camada 2: 1% Carbdmero, 2,5% glicerina dispersos em agua purificada.

Cada camada desta pelicula tem uma funcéo na formulacéo, sendo que a camada
1 se destina a incorporacado do farmaco e, por sua vez, a sua libertacdo e a camada 2
destina-se a aderir @ mucosa bucal. O farmaco foi incorporado na camada 1 gracas a
sua afinidade para solventes organicos e, desta forma, a libertacdo prolongada do
fluconazol é garantida gragas a dificuldade em solubilizar a EC em agua, aumentando
assim o tempo necessério para a dissolucdo da camada 1 na cavidade bucal, que é
bastante aquosa. Foi possivel produzir peliculas com 1% e 2% de fluconazol. Estas

peliculas foram testadas da mesma forma que os respetivos placebos.

A pelicula obtida era homogénea, flexivel, transparente, ndo apresentava

particulas insollveis e apresentava-se, maioritariamente, sem bolhas.
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3.2 Resisténcia a saliva

Os resultados deste teste foram determinantes para avancar com os polimeros ou

nao e podem ser observados na Tabela V.

Uma vez que se pretende uma pelicula de libertagdo prolongada € crucial que a
mesma nao se desintegre na primeira hora, o que permitiu a exclusdo de peliculas
compostas unicamente por HPMC, quitosano e alginato de sddio. Apdés o resultado da
pelicula com EC testou-se uma combinacao deste polimero com HPMC que apresentou
um resultado favoravel, uma vez que a pelicula, ap6s uma hora submersa em saliva se

encontrava num processo lento de gelificagéo.

Tabela V. Resultados do teste de resisténcia a saliva

Polimero(s) Resisténcia a saliva ap6s lhora
HPMC Desintegracao total
Quitosano Desintegracéo parcial
Alginato de sodio Desintegracéo total
EC Sem desintegracao
HPMC:EC Gelificagéo
HPMC:EC/Carbdmero Gelificagéo
HPMC:EC/Quitosano Gelificacéo

Este teste foi repetido nas peliculas contendo fluconazol e foi verificado o mesmo
resultado, apresentando-se as peliculas em gelificagdo, ap6s 1 hora submersas em

saliva.

3.3 Extensibilidade

Pode ser observado na Figura 12 um exemplo dos dados obtidos, durante a
medicao da extensibilidade das peliculas, a partir do software Texture Exponent. Para
avaliacao da distancia que as peliculas se estendem sem romper foi tida em conta a
distancia em dois pontos representados na figura: o ponto marcado como o inicio e o
pico. O ponto marcado como inicio refere-se ao ponto em que a pelicula esta totalmente
esticada, a partir do qual a mesma € estendida até romper. A forca necessaria para

romper o filme é dada pelo pico maximo de forga representado na Figura 12.
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Figura 12. Dados de extensibilidade dados pelo Texture Exponent.

Inicialmente, foi testada a extensibilidade de vérias peliculas que continham o
HPMC como polimero e variagfes no plastificante de forma a escolher o plastificante
ideal (Figura 13). Nesta fase, foram testadas 3 peliculas de 3 lotes diferentes para cada
formulacdo. Em relagdo a distancia, a glicerina e o PEG 400 apresentaram efeitos
semelhantes na formulagéo (p=0,659). Por sua vez, a presenca do PG é semelhante a
nao ter qualquer plastificante na formulacéo (p=0,595). Nos outros casos a diferenca foi
significativa (p<0,001). Das trés peliculas testadas, € possivel observar bons resultados
para as peliculas com glicerina e com PEG 400. Por sua vez, o PG apresentou um
menor contributo para o aumento da extensibilidade das peliculas, pois apesar de

aumentar a forca necessaria para romper as mesmas, torna-as menos resistentes.
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Figura 13. Relag&o entre os plastificantes e a extensibilidade das peliculas:

A) Distancia B)Forca.

Apesar dos resultados, em relagdo a for¢a, mostrarem que as peliculas com PG
e sem plastificante necessitam de uma for¢a maior para quebrar, é possivel observar
gue essa forca, para as 4 peliculas, ndo é inferior a 15 N, o que ja € satisfatorio (50).
Assim, entre a glicerina e o PEG 400, foi selecionada a glicerina.

Uma vez selecionado o plastificante, diferentes polimeros foram testados (Figura
14). A partir daqui, neste teste, foram utilizadas 3 peliculas de cada formulacdo. Apesar
das peliculas com EC ndo apresentarem resultados favoraveis, uma vez que sao
extremamente frageis, devido a outras caracteristicas deste polimero decidiu-se
avangar com uma combinagdo do mesmo com HPMC, o polimero que, até entéo, tinha
demonstrado melhores resultados em relacdo a extensibilidade da pelicula. Podemos

observar que essa combinacdo melhorou a extensibilidade da pelicula.
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Figura 14. Relacdo entre os polimeros e extensibilidade das peliculas: A) Distancia

B)Forca.

Em relacdo a distancia, o HPMC, o alginato de sodio, e o quitosano s&o
considerados semelhantes entre si (p>0,868) e diferentes da EC e da combinacgéo
HPMC:EC (p<0,042), que, por sua vez, sdo considerados também semelhantes entre si
(p=0,997). Em relacéo a for¢a, podemos observar 2 grupos: o HPMC com a combinacéo
HMPC:EC e a EC com o alginato de sédio, o quitosano considera-se semelhante aos 2
grupos observados. Apesar dos resultados da combinagdo do HPMC com EC néo
serem estatisticamente significativos em relacao a distancia, decidiu-se aprofundar as

caracteristicas desta formulag&o e testar varias propor¢des dos 2 polimeros.

Como se pode observar na Figura 15, existe uma relagéo linear entre 0 aumento
da proporcdo do HPMC na pelicula (e consequente diminuigdo da EC) com o aumento
da distancia necesséria para romper essa pelicula. O mesmo ndo se pode dizer em
relacéo a forga, em que néo é possivel observar qualquer relagdo. No entanto, todas as
peliculas demonstraram necessitar de uma forga superior a 15 N para levar ao
rompimento das mesmas.
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Figura 15. Estudo da relagdo HPMC:EC com base na extensibilidade: A) Distancia
B)Forca.

As peliculas com HPMC:EC (4:1), ou seja, com 80% de HPMC para 20% de EC,
demonstraram uma grande extensibilidade, sendo tanto a distancia como a forca
superiores a uma pelicula s6 com HPMC, o que ja era considerada uma pelicula com

boas propriedades a nivel de extensibilidade, permitindo o manuseamento da mesma
sem o risco de a quebrar.

Apés a selecdo da melhor relagcdo HPMC:EC, passamos ao estudo da melhor
camada adesiva. Podemos ver na Figura 16 os resultados de extensibilidade das
peliculas de duas camadas, uma de HPMC:EC (4:1) e outra de um polimero adesivo.

Foram testados o carbémero e o quitosano como polimeros adesivos.
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Figura 16. Relag&o entre os polimeros adesivos e a extensibilidade das peliculas:

A) Distancia B) Forga.

E possivel afirmar que em relag&o a distancia as peliculas com carbémero e com
quitosano sdo semelhantes (p=0,467), mas pelo contrario, em relacdo a forca séo
diferentes (p<0,001). Em termos praticos, as peliculas ndo sdo muito diferentes em
termos de extensibilidade. Apesar das peliculas com a camada de quitosano se
mostrarem muito mais fortes, sendo necessario cerca de quatro vezes mais forca para
os rasgar, a distancia é semelhante para os dois polimeros e a for¢ca necessaria para

romper a pelicula com carbomero é suficiente para o caso.

Por ser de incorporacdo mais facil na formulacéo, foi escolhido o carbomero e
explorada uma concentragdo menor do mesmo, na tentativa de obter uma pelicula mais

uniforme, uma vez que esta pelicula apresentava algumas irregularidades em relagéo a
textura..

Na Figura 17 esta representada a comparacao das peliculas bucais com diferentes
concentracbes de carbomero. Em termos de extensibilidade, as peliculas sao
semelhantes para ambas as concentracdes de carbémero (p=0,375, em relacédo a
distancia; p=0,074, em relacéo a forga).
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Figura 17. Relacéo entre a concentragcao de carbomero e a extensibilidade das

peliculas: A) Distancia B) Forca.

Apos a incorporagdo do farmaco no placebo selecionado, foi efetuado novamente
o0 teste para garantir que o fluconazol ndo diminuiu a extensibilidade das peliculas de
forma significativa. Os resultados destes testes estdo representados na Figura 18.
Podemos ainda afirmar que, em relagdo a distancia, as peliculas sdo diferentes
(p=0,019) e em relacéo a forca sao semelhantes (p=0.399).
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Figura 18. Extensibilidade das peliculas contendo fluconazol: A) Distancia B) Forca.
Apesar disso, verifica-se que ha um aumento da distancia com a incorporacéao do

fluconazol, em relagdo a pelicula sem farmaco. Sendo a distancia a caracteristica

principal neste teste, uma vez que reflete, de certa forma, a flexibilidade da pelicula,
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podemos assumir que a incorporacdo do farmaco nao tornou as peliculas inviaveis em

relacéo a extensibilidade das mesmas.

3.4 Espessura

E possivel observar na Tabela VI os resultados obtidos da medic&o de espessura.
O maior desafio foi produzir peliculas com espessura uniforme. Obter uma espessura
uniforme depende de varios fatores além do tipo de polimero como, por exemplo, o
recipiente utilizado e o ambiente em que é evaporado o solvente; a evaporacao na hotte
garante peliculas mais uniformes que a evaporagao na estufa, e isto dever-se-4 ao facto
de na hotte a evaporacéo ser mais lenta do que na estufa 0 que permite uma evaporacao

uniforme do solvente, conferindo maior uniformidade de espessura.

Tabela VI. Espessura das peliculas.

Formulagéo Espessura (mm)

HPMC:EC/Quitosano (2%) 0,38 £ 0,07
HPMC:EC/Carbomero (2%) 0,36 + 0,04
HPMC:EC/Carbomero (1%) 0,39 + 0,08

De acordo com os resultados e, entre as peliculas cuja espessura foi

caracterizada, n&o foram observadas grandes diferengas entre elas.

Na Tabela VII estdo os resultados da espessura das peliculas contendo
fluconazol. Notou-se um aumento da espessura, tal como era esperado, uma vez que
houve um aumento da quantidade das substancias utilizadas. A incorporacdo do
farmaco, no geral, provocou também uma menor variagdo na espessura das peliculas,
uma vez que se provou haver uma menor dispersao dos dados em relacdo a médiaUma
vez que houve uma diminuicdo da variagdo na espessura, isto pode indicar que a

guantidade de farmaco em cada pelicula serd semelhante.

Tabela VII. Espessura das peliculas contendo fluconazol.

Formulacéo Espessura (mm)

Pelicula com Fluconazol (1%) 0,43 + 0,05

Pelicula com Fluconazol (2%) 0,44 + 0,03
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Apesar de no estudo de Yehia 2009 (24) ser indicada uma espessura superior a
obtida, e tendo em conta que a importancia da espessura reside na facilidade de
manuseamento dos mesmos (51), a espessura das peliculas obtidas garante este

requisito.

3.5 Uniformidade de massa

Na Tabela VIl estdo representadas as massas das peliculas placebo (média *
desvio-padrdo). De acordo com os resultados, podemos verificar que o carbémero
confere as peliculas uma massa ligeiramente superior. Dado que o desvio-padrao é
igual para as 3 formulacdes, isto pode indicar-nos que a dispersdo dos dados é

semelhante.

Tabela VIII. Massa das peliculas placebo e respetivo desvio-padrao.

Formulacéo ‘ Massa (g)
HPMC:EC/Quitosano (2%) 0,53+£0,03
HPMC:EC/Carbomero (2%) 0,61 £0,03
HPMC:EC/Carb6mero (1%) 0,53+ 0,03

Na Tabela IX esta representada a massa (média + desvio-padréo) das peliculas
contendo fluconazol. Como era esperado, a massa aumentou. No entanto, 0O
desvio-padrdo também aumentou, 0 que indica uma maior dispersao dos dados. Na
Figura 19 podem ser vistos os resultados da uniformidade de massa das peliculas
placebo, sob a forma de grafico caixa de bigodes. Como se pode verificar existe uma
menor uniformidade dos dados para as peliculas com fluconazol, sendo que a pelicula

com 1% de fluconazol contém dois outliers.

Tabela IX. Massa das peliculas contendo fluconazol e respetivo desvio-padréo.

Formulacéao ‘ Massa (g)
Fluconazol 1% 0,63 £ 0,08
Fluconazol 2% 0,69 + 0,06
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Figura 19 — Diagrama de caixa de bigodes representando a massa das peliculas.

Esta dispersdo dos resultados pode ter acontecido devido ao método utilizado
para a evaporagdo do solvente, uma vez que esta era feita na estufa. Uma forma de
tentar diminuir esta disperséo dos dados seria promover uma evaporacao mais lenta do
solvente.

3.6 Forcade mucoadeséao

Na Figura 20 pode ser observado um exemplo do grafico de mucoadesao
fornecido pelo software Texture Exponent, em que os primeiros segundos se referem
ao tempo de contacto da pelicula com a mucosa, e ap6s isso, é apresentado o aumento
da forca necessaria para destacar a pelicula da mucosa em fungéo do tempo. A area
sob a curva corresponde entédo ao trabalho de adeséo e o software Texture Exponent,

permitiu este célculo.
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Figura 20. Representacéo grafica representativo da mucoadesao, dado pelo

software Texture Exponent.

O teste de mucoadeséao foi realizado com as formulagbes que continham uma

camada mucoadesiva. Os resultados podem ser observados na Figura 21, onde esta

representado o trabalho de adesdo dos diferentes polimeros e a sua relagdo com o

tempo de contacto.
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Figura 21. Relacéo entre o trabalho de adesé&o, os polimeros adesivos e o tempo de

contacto.

Era esperado que com o aumento do tempo de contacto aumentasse também o

trabalho de adesdo, mas isto ndo se verificou para as peliculas com uma camada

adesiva com a maior concentracéo de carbémero. Por essa mesma razéo, em relacéo

a mucoadesédo a pelicula com uma camada adesiva com a menor concentracao de

carbémero foi considerada a mais indicada.
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Apés a incorporacao do farmaco, o teste foi repetido. Os resultados encontram-se
na Figura 22 onde se verifica que ha uma grande variabilidade dos mesmos e uma
variacdo no trabalho de adesdo tendo em conta o tempo de contacto, sendo que para
uma menor concentracado de farmaco ha um maior trabalho de adesao para um maior
tempo de contacto e para uma maior concentracdo de farmaco ha um maior trabalho de
ades&o para um menor tempo de contacto. E possivel, ainda, verificar que os valores
mantém-se semelhantes o que indica que a incorporacdo do fluconazol ndo gerou

problemas na mucoadesao das peliculas.
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Figura 22. Trabalho de adesao das peliculas contendo fluconazol.

3.7 Capacidade de absorcdo de agua

Os resultados da percentagem de hidratagdo das peliculas estdo contemplados
na Tabela X. As peliculas apresentaram uma boa percentagem de hidratagéo, sempre

superior a 100%.

Tabela X. Comparacéo da hidratagéo das peliculas.

Formulacéo Hidratacao (%)

HPMC:EC/Quitosano (2%) 107%
HPMC:EC/Carbomero o
(2%) 202%
HPMC:EC/Carbomero o
(1%) 136%
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Ap6s incorporacédo do farmaco, os resultados foram superiores ao placebo como

se pode observar na Tabela XI.

Tabela XI. Percentagem de hidratacdo das peliculas com fluconazol.

Formulacéo Hidratacao (%)

Pelicula com fluconazol (1%) 214%

Pelicula com fluconazol (2%) 148%

Os resultados sdo assim considerados bons, uma vez que a hidratagéo da pelicula

€ essencial para a mucoadeséo e para a propria libertacdo do farmaco.

3.8 Resisténcia a dobragem

Nenhuma das peliculas quebrou apés ser dobrada no mesmo local por 300 vezes.
E possivel observar o estado das peliculas apds as 300 dobragens na Figura 23. Como
se pode ver, apenas a pelicula com quitosano ficou marcada, apesar de nao ter

guebrado.

Figura 23. Peliculas ap6s 300 dobragens.
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O mesmo teste foi repetido nas peliculas com fluconazol, sendo que o resultado
foi igual uma vez que as peliculas ndo quebraram ap6s 300 dobragens, como se pode
ver na Figura 24.

e ———— e . i e

1y, RV

Figura 24. Peliculas contendo fluconazol ap6s 300 dobragens.

3.9 Teor de humidade

O teor de humidade de todas as formulacfes testadas encontra-se na Tabela XiII.
Apesar de a literatura indicar como teor de humidade ideal apenas 5%, foi considerado
gue o teor de humidade das peliculas testadas foi aceitdvel permitindo um bom

manuseamento, tornando as peliculas bastante flexiveis.

Tabela XII. Teor de humidade das peliculas.

Formulacéo Teor de humidade

HPMC:EC/Quitosano (2%) 24,37%
HPMC:EC/Carbomero (2%) 24,50%
HPMC:EC/Carb6mero (1%) 19,85%
Pelicula com fluconazol (1%) 22,73%
Pelicula com fluconazol (2%) 19,99%
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3.10 pH superficial

Todas as peliculas apresentaram um pH entre 5 e 6. Esta é considerada uma boa
caracteristica das peliculas uma vez que este teste serviu apenas para confirmar que
estas nao sdo nem muito acidas nem muito basicas de forma a evitar reagc6es adversas

na mucosa oral.

3.11 Libertag&o do fluconazol in vitro

Antes do ensaio de dissolugcéo, foram medidos os espetros de absorcdo do
fluconazol e dos excipientes da formulacéo. Através da andlise do espetro de absorcao
do fluconazol (Figura 25) podemos verificar que o melhor comprimento de onda para a

guantificacdo do fluconazol seria 260 nm.

Abs

1 I
1)

200 260 300 380 400
Wavelength [nm]

Figura 25. Espetro de absorcéo do fluconazol.

Em relagéo aos excipientes, a absorvancia maxima aos 260 nm ficava abaixo dos
0.05 e assim, ndo era expectavel que provocassem alteracées na medicdo. Posto isto,
decidiu-se avancar com o doseamento das amostras através da espetrofotometria
UV-Vis.

Ap0és esta avaliacao foram preparadas solu¢des-padrédo para a elaboracdo de uma
curva de calibragdo. Tendo em conta a concentra¢do de fluconazol nas peliculas foi

estimada a quantidade total de farmaco que poderia ser libertada, e qual a concentragéo
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maxima que poderia ser atingida durante o ensaio de dissolu¢do. As soluc¢des foram
preparadas tendo em conta esse valor (Tabela XIII).

Tabela XIlII. Concentra¢des das solu¢des-padrao.

Solucé&o-padréo Concentracéo de fluconazol

120% 0,288 mg/ml
100% 0,240 mg/ml
80% 0,192 mg/ml
60% 0,144 mg/ml
40% 0,096 mg/mi
20% 0,048 mg/ml

Foi medida a absorvancia das solucbes-padrao e elaborada uma curva de
calibracdo (Figura 26). Através da equacdo dada por esta reta, foram calculadas as

guantidades de fluconazol presentes nas recolhas feitas durante o ensaio de dissolucéo.

0.7

0.6 y =2.0225x + 0.0084
R?=0.9983

0.5
0.4

0.3

Absorvancia

0.2

0.1

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

Concentracdo de fluconazol (mg/ml)

Figura 26. Curva de calibragdo do fluconazol.

Na Figura 27 é possivel visualizar o perfil de libertagdo do fluconazol in vitro.
Ambas as formulacdes atenderam a uma libertacdo prolongada, sendo necessarias
cerca de 3 horas para se libertar a totalidade do farmaco que a pelicula contém. Como
se pode verificar, a libertacdo percentual do farmaco foi muito semelhante para ambas

as formulas.
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Figura 27. Representacédo da libertagdo in vitro do fluconazol.

De acordo com os resultados obtidos pela analise do modelo de libertacdo de
Korsmeyer-Peppas (Tabela XIV) podemos verificar que o principal mecanismo
responsavel pela libertacdo do farmaco seré a difusdo Fickiana (n = 0,5). O modelo de
Fick tem como base a ideia de que a substancia ativa se difunde no sentido da menor
concentracdo, ou seja, do local com maior concentracdo para o local com menor
concentracdo. A velocidade com que a difusdo acontece é diretamente proporcional ao
gradiente de concentracdo. Assim, a velocidade de libertacdo do fluconazol a partir das
peliculas bucais ndo sera constante, mas sim proporcional a raiz quadrada do tempo

decorrido desde o inicio da libertacao.

Tabela XIV. Resultados do modelo de Korsmeyer-Peppas para a libertagdo do

fluconazol.
Parametros 1% 2%
b -14,2114  -11,2244
a 10,0569 11,7510
n 0,4596 0,4325
R? 0,9860 0,9968
Rajustado® 0,9832 0,9961
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4 Conclusoes

Pela andlise dos resultados obtidos pode concluir-se que o objetivo deste projeto
(formulacao de peliculas bucais contendo fluconazol) foi atingido. Foi possivel formular
peliculas bucais mucoadesivas com caracteristicas favoraveis apesar de serem
necessarios alguns ajustamentos para ser possivel a sua utilizacdo como medicamentos
para uso humano, como por exemplo, melhoramento das caracteristicas organoléticas
e da estabilidade. Uma vez que esse nao era o objetivo principal deste trabalho, apenas

a base da formulacéo foi idealizada e caracterizada.

Como foi referido anteriormente, apos varios testes, foi escolhida a pelicula
placebo mais adequada para posterior incorporacao do farmaco e caracterizacdo. Para
a incorporacdo do farmaco, testaram-se duas concentracdes diferentes do mesmo.
Ambas as concentracbes foram incorporadas nas peliculas sem alterar

expressivamente as caracteristicas das mesmas.

Foi estudada a libertacéo in vitro das peliculas contendo fluconazol e os resultados
obtidos corresponderam ao que era esperado, apresentando uma libertagdo
prolongada, atingido-se a libertacdo da totalidade do farmaco contido na forma
farmacéutica apos aproximadamente 3 horas. O tempo de libertacdo parece ser o ideal
para uma forma farmacéutica bucal, uma vez que durante a aplicagdo da mesma, o

doente deve evitar comer.

A formulagéo bucal escolhida, de forma a permitir uma libertagéo prolongada do
farmaco, ndo se dissolve completamente na boca. Por essa razdo, o doente teria que
retirar o adesivo apos as 3 horas de aplicacdo, no entanto, como o adesivo entra em
processo de gelificacdo através do contacto com a saliva, este pode ser faciimente

retirado bochechando com &gua.

O aspeto, a espessura, a resisténcia, a extensibilidade, a mucoadesividade, entre
outras caracteristicas, demonstraram ser indicadas para este tipo de forma

farmacéutica.
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6 Anexos

Anexo 1. Lista de formula¢des que ndo formaram uma pelicula

Formulacéo Excipientes

95,5% H,0
1% HPMC K15M
1% Carbomero
2,5% Glicerina

95,5% H,0
1% HPMC K15M
1% Carbomero
2,5% PEG 400

95,5% H,0
1% HPMC K15M
1% Carbomero
2,5% Propilenoglicol

85% Etanol
5% Etilcelulose
5% HPMC
5% Glicerina

95,5% H»0O
H 2% Eudragit RS PO
2,5% Glicerina

95,5% H.0O
I 2% Eudragit RL PO
2,5% Glicerina
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Anexo 2 — Analise estatistica do efeito plastificante - Distancia.

Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Codigo Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Glicerina 0,370 3 0,786 3 0,081
PEG 400 0,324 3 0,877 3 0,314
PG 0,272 3 0,946 3 0,554
S/ plastificante 0,201 3 0,994 3 0,857
a. Lilliefors Significance Correction
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
D Based on Mean 5179 4 9 0,019
Based on Median 0,889 4 9 0,509
Based on Median and with 0,889 4 4,950 0,533
adjusted df
Based on trimmed mean 4,589 4 9 0,027
Multiple Comparisons
Dependent Variable: D
Tukey HSD
Mean Difference 95% Confidence Interval
(1) Codigo (J) Codigo (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Glicerina PEG 400 3,14011 2,67932 0,659 -5,4400 11,7202
PG 21,31294" 2,67932 0,000 12,7328 29,8931
S/ plastificante 24,76256" 2,67932 0,000 16,1824 33,3427
PEG 400 Glicerina -3,14011 2,67932 0,659 -11,7202 5,4400
PG 18,17283" 2,67932 0,001 9,56927 26,7530
S/ plastificante 21,62244" 2,67932 0,000 13,0423 30,2026
PG Glicerina -21,31294" 2,67932 0,000 -29,8931 -12,7328
PEG 400 -18,17283" 2,67932 0,001 -26,7530 -9,5927
S/ plastificante 3,44961 2,67932 0,595 -5,1305 12,0297
S/ plastificante Glicerina -24,76256" 2,67932 0,000 -33,3427 -16,1824
PEG 400 -21,62244" 2,67932 0,000 -30,2026 -13,0423
PG -3,44961 2,67932 0,595 -12,0297 5,1305

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Homogeneous Subsets

D

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

Codigo N 1 2
S/ plastificante 3 1,7939
PG 3 5,2435
PEG 400 3 23,4163
Glicerina 3 26,5564
Sig. 0,595 0,659

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

Anexo 3 - Andlise estatistica do efeito plastificante - Forca.

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Codigo Statistic df Sig. Statistic df Sig.
F Glicerina , 178 3 ,999 3 ,956

PEG 400 ,219 3 ,987 3 ,781

PG ,338 3 ,852 3 ,246

S/ plastificante ,212 3 ,990 3 ,812
a. Lilliefors Significance Correction

Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.

F Based on Mean 3,235 8 ,082

Based on Median 2,109 8 177

Based on Median and with 2,109 2,834 ,286

adjusted df

Based on trimmed mean 3,161 8 ,086
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Multiple Comparisons

Dependent Variable: F

[Tukey HSD
Mean Difference 95% Confidence Interval
(I) Codigo (J) Codigo (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Glicerina PEG 400 2,38713 4,37641 0,945 -11,6277 16,4019
PG -14,54157" 4,37641 0,042 -28,5564 -0,5268
S/ plastificante -2,31138 4,37641 0,950 -16,3262 11,7034
PEG 400 Glicerina -2,38713 4,37641 0,945 -16,4019 11,6277
PG -16,92870" 4,37641 0,020 -30,9435 -2,9139
S/ plastificante -4,69851 4,37641 0,714 -18,7133 9,3163
PG Glicerina 14,54157" 4,37641 0,042 0,5268 28,5564
PEG 400 16,92870" 4,37641 0,020 2,9139 30,9435
S/ plastificante 12,23019 4,37641 0,089 -1,7846 26,2450
S/ plastificante Glicerina 2,31138 4,37641 0,950 -11,7034 16,3262
PEG 400 4,69851 4,37641 0,714 -9,3163 18,7133
PG -12,23019 4,37641 0,089 -26,2450 1,7846

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Homogeneous Subsets

F
Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

Codigo N 1 2

PEG 400 3 15,7487

Glicerina 3 18,1358

S/ plastificante 3 20,4472 20,4472
PG 3 32,6774
Sig. 0,714 0,089

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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Anexo 4 — Analise estatistica do efeito do polimero - Distancia.

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Codigo Statistic df Sig. Statistic df Sig.
D Alginato 0,312 3 0,896 3 0,373
EE© 0,260 2
HPMC 0,300 3 0,913 3 0,428
Quitosano 0,376 3 0,773 3 0,052
HPMC:EC 0,357 3 0,814 3 0,149
a. Lilliefors Significance Correction
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
D Based on Mean 5,179 9 0,019
Based on Median 0,889 9 0,509
Based on Median and with 0,889 4 4,950 0,533
adjusted df
Based on trimmed mean 4,589 4 9 0,027

Pag. 49




Multiple Comparisons

[Tukey HSD
95% Confidence Interval
Dependent Mean Difference Std. Lower Upper
Variable (I) Codigo | (J) Codigo (I-9) Error Sig. Bound Bound
D Alginato |EC 22,90800" | 6,58516 | 0,042 0,7649 45,0511
HPMC -5,62933 | 5,88995|0,868 | -25,4347 14,1761
Quitosano 0,23167| 5,88995 | 1,000 -19,5737 20,0371
HPMC:EC 20,67500"| 5,88995 | 0,040 0,8696 40,4804
E@ Alginato -22,90800" | 6,58516 |0,042| -45,0511 -0,7649
HPMC -28,53733"| 6,58516 0,012 -50,6805 -6,3942
Quitosano -22,67633"| 6,58516 | 0,044 | -44,8195 -0,5332
HPMC:EC -2,23300| 6,58516|0,997| -24,3761 19,9101
HPMC Alginato 5,62933| 5,88995|0,868| -14,1761 25,4347
E@ 28,53733"| 6,58516|0,012 6,3942 50,6805
Quitosano 5,86100| 5,88995|0,851| -13,9444 25,6664
HPMC:EC 26,30433"| 5,88995 | 0,010 6,4989 46,1097
Quitosano | Alginato -0,23167 | 5,88995 | 1,000 -20,0371 19,5737
E@ 22,67633"| 6,58516 | 0,044 0,5332 44,8195
HPMC -5,86100| 5,88995|0,851| -25,6664 13,9444
HPMC:EC 20,44333"| 5,88995 | 0,043 0,6379 40,2487
HPMC:EC | Alginato -20,67500" | 5,88995|0,040| -40,4804 -0,8696
EC 2,23300| 6,58516 |0,997 -19,9101 24,3761
HPMC -26,30433"| 5,88995|0,010| -46,1097 -6,4989
Quitosano -20,44333"| 5,88995|0,043| -40,2487 -0,6379

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Homogeneous Subsets

D
Tukey HSD#P
Subset for alpha = 0.05

Codigo N 1 2 3

EC 2 0,8070

HPMC:EC 3 3,0400 3,0400

Quitosano 3 23,4833 23,4833
Alginato 3 23,7150 23,7150
HPMC 3 29,3443
Sig. 0,996 0,051 0,871

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.727.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the

group sizes is used. Type | error levels are not guaranteed.
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Anexo 5 — Analise estatistica do efeito do polimero - Forca.

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Codigo Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Alginato 0,255 3 0,963 3 0,628
EE© 0,260 2
HPMC 0,179 3 0,999 3 0,951
Quitosano 0,356 3 0,817 3 0,156
HPMC:EC 0,322 3 0,881 3 0,327
a. Lilliefors Significance Correction
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
F Based on Mean 5,731 4 9 0,014
Based on Median 0,808 4 9 0,550
Based on Median and with 0,808 3,084 0,592
adjusted df
Based on trimmed mean 5,003 4 9 0,021
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Multiple Comparisons

[Tukey HSD
95% Confidence Interval
Dependent Mean Difference Std. Lower Upper
Variable (I) Codigo | (J) Codigo (I-9) Error Sig. Bound Bound
F Alginato |EC 3,93975| 3,81743|0,835 -8,8967 16,7762
HPMC -12,17652" | 3,41441|0,037| -23,6578 -0,6953
Quitosano -8,25575| 3,41441 0,195 -19,7370 3,2255
HPMC:EC -19,40459"| 3,41441|0,002 -30,8858 -7,9233
E@ Alginato -3,93975| 3,81743|0,835| -16,7762 8,8967
HPMC -16,11627"| 3,81743|0,014| -28,9527 -3,2799
Quitosano -12,19550| 3,81743|0,064| -25,0319 0,6409
HPMC:EC -23,34433"| 3,81743|0,001| -36,1807| -10,5079
HPMC Alginato 12,17652"| 3,41441|0,037 0,6953 23,6578
E@ 16,11627"| 3,81743|0,014 3,2799 28,9527
Quitosano 3,92076 | 3,41441|0,779 -7,5605 15,4020
HPMC:EC -7,22807 | 3,414410,291 -18,7093 4,2532
Quitosano | Alginato 8,25575| 3,414410,195 -3,2255 19,7370
E@ 12,19550| 3,81743|0,064 -0,6409 25,0319
HPMC -3,92076 | 3,41441)0,779 -15,4020 7,5605
HPMC:EC -11,14883 | 3,414410,058 -22,6301 0,3324
HPMC:EC | Alginato 19,40459"| 3,41441|0,002 7,9233 30,8858
EC 23,34433"| 3,817430,001 10,5079 36,1807
HPMC 7,22807 | 3,41441 0,291 -4,2532 18,7093
Quitosano 11,14883| 3,41441|0,058 -0,3324 22,6301
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
Homogeneous Subsets
E
Tukey HSD#P
Subset for alpha = 0.05
Codigo N 1 2 3
EC 2 0,5610
Alginato 3 4,5007 4,5007
Quitosano 3 12,7565 12,7565
HPMC 3 16,6773
HPMC:EC 3 23,9053
Sig. 0,803 0,227 0,072
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.727.
b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the
group sizes is used. Type | error levels are not guaranteed.
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