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RESUMO

Xerostomia, doenca bucal caracterizada por diminuicdo ou auséncia do processo de
salivacdo, possui como tratamento farmacoldgico a Pilocarpina, administrada de forma oral,
via de administracdo que, entretanto, relaciona-se a diversos efeitos adversos também
debilitantes, incluindo dor de cabega, aumento da sudorese e frequéncia de miccdo, etc.
Comprimidos mucoadesivos aplicados a via bucal sdo formulacdes ndo convencionais, com
muitas vantagens em relacdo as formas tradicionais, incluindo liberacdo sustentada e possivel
decréscimo de efeitos adversos. O estudo se propos ao desenvolvimento desta tecnologia,
incluindo quitosana como polimero mucoadesivo principal e sua associacdo com goma de
cajueiro, carboximetilcelulose ou carbbémeros. Num primeiro momento, uma revisdo de
literatura sobre a tecnologia de formulacdes adesivas foi delineada. Apds, comprimidos de
quitosana com os polimeros sintéticos foram desenvolvidos. Aquele que permitiu melhor
comportamento, e uma liberacdo controlada da pilocarpina, foi a associacdo quitosana e
carbémero, dosados por metodologia previamente validada por HPLC-DAD. Posteriormente,
comprimidos de quitosana com goma de cajueiro foram desenvolvidos, e 0 processo
diferenciado de obtencdo da mistura foi determinante para o0 acréscimo nas propriedades
mucoadesivas do material frente aos seus polimeros isolados ou a simples mistura fisica entre
estes, resultando em formulagdo com 6h de liberagdo controlada da pilocarpina. Dessa forma,
o trabalho consolida informac6es relacionadas ao desenvolvimento tecnoldgico deste sistema
adesivo bucal, de liberacdo controlada, e demostra a vantagem do polimero natural, goma de
caju, no incremento de propriedades adesivas e controle de liberacdo do farmaco quando
associado a quitosana. Todas as formulacdes desenvolvidas, seja com polimero sintético ou

natural, resultaram em formulacGes aceitaveis para possivel uso contra a xerostomia.

Palavras-chave: Mucoadesdo, Comprimidos, Adesivos, Sistema de Liberacdo Controlada,

Boca, Xerostomia



ABSTRACT

Xerostomia, oral disease characterized by a decrease or absence of the salivation process, has
as its pharmacological treatment Pilocarpine, administered orally, route of administration,
which, however, is related to several debilitating adverse effects, including headache, and
increase in sweating and frequency of urination, etc. Mucoadhesive tablets applied to the oral
route are unconventional formulations, with many advantages over traditional forms, including
sustained release and possible decrease of adverse effects. This study aimed at the development
of this technology, including chitosan as the main mucoadhesive polymer and its association
with cashew gum, carboxymethylcellulose or carbomers. At first, a review of the literature on
the technology of adhesive formulations was outlined. Afterwards, chitosan tablets with
synthetic polymers were developed. The formulation with the best behavior, and a controlled
release of pilocarpine, was the formulation containing chitosan and carbomer association, dosed
by a methodology previously validated by HPLC-DAD. Subsequently, chitosan tablets with
cashew gum were developed, and the differentiated process of obtaining the mixture was
determinant for the increase in the mucoadhesive properties of the material against its isolated
polymers or the simple physical mixture between them, resulting in a formulation with 6 hours
of controlled release of pilocarpine. Thus, this work consolidates information related to the
technological development of this controlled release adhesive buccal system and demonstrates
the advantage of the natural polymer, cashew gum, the increase of adhesive properties and
control of drug release when associated with chitosan. All formulations developed, either with
synthetic or natural polymer, have resulted in acceptable formulations for possible use in the

treatment of xerostomia.

Keywords: Mucodhesion, tablets, adhesives, controlled release systems, mouth, xerostomia.



LISTA DE ABREVIACOES

PLC = pilocarpina;

IPLC = isopilocarpina;

PCA = 4cido pilocérpico;

IPCA = 4cido isopilocarpico;

ACN = acetonitrila;

KH2PO4 = tampao di-hidrogenofosfato de potassio;

AAB = tampao de acetato de amonio;

MeOH = metanol; RP-C18 = coluna C18 com base em silica de fase inversa;
RP-CP = coluna de silica modificada com cianopropil em estado de fase reversa;
HILIC-CP = coluna de silica modificada com cianopropil em condi¢cdes de cromatografia
liquida de interacdo hidrofilica;

CS = quitosana;

CBM = polimero acrilico carbomer 940%;

CMC = carboximetilcelulose de sodio;

CG = goma de cajueiro;

MC = metilcelulose;

EC = etilcelulose;

HEC = hidroxietilcelulose;

HPMC = hidroxipropilmetilcelulose.

BLD = blenda de quitosana com goma de caju apds processo de solubilizacdo e liofilizacao;
PM = mistura fisica;



“Nao ha por que amar se ndo para semear conhecimento”

— Castello Branco
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INTRODUCAO

A xerostomia € a sensacdo subjetiva de boca seca resultante da diminui¢do ou
interrupcdo da funcdo das glandulas salivares, com alterac6es na quantidade e qualidade da
saliva produzida. E ocasionada por algumas doencas ou condicdes deteriorantes das glandulas
salivares, sendo frequente em pacientes oncoldgicos sob radioterapia ou quimioterapia, mais
frequente para os tumores de cancer e pescoco, cuja localizacdo é proxima das glandulas de
maior relevancia. Outra causa bem conhecida € a Sindrome de Sjogren (SS), doenca auto-imune
que tambeém destroi células glandulares. De forma mais frequente, ainda, tem-se a xerostomia,
em menor proporcao, como efeito colateral a medicagdes comuns, como antihipertensivos.

Para 0 manejo destes pacientes, dentre os tratamentos hoje existentes, inclue-se
agonistas colinérgicos como a pilocarpina, farmaco com atuacdo em receptores muscarinicos,
incluindo o tipo Ms, com grande concentracdo em glandulas salivares, responsavel por
aumentar a secrecdo nas suas células. A comprovada acdo dos agonistas colinérgicos, para a
Xerostomia, encontra um impasse quanto aos efeitos colaterais ocasionados por sua
administracdo sistémica, dentre eles sudorese, cefaléia, aumento de frequéncia urinéria,
lacrimejamento, rinite e palpitacdes. A observacdo de que o uso sisttmico do medicamento
tende a promover reagdes adversas com maior intensidade e frequéncia que o uso topico, além
da baixa adeséo ao uso de comprimidos orais, leva a necessidade da criagdo de formulacdes a
serem aplicadas diretamente na mucosa bucal.

Uma alternativa para aumentar a eficacia bioldgica e reduzir a absor¢éo sistémica, com
reducdo dos efeitos colaterais, € o desenvolvimento de formulagdes bioadesivas topicas, dentre
estas, os comprimidos ou discos bucais, apresentacdo de facil aplicacdo que contribui para
aumento da adesdo em pacientes com dificuldade na degluticdo, resultantes das feridas
provocadas pela diminuicdo da salivacdo. Assim, considera-se que a tecnologia mucoadesiva
aplicada a mucosa bucal, podera ser alternativa relevante devido a proximidade desta com o
local de agé&o.

Para o desenvolvimento de formulagdes adesivas, a aplicacdo de um polimero natural
como a quitosana, amplamente produzida no nordeste brasileiro, a partir de carapaca de
crustaceos, € uma opcao considerada de grande relevancia para o mercado regional.

Neste contexto, o trabalho “Preparacdo, caracterizacdo e avaliacdo de formulacGes
mucoadesivas contendo quitosana e pilocarpina para tratamento da xerostomia” visa o

desenvolvimento de uma tecnologia mucoadesiva contendo quitosana, como agente adesivo, e
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pilocarpina, como ativo farmacoldgico com acdo silagoga. Somado a isto, incrementar o

conhecimento hoje exitente sobre a tecnologia de comprimidos mucoadesivos.
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REFERENCIAL TEORICO

1. Saliva: composi¢do quimica e importancia fisioldgica

A saliva é uma secrecdo mucoserosa, clara, levemente &cida, produzida a partir de
grandes e pequenas glandulas salivares e a partir do fluido gengival. As grandes estdo em menor
numero constituindo-se nos pares de glandulas parétidas, submandibulares e sublinguais, nas
quais, noventa por cento de toda saliva é produzida. As glandulas salivares menores sao
estruturas presentes por toda cavidade oral e orofaringe, podendo também ser encontradas na
laringe, traqueia e nasofaringe e podem ser estimadas em cerca de 700 a 900 glandulas, porém
com menor importancia para a quantidade de saliva produzida (Feio & Sapeta 2005; Guyton &
Hall, 2006).

Como produto de glandulas exdcrinas a saliva contém uma ampla variedade de produtos
imunogénicos e ndo imunogénicos. Os primeiros sdo representados por Imunoglobulinas A, G
e M, o segundo por proteinas, glicoproteinas, enzimas e eletrolitos (Feio & Sapeta 2005). A
IgA é o principal anticorpo secretado, oferecendo protegdo direta contra virus, bactérias e
fungos. Dentre as glicoproteinas destacam-se a mucina, molécula de alto peso molecular que
confere viscosidade a saliva (Humphrey & Williamson, 2001). Quando em altas concentracdes
a mucina transforma a saliva na denominada secrecdo mucosa, entretanto, quando reduzida, ha
um aumento na concentracdo de proteinas, dentre elas, ptialina, transformando a saliva na
denominada secrecéo serosa (Guyton & Hall, 2006).

O muco é um excelente lubrificante, mas também tem funcdo protetora. Possui
propriedades de aderéncia espalhando-se como uma pelicula fina sobre a superficie bucal. Em
pH normal da boca pode formar uma estrutura de gel fortemente coesiva que se liga com a
superficie do epitélio como uma camada gelatinosa funcionando como uma barreira mecéanica
protetora. Dessa forma, permite 0 movimento relativo entre as células, e exerce importante
papel na adesdo de sistemas de liberagdo mucoadesivos (Cid, 2009). A mucina também
desempenha uma funcdo antibacteriana por modulagdo da adesdo de microrganismos as
superficies dos tecidos orais, 0 que contribui para o controle da colonizagéo bacteriana e fingica
(Humphrey & Williamson, 2001).

O efeito tampéo e controle do pH é exercido pelos seus integrantes bicarbonato, fosfato,
ureia, proteinas e enzimas. O principal é o bicarbonato que mantém o pH normal em torno de
6 a 7, variando entre 5,3 (em baixos fluxos salivares) e 7,8 (em picos de salivacdo) (Humphrey
& Williamson, 2001).
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Dessa forma, a saliva possui grande importancia para a manutencéo da salde da boca e
suas funcbes podem ser organizadas em cinco grandes categorias, incluindo lubrificagéo e
protecdo, solucdo tampao responsavel pela integridade dos dentes, atividade antibacteriana,
além de permitir a sensacao do sabor e a digestdo através da lingua (Humphrey & Williamson,
2001).

2. Anatomia e fisiologia da salivacdo: Sistema Adrenérgico e Colinérgico

As glandulas salivares sdo do tipo tubulo-acinosas sendo, portanto, formadas por &cinos
e dutos, em que no primeiro ocorre a secrecdo inicial da saliva (secrecdo primaria), que pode
ser modificada no segundo, os dutos (secrecdo secundaria). Uma unidade secretoria € assim
composta por uma porg¢do secretora, formada por &cinos, e uma porc¢ao modificadora, formada
por ductos intercalares, estriados e excretores, como mostra a figura 1 (Junqueira & Carneiro,
1995).

Figura 1 - Representacdo histoldgica e esquematica das células de uma glandula salivar.

Células Serosa O‘ o (") (&)

—| Secrecéo Primaria

Pitialina

Mucina
Fluido Extracelular

Absorcio ativa de Na* e 7N o
Absorgao passiva de Cl S 'OO Cﬁ\&s AR
Secregao Ativa de K* 4Q f 8 %
Secregdo de HCOs AN ﬁ

O Yy,

|
Ducto Salivar
Saliva >
O Elsevier. Guyton & Hall: Textbook of Medical Physioloay 11e - www.studentconsult.com Eoeohen & 3008 by Moa, n-eepmi of Beass I Al dghts rserved

Legenda: a- representacdo da secrecdo primaria, desenvolvida nos acinos e modificacdo desta nos ductos, por
movimentos de absorcao e secrecdo de eletrolitos (secre¢do secundaria); b-tipos de células que compdem o0s acinos
e ductos (células serosas e mucosas)

Fonte: Guyton e Hall, 2001; Koeppen & Stanton, 2008.

Os &cinos possuem uma rica irrigagdo sanguinea, como também finas fibras nervosas

localizadas na membrana basal, responséavel pelo predominante controle salivar. A inervacao é
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feita pelo sistema nervoso autdbnomo, simpatico e parassimpatico, sendo o segundo mais
importante na salivacdo e funcdes digestivas em geral (Douglas, 2002).

O sintema parassimpatico libera acetilcolina em receptores muscarinicos Mz, que
estimulam a producdo de segundos mensageiros relacionados com o aumento intracelular de
Ca*2. Isso ocorre com a conversdo do fosfatidilinositol - 4,5 - bifosfato (PIP2) em trifosfato de
inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG), onde IPs liga-se a receptores especificos localizados no
reticulo endoplasmatico resultando na difusdo de Ca?" para o citoplasma. O aumento da
concentragéo intracelular de Ca?* induz a ativacio de transporte ativo das bombas de CI-, na
tentativa de equilibrar a voltagem da célula. O aumento da concentracdo intracelular de Ca*?
ira ativar também o canal de K™ que mantém o potencial de membrana com altos valores
negativos e entdo preserva a forca de efluxo do CI para o lumen da glandula salivar. Dessa
forma, o Na* atravessa a célula acinar para manter a eletroneutralidade no Iimen. Esse
movimento de Na* e CI" cria um gradiente osmético através do tecido e a agua é entdo difundida
para o lumen, resultando na producdo de uma saliva fluida, como mostra a figura 2 (Edgar, et
al., 2004).

Figura 2 - Secrecdo fluida: mecanismo de secrecdo e concentragdo eletrolitica da saliva.

GRADIENTE OSMOTICO

LUMEN
e —

Legenda: O aumento de Ca*? intracelular, decorrente da estimulagdo do parassimpatico, resulta em desequilibrio
eletrolitico na célula acinar, revertido com ativagdo de canal de ClI-, transportado até o limen e consequente
deslocamento de sodio (Na*) e 4gua para este - Producéo da saliva fldida.

Fonte: Edgar et al, 2004.

A importéancia do sistema adrenérgico se da principalmente na etapa de expulsdo da

saliva previamente produzida. Na base das celulas glandulares estdo presentes as células
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mioepiteliais, estas se localizam preferencialmente entre a membrana basal e as células
acinosas, tendo propriedade contrétil realizada por um sistema de proteinas intracelulares,
semelhantes a actina e miosina. Quando as células mioepiteliais se contraem, estimuladas pelo
sistema simpatico adrenérgico, ocorre expulsdo da saliva produzida e j& previamente formada
(Douglas, 2002; Junqueira & Carneiro, 1995).

Além disso, o sistema simpético atua também na ativacdo de receptores R adrenérgicos
nas céulas acinares, com producdo de segundos mensageiros que estimulam a migracdo de
vesiculas secretorias para a extremidade da membrana celular, ocasionando a liberacao proteica

nos tubulos secretdrios (Edgar et al., 2004).

3. Xerostomia: Fisiopatologia, Causas e Consequéncias

Xerostomia afeta milhdes de pacientes em todo 0 mundo. Sua prevaléncia depende da
populacdo examinada e varia entre 12% e 30%. Os resultados de estudos clinicos sugerem que
esse problema afeta principalmente homens acima de 65 anos e mulheres na menopausa. No
entanto, a xerostomia também € diagnosticada em aproximadamente 20% de individuos de 18
a 34 anos (Tanasiewicz, Hildebrandt, & Obersztyn, 2016; Mortazavi et al., 2014).

O termo xerostomia é frequentemente usado para referir alteracdes qualitativas ou
quantitativas no fluxo salivar, o que pode afetar desfavoravelmente a satde bucal, com atrofias,
ulceracBes da mucosa, céries e outras infeccdes, resultando em reducdo na qualidade de vida
dos pacientes. As vezes, a xerostomia é referida como hipossalivacdo; no entanto, esses dois
termos ndo sdo sindnimo e ndo devem ser usados de forma intercambiavel. A hiposalivacédo
refere-se apenas a diminuicdo da secrecdo de saliva devido a influéncias externas ou internas,
enquanto a xerostomia engloba o efeito final da drenagem salivar, isto é, o processo de sua
evaporacdo, absorcdo por membranas mucosas, auséncia de producdo ou a eliminacdo por
degluticdo (Tanasiewicz, Hildebrandt, & Obersztyn, 2016).

A hipossalivagéo ou hipoptialismo, caracterizada pela reducéo na quantidade normal
de saliva é uma das causas mais frequentes da xerostomia (sensagéo de “boca seca”), que resulta
num quadro desconfortavel de sede frequente, dificuldade em engolir, falar, ingerir comidas
“secas”, dor e irritagdo da mucosa e sensacdo de queimacdo na lingua (Turner, Jahangiri &
Ship, 2008). Esta hipossalivacdo pode decorrer de varios processos fisioldgicos, entretanto,
destaca-se de forma mais frequentemente descrita, exocrinopatias autoimunes (Sindrome de
Sjogren) e tratamentos com radiagdes ionizantes de canceres da cabeca e pescoco. Estas

condices estdo relacionadas a perda progressiva de células das glandulas salivares, resultando



18

em reducdo da eficiéncia da producdo salivar e salivacdo (Tanasiewicz, Hildebrandt, &
Obersztyn, 2016).

A Sindrome de Sjogren (SS) € uma doenca autoimune que afeta acima de 4 milhdes
de pessoas nos Estados Unidos, na qual, a xerostomia é um dos sintomas marcadamente mais
presentes, sendo a funcdo salivar reduzida aproximadamente para 50% do normal
(Guggenheimer & Moore, 2003; Fox, 2008). Trata-se de doenca sistémica inflamatdria cronica,
na qual as glandulas lacrimais e salivares séo os principais 6rgédos afetados pela infiltracéo linfo-
plasmocitaria, decorrentes da hiper-reatividade dos linfocitos B, que se convertem em
plasmdcitos e produzem anticorpos contra antigenos do epitélio dos acinos e dos ductos das
glandulas exdcrinas. Embora avancos recentes tenham ocorrido na elucidacéo da fisiopatologia
da SS, muitos pontos permanecem obscuros (Felber e Dantas, 2006).

A radioterapia, como tratamento do cancer de cabeca e pescocgo, também se destaca
por causa da quantidade de pessoas acometidas e pela severidade dos danos causados na mucosa
oral. Nos Estados Unidos, esse tratamento é realizado em cerca de 40.000 individuos por ano e
causa a morte de células glandulares saudaveis e consequente alteracdo na funcdo das mesmas,
incluindo danos genéticos que induzem a morte celular programada. Esse tratamento resulta na
producdo de uma saliva escassa e frequentemente viscosa além de ocasionar danos severos na
mucosa oral, incluindo infecgdes, perda dental, osteonecrose, dentre outros, influenciando
diretamente na qualidade de vida e sobrevivéncia dos pacientes (Fox, 1998; Pringle, Van Os,
& Coppes, 2013).

O mecanismo que causa tais alteracGes foi extensivamente descrito, e apesar de
continuar um enigma, varios estudos histolégicos mostraram uma relativa radiossensibilidade
das células serosas, principal constituinte das glandulas pardtidas (responsavel pela secrecao
fluida), em contraste com uma relativa radiorresisténcia das células mucosas (responsavel pela
secre¢do viscosa), presentes com maior frequéncia nas outras glandulas salivares. Dessa forma,
é frequente a reducdo acima de 50% na funcdo da parétida ap6s poucos dias de irradiagdo com
doses de 2,5-10 Gy na regido da cabeca e pescoco, eventualmente excedendo 90%, com uma
secrecdo residual com propriedades viscosas (Nagler, 2002). Uma hipédtese sugerida para o
mecanismo pfisiopatoldgico esta relacionada ao efeito que ions metélicos de transi¢do, como
Fe*? e Cu*? (radicais redox em meio fisioldgico) que estdo presentes nos granulos das células
serosas, possuem como agentes indutores de danos que levam a morte celular. Esses ions
aumentam o efeito letal que a irradiagdo tem no DNA, resultando na morte de células em
reproducédo (Abok et al, 1984).
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Além dessas duas condicOes caracteristicas, o uso de diversos medicamentos,
incluindo drogas anticolinérgicas, ou de outras classes, como antidepressivos triciclicos, anti-
histaminicos, antihipertensivos e diuréticos, também estao relacionados a reducéo da salivacao,
causando desconforto principalmente por serem medicamentos de uso contunuo (Jensen, 2016).
Outros autores citam ainda a possibilidade de algumas doencas como HIV, Hepatite C, Diabetes
Mellitus e Hipertensdo, anemia de Addison-Biermer, sindrome de Parkinson, doenga de
Alzheimer, avitaminosis (B1, B2, B6 e B12), ou mesmo doenca de enxerto vs. hospedeiro
(GvHD), em mais de 20 doencas crénicas, também estarem relacionados a essa reducdo salivar
com condicao debilitante que caracteriza a xerostomia (Mortazavi et al., 2014).

Notorio é a quantidade de pacientes que sofrem com esta condicao e que muitas vezes
nem a entendem como sintomatologia passivel de tratamento. Algumas relacionadas a maior
debilitacdo que outras, entretanto, trata-se de sintomatologia evidentemente com namero alto

de pacientes necessitando de uma terapia efetiva para seu tratamento.

4. Tratamento da Xerostomia

Vaérias estratégias de tratamento para 0 manejo da xerostomia foram propostas nos
ultimos anos e todos visam reduzir os sintomas dos pacientes, medidas paliativas, e / ou
aumentar o fluxo salivar, estimulante salivar/ silagogos. As alternativas consideradas paliativas,
que reduzem os sintomas e aumentam a qualidade de vida incluem hidratacdo adequada da
boca, aumento da umidade durante a noite, a ndo utilizacdo de dentifricios irritantes e
alimentacéo evitando as op¢des crocantes ou duras. Além destes, pacientes com esta condicéo,
podem ainda utilizar estimulacdo mecanica da salivacdo a partir de gomas de mascar/ sem
acucar, ou ainda substitutos salivares, solugdes tampfes com pH e composicao eletrolitica
semelhante a salivar, para melhorar a hidratacdo realizada por estes pacientes (Villa, Connell
& Abati, 2015).

Quanto aos estimulantes, incluem-se os agonistas colinérgicos, como a pilocarpina
(Salagen®) e cevimelina (Evoxac®), comercialmente encontrados na forma de comprimidos
(Xavier, 2004). Por sua acéo colinérgica estimuladora das glandulas tem-se seu efeito indutor
da salivagdo, cujo inicio € dado nos primeiros sessenta minutos a partir da ingestdo do
medicamento, perdurando por até trés horas (Baptista neto, 2003). Os estimulantes salivares,
apesar de necessitar primariamente que exista atividade residual das glandulas, sdo a alternativa
mais eficaz no tratamento da xerostomia, pois trata a hipossalivagéo, evitanto que problemas

decorrentes da falta da saliva, se instale, incluindo desmineralizagdo dental, infecgdes, Ulceras
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bucais, etc, ou mesmo permitindo a reversdo desses efeitos pela retomada da salivagdo. Uma
observacgdo importante, entretanto, € que para pacientes irradiados para tratamento do cancer de
cabeca e pescoco, ou pacientes com a doenca autoimune da SS, o significativo dano as
glandulas salivares torna necessario uma avaliacdo preliminar da funcdo secretoria salivar para

justificar seu uso.

5. Pilocarpina: Caracteristicas quimicas e propriedades farmacoldgicas

A pilocarpina é comercializada como cloridrato ou nitrato, na forma de p6. Sua
obtencdo € por extracdo vegetal, a partir da planta, do tipo arbusto, conhecida pela denominacgéo
“jaborandi”, pertencentes a familia Rutacea, que incluem vérias espécies nativas e cultivadas
no Brasil, incluindo a Pilocarpus jaborandi, P. trachyllophus e P. microphyllus. Pilocarpus
microphyllus trata-se de um arbusto com altura média de 2 m, sendo considerada como o
"jaborandi legitimo" ocorrendo com vasta prevaléncia na regido meio-norte do Brasil (estados
do Maranhao e Piaui), a partir da qual sdo extraidos os sais de pilocarpina (Lucio, Sharapin &
Franca, 2002; Miura, 2009). A partir de espécies de jaborandi (Pilocarpus sp) ja foram
identificadas as estruturas de mais de 11 alcaldides além da pilocarpina, incluindo
isopilocarpina, pilocarpidina, isopilocarpidina, pilosina, isopilosina, epiisopilosina,
epiisopiloturina, etc. Alguns deles ja tiveram as suas estruturas determinadas, porém ainda ndo
possuem atividade farmacol6gica descrita, nem aplicacdes disponiveis no mercado para
qualquer finalidade terapéutica, como tem a pilocarpina (Miura, 2009).

A pilocarpina (pKa 6,78) € um alcaloide imidazolico, com estrutura de uma amina
terciaria que em determinados meios fisioldgicos, transforma-se em um composto de aménio
quaternério carregado positivamente, que apresenta acdo muscarinica e baixa ac¢do nicotinica
(Miura, 2009). O mecanismo de acdo esta relacionado a ligacdo reversivel, ndo seletiva do
farmaco aos receptores muscarinicos presentes em musculos lisos oculares, nos sistemas
gastrointestinal, urinario, pulmonar e em glandulas salivares e sudoriparas, atuando como
parassimpaticomimético (Miura, 2009).

Essa atuacdo fez do farmaco, tratamento de escolha para glaucoma e xerostomia:
produz contragdo do musculo do esfincter da iris e do musculo ciliar (quando administrado
topicamente aos olhos) e aumenta a secrecdo pelas glandulas exdcrinas. Hoje, sua principal
acdo, explorada comercialmente, é a atividade hipotensora ocular, que resulta num dos
melhores tratamentos para o glaucoma. Quando aplicado topicamente ao olho como uma unica

dose, causa mioses, espasmos de acomodacao e pode causar um aumento transitorio da pressdo
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intra-ocular seguido de uma queda mais persistente. No Brasil, a Unica formulagdo
comercializada contendo a substancia, é a solucéo oftalmica, 1, 2 e 3%, para tratamento dessa
patologia. Entretanto, por ser uma substancia estimuladora de receptores colinérgicos, ela
apresenta ainda outras acfes, como estimulacdo das glandulas secretoras, relaxamento de
esfincteres, estimulacdo do peristaltismo, dentre outras. Dessa forma, em dosagem apropriada,
pode aumentar a secrecdo das glandulas exdcrinas, sudoriparas, salivares, lacrimais, gastricas,
pancreaticas e intestinais e as células mucosas do aparelho respiratério. Esta atuacao faz deste
farmaco tratamento de escolha também para Xxerostomia, apesar de ndo explorado
comercialmente no Brasil para essa finalidade (Pappano, 2006; Santana, 2009; Miura, 2009).

Efeitos adversos relacionados ao seu uso incluem a estimula¢do do musculo liso do
trato intestinal, relacionada a dose utilizada, podendo levar a aumento do tonus, da motilidade,
causando espasmos. O tonus do musculo liso brénquico também pode aumentar. Pode ocorrer
aumento da motilidade do trato urinario, vesicula biliar e masculo liso do ducto biliar. No
sistema cardiovascular, a pilocarpina pode ter efeitos paradoxais. O efeito esperado de um
agonista muscarinico é vasodepressdo, mas a administracdo de pilocarpina pode produzir
hipertensdo apds um breve episddio de hipotensdo, sendo relatados em alguns casos de
sobredosagem, bradicardia e taquicardia (Kim et al., 2014; Pubchem, 2017).

Portanto, ele deve ser usado com precaucdo em pacientes com asma, doenga pulmonar
cronica e disturbios cardiovasculares, e esta contra-indicado para pacientes com asma aguda e
glaucoma de angulo fechado. Assim, a pilocarpina pode ser uma droga util para o tratamento
da xerostomia, mas seus efeitos adversos restringem seu uso em algumas condic¢des (Kim et al.,
2014).

Quimicamente, trata-se de um pé na forma de cloridrato ou nitrato de pilocarpina, de
colocaracao branca, e peso molecular 208,261 g/mol para a base livre. Possui alta solubilidade
em agua (1.000.000 mg/L (25 °C)) com valor de ceficiente de particdo dado em LogP 1,1
(PubChem, 2017). Quanto a estabilidade quimica, a pilocarpina é uma substancia sensivel a
temperatura, a luz, e ao pH e a degradacao dela em solugcdo aquosa ocorre por hidrolise ou por
epimerizacdo. A competicdo das duas rotas de degradacdo é dependente destes dois fatores,
como pode ser observado na Figura 3. A estabilidade da pilocarpina decresce com o incremento
de pH e sobretudo com elevadas temperaturas. O aumento de temperatura faz com que a

epimerizacao ocorra em maiores proporcdes do que a hidrolise (Barnabé, 2008).
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Figura 3. Estrutura quimica da pilocarpina e seus produtos de degradacéo.
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Fonte: Adaptado de Barnabé, 2008.

A administracdo sisttmica de cloridrato de pilocarpina deu origem aos comprimidos,
cuja referencia no mercado é a marca Salagen® (EISAI INC., InUstria Japonesa), com patente
depositada no escritério americano em 22 de marco de 1994, e aprovada pela Food and Drug
Administration (FDA) para tratamento da xerostomia no mesmo ano (Rocha, 2006; Braga et al.
2009; PubChem, 2017). Como comprimido de administracdo oral, Salagen® possui
administracdo recomendada em dose Unica diéria de 5 mg ou 10mg. A meia-vida de eliminagao
média é de 0,76 horas para a dose de 5 mg e 1,35 horas para a dose de 10 mg. Os valores de
tempo para atingir concentragdo maxima foi de (Tmax) 1,25 horas e 0,85 horas,
respectivamente. Os valores de Cmax foram 15 ng/mL e 4lng/mL, respectivamente
(DrugBank, 2017).



23

6. Tecnologia de desenvolvimento de comprimidos

Comprimidos sdo formas farmacéuticas solidas contendo um ou mais principios ativos
acrescidos de adjuvantes farmacéuticos (excipientes). Sua administracdo é convencionalmente
oral, sendo necessaria a ingestdo de agua para degluticdo. Cerca de 80% das formas
farmacéuticas produzidas atualmente sdo comprimidos, representando grande parte do alto
faturamento da industria farmacéutica. Trata-se de apresentacdo farmacéutica amplamente
difundida na populagdo, com grande aceitagdo, dada a facilidade de manuseio, de
administracdo, e conservacao ja que podem ser administrados pelo proprio paciente e serem
mantidos em temperatura ambiente. Apresentam vantagens por possuirem dosagem mais
precisa e exata, alta estabilidade, quando comparadas as solugbes, facil administracao,
possibilidade de mascarar as caracteristicas organolépticas, dentre outras (Ansel et al., 2000;
Tooler & Schmidt, 2005).

Existem vérios tipos de comprimidos, classificados como convencionais ou de liberagdo
imediata, ou aqueles de liberacdo modificada, que irdo incluir em sua composicdo excipientes
com propriedades de controlar a liberacdo do farmaco de seu interior, retardando-a,
programando-a, direcionando-a, etc., tendo como objetivo, dentre outros, tornar a forma
farmacéutica gastrorresistente, prolongar o efito farmacolégico, liberar o farmaco em local
especifico e reduzir os efeitos colaterais. Independente da forma, o comprimido desenvolvido
deve ser capaz de liberar o farmaco no organismo de forma reprodutivel e precisa (Tooler &
Schmidt, 2005).

A figura 4 demostra os processos de liberacdo das formulacgdes descritas anteriormente,
dano destaque para a diferenciacdo entre comprimidos concencionais de liberacdo imediata
(rapida liberacdo), e comprimidos de liberacdo modificada (liberacdo pulsatil e controlada),
sendo representado, na figura, por uma liberacdo que se mantém dentro da faixa terapéutica por
longo periodo de tempo (Lanzillotti, 2012).

Comprimidos de liberacdo imediata sdo aquelas formas farmacéuticas que ndo sdo
modificadas intencionalmente por um desenho de formulagdo especial e/ou método de
fabricacdo (Brasil, 2011). Dessa forma, ap0s degluticdo, estes comprimidos chegam ao
estdmago para sofrerem processos de desintegracao e desagregacdo com posterior liberacéo do
principio ativo para o meio estomacal, tornando-se dissolvido e apto para absor¢éo sistémica
rapidamente (Serra & Storpirtis, 2007; Brasil, 2010). Nesta forma farmacéutica a dose total da
substancia ativa é disponibilizada rapidamente apds sua administracdo; em ensaios in vitro

apresenta, em geral, dissolu¢cdo média de no minimo 75% da substancia ativa em até 45 minutos.
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Tal forma farmacéutica pode ainda apresentar tipos de dissolucdes diferenciadas em rapida e
muito rapida (Brasil, 2010). Liberacdo muito rapida sdo caracterizadas por valor igual ou
superior a 85% de farmaco dissolvido em 15 minutos e liberacdo rapida, aquelas formulacGes

com liberacdo de 85% do farmaco em até 30min (Brasil, 2010).

Figura 4. Cuva de relacdo entre concentracdo do farmaco na corrente plasmpatica e tempo de

administracao da formulacéo.
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As formulagdes de liberagdo modificada sdo divididas na referida resolu¢do em duas
classes, sendo elas, liberagdo prolongada ou liberacdo retardada. A prolongada pode ser
definida como preparacGes que permitem uma reducdo na frequéncia da administracdo do
medicamento quando comparadas as formulacBes convencionais, cuja substancia ativa é
disponibilizada gradualmente da forma farmacéutica por um periodo de tempo prolongado,
segundo definicdo da Farmacopéia Brasileira. J& a reardada apresenta liberacdo modificada em
gue a substancia ativa é liberada em um tempo diferente daquele imediatamente apds a sua
administracdo. As preparag0es gastroresistentes sdo consideradas forma de liberagéo retardada,
pois sdo destinadas a resistir ao fluido gastrico e liberar a substancia ativa no fluido intestinal
(Lanzillotti, 2012; Brasil, 2010).

A melhoria do desenvolvimento de sistemas de liberagdo modificada depende
estritamente da selegdo de um agente apropriado capaz de controlar a liberacdo do farmaco.
Dentro das varias opg¢des, 0s polimeros demonstram ser agentes versateis e promissores para

exercer tal funcdo. Essa formulacdo € denomidada de sistema matricial de liberacdo de
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farmacos. A utilizacdo de sistemas matriciais constituidos por polimeros intumesciveis
representa uma estratégia de grande interesse para o desenvolvimento de formulagGes orais de
liberacdo modificada, devido a inumeras vantagens, destacando-se a capacidade de
incorporacdo de altas concentracbes de farmaco, baixo custo, producdo que recorre a
equipamentos e técnicas convencionais, além da obtencdo de perfis de liberagcdo do farmaco
constantes e reprodutiveis. Além do controle da liberagdo, podem funcionar como adesivos para
superficies biologicas, sendo possivel o desenvolvimento ndo s6 de formulagdes orais, mas
também de formulages topicas (Carbinatto, 2010)

A bioadesdo é a denominacdo dada para a ligacdo entre sistemas transportadores de
farmacos e a superficie de uma membrana biol6gica. Quando essa membrana bioldgica é
revestida por muco, caso da mucosa oral, o fendmeno passa a ser chamado de “mucoadesao”.
Essa propriedade é definida como um sistema de controle de liberacdo de farmacos, em que
estes estdo dispersos, por exemplo, numa matriz hidrofilica polimérica, e cuja acéo relaciona-
se diretamente com a capacidade e velocidade com que este se desprende ou libera desta matriz
(Lyra, et al., 2007).

Os comprimidos bioadesivos bucais sdo formulacGes que ficam retidas na boca,
destinados a dissolver lentamente na cavidade oral, onde liberam o farmaco. Esse pode
apresentar efeito farmacoldgico no local da administragdo (uso topico) ou ser absorvido através
da mucosa, causando efeito sistémico (Aguiar, 2007). Embora essa via também possa ser
utilizada para a liberacao sistémica, a absorcdo percutanea é com frequéncia escassa. A mucosa
bucal é formada por uma extensa area de tecido epitelial, revestido por muco, e numa camada
mais interna, o tecido conjuntivo, de vascularizacdo intensa, tornando a mucosa bucal de 4 a
4000 vezes mais permeavel que a pele, porém, ainda menos intensa que a mucosa sublingual
(Cid, 2009).

Os comprimidos sdo normalmente pequenos e planos, porque devem ficar alojados entre
a bochecha e os dentes. Além disso, ndo devem conter desintegrantes (empregados para
promover desintegracdo rapida em particulas menores), ja que seu objetivo € a dissolugéo lenta
na boca, que pode levar horas. E por fim, sua principal caracteristica é a presenca de
mucoadesivos e matrizes poliméricas retardantes, que modificam e prolongam a liberagdo do
farmaco (Aguiar, 2007).

Os mucoadesivos empregados na mucosa bucal sdo polimeros (macromoléculas com
inimeras subunidades estruturais repetidas) hidrofilicos, que formam liquidos viscosos quando
hidratados com &gua, resultando em interagdes adesivas. Dentre os inimeros polimeros

mucoadesivos disponiveis, aqueles frequentemente utilizados sdo derivados celuldsicos
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(metilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose, carboximetilcelulose sddica), e polissacarideos
como gomas naturais, &gar, alginato de sodio, quitosana, etc. (Aguiar, 2007; Lyra et al., 2007).
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Resumo

Comprimidos mucoadesivos aplicados a via bucal sdo formulagdes ndo convencionais, com
muitos atrativos tecnoldgicas. Apesar da diversidade de estudos desenvolvidos até 0 momento,
ndo ha consolidacao e padronizacdo das informacdes necessarias para seu desenvolvimento. O
presente artigo busca avaliar, a partir de uma revisdo sisteméatica com meta-anélise, os dados
relacionados a qualidade final desta tecnologia. E consenso o desenvolvimento de comprimidos
bucais de 100 a 150 mg, incluindo farmacos soluveis, e mantendo a liberacao sustentada por 6
horas ou mais. Os polimeros mais frequentes séo os derivados da celulose, Carbopol (CBM),
Quitosana (CS), e Gomas, sozinhos ou misturados, com forca adesiva na ordem: CBM >
Alginatos > derivados da celulose > Gomas. Dentre outros resultados, o artigo comprova que
se destaca na qualidade desta tecnologia a analise minuciosa entre o polimero, as caracteristicas
fisicas do comprimido, caracteristicas fisico-quimicas do farmaco a ser incorporado e da regido

bucal em que este permanecera em contato.

Palavras chave: comprimidos mucoadesivos; desenvolvimento tecnologico; administracéo

bucal; bioadeséo; polimeros mucoadesivos; liberacéo controlada.

Introducéo

Comprimidos mucoadesivos sdo formulagGes ndo convencionais, com baixo numero de
produtos registrados por agéncias reguladoras, como FDA e ANVISA e disponibilizados para
a populacdo. Entretanto, com alto nimero de patentes e artigos utilizando a forma farmacéutica
como opcao em relacdo aos efeitos adversos originados a partir da administracdo por via oral.
Trata-se de formulagdes que podem ser aplicadas em local pouco vascularizado, objetivando
administracdo local, ou muito vascularizados, quando se objetiva absorcdo sistémica; ao
contrario de comprimidos orais cuja eficacia farmacologica depende necessariamente da
absorcéo e distribuicdo sisttmica (Mansuri, 2016). As vantagens mais perceptiveis destas
formulacGes consistem em direcionamento da acdo do farmaco, liberacéo sustentada, aumento
do tempo de residéncia da formulacdo, aumento da biodisponibilidade e decréscimo dos
possiveis efeitos adversos (Reddy, 2015).

Apesar de formulacdo de interesse crescente pela industria farmacéutica, sendo
introduzida desde 1947, com o desenvolvimento de gel oralbase a partir da mistura de goma
adraganta e pés dentais adesivos para aplica¢do de penicilina na mucosa oral, é ainda pouco

regulamentada (Kaundal, Kumar & Chaudhary, 2015). As informagdes quanto a controle de
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qualidade séo obtidas quase que exclusivamente a partir de artigos cientificos. A desvantagem
é que essas informacdes ndo sdo, portanto, padronizadas nem sincronizadas.

Dentre outros fatores, comprimidos mucoadesivos devem garantir compatibilidade com
a mucosa a qual permanecera em contato, além de bom comportamento adesivo, para manter-
se aderido durante o tempo necessario para sua administracdo. Além dessa caracteristica, utiliza
polimeros adesivos que além dessa propriedade, caracterizam-se por apresentarem uma malha
molecular que aumenta seus poros paulatinamente de acordo com a capacidade de sweeling de
cada polimero, resultando numa liberacao retardada do farmaco veiculado por essa formulagéo.
Essas formulagGes, portanto, possuem caracteristicas de liberacdo variavel em relacdo a
composicdo da formulacéo e caracteristicas quimicas do farmaco. A facilidade de difusdo do
farmaco a partir da matriz polimérica para 0 meio externo é proporcional a sua solubilidade no
meio, capacidade de ionizacdo dentro da formulacdo, modificando a interacdo deste com a
malha polimérica, dentre outras variaveis menos descritas até o presente (Kaundal, Kumar &
Chaudhary, 2015).

Diante da importancia e ao mesmo tempo complexidade desta tecnologia, o presente
artigo busca avaliar e padronizar, a partir de uma revisao sistematica com meta-analise, 0s testes
de caracterizages fisico-quimicas, e especificacdes para esta tecnologia aplicada a superficie

da mucosa bucal.

Material e Métodos

Foi realizado um estudo de revisdo sistematica com meta-analise utilizando as bases
PubMed, Scopos e Elsevier. A base Cochraine também foi avaliada para confirmar se algum
artigo de revisdo com 0 mesmo tema ja tenha sido realizado. Foi utilizado ainda os descritores,
‘Mucoadhesive tablets’, ‘bucal’, ‘'mucoadhesion” encontrados nos titulos dos artigos. Como
critério de inclusdo destaca-se artigos com formulacGes direcionadas para a mucosa oral,
publicados a partir de 2013 até o presente, os quais foram agrupados por composi¢cdo de
polimero, tamanho e forma dos comprimidos, para uma analise detalhada de suas propriedades,
tais como dureza, pH de superficie, tempo e forca de mucoadesao, e tempo necessario para
liberacdo de 40% e 60% da droga.

Resultados e Discussao
Com os termos ‘mucoadhesion’, ‘tablets’, e ‘buccal’ nas bases Pubed, Elsevier e

Scopus, foram encontrados 42, 131 e 74 artigos respectivamente. Destes, 68 traziam dados
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experimentais, compativel com a anélise estatistica proposta neste trabalho, o restante eram
artigos de revisdo. Os artigos experimentais incluiam o desenvolvimento de comprimidos
mucoadesivos acrescidos de farmacos complexados com ciclodextrinas ou em nanoparticulas,
considerados varia¢des mais complexas da forma farmacéutica mucoadesiva, influenciando nas
andlises de controle de qualidade, principalmente quanto ao perfil de liberacdo dos farmacos.
Assim, apenas 52 artigos que abordavam o desenvolvimento de comprimidos mucoadesivos
com a inclusao apenas de polimeros, ou mistura destes, e substancias ativas, foram analisados
e organizados na Tabela 1.

A maioria dos trabalhos encontrados visavam uma absorcao sistémica para prevenir o
efeito de primeira passagem resultante da administracdo oral. Assim, dos artigos analisados,
30% foram para administracdo de anti-hipertensivos, 10% anti-histaminico, e 60% com classes
diversas, menos frequentes (Figura 1). E frequente o uso da cavidade oral para aplicacdo de
formulacBes contendo farmacos anti-hipertensivos, incluindo carvedilol, antagonista f3
adrenérgico cuja biodisponibilidade ap6s administracéo oral, ndo é superior a 35% (Elbary, et
al. 2015), e Felodipno, bloqueador de canais de calcio que apesar de ser prontamente absorvido
apos administracdo oral, passa por extensivo efeito hepatico de primeira passagem,
influenciando na biodisponibilidade apresentada, ndo superior a 15% (Reddy, et al., 2015).
Assim como estes, outros P-bloqueadores, nadolol, nebivolol, atenolol, propranolol,
metoprolol, labetalol, antagonistas de receptores de angiotensina, losartana e candesartana,
Inibidores da ECA (Enzima Conversora de Angiotensiva), Lisinipril, e bloqueadores dos canais
de calcio, verapamil, também foram formulados em comprimidos mucoadesivos visando
aumentar sua biodisponibilidade. Apenas aqueles farmacos relacionados a controle de infeccdes
e inflamac&o, com AINES, antissépticos e antifingicos, ou ainda para efeitos anestésicos, foram

produzidos para obtencdo de acdo local, ndo passando de 5 artigos no total.
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Via de
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- N Composicéo Polimérica
Administracao

Principio Ativo Referéncias

Mucilagem da Jaca, CBM e Mucilagem de Caléndula, Xanthan gum, HPM
HPMC, CBM, CMC, pectina, alginatos
CMC, CBM
CMC, CBM, HPMC, Alginato, EC
Xanthan gum, Tamarid gum, Gellan Gum and CS
CBM, Guar Gum, CS, HEC
CBM, HPMC e EC
Goma Guar e EC
Quitoasana, Goma Xantana, Gelatina e HPMC
Mucosa bucal (agéo Goma Xantana, EC
CMC, CBM, EC
CBM, HPMC, Alginato

sistémica)

CS/Gelatina (microparticulas)
Alginato e HPMC
HPMC, CMC, CS
CBM, HPMC, CS
Goma Badam
CBM, CMC, HPMC, Alginato, Goma Guar, HEC

CMC e Extrato de Momordica charantia
CBM, CS, Goma Guar, HPMC e Alginato

CBM, CS, Goma Guar, Caseina, HPMC
CBM, HPMC, CMC, Goma Xantana
CBM, HPMC, Alginato

Clorfeniramina Sabale et al., 2012; Sabale et al., 2014

Velmurugan et al., 2013b
Chopparapu et al., 2012
Shirsand et al., 2013

Losartana
Prometazina
Nebivolol

Rosuvastatina Panchal et al., 2012

Furosemida Umarji et al., 2012
Atenolol Shirsand et al., 2012
Terbutalina Kulkarnila et al., 2013
Ondansetrona Azhar et al., 2012
Salbutamol Kulkarni et al., 2012
Carvedilol

Elbary et al., 2015

Nitroglicerina Kumar et al., 2014

Propanolol Abruzzo et al., 2015

Domperidona Pandey et al., 2014

Lisinopril Hussein et al., 2013
Glimepirida Bhanja et al., 2013a, Bhanja et al., 2013b
Metoprolol Mylangam, 2016
Felodipino Acholu et al., 2014

Reddy et al., 2015b
Glicazida Saravanakumar et al., 2014
Glipizida Reddy et al., 2015a
Velmurugan, et al., 2013a
Carvedilol

Fathima et al., 2015, Chaudhari et al. 2012

Trometamina Shukr et al., 2014, Rao et al., 2014

Nitroglicerina Kumar et al, 2014



Mucosa bucal (agéo

sistémica)

CBM, CMC, HPMC
Goma Xantana, Goma de Tamarindo, Goma Gellan, CS, HPMC,
Goma Guar, Goma de Karaya
Goma Xantana, CBM, HPMC, CS, Alginato
CS, HPMC
Alginato, Goma Guar
HPMC, CBM, CMC
Goma de Almondega
Policarbofil Tiolado
CBM, CS,CMC
CBM, Alginato
CBM, HPMC, HEC, CMC.
CBM, HPMC
HPMC, CBM, MC
CBM, HPMC
CBM, HPMC, Alginato
CBM, Alginato, CS, EC
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Mucosa bucal (agao

local)

Proteinas do Leite e Hipromelose

CBM, goma xantana, EC

HPMC, Mucilagem de Cordia
HPMC, CMC, EC e CBM
CBM, HPMC, EC
CBM, HPMC

Candesartana Vinay et al., 2015
Rosuvastatina Panchal et al., 2012, Krishnarajan et al.,
2012
Zolmitriptana Khazaal et al., 2012
Timolol Sheikh et al., 2012
Labetolol Shabaraya et al., 2012
Candesartana Vinay et al., 2015
Tizanidina Harikrishnan et al., 2015
Selegilina Wasnik et al., 2014
Nadolol Sandhyarani et al., 2014
Metoclopramida Pawar et al., 2012, Pawar et al., 2015
Verapamil Aboutaleb et al., 2013
Sinvastatina Chikate et al., 2014
Quetiapina Potu et al., 2012
Esomeprazol Othman et al., 2013
Proclorperazina Jain et al., 2016
Tapentadol Reddy et al., 2013
Miconazol Vazquez et al., 2012
Indometacina Ikeuchi-Takahashi et al., 2013a, Ikeuchi-
Takahashi et al., 2013b
Clorexidina Moghimipour et al., 2012
Fluconazol Singh et al., 2013
Itraconazol Sayeed et al., 2014

Clotrimazol Reza e Sara, 2014

Legenda: Carbdmero (CBM); Quitosana (CS); Carboximetilcelulose (CMC), Etilcelulose (EC), Hidroxietilcelulose (HEC), Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC).
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Figura 1 — Quantidade de artigos por classe terapéutica dos farmacos inseridos em comprimidos

mucoadesivos bucais.

154

30%
[%2] ——
o —
=2 —
T 104 — A
< — Classe Terapéutica
(5] —
=] —
o =
@ 54 —
1 —]
) —
= —
04 = smuns i %
o 3 o o o o o S < S > () > » Q o o
RO RS SRR SRR S SR 2GS SRR S SN SUIR GRS SRS SRR
NP > NS NI V- SN > Y & e O
F T F TR FE T E S P S S
XS & O & e & & e QT &
A L 3 = .S N S > S N i R e
RERAFAES s QU SRS S
N & v N < & s o
& & S Q& Nl <&
¥ &> ®

Os artigos que falam da administracdo local, entretanto, justificam sua aplicacdo
relacionando-a a menores efeitos adversos quando comparado com as formulacdes orais, por
exatamente apresentar menor absor¢do sistémica. Essa aparente ambiguidade, relacionada a
maior biodisponibilidade oferecida pela cavidade oral e mesmo assim, menores efeitos
adversos, ndao ocorre de forma simultanea. Esta relacionada com a fisiologia das diferentes
regibes da boca, cujas vascularizagbes determinam se a administracdo sera prioritariamente
sistémica ou ndo (tdpica ou bucal).

Existem quatro regides eficazes para a administragdo de farmacos na cavidade oral,
incluindo bochecha, palato, sublingual e gengival (Reddy et al., 2015). As administracdes mais
comuns encontradas nos artigos sdo sublingual (a forma farmacéutica permanecera no chao da
boca para uma administracdo sistémica devido a alta vascularizacdo da regido), bucal (regido
interna da bochecha, conhecida como mucosa oral, com menor vascularizacdo quando
comparado a regido sublingual e utilizada para administracdo local e/ou sistémica) ou local,
cujo objetivo é a acdo farmacoldgica na boca (Khairnar and Sayyad, 2010; Patel et al., 2012;
Reddy et al., 2015; Kaundal et al., 2015).

Na administracdo bucal as formas farmacéuticas solidas geralmente ficam reservadas
entre a gengiva e a bochecha (conhecido como sulco lateral ou bucal) para manterem-se fixas,
prevenindo o deslocamento possivel devido ao grande movimento que a cavidade oral possui
naturalmente, como mostrado na Figura 3.

Trata-se, portanto, de uma via de administracdo em que o farmaco sera absorvido em

proporcdo menor que a sublingual, entretanto, maior que a administragdo tdpica, tornando-se
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ideal para liberacdo lenta e prolongada de farmacos, objetivando manutencdo de efeitos
farmacoldgicos por longos periodos sem a administracdo de uma segunda dosagem. A cavidade
bucal trata-se, portanto, de uma via de administracdo com ampla aplicacéo tecnoldgica, dessa
forma justificando a diversidade de farmacos encontrados nesses artigos.

Seguindo esse raciocinio, as especificagdes para comprimidos mucoadesivos serd
dependente, portanto, dos objetivos propostos com a formulacdo desenvolvida. Todos os 52
artigos analisados foram agrupados quanto aos polimeros e principio ativo incorporado,
separados por tipo de administracao, se para absor¢éo sistémica ou local.

Os polimeros mucoadesivos utilizados incluiam alguns ndo convencionais, naturais ou
ndo, dentre estes, proteinas do leite e hipromelose, mucilagem de jaca, caléndula e cordia, goma
de tamarindo, policarbofil tiolado (Wasnik et al., 2014), além de alteracBes quimicas da
quitosana com adicdo de grupos tiois (Boatend & Ayensu, 2014). Estes polimeros, nao
convencionalmente aplicados com finalidade mucoadesiva foram encontradas em artigos
isolados, os quais impossibilita realizar comparaces com outros trabalhos. Os polimeros com
mais artigos citando-os foram organizados na Figura 2. Destaca-se, portanto os derivados da
celulose, Etilcelulose (EC), Metilcelulose (MC), Carboximetilcelulose (CMC),
Hidroxietilcelulose (HEC), Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), Gomas (Xantana, Badam,
Gellan, Guar e Alginato), Acrilatos e Quitosana.

Figura 2 — Proporcao de polimeros mais utilizados para comprimidos mucoadesivos bucais.
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Legenda: Carbdmero (CBM); Quitosana (CS); Carboximetilcelulose (CMC), Etilcelulose (EC),
Hidroxietilcelulose (HEC), Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC).
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Algumas das caracteristicas estruturais necessarias para polimeros bioadesivos incluem
grupos capazes de formar ligacdo de hidrogénio, cargas fortes anidnicas ou cationicas, peso
molecular elevado, flexibilidade de cadeia e propriedades de energia de superficie que
favorecam sua interpenetracdo na camada de muco (Salamat-Miller et al., 2005; Figueiras e
Veiga, 2009).

Vale destacar que as interagdes mucoadesivas na cavidade oral se ddo entre os polimeros
e as substancias presente na superficie bucal. Esta superficie € recoberta por uma camada de
muco, o qual é composto principalmente de agua (95%), mas tambeém sais, lipidios,
fosfolipidios, colesterol, proteinas que servem para fins defensivos, como lisozima,
imunoglobulinas, etc. No entanto, o principal componente, responsavel pelas suas propriedades
visco-elasticas € a glicoproteina mucina (Sogias et al., 2012). As mucinas sdo grandes
glicoproteinas extracelulares com pesos variando de 0,5 a 20 MDa, altamente glicosilados
consistido de 80% de carboidratos principalmente N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina,
fucose, galactose, acido sialico (N-acetilneuraminico) e tracos de manose e sulfato (Bansil et
al., 2006). As principais interaces mucoadesivas se ddo, portanto, entre os polimeros e 0s
carboidratos constituintes da mucina.

Varios estudos indicam que hd uma méaxima mucoadesao quando o tamanho molecular
do polimero se encontra dentro da faixa de 10*a 4x10° g/mol. Quanto a flexibilidade da cadeia
polimérica, é preferivel que este possua cargas iguais nas suas unidades, permitindo repulsdo
entre estas, facilitando a abertura da cadeia e liberacdo do farmaco incorporado neste, durante
0 processo de intumescimento (Salamat-Miller et al., 2005; Figueiras e Veiga, 2009).

Dessa forma, € importante avaliar as caracteristicas fisico-quimicas dos polimeros para
escolher o mais adequado para a superficie de administracdo. Como a saliva é caracterizada por
ser um tampdo aquoso, com valores de pH normal entre 6,2-7,6 (Baliga et al., 2013), as
caracteristicas fisico-quimicas dos polimeros foram buscadas quanto a solubilidade,
viscosidade e pH em &gua, dados agrupados na Tabela 2. Suas estruturas quimicas podem ser
visualizadas na Tabela 3, para facilitar o entendimento dos dados da Tabela 2.
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Tabela 2 - Caracteristicas fisico quimicas dos polimeros mucoadesivos mais utilizados para formulac¢@es bucais.

Polimero Caracteristicas Fisico-quimicas
. Solubilidade em pH
Classificagdo Carga Mw (g/mol) D (solugdo aquosa) ) b (g/cmd) 3
agua (1% wi/v solugdo aquosa)
EC Semissintético N&o ibnico A - N 1.12-1.14 X
o o 5 — 75000 cPs a 25°C .
MC Semissintético N4o idnico A Fria 0.25-0.7 5.0-8.0
(2% de sol. Ag.)
L . 5-2000 cPs a25°C
CcMC Semissintético Anibnico 9x10* — 7x10° S 0.78 6.5-8.5
(1% de sol. Ag.)
L . 2 —20000 cPs a 25°C .
HEC Semissintético Né&o ibnico A Fria ou quente 0.35-0.61 55-85
(1% de sol. Ag.)
o . 100 — 80000 cPs a 20 °C
HPMC Semissintético N4o idnico A S 0.25-0.70 50-75
(2% de sol. Ag.)
. 1200 — 1600 cPs a 25°C .
Goma Xantana Natural Aniodnico ~1x10° Fria ou quente - 6.0-8.0
(1% de sol. Ag.)
. 100 - 4000 cP a 20°C
Goma Adraganta Natural Anibnico 8,4 x 10° N - 5.0-6.0
(1% de sol. Ag.)
o 4860 cPs a 25°C
Goma Guar Natural Anibnico ~2,2x10° S 1.49 55-75
(1% de sol. Ag.)
. . 20 cP sa20°C
Goma Alginato Natural Anibnico 2,1x 10° S 1.60 1.5-3.5 (3% wiv)
(0,5 % de sol. Aqg.)
Acrilatos o o 29.4-39.4 cPs a 25°C
) Sintético Anibnico 7x10° - 4x 10° S 0.2-0.4 25-3.0
-Carbdmeros (0.5%de sol. Ag.)
Quitosana Semissintético Catibnico 1x 10*—1x 108 - N 135-14 4.0-6.0

Fonte: PubChem® 2017; Rowe at al., 2009; Russo et al., 2016; Sogias et al., 2012; Figueiras e Veiga, 2009.
Legenda: Etilcelulose (EC); metilcelulose (MC), carboximetilcelulose (CMC); hidroxietilcelulose (HEC); hidroxipropilmetilcelulose (HPMC); viscosidade (n); densidade
(p); Peso molecular (Mw); sim (s); ndo (n); variagdo (A); informagdo ndo encontrada (-);
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Caracteristicas fisico-quimicas dos polimeros mucoadesivos

Estes polimeros sdo polissacarideos, caracterizados pela presenca de residuos de
monossacarideos unidos por ligagdes O-glicosidicas. A grande diversidade de
monossacarideos, bem como as diferentes possibilidades de ligacao, resultam em propriedades
funcionais Unicas para cada polimero. Estes polimeros também s&o chamados de hidrocoldides
Ou gomas e ocorrem na natureza como, componentes da parede celular, exsudados e substancias
extracelulares de plantas (como celulose e pectina), animais (quitina e quitosana) ou
microorganismos (como alginatos e agar obtidos por algas marinhas ou mesmo goma xantana
e gelana, obtida a partir de polissacarideos microbianos). Ao longo dos anos, a demanda por
produtos naturais aumentou. As gomas, por exemplo, que foram um dos tipos de polimeros
mais utilizados nos artigos estudados para compor formulagfes mucoadesivas bucais, tém o
atrativo de ser um produto natural e de ter um custo mais acessivel, justificando sua prevaléncia
nos artigos analisados. Algumas das vantagens desse tipo de material sobre os polimeros
sintéticos é que eles sdo potencialmente biodegradaveis e amplamente disponiveis (Avachat et
al., 2011). No entanto, a modificacdo quimica fornece fontes adicionais de gomas com melhor
funcionalidade (lzydorczyk, Cui & Wang, 2005).

Eles sdo frequentemente classificados de acordo com sua fonte original, como
mencionado anteriormente. Entretanto para melhor compreender essas propriedades, nesse
estudo eles foram organizados de acordo com suas caracteristicas fisicas e quimicas, origem
natural ou sintética, idnicos ou ndo iodnicos, ou até mesmo de grau de uniformidade de
monossacarideos. Assim, selecionamos os derivados de celulose como um grupo com grande
uniformidade em suas unidades monossacaridicas, outras gomas naturais sem essa
caracteristica, acrilatos como polimero sintético e i6nico, e quitosana como um polimero

semissintético e cationico, incluidos nas Tabelas 2 e 3.



41

Tabela 3 - Estrutura molecular das unidades de repeti¢do dos polimeros descritos

Derivados da Celulose

Etilcelulose Metilcelulose Carboximetilcelulose Hidroxietilcelulose Hidroxipropilmetilcelulose
HO ,0 OH
CH,
/ j ol
0
0
0 ‘
* (o] *
* n
n *
: 0 0
o Q L/OH
/ OH
H.,C
Gomas Naturais
Xantana Adraganta Guar Alginato

OH OH
HaC o 0 OH
ﬂ i 0 0
OH CH
o o : Ho /P
n 0H HO o OH OH
HO~g OH OH 0
O,
0
A ° ’
OH 0OH
OH o OH *—-{~0 8
* 0 0 " OH OH
OH 0 0

(o]
OH
9 OH




42

Carbdmeros/ Acrilatos

Quitosana

HO

OH

Legenda: - (Molécula com unidades de repeticdo muito grande, melhor descrita no texto)
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Derivados da celulose

Etilcelulose € um polimero ndo i6nico, insolivel em agua, formado por ligacdes acetais
entre unidades de B-anidroglicose e com bastante variacdes entre os fornecedores, influenciadas
pela quantidade de unidades e quantidade de grupamentos etoxilicos presente na molécula.
Relaciona-se, portanto, 0 aumento no grau de etoxilagdo com seu comportamento mais viscoso
(Rowe et al., 2006). Entretanto, tal valor ndo foi estabelecido para solu¢bes aquosas, sendo
amplamente citado em laudos técnicos de fornecedores a viscosidade de 10cPs em solucdo de
tolueno:etanol (80:20), para o polimero com grau de etoxilacdo de 48-49%. Além desse
parametro, também néo foi identificado pH em solucGes aquosas, ja que se trata de polimero
insoltvel (Figueiras e Veiga, 2009; Rowe et al., 2009).

Metilcelulose, também polimero ndo idnico, apesar de insoldvel em agua, ja é
considerado capaz de formar uma disperséo coloidal, clara ou opalescente, através de dispersédo
lenta em agua gelada (Rowe et al., 2009). Apresenta, ainda, varia¢es do peso molecular entre
10000 a 220000g/mol, influenciando, portanto, nas amplas faixas encontradas para pH,
viscosidade e densidade (Rowe et al., 2009).

Carboximetilcelulose apresenta solubilidade em agua a qualquer temperatura e uma
faixa de pH mais préxima da neutralidade, semelhante a cavidade bucal (Figueira e Veiga,
2009). E o primeiro polimero idnico descrito até entdo, com potencial de interagdes idnicas com
o revestimento bucal. Hidroxietilcelulose e hidroxipropilmetilcelulose também sédo sollveis em
agua, com o primeiro apresentando a limitacdo a solucdo quente ou fria. O segundo apresenta
radicais hidroxipropilicos e/ou metilicos nas hidroxilas da celulose, na qual, o grau de
substituicdes determinara se o polimero serd& mais ou menos viscoso, entretanto, todos
considerados solUveis em &gua. Trata-se de agente com maior viscosidade e faixas de pH mais
acidas (Rowe et al., 2009; PubChem®, 2017).

Os polimeros derivados da celulose sdo caracterizados por ampla faixa de peso
molecular descritos na literatura e, portanto, diferentes materiais oferecidos por fornecedores
quimicos (Eagle CMC; Sigma-Aldrich; Shradanand Building, etc). Essa variacdo influencia
diretamente nos outros pardmetros citados na tabela 2. Entretanto, vale notar que HPMC e MC
sdo aqueles relacionados a maior viscosidade, obedecendo a ordem: CMC < HEC < MC <
HPMC. EC o Unico que n&o tera solubilizacdo no meio bucal, ndo foi encontrado valores de
viscosidade em agua para este.

Tal comportamento se relaciona, dentre outros fatores, com o tamanho molecular, com
a solubilizacdo do material em agua, e as propriedades de energia de superficie que favoregam

a abertura da cadeia polimérica. Justifica-se, assim, a alta viscosidade para HPMC, polimero
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n&o 106nico com alto peso molecular e interagfes intermoleculares elevadas que dificultam a
abertura da cadeia. E, ainda, a baixa viscosidade para o Unico polimero iénico derivado da
celulose, CMC, com alta solubilidade devido a alta capacidade de promover interacdes
eletrostaticas e de hidrogénio com a agua, facilitando a abertura da cadeia (PubChem®, 2017).

Outra observacdo em destaque é que os radicais associados a celulose conferem poder
de ligagéo idnica, interacdo de hidrogénio, ou ainda, interacdes hidrofdbicas, com os residuos
de mucina bucais em graus diferenciados. Num modelo teorico, os radicais metil e etil conferem
interacdes hidrofobicas, cabendo ao segundo, maior intensidade devido ao tamanho da cadeia.
Hidroxipropil e Hidroxietil sdo capazes de interagir por ligacfes hidrofobicas ou ainda de
hidrogénio. Carboximetil € o Unico radical com a possibilidade de interacdo do tipo ibnica,
hidrofobica e de hidrogénio, cabendo a este, alta capacidade adesiva. Teoricamente pode ser
estabelecido uma relagcdo do menor para o maior em relacao a forca das interagcGes com a mucina
de MC < EC < HEC < HPMC < CMC (Russo et al., 2016).

Dentre a preferéncia nos artigos descritos, os derivados da celulose sdo bastante
utilizados, com destaque para, HPMC, presente em 65% destes e CMC, em 27% destes (Figura
2).

Outras Gomas

Como explicado previamente, a grande variagéo estrutural nesse grupo pode resultar em
interacdes menos previsiveis entre o principio ativo a ser liberado e a membrana mucosa.
Entretanto, por serem amplamente disponiveis na natureza se tonam uma alternativa muito util
para aplicacdo de formas mucoadesivas orais.

Goma Xantana é um polimero anidnico, solivel em &gua e com alto peso molecular.
Cada unidade de repeticdo contém 5 residuos de acUcares: 2 glicoses, 2 manoses e 1 acido
glicurénico. O esqueleto de sustentacdo do polimero é formado por unidades de b-D-glucose
ligados nas posicdes 1 e 4, com estrutura idéntica a celulose. Trissacarideos nas cadeias laterais,
alternando cadeias de glicose anidras, distinguem esta goma da celulose. Este trissacarideo
compreende um residuo de acido glicurénico, o qual confere carater aniénico ao polimero, entre
2 unidades de manose (Rowe et al., 2009). E descrito como polimero de moderada mucoadesio
devido seu alto poder de intumescimento. Além disso, é descrito como excelente matriz
hidrofilica para liberacdo sustentada de farmacos, com perfil de liberacdo préximo da ordem
zero (Park e Munday, 2004).

Goma Adraganta ¢ uma goma natural obtida a patir do Astragalus gummifer

Labillardie’re e outras espécies de Astragalus cultivadas na Asia Ocidental. Possui na sua
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composicdo uma mistura de polissacarideos sollveis e insollveis, que lhe confere
comportamento emulsificante. O Bassorin, ou acido tragacéntico, que constitui 60-70% da
goma, é a principal porcéo insolivel em agua, e com alto poder geleificante, enquanto o restante
da goma é constituido pelo material solivel em agua e neutro, tragacantina. Por hidrolise, a
tragacantina produz L-arabinose, L-fucose, D-xilose, D-galactose e acido D-galacturénico
(Gavlighi, 2012). Trata-se de um polimero com alta viscosidade, inferior aos dos derivados da
celulose, e a faixa de pH um pouco inferior a da cavidade bucal.

Goma Guar consiste em cadeias lineares de unidades (I, 4) -b-D-manopiranosilo com
unidades a-D-galactopiranosilo ligadas por ligacdes (1, 6). A proporcdo de D-galactose para D-
manose estd entre 1: 1,4 e 1: 2. Esta é obtida a partir dos endospermas moidos de Cyamopsis
tetragonolobus (L.) (Rowe et al., 2009; Kumar et al., 2012). Possui elevada viscosidade e faixa
de pH proximo da neutralidade, além disso, um gosto levemente adocicado, diferente dos outros
polimeros descritos, a maioria sem gosto algum, o que pode ser atraente para aplicacao bucal
(Rowe et al., 2009).

O &cido alginico ou alginato € um polissacarido aniénico, também chamado de algin e
obtido nas paredes celulares de algas marrons. Sua composicdo é dada por uma mistura de
acidos poliurénicos compostos de residuos de acido D-manurdnico e &cido L-glucurénico. O
alginato de sdédio é levemente solivel em agua e insolivel em etanol e éter, com baixa
viscosidade e valores de pH muito acidos em relacdo a fisiologia bucal, entretanto, é um dos
polimeros mais utilizados nos artigos analisados, com presenca em 22% destes. Apesar da baixa
viscosidade, é capaz de absorver 200-300 vezes seu proprio peso em agua, sendo reportado seu
uso em formulagdes mucoadesivas, retardando a liberacdo de cetoprofeno em torno de 8 h
(Kumar et al., 2012).

Acrilatos

Também conhecidos como Carb6meros, sdo polimeros sintéticos de alto peso molecular
derivados do &cido poliacrilico, com unidades de repeticdo do acido acrilico reticulados com
alil-sacarose ou alil-éteres de pentaeritritol (Russo et al., 2016). O peso molecular pode variar
entre 10° a 10° g/mol, diferenciando-se diversas marcas disponiveis comercialmente, dentre
elas, com 237 600 g/ mol para Carbopol 941 e 104 400 g/mol para Carbopol 940. Em geral, os
polimeros de carb6meros com menor viscosidade e menor rigidez terdo valores de massa
molecular mais elevados (Rowe et al., 2009).

Devido as suas excelentes propriedades mucoadesivas, com forca de mucoadesdo em

torno de 17.6 N/cm? para filmes poliméricos, este polimero serve como referéncia de
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mucoadesividade (Lehr et al., 1992). Em formulagdes do tipo comprimido, comparando-se as
composicoes poliméricas de CMC, HPMC, Pectina e Quitosana, os Carbomeros 934 e 940
apresentaram valores 4x, 10x, 10x e 7x superior a estes, respectivamente. Entretanto, trata-se
de polimero com faixa de pH, em solucdo aquosa, muito acida, resultando em comprimidos
com pH de superficie &cido, aspecto limitante para manter-se em contato por longas horas com
algumas mucosas (Nafee et al., 2004).

Quitosana

Quitosana € um copolimero linear obtido a partir da desacetilacdo da quitina, polimero
obtido principalmente a partir da carapaca de crustaceos. Apresenta ligagdo gligosidica -(1,4)
entre 2-acetamido-2-deoxy-D-glucopyranose e 2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose, variando-
se em tipos disponiveis comercialmente, com peso molecular entre 10%-10° Da, e consequente
grau de desacetilacdo e viscosidade variados. A viscosidade do polimero ndo foi encontrada
para solugdes aquosas, apenas para solucgdes acidas, nas quais o polimero consegue solubilizar-
se (ex: 260 cPs a 25°C em 1% de sol. Ac. Acético) (Rowe et al., 2009; Sogias et al., 2012).

Os radicais aminicos determinam o carater catidnico unico que este polimero possui,
destacando-se entre os polimeros mucoadesivos como aquele com uma das maiores forcas de
adesdo. Varios polimeros foram avaliados quanto a forca de mucoadesédo em forma de filmes
poliméricos, sendo obtidos valores de 6.6 mN/cm? para a quitosana, valores altos em
compara¢do com CMC de baixa, média e alta viscosidade, com 1.8; 0.3 e 1.3 mN/cm?
respectivamente, ou ainda, 0 mN/cm?, para pectina ou goma xantana (Lehr et al., 1992).

Algumas generalizacbes sobre a carga de polimeros bioadesivos foram feitas
anteriormente, onde os polimeros ndo i6nicos parecem apresentar menor grau de adesao em
comparag¢do com polimeros aniénico (Salamat-Miller et al., 2005). Além disso, polimeros
catiénicos interagem facilmente com o acido sialico presente na mucina, reacdo demonstrada
exatamente para a quitosana (Sogias et al., 2012). Justifica-se, portanto, que este polimero, de
elevado peso molecular, de origem natural, biocompativel, com carga catibnica, e elevada

atracdo as superficies mucosas, possua tanta aceitacdo entre os polimeros mucoadesivos.

Desenvolvimento de comprimidos mucoadesivos
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Todos os artigos estudados discutem fatores importantes a serem considerados no
desenvolvimento de comprimidos mucoadesivos, incluindo além da escolha do polimero, as
caracteristicas gerais dos comprimidos, 0 comportamento da mucosa e as caracteristicas fisicas

e quimicas do farmaco, como mostrado na Figura 3.

Figura 3 — Fatores que influenciam as caracteristicas dos comprimidos mucoadesivos e seu
perfil de liberacao

-~~~ Mucoadhesive polymer
-~ Mucosal Polymers (mucin)
<— Drug Diffusion

— Swelling

Polimero mucoadesivo Caracteristicas gerais do Mucosa Droga
comprimido
Solubilidade/pKa Peso médio/ Composicao Ph da mucosa Solubilidade
Peso molecular/ Dureza/ Friabilidade Tempo de renovagéo pKa
Flexibilidade da cadeia da mucina

Nota: O polimero, as propriedades gerais dos comprimidos e as caracteristicas da mucosa sdo fatores importantes a serem
considerados a fim de obter um bom comportamento de mucoadeséo; todos esses fatores somados as caracteristicas da droga
irdo determinar o perfil de liberagéo.
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Especificamente para a mucosa bucal, estes comprimidos devem ser compativeis com o
pH da mucosa, dentro de valores normais entre 6.2 - 7.6 (Baliga et al., 2013), também deve ser
aderido a mucosa com forca e tempo suficientes para resistir ao processo de salivacao e permitir
que o farmaco seja liberado no tempo proposto, seja para acdo local ou sistémica. Desta forma,
é extremamente importante encontrar uma relacdo entre a dureza, o polimero escolhido, a
composi¢do do comprimido e as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco para obter uma
formulacdo com perfil de mucoadesdo ideal, incluindo tempo e forca de adesdo, e perfil de
liberacdo ideal (Ford, 2014). Portanto, o controle de qualidade aplicado aos comprimidos
mucoadesivos inclui basicamente a afericdo do peso médio, espessura, dureza, friabilidade e
perfil de liberagdo em testes especificos, como tempo e forca de mucoadesdo, grau ou
porcentagem de intumescimento e pH da superficie.

Apesar de tantas variaveis a serem consideradas no desenvolvimento de comprimidos
mucoadesivos, 0s artigos analisados ndo os consideram como um todo, sendo comum analisar
apenas alguns desses parametros. A maioria prioriza a composicdo do polimero como o Unico
fator interferente na qualidade do comprimido adesivo. Além disso, a maioria dos artigos
selecionados ndo analisa formulacGes com polimeros isolados, apenas com associacfes entre
eles. Os artigos se concentram principalmente na adequacao farmacoldgica, visando melhorar
a administracdo de um principio ativo, por meio de reducédo dos efeitos adversos, ou do efeito
do metabolismo de primeira passagem, sem se preocupar com a influéncia de cada um dos
polimeros. Isso demonstra que, em nome do objetivo maior de desenvolver uma formulagédo
apropriada o mais rapido possivel, os artigos desenvolvidos até agora, deixam de lado as
nuances da prépria tecnologia, tornando dificil para os pesquisadores que desejam comegar a
desenvolver essa tecnologia.

Comprimidos de Prometazina, por exemplo, foram desenvolvidos com mistura de
polimeros entre CMC e CBM, sem a analise de formulacdes com os polimeros isolados
(Chopparapu et al., 2012). Clorfeniramina foi incorporada em mistura de polimeros com o
objetivo de avaliar especificamente a qualidade da mucilagem da jaca e caléndula misturada
com polimeros sintéticos derivados da celulose (Sabale et al., 2014). Nebivolol, também para a
absorcdo sistémica, é incorporado em misturas de EC com CMC ou Alginato, nunca isolados
(Shirsand, 2013). Rosuvastatina foi incorporada em comprimidos com EC associados a gomas
naturais, incluindo Xantana, Tamarindo e Gellan (Panchal et a., 2012). Comprimidos
mucoadesivos de furosemida foram feitos com misturas de CBM 934, HEC, CS e Goma Guar.

Nestes, cita-se que aquelas formulagdes contendo CBM associadas a CS ou HEC apresentam
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maior adesdo, forca e tempo, além de maior porcentagem de intumescimento (Umarji et al.,
2012).

Além destes, alguns trabalhos trazem a EC como polimero fixo, variando a constituicdo
em relacao a outros polimeros, € o caso dos trabalhos desenvolvidos com Atenolol, Terbutalina,
Salabutamol, Carvedilol e Quetiapina (Shisand et al., 2012; Kulkarni et al., 2012; Potu et
al.,2012; Elbary et al., 2015). Uma justificativa para essa escolha pode ser dada por EC se tratar
do Unico polimero ndo solvel em agua, misturado com polimeros hidrofilicos, o que pode
resultar em retardo do processo de intumescimento. Outra possibilidade é a liberacdo
unidirecional de farmacos. Nesse caso, cada superficie do comprimido, com excecdo da que
estd em contato com a mucosa bucal, pode ser revestida com materiais impermeaveis a agua,
tais como EC, 6leo de ricino hidrogenado, etc., usando multicompressao ou revestimento por
pulverizacdo (Spray Drier) (Salamat-Miller et al., 2005; Panchal et al., 2012).

Outra associagdo frequente é entre CBM e outros polimeros hidrofilicos, é o caso dos
trabalhos com Candesartana, Nitroglicerina, Trometamina, Glimepirida, etc. Tal justificativa é
dada pela alta capacidade adesiva que CBM possui, conferindo melhoria as associacbes com
outros polimeros de menor poder adesivo. Para comprimidos mucoadesivos de Losartana a
ordem de forca de mucoadeséo encontrada foi CBM 940> Alginato> Pectina> HPMC > sddio
CMC (Velmurugan, 2013). Outra justificativa é que se trata de polimero &cido, em valores
abaixo do pH fisioldgico bucal, entretanto, com a associacdo com polimeros mais préximos da
neutralidade, o pH de superficie da formulacédo torna-se adequado.

Apesar destas variacdes, este trabalho teve como objetivo encontrar relacdes entre esses
parametros. A busca de especificacOes foi realizada em relacdo aos parametros que influenciam
o perfil mucoadesivo e o perfil de liberagdo. Assim, a partir dos poucos estudos que
desenvolveram comprimidos com polimeros isolados, foram coletadas informacdes sobre peso
médio, dureza, pH da superficie, tempo e forca da mucoadesdo, % de intumescimento apos 6
horas de analise, farmaco utilizado e seu pKa e solubilidade, e perfil de liberacdo apds 4 e 6
horas de analise, buscando relacéo entre esses parametros e perfis de mucoadeséo e liberacao,

0s dados sdo mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Resultado médio de controle de qualidade para comprimidos mucoadesivos de 100 a 200 mg, por tipo de polimero e farmaco inserido.

Controle de Qualidade

Composigdo Peso .
Polimérica Médio Dureza % de Intumescimento pH d’e. Tempo ~de Forca Eje Farmaco pKa/ § FR
(mg) (Kg/lcm2) (6h) superficie Mucoadesdo (h)  Mucoadesdo (N) 4h-6h
150 - 35% 6,50 8 0,11 Losartana 5,5/S 20 - 40%
CMC 130 12,5 332% 6,00 - 0,416 Lisinopril 2,5/S 50 - 80%
150 45 - 6,13 6,63 0,137 Felodipino 5,39/S 40 - 60%
150 4,5 - - 7,5 - Glicazida 4,07/S 40 - 60%
150 - 38% 6,50 3 0,1 Losartana 5,5/S 80 - 100%
150 - - 6,72 4,22 - Carvedilol 14/S 20 - 30%
130 13,5 268% 52 - 0,343 Lisinopril 2,5/S 20 - 40%
HPMC 150 3,6 100% 7,16 4,83 0,24 Glimepirida 4,3/S 80 - 90%
K15M 150 5,8 - 6,28 7,45 0,11 Felodipino 5,39/S 34 - 54%
100 6,8 - 6,80 >8 0,154 Glipizida 4,3/S 40 - 50%
120 4 - - - - Glipizida 4,3/S 65 - 87%
150 4,41 46% 7,24 3 0,284 Itraconazol 3,9/S 84 - 94%
Goma 150 3,6 33,10% 6,4 - 0,082 Rosuvastatina 4S 80 - 100%
Xantana 110 1,7 1105% - >8 0,215 Rosuvastatina 18 - 25%
120 5 - - - - Glipizida 4,3/S 74 - 99%
100 7,4 54% - - 0,076 Carvedilol 14/S 87 - 92%
Goma Guar .
110 1,7 426% - >8 0,196 Rosuvastatina 4/S 10 - 20%
200 3 69% 6 - 0,296 Labetolol 8/S 42 - 64%
150 - 38% 6-7 4 1,2 Losartana 5,5/S 60 - 70%
Goma 100 7,1 - 7,1 >8 1,43 Glipizida 4,3/S 30 - 40%
Alginato 200 3,98 67% 6,38 - 2,8 Labetolol 8/S 48 - 71%
120 4,1 300% 5-6 15 1,118 Sinvastatina 14,9/S 60 - 75%

150 - 12% 6-7 6 14 Losartana 5,5/S 50 -70%
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150 51 - 6,23 6,27 1,05 Felodipino 5,39/S 34 - 60%
CBM 940 120 4.4 450% 6 -7 20 2,02 Sinvastatina 14,9/S 50 - 60%
/ 120 45 51% 6,8 6,5 3,8 Glipizida 56 - 78%
CBM 934 _ . 4,3/S e
100 6,6 6,6 >8 2,36 Glipizida 40 - 50%
150 471 51,17% 6,17 >12 3,01 Itraconazol 3,9/S 37 -69%
150 - - 6,52 3,92 - Carvedilol 14/S 40 - 50%
150 3,2 106% 7,22 5,25 0,162 Glimepirida 4,3/S 70 - 90%
) 120 43 - - - - Glipizida 4,3/S 66 - 88%
Quitosana L .
100 6,7 Comprimido Quebra - - 0,856 Carvedilol 1415 90 - 93%
100 6,7 Comprimido Quebra - - 0,83 Carvedilol 77 -93%
150 3,6 26,22% 7,1 - 0,42 Rosuvastatina 4/S 100% em 1h

Legenda: Etilcelulose (EC); metilcelulose (MC), carboximetilcelulose (CMC); hidroxietilcelulose (HEC); hidroxipropilmetilcelulose (HPMC); Tempo para Liberacdo de
100% do farmaco (FR); solubilidade em agua(8); soltvel (S).
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Perfil de mucoadeséo

Conforme mencionado anteriormente, a composi¢ao do polimero e as caracteristicas do
comprimido sdo determinantes para estabelecer a forca de mucoadesdo. Sobre as caracteristicas
gerais dos comprimidos, a Tabela 4 mostra que, para 0 mesmo polimero, varios valores de
dureza foram encontrados. Os comprimidos desenvolvidos incluem outros excipientes que
conferem dureza, como celulose microcristalina, talco farmacéutico, lactose, manitol,
polivinilpirrolidona, etc, justificando assim as varia¢des encontradas. Estas, somadas a omisséo
de resultados ou ndo realizacdo dos testes, impossibilitaram correlacionar os valores das
caracteristicas gerais do comprimido com o comportamento adesivo.

Quanto ao polimero, fatores como solubilidade, tamanho molecular, flexibilidade da
cadeia e pKa, podem influenciar na adesividade. O tamanho molecular dos polimeros descritos
na tabela 2 é semelhante entre si, em torno de 10°a 108 g/mol, referenciado como ideal para a
mucoadesdo (Figueiras e Veiga, 2009). De todos os descritos, apenas etilcelulose é insoluvel
em agua, e nenhum dos trabalhos utilizam este polimero sozinho. O pKa por fim, é um dos
parametros mais importantes na bioadesdo. Dependendo do pH do meio, este parametro ira
influenciar no grau de ionizacdo da molécula, na flexibilidade da cadeia, e, portanto, na forca e

tempo de bioadesédo (Park e Robinson, 1985).

pKa do polimero e pH de superficie do comprimido

A saliva tem uma faixa normal de pH de 6,2-7,6 com valor médio de 6,7. O pH de
repouso da boca ndo cai abaixo de 6.3. Na cavidade oral, o pH é mantido proximo da
neutralidade (6,7-7,3) pela saliva (Baliga et al., 2013). O contato da superficie de um
comprimido, contendo polimeros mucoadesivos com valores de pH acidos ou bésicos ird
influenciar no grau de ionizacdo da mucina e tera relacdo com o grau de bioadesdo, o que €
justificado nateoria eletronica de bioadesao (Patel et al., 2012; Kaundal et al., 2015). De acordo
com esta teoria, 0 material adesivo e o bioldgico alvo possuem estruturas eletrénicas diferentes
e quando estas entram em contato, formam-se uma dupla camada de carga eletrénica na
interface, responsavel pela criacdo de forcas atrativas e, portanto, bioadesao (Salamat-Miller et
al., 2005; Figueiras e Veiga, 2009).

Se 0 pH local estiver acima ou abaixo do pKa do polimero, o polimero sera amplamente
ionizado. Essa ionizacao influencia em dois aspectos, primeiro a interagdo com a mucina e,
segundo, a facilidade de abertura da malha polimerica o que influencia na capacidade de

intumescimento do comprimido (Ching et al., 1985; Park e Robinson, 1985).
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O pKa aproximado para a familia de polimeros policarbofilicos, por exemplo, estéa entre
4 e 5. A méxima forca adesiva se da quando o meio possui pH de 4-5. Esta adesividade decresce
gradualmente com pH acima de 6. A explicacéo se da porque num valor de pH alto, a ionizacéo
da cadeia polimérica tende a facilitar a repulsdo entre as unidades, facilitando a abertura durante
0 processo de intumescimento, e reduzindo a adesividade. Em pH abaixo do pKa do polimero,
a protonacdo é predominante e a forca adesiva aumenta. 1sso esta relacionado com o carater
anibnico da mucina, aumentando a adesdo com polimeros catiénicos (Ching et al., 1984; Park
e Robinson, 1985; Patel et al., 2012).

Polimeros aniénicos também possuem propriedades mucoadesivas devido a ligagdes de
hidrogenio com a camada de muco. Enquanto os polimeros catiénicos formam ligagdes idnicas
com as cadeias de mucina carregadas negativamente, 0s polimeros anidénicos com mais cargas
negativas tendem a ter maior adesdo devido a interacdo por ligacGes de hidrogénio com
amino&cidos da mucosa (Lee et al., 2016).

Apesar de serem importantes para o0 processo de bioadesdo, polimeros i6nicos, &cidos
ou basicos, por causarem alterac6es no grau de ionizacdo da mucina e se manterem por longos
periodos de tempo em contato com esta, podem produzir irritacdo causando danosos a mucosa
bucal (Nafee et al., 2004). Por isso, os artigos analisados admitem a especificagdo do pH de
superficie dentro dos valores normais do pH fisioldgico, de 6,2 a 7,6. Na tabela 3, todos 0s
trabalhos analisados apresentaram formulagdes com pH dentro da faixa descrita.

A incorporacdo de Losartana em comprimidos mucoadesivos, por exemplo, foi feita
utilizando-se Pectina, Alginato, CMC-na, CBM e HPMC. Os comprimidos possuiam além dos
polimeros, adigdo de celulose microcristalina, talco farmacéutico e estearato de magnético.
Assim, embora com polimeros de diferentes pH’s, as formulacdes desenvolvidas possuiram pH
na faixa de 6 a 7, o qual, segundo o autor, assume-se compatibilidade com a mucosa bucal
(Velmurugan, 2013).

Apesar da maioria dos trabalhos produzirem comprimidos inserindo, além do principio
ativo e polimero mucoadesivo, outros excipientes que conferem dureza a formulagdo, como
celulose microcristalina, lactose, talco farmacéutico, estearato de magnésio e sacarina, ou outro
edulcorante, os comprimidos desenvolvidos com sinvastatina (Chikate et al., 2014), possuiam
em sua constituicdo, quase que exclusivamente o polimero CBM (70% da formulagéo), o que
justifica ter sido o Unico a reportar valor de pH de superficie abaixo de 6, compativel com o
valor de pH em solucdo aquosa para o polimero descrito.

Na Tabela 4 é possivel observar que os valores para forca e tempo de mucoadesao

sofrem muitas variacdes para um mesmo polimero em diferentes artigos. Comparando dados
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da literatura com os numeros variéveis dos artigos analisados nao foi possivel estabelecer uma
ordem real entre composicdo e forca/tempo de mucoadesdo. Entretanto, destaca-se a
uniformidade de resultados para Alginatos, CBM e Quitosana, na ordem, CBM> Alginato >
CS.

A acidez conferida por CBM e Alginato, estd relacionada a fortes interacdes de
hidrogénio com a mucosa. Ja foi descrito a superioridade de polimeros aniénicos na
mucoadesdo em relacdo a catibnicos ou ndo-ibnicos (Nafee et al., 2004). Para CBM,
praticamente todos os Carbopol® disponiveis no mercado se encontrardo completamente
ionizados em pH 6,8, conferindo facilidade para produgéo de matriz de intumescimento devido
a repulsdo descrita anteriormente, entretanto, ao contrario do descrito para policarbopil, possui
alta capacidade de interacdo por ligacGes de hidrogénio, justificando seu alto valor adesivo
mesmo no pH bucal (Russo et al., 2016).

Na tentativa de elucidar o mecanismo mucoadesivo de alginatos foi recentemente
demonstrado o papel do peso molecular e da flexibilidade da cadeia para determinar a extensao
da interacdo com a mucina. De fato, a interacdo entre a mucina e o alginato de baixo peso
molecular ndo afeta a conformacao da proteina, uma vez que suas moléculas sdo muito rigidas
para produzirem contracdo significativa na mucina. Em contraste, as moléculas de alginato de
alto peso molecular sdo mais flexiveis e capazes de ligar locais distantes da mucina causando a
contracdo da proteina (Russo et al., 2016).

Quitosana é o terceiro polimero com maiores valores de adesdo reportados,
corroborando com a associacdo entre polimeros catidnicos e a mucina aniénica. No entanto, a
massa molecular, a conformacao e a flexibilidade geral da quitosana (esta Gltima determinada
pela densidade de carga, isto é, o grau de acetilacdo) também desempenham um papel
significativo (Sogias et al, 2012; Salamat-Miller et al., 2005; Russo et al., 2016).

HPMC e CMC apresentam caracteristicas proximas para a mucoadesdo. Alguns artigos
descrevem o primeiro com maior interacdo que o segundo, outros o contrario. Pela teoria
eletronica de bioadesdo, CMC teria maior forca adesiva devido a possibilidade de ligagdes de
hidrogénio oriundas dos radicais carboxilicos neste presente. O polimero néo idnico, HPMC, é
caracterizado por moderada forga de adeséo, e reduzida habilidade de formacdo de pontes de
hidrogénio com o muco (Russo et al., 2016). A comparativa baixa for¢a de adeséo para HPMC
pode ser, portanto, atribuida a auséncia de grupos carboxilicos doadores de prétons o que reduz
sua habilidade de formac&o de interagdes de hidrogénio (Nafee et al., 2004).

Entre as gomas estudadas, foi descrita a relagéo de forca/ tempo de mucoadesdo como

Goma Xantana > Goma Guar. S&o polimeros com maiores variacGes dentro da unidade de
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repeticdo em relacéo aos polimeros anteriormente descritos, e cujo mecanismo de adeséo € mais
relacionado com a alta capacidade de intumescimento conferida por estes (Park e Munday,
2004). Na tabela 3, analisando dois artigos diferentes com a proposta de desenvolvimento de
comprimidos com Goma Xantana e 0 mesmo farmaco, Rosuvastativa, permite perceber que
aquela formulagdo com menor dureza, e maior intumescimento se relacionam a maior forga
adesiva, apesar de ndo ter dados suficientes para andlise estatistica.

Para corroborar com o que foi achado até agora, uma andlise especifica da forca de
mucoadesdo entre os polimeros CMC, CBM (71G) e Goma Xantana foi realizada entre
comprimidos constituidos apenas dos polimeros descritos, isoladamente. Neste trabalho, em
solugéo tampdo de pH semelhante ao bucal (6,8), foi obtida a ordem Goma Xantana < CMC <

CBM (71G) (Figueiras e Veiga, 2009), corroborando com as informac6es descritas até agora.

Perfil de liberacéo

A liberacdo do farmaco é um fendmeno conhecido por ser um processo complexo de
interacdo entre mecanismos de dissolucdo, difusdo e erosdo (Huanbutta et al., 2013). Para
matrizes hidrofilicas, € determinante, portanto, as caracteristicas do farmaco, como solubilidade
e pKa para que ocorra a difusdo. O polimero, quando em contato com 0 meio aquoso, este inicia
gradualmente o inchaco da periferia para o centro, formando uma massa gelatinosa que controla
a difusdo do farmaco através da matriz polimérica, ou € sujeito a um processo de relaxamento,
0 que resulta numa erosdo lenta do polimero hidratado. Como estes mecanismos podem operar
simultaneamente, cada um contribuird para a taxa global de liberacdo do farmaco. Em
particular, é necessario um equilibrio cuidadoso entre os mecanismos de difuséo,
intumescimento e erosdo, para aperfeicoar a liberacdo de farmaco a partir de uma matriz
polimérica (Sujja-Areevath et al., 1998).

As caracteristicas de intumescimento para cada polimero, dependentes da flexibilidade
da cadeia, solubilidade no meio, tamanho molecular, pKa, etc, (Figura 3) influenciam na
liberacdo do farmaco de forma mais facilmente perceptivel. Quanto a flexibilidade da cadeia
polimerica, € desejavel a presenca de cargas iguais em suas unidades, permitindo a repulséo
entre elas e facilitando assim a abertura da cadeia e a libera¢do do farmaco incorporado durante
0 processo de intumescimento (Salamat-Miller et al ., 2005, Figueiras e Veiga, 2009).

A libertagdo a partir de discos de matriz hidrofilica depende da formacdo de uma camada
viscosa hidratada em torno dos discos, que atua como uma barreira ao movimento do farmaco,

pois hd um gradiente oposto de incorporacéo de liquido. O comportamento de hidratagdo dos
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polimeros hidrofilicos e as subsequentes propriedades de dilatacdo da camada viscosa hidratada
podem ter um impacto critico na libertacdo do farmaco (Sriamornsak et al., 2007).

Todos os farmacos incorporados nas matrizes poliméricas descritas (Tabela 4) séo
solGveis em agua o que facilita a liberacdo pelo processo de difusdo. Entretanto, todos os
polimeros descritos conseguiram manter uma liberagéo sustentada por 4 a 6 horas, demostrando
o0 equilibrio dos outros dois fatores (intumescimento e erosdo). Comprimidos mucoadesivos
disponiveis no mercado sdo caracterizados pela liberacdo lenta e manutengédo da concentracao
terapéutica na corrente sanguinea do paciente por longos periodos de tempo, por exemplo, 1 a
2 h para Buccastem® a 8 ou mais para Striant® (Guilhotra et al., 2014).

Em 6h de anélise, todos os polimeros descritos apresentam formulagGes possiveis de
liberar < 40%, menos a quitosana, relacionada a liberagdes > 40% em menos de 4 h de analise,
portanto, com maior velocidade de liberacdo para farmacos sollveis. A relacdo entre 0s outros
polimeros ndo pode ser avaliada pela falta de uniformidade.

Para um mesmo polimero ha muita variagdo entre quantidade de farmaco liberado para
um determinado tempo, corroborando a teoria da interferéncia de parametro outros e ndo s6 do
tipo de polimero escolhido. Para uma analise minuciosa destes parametros, comprimidos com
CBM e Goma Xantana foram analisados, pois foram os Gnicos desenvolvidos por mais de 1
artigo, e com todos os parametros de controle de qualidade, citados na tabela 4. Com Goma
Xantana para liberagio da Rosuvastativa, ha relagdo entre a menor dureza (1,7 Kg/cm?), maior
intumescimento (1105%) e menor capacidade de liberacdo do farmaco (18-25%),
predominando um comportamento de difusdo dificultado pela matriz gelatinosa formada.
Relacdo inversa, porém, foi com CBM 934 utilizado para incorporar Glipizida. Aquela
formulagdo com menor valor de dureza (4,5 Kg/cm?) possui liberagio mais facil no periodo
analisado de 4 a 6 horas (56-78%).

Avaliando as caracteristicas fisicas dos comprimidos para tentar explicar esse efeito, na
tabela 2 € citado que as gomas, incluindo a xantana, sdo 0s polimeros mais densos, relacionados
a menor capacidade de compactacdo, o que resulta em comprimidos de menor dureza. Com
essa caracteristica, as gomas possuem na sua facilidade de intumescimento, 0 seu mecanismo
liberacdo, o qual é determinante para conseguir manter os farmacos por mais tempo no interior
da matriz. J& os carbomeros sdo citados como polimeros de menor densidade, relacionados a
maior compactacao, o que justfica os maiores valores de dureza para comprimidos com estes
desenvolvidos (Tabela 4). Assim, com as gomas intumescendo rapidamente, ha um controle

feito pela matriz gelatinosa diminuindo a velocidade de libera¢do do farmaco.
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J& para comprimidos de CBM, ha uma demora na formacdo da matriz o que deveria
retardar ainda mais o processo de liberagdo, o que ndo acontece. Tentando explicar esse
comportamento, foram avaliadas as caracteristicas fisico quimicas dos farmacos, ambos
soliveis com valor de pKa muito proximos entre si, 4 para Rovustatina e 4,3 para Glicazida.
Entretanto os valores de pKa dos polimeros séo diferentes, resultando em pH de superficie
diferentes para os comprimidos desenvolvidos (Tabela 2). No entanto, os valores de pKa dos
polimeros sdo diferentes, resultando em pH de superficie diferente para os comprimidos
desenvolvidos (Tabela 2). Das matrizes de CBM, que apresentaram maior liberacdo se destaca
uma com polimero aniénico de pKa proximo a 4, em meio bucal, pH 6,8, cujo farmaco
incorporado apresenta pKa proximo a 4. Tanto o polimero quanto o farmaco serdo ionizados,
levando a repulsdo entre eles, o que pode influenciar no processo de difusdo. Deste modo,
mesmo quando ocorre atraso na formacdo da matriz, o pKa semelhante do polimero e do
farmaco, adicionado aos valores de pH bucal elevados, acelerariam o processo de liberagéo.

Corrobora-se, portanto, a importancia de se levar em consideragéo o tipo de polimero,
com o farmaco a ser incorporado e com as caracteristicas fisicas dos comprimidos a serem
desenvolvidos, almejando comprimidos com o tempo de liberacdo necessario para o efetivo

tratamento.

Concluséo

Sendo uma importante tecnologia farmacéutica, os comprimidos mucoadesivos deverao
ser produzidos levando-se em consideracdo muitas variaveis. Entretanto, a falta de informacGes
consolidadas, dificulta o processo de construcdo de associacBes concretas entre esses
parametros, sendo comum considerar apenas a escolha do polimero como o principal fator no
desenvolvimento de comprimidos mucoadesivos. Entre outros resultados, este artigo demonstra
que esta tecnologia depende ndo apenas de uma andlise detalhada do polimero, mas também
das caracteristicas fisicas do comprimido, das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco a ser

incorporado e da regido bucal em que serd administrada.
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Resumo

Pilocarpina, um alcaloide natural que pode ser obtido da espécie Pilocarpus, € utilizado para o
tratamento de glaucoma, hipertensdo ocular e xerostomia. Os métodos de desenvolvimento e
validacao para a analise da pilocarpina e seus produtos de degradacgéo sao bastante desafiadores,
uma vez que as propriedades fisico-quimicas entre eles sdo relativamente pequenas.
Realizaram-se ensaios analiticos em HPLC-DAD e tomaram-se 13 condic¢des diferentes,
empregando trés colunas (C18 a base de silica, coluna de silica modificada com cianopropil, e
Zic-HILIC), duas solugbGes tampao, dois solventes organicos, pH entre 51 e 5,45, trés
temperaturas e taxa de fluxo de 0,8 a 2,0 mL.min?, em RP ou HILIC. Os ensaios
cromatograficos para cloridrato de pilocarpina em solucdo aquosa permitiram estabelecer 0s
melhores parametros cromatograficos em termos de simetria e retencéo de sinal, bem como
para separar a pilocarpina dos seus produtos de degradacdo com alta seletividade, eficiéncia e
resolucdo. Foi possivel validar um novo método para a dosagem de cloridrato de pilocarpina
em comprimidos utilizando uma coluna de silica modificada com cianopropil, com a fase movel
em modo isocratico com uma mistura de acetonitrila/ tampao dihidrogenofosfato de potassio
10 mM (60 : 40, v/ v), pH 5,30, temperatura do forno de 50°C e taxa de fluxo de 1,0 mL.min"
1. A preciséo, exatiddo, linearidade, robustez, recuperagdo, tempo de retencio curto, modo de
eluicdo isocratica, quantificagdo (250 ng.mL™?) e limites de identificacdo (75 ng.mL™)
permitiram estabelecer uma estimativa de rotina da pilocarpina em comprimidos. O teor de
cloridrato de pilocarpina estava na gama especificada pelo produtor Salagen® (4,81+0,07
mg/comprimido, 96,16 + 1,33%) e pela formulacdo em comprimidos de carbomer 940® +
quitosana (4,80 + 0,02 mg/comprimido, 95,99 + 0,49%) e em comprimidos de
carboximetilcelulose de sédio + quitosano (4,95 + 0,04 mg/comprimido, 99,08 + 0,79%).

Palavras chave: pilocarpina, anélise farmacéutica, comprimidos, HPLC-DAD, coluna de

cianopropil.
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Introducéo

A pilocarpina (Fig. 1) é um alcaldide natural que pode ser obtido da espécie Pilocarpus
microphyllus Stapf ex Holm. (Rutaceae) e pode ser encontrada em outras espécies da familia
Rutaceae. A P. microphyllus é cultivada nos estados do Maranhdo e Piaui no Brasil para
produzir pilocarpina [1,2].

Figura 1. Estrutura da Pilocarpina (A) e Acido Pilocarpico(B).

CH4 CHj
CH, CHy
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: ) )
o N OH OH N
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As formulacGes de pilocarpina em formas de gotas oftalmicas sao utilizadas para tratar
glaucoma e outras doencas oculares, como hipertensdo ocular. J& a pilocarpina em comprimidos
tem sido empregada para tratar xerostomia em pacientes submetidos a terapia contra cancer [3,
4]. A pilocarpina (PLC) é muito estavel na faixa de pH entre 5,0 - 5,5 e pode sofrer degradacéo
em pH acido ou basico em solucdo aquosa, proporcionando isopilocarpina (IPLC), acido
pilocarpico (PCA) (produto principal) e &cido isopilocarpico (IPCA) (Fig. 1) [5, 6]. Os métodos
de desenvolvimento e validacdo para analise de pilocarpina e seus produtos de degradacao sao
um grande desafio, uma vez que as diferencas estruturais entre estas moléculas sao
relativamente pequenas e, portanto, possuem propriedades fisicas e quimicas semelhantes.
Dados anteriores da literatura mostraram alguns estudos descrevendo métodos para separagdo
e quantificacdo de pilocarpina e seus produtos de degradacdo em &gua e solucdo oftalmica
(Tabela 1).
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Tabela 1. Métodos de HPLC-DAD para Quantificar Pilocapina e seus Produtos de

Degradacéo.
Amostra Compostos Coluna Fase Movel Fluxo Detector Referencia
mL.min*
Solugéo PLC, IPLC, (C18 (150 mm x 0.46 mm Acido fosforico, 1.0 UV 214 nm [6]
oftalmica PCA, IPCA i.d., 5um) tampéo aquoso de
trietilamina- metanol
Solugdo aquosa | PLC, IPLC,  Spherisorb-CN (250 mm Agua trietilamina 1.0 UV 220 nm [7]
PCA, IPCA x 4.6 mmi.d., 5um) (faixa de pH 2.5-5.5)-
metanol
Disperséo PLC, IPLC C18 (100 mm x 8 mm Acetonitrina- 3.0 UV 235 nm [11]
pseudo-latex i.d., 10 pm) dietilamina-agua
Solugdo aquosa | PLC, IPLC, Lichrosorb Si60 (250 Metanol- acido 1.2 UV 214 nm [5]
PCA, IPCA  mmx4.6 mmid., 5um) fosfdrico- 4gua

PLC = pilocarpina; IPLC = isopilocarpina; PCA = 4cido pilocarpico; IPCA = acido isopilocarpico.

Estes trabalhos podem agora ser considerados obsoletos, uma vez que foram
desenvolvidos nos anos 80 e 90 e ndo podem ser aplicados a dosagem de pilocarpina em
formulacBes solida [6, 7]. Considerando que (a) o0 nosso grupo de investigacdo tem
desenvolvido novas formulagdes farmacéuticas sélidas com pilocarpina e (b) que os métodos
cromatograficos foram melhorados em termos de novas colunas (hovo tamanho de particula e
fases estacionarias mais homogéneas) [8, 9], € muito importante desenvolver um método de
extracdo de formas farmacéuticas sélidas e quantificacdo de pilocarpina, seguindo 0s
procedimentos de validagéo [10].

Materiais e métodos

Reagentes

O metanol e o acetonitrilo em grau de HPLC foram adquiridos da Tedia (Brasil) e a
acetonitrila ultrapura usado para o teste de robustez foi adquirida da Lichrosolv® (CAS 75-05-
8, Merck Milipore, Darmstadt, Alemanha); dihidrofosfato de potassio (CAS 7778-77-0,
KH2PO4), acetato de amonio (CAS 631-61-8, CH3COONH4), acido fosforico a 85%
(H3PO4), acido acético (CAS 64-19-7, CH3COOH) e hidroxido de soédio (CAS 1310-73-2,
NaOH) foram obtidos da Merck Milipore (Darmstadt, Alemanha). A quitosana foi obtida da
Polymar (Lote: 20091115, grau de desacetilacdo 75% e peso molecular de 31,41 kDa) e
carbopol 940® da Pharma Nostra (Lote: 12672106F, 72 kDa). O padréo de hidrocloreto de
pilocarpina foi fornecido pela Vegeflora (Brasil, Lote: VC-1101, 98%) e os comprimidos de

cloridrato de pilocarpina foram adquiridos no mercado como Salagen® (Novarts). Todos 0s
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produtos quimicos com exce¢do de metanol e acetonitrila eram de grau de pureza analitico e
todos foram utilizados tal como foram recebidos. Agua ultrapura foi obtida por um sistema de
agua Milli-Q (Merck-Milipore, Darmstadt, Alemanha).

Solugdes da amostra e produtos de degradacéo da pilocarpina

Solugdes aquosas de cloridrato de pilocarpina em concentragao de 200 pg.mL-1 foram
utilizadas como solucdo mae, que se manteve em frasco ambar e mostrou-se estavel em
liofilizado a -20°C durante 15 dias. A solugédo de cloridrato de pilocarpina (200 pg.mL-1) foi
tratada com solucdo aquosa de NaOH (10 mM) durante 24 h para gerar os produtos de
degradacéo do alcaléide (degradacdo de cerca de 30%, com base na area de cromatografia da
pilocarpina). Esta solucédo foi analisada sob as mesmas condic¢des cromatograficas de solucao
padrdo pura. Preparou-se tampdo de dihidrofosfato de potassio dissolvendo o equivalente do
sal para 1L de agua ultrapura para preparar 10 mM, 30 mM ou 50 mM e depois o pH foi
ajustado com solucdo de &cido fosforico a 10%. Preparou-se tampdo acetato de amoénio
dissolvendo 0,77 g do sal para 1 L de agua ultrapura, equivalente a 10 mM, e depois o pH foi

ajustado para 5.10 com acido acético.

Comprimidos de pilocarpina formulados

Os comprimidos mucoadesivos de pilocarpina, utilizando quitosana como
polimero mucoadesivo principal e polimero acrilico carbopol 940® ou
carboximetilcelulose de sodio, foram preparados por técnica de compressao direta de
acordo com Sa et al., 2015 [12].

Extracéo de pilocarpina de comprimidos

Os comprimidos comerciais contendo 5,0 mg de cloridrato de pilocarpina (Salagen®,
Novartis) foram colocados individualmente, solubilizados em &gua, submetidos a banho de
ultrasom durante 5 minutos e depois filtrados através de papel qualitativo Whatman 110 mm
(Sigma-Aldrich). Comprimidos formulados contendo (comprimidos formulados 1) 5,0 mg de
cloridrato de pilocarpina + quitosana (CS) + polimero acrilico carbopol 940® (CBM) ou
(comprimidos formulados 2) 5,0 mg de cloridrato de pilocarpina e quitosana (CS) +
carboximetilcelulose de sodio (CMC) foram solubilizado em solucédo tampdo KH2PO4 (10
mM, pH 5,30 ajustado com acido fosférico), submetido a banho de ultrasom durante 5 minutos
e depois filtrado através de papel qualitativo Whatman 110 mm (Sigma-Aldrich). O filtrado de

ambos comprimidos comerciais e comprimidos formulados de pilocarpina foi transferido



70

quantitativamente para um baldo volumétrico até uma concentracdo final de 50 pg.mL-1. Todas
as amostras foram previamente filtradas através de um filtro de PVDF de 0,45 um (Merck-

Milipore, Darmstadt, Alemanha) e depois submetidas a analise por HPLC (20 pL).

Condicges do equipamento e da cromatografia

As analises foram realizadas por HPLC-DAD-UV no equipamento Shimadzu Class-
VP no Laboratério de Toxicologia Ambiental, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil; e no
equipamento Shimadzu Proeminence no LAPGEN, Faculdade de Farmacia, Universidade
Federal do Piaui, Brasil. Utilizaram-se como fases moveis diferentes combinacfes de
acetonitrila (ACN), metanol (MeOH) e tampao fosfato de potassio monobéasico (KH2PO4) ou
tampdo de acetato de aménio (AAB). Todas as soluces tampdo foram filtradas através de um
filtro PVDF de 0,45 um (Merck-Milipore, Darmstadt, Alemanha) antes da utilizacdo. As
colunas de HPLC utilizadas foram: C18 com silica (250mm x 4,6mm x Sum i.d., ODS Hypersil
Thermo, EUA); silica modificada com cianopropil (250mm x 4,6mm x Spm i.d., Supelcosil
LC-CN, Supelco, EUA); Zic-HILIC (250mm x 4,6mm x 5um i.d. x 200 0A, SeQuant, Merck,
Alemanha). Todas as colunas foram equipadas com pré-colunas da mesma fase estacionaria.

As condi¢es analiticas testadas estdo descritas na tabela 2.
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Tabela 2. Condigdes Testadas para Analise de Cloridrato de Pilocarpina em Comprimidos e
para Produtos de Degradacéo de Pilocarpina.

Condicao Coluna Fase movel (v/v) Temperaturade  Taxade pH
forno fluxo
1 RP-C18 ACN/ KH2PO4 (10 mM) 60:40 50 1.2 5.45
2 RP-C18 ACN/ KHzPO4 (30 mM) 60:40 50 1.2 5.45
3 RP-C18 ACN/ KH2PO4 (50 mM) 60:40 50 1.2 5.30
4 RP-C18 MeOH/ KH2PO4 (10 mM) 60:40 50 1.2 5.45
5 RP-C18 MeOH/ KH2PO4 (30 mM) 60:40 50 1.2 5.45
6 RP-C18 ACN/ AAB (10 mM) 55:45 45 2.0 5.10
7 RP-C18 MeOH/ AAB (10 mM) 55:45 45 2.0 5.10
8 RP-CN ACN/ KH2zPO4 (10 mM) 60:40 50 1.0 5.30
9 RP-CN ACN/ KH2PO4 (10 mM) 60:40 50 0.8 5.30
10 HILIC-CN ACN/ KH2PO4 (10 mM) 80:20 50 0.8 5.30
11 Zic-HILIC ACN/ KH2PO4 (10 mM) 90:10 40 0.8 5.40
12 Zic-HILIC ACN/ KHzPO4 (10 mM) 80:20 40 0.8 5.40
13 Zic-HILIC ACN/ KH2PO4 (10 mM) 70:30 40 0.8 5.40

Legenda: ACN = acetonitrila; KH,PO4 = tampao di-hidrogenofosfato de potassio; AAB = tampdo de acetato de
amonio; MeOH = metanol; RP-C18 = coluna C18 com base em silica de fase inversa; RP-CP = coluna de silica
modificada com cianopropil em estado de fase reversa; HILIC-CP = coluna de silica modificada com cianopropil
em condicdes de cromatografia liquida de interagdo hidrofilica (para especificacéo de coluna, ver experimental).

Validagdo

O método de quantificacdo do cloridrato de pilocarpina em comprimidos foi validado
de acordo com o manual de validacdo RE 899/2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) [13], com a orientacdo para validacdo de métodos analiticos DOQ-
CGCRE-008/2007 do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro) [14]
e de acordo com a validacdo dos procedimentos analiticos do ICH (1995, 1996) [15,16].

Os parametros de desempenho analiticos avaliados foram (a) seletividade, (b)
linearidade, (b) intra-dia e (c) precisdo inter-dia, (d) exatidao, (e) recuperacdo, (f) robustez e (g)
limites de deteccdo e de quantificacao.

As curvas de calibracdo foram obtidas a partir de solucGes padréo de cloridrato de
pilocarpina em &gua ultrapura, preparadas diariamente, a concentracgdes finais de 200, 150, 80,
50, 10 e 5 pg.mL-1. O volume de injeccao foi de 20 pL e todas as determinagdes foram feitas
a 215 nm. A seletividade foi obtida por analise com agua ultrapura, quitosana e carbopol,
isolados ou em mistura, e com picos de cloridrato de pilocarpina, monitorados a 215 nm. A
linearidade foi obtida a partir de trés curvas de calibragdo obtidas em trés dias diferentes. A

diferenca entre os valores experimentais e estimados obtidos pelo modelo linear calculado
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utilizando a equacdo das curvas de calibracdo foi utilizada para inferir sobre a
homocedasticidade.

A precisdo intra-dia foi obtida a partir de duas concentracdes diferentes (100 e
20ug.mL-1) em triplicata trés vezes no mesmo dia e a precisao entre dias foi obtida nas mesmas
concentragdes (100 e 20ug.mL-1) em triplicata, uma vez por dia em trés dias diferentes. A
exatidao foi determinada a partir de curvas de calibracdo nas concentragdes de 200, 150, 80 50,
10 e 5 ug.mL-1. A recuperacao foi obtida a partir de picos de cloridrato de pilocarpina nas
concentragdes alta, média e baixa (200, 80 ¢ Spug.mL-1, respectivamente). Os testes de robustez
foram realizados comparando o melhor parametro escolhido para quantificar o cloridrato de
pilocarpina com variagdo em seis parametros e em duas concentragdes diferentes da amostra
(200 e 1pug.mL-1): concentracdo do tampéo, percentual de acetonitrila na fase movel, taxa de
fluxo , PH, temperatura e marca da acetonitrila (LiChrosolv, Merck-Milipore, Darmstadt,
Alemanha). As médias da area obtida em 200 e lpg.mL? da melhor condigdo foram
comparadas estatisticamente com aquelas da variacdo de seis parametros utilizando o teste de
Kruskal-Wallis [17]. Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram estabelecidos
a partir de diluicdes em série e observacgdo da relacdo de sinal (s) / ruido (n) (LOD =s/n > 3;

LOQ =s/n> 10).

Resultados e discussao

Desenvolvimento do Método

Os testes analiticos foram realizados com fases mdveis, colunas estacionarias, selecao
de tampdo e preparacdo de acordo com a disponibilidade no laboratério e seguindo
procedimentos de métodos de desenvolvimento de HPLC [15-16, 18-20]. A transferéncia foi
monitorada intra-dia e inter-dia por injecdes em branco. Entre todas as condicdes testadas,
foram selecionadas 13, com base nos melhores cromatogramas, empregando trés colunas (C18
a base de silica, silica modificada com cianopropil e Zic-HILIC), duas solugbes tampéao
(dihidrogenofosfato de potassio ou acetato de amonio), dois solventes organicos (ACN e
MeOH), faixa de pH entre 5,10 e 5,45, trés temperaturas, quatro taxas de fluxo em condigdes
RP ou HILIC (Tabela 2). A contaminagdo por transferéncia ndo foi observada durante as
experiéncias analiticas.

As condiges 4, 5 e 7 com MeOH como fase mdvel combinada com a coluna C18 nédo
apresentaram resultados satisfatorios, em termos de simetria de sinal (assimetria> 2) de

cloridrato de pilocarpina.
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As condigdes testadas 1, 2, 3 e 6 para analise de hidrocloreto de pilocarpina com coluna
C18 com base de silica (250 mm x 4,6 mm x 5 pm id, ODS Hypersil Thermo, EUA) e
acetonitrila como fase movel produziram os melhores resultados, em termos de simetria do
sinal. A condicéo 3 foi a melhor para analisar o cloridrato de pilocarpina (Fig. 2A), produzindo
excelentes picos de simetria (assimetria de pico = 1,03). No entanto, a elevada concentracédo de
sal dihidrogenofosfato de potassio (KH2PO4 50 mM) na fase mdvel levou-nos a lavar o sistema
muitas vezes entre a analise para evitar a cristalizacdo na bomba de HPLC e por esse motivo
esta concentracdo de sal ndo era ideal. Uma vez que a concentracdo reduzida de sal de fosfato
(10 mM, condicgéo 1) proporcionou cromatogramas com um sinal de linha de base mais largo e
por esse motivo, ndo apropriado para a analise.

Os procedimentos 11-13 usando a coluna Zic-HILIC (250 mm x 4,6 mm x 5 pm id x
2000A, SeQuant, Merck, Alemanha), em condi¢cbes HILIC, apesar de possuir uma boa
resolucdo de sinal, ndo foram apropriados para a analise quantitativa do cloridrato de
pilocarpina devido ao tempo prolongado para a coluna se equilibrar a fim de estabelecer as
condicdes de HILIC, antes da analise.

A utilizacdo de uma coluna de silica modificada com cianopropil (250 mm x 4,6 mm
x 5 um, Supelcosil LC-CN, Supelco, EUA) em fase reversa (RP-CN), condicéao 8, proporcionou
bons cromatogramas (com base na simetria de sinal e fator de retencdo para o cloridrato de
pilocarpina) em tempo de analise rapido (tR pilocarpina = 4,0 minutos). A assimetria de pico
foi calculada como 1,12, portanto aceitavel. A comparacdo entre a condicdo 8 e a condicao 3,
que proporcionou 0 melhor cromatograma usando coluna C18 com base de silica (Fig. 2A e
2B), mostrou resultados semelhantes em termos de simetria de pico (assimetria de pico 1,12 e
1,03, respectivamente), mas com menor gasto de fase movel 1,0 mL.min-1) e maior fator de

retencdo (k = 1,10) para a condicéo 8.
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Figura 2a - Cromatograma de cloridrato de pilocarpina (SQR- solugdo aquosa 12,5 ug.mL-1)

obtido na condicéo 3.
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Retention Time

3.0

Legenda: SQR - Substacia Quimica de Referéncia.

Figura 2b - Cromatograma de cloridrato de pilocarpina (SQR- solug@o aquosa 50 pg.mL-1)

obtido na condicéo 8.

40

1 Retention Time

Legenda: SQR - Substacia Quimica de Referéncia.

Assumindo que a condicdo 8 (Fig. 2B) representa um novo metodo para quantificar
hidrocloreto de pilocarpina com valores superiores de k, simetria de sinal e menor consumo de
solvente, essa conducdo foi utilizada para analisar comprimidos comerciais e formulados.
Gomez-Gomar e colaboradores (1989) também utilizaram uma coluna de silica modificada com
cianopropil (Spherisorb-CN, Teknokroma, Barcelona, Espanha), com fase mdvel composta por

trietilamina-agua/ MeOH (Tabela 1) para analisar cloridrato de pilocarpina e seus produtos de
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degradacdo em solucgdo aquosa. No entanto, o tempo total de analise foi de 22 minutos, portanto
muito demorada e ndo adequada a quantificacao.

A condicdo 8 também foi utilizada para analisar os produtos de degradagdo do
cloridrato de pilocarpina. As Figs. 3A e 3B mostram a separac¢édo da pilocarpina e seu principal
produto de degradacdo, acido pilocarpico, com grande seletividade (o = 2,09), eficiéncia e

resolucéo (RS = 2,02).

Figura 3a - Cromatograma de produtos de degradacéo de cloridrato de pilocarpina (ver parte

experimental) utilizando a condigé&o 8.
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Figura 3b - Sobreposicdo dos cromatogramas do padréo de cloridrato de pilocarpina (linha
Unica) e dos produtos de degradacao da pilocarpina (linha pontilhada) usando a condigéo 8.
Isopilocarpina, acido pilocarpico e &cido isopilocarpico foram identificados com base nos
espectros UV e na ordem de eluicdo da literatura para seus produtos de degradacao (ver

referéncias na Tabela 1).

Retention Time

Acido pilocarpico
Pilocarpina

i 'T‘ } Isopilocarpina
Acido isopilocarpico

100
75

50

25

25

Validag@o do método

O método analitico descrito para a condicdo 8 foi validado quanto a seletividade,
linearidade, precisdo intra-dia e inter-dia, exatiddo, recuperacdo, robustez e limites de detec¢do
e quantificacdo (ver parte experimental). As curvas de calibracdo obtidas na faixa de
concentracdo de 200 a 5 ug.mL-1 mostraram excelente linearidade entre os pontos, com r =
0,9979 + 0,0011 (média e desvio padréo de trés curvas de calibracdo diferentes). A diferenca
entre valores experimentais e estimados na faixa de concentra¢do de 200 a 5 pg.mL-1 mostrou
que a distribuicdo apresenta homocedasticidade. A equagdo obtida por regressdo linear e
utilizada para quantificacdo de amostras foi ABS = (49232,0 + 1557,5) x Concentragdo +
(73087,7 £ 4576,7). Os desvios padréo dos coeficientes linear e angular foram inferiores a 10%
(a=3,16%, b = 6,26%) e, portanto, adequados para quantificacdo. O LOQ foi determinado em
250 ng.mL-1 e LOD em 75 ng.mL* e portanto, este novo método permite a deteccéo e a
quantificacdo de cloridrato de pilocarpina em baixas quantidades utilizando um detector UV (a
quantidade de cloridrato de pilocarpina € muito maior em preparacdes comerciais, normalmente

5,0 mg). O método desenvolvido demonstrou ser seletivo, sem interferéncia de excipientes da
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formulagdo (carboximetilcelulose de sddio, polimero acrilico carbomer 940® ou quitosano)

como mostrado nas Figs. 4A-4D.

Figura 4a- Cromatograma da amostra de Salagen® (80 ug.mL™), obtida na condigo 8.

Retention Time

43
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Figura 4b- Cromatograma da amostra 1 de comprimidos formulados (pilocarpina 5,0 mg +

carbomer 940® + quitosana, solugdo de trabalho a 80 pug.mL-1) obtido na condicéo 8.
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Figura 4c - Cromatograma da amostra 2 dos comprimidos formulados (pilocarpina 5,0 mg +

carboximetilceulose sodica + Solugdo de Quitosana, 80 ug.mL™), obtido na condic&o 8.
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Figura 4d - Sobreposicao dos cromatogramas de solucdo aquosa de pilocarpina (50 pg.mL-1),
carboximetilcelulose de sédio (CMC), polimero acrilico carbomer 940® (CBM) e quitosana
(CS). Todos os adjuvantes foram submetidos a solubilizacdo em agua ultrapura até uma
concentracdo final de 50 pug.mL-1, e depois foram filtrados através de um filtro de PVDF de

0,45 pum antes da analise por HPLC.

Retention Time
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A precisdo intra-dia e inter-dia foi obtida e mostrou 6timos resultados (Tabela 3). Os
valores de exatiddo estdo em intervalo aceitavel (85 - 115%) e também estdo listados na Tabela
3. A recuperacéo obtida a partir de picos de cloridrato de pilocarpina foi de 92,30 = 0,27% a
200 pg.mL?, 95,20 + 0,19% a 80 pg.mL™ e 91,60 + 0,31% a 5 ug.mL™. A robustez testada
dentro de 6 parametros ndo mostrou diferenca significante para todas as médias em

comparagao com os testes de Kruskal-Wallis [17] (Tabela 4).



Tabela 3. Precisdo e exatiddo do método analitico.
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Preciséo Exatidao
Intra-dia Inter-dia
Concentracao

ug.mL?! AVR SD RSD% AVR SD RSD% Experimental* Calculado** All SD RSD%
200 9727834 9919487 -191652 -3.89 95.55
150 7587797 7457887 129910 +2.63 101.33
100 4995427 40873 0.82 4989732 129691 2.60
80 4278527 4011647 266880 +5.42 106.77
50 2504950 2534687 -29736 -0.60 98.80
20 1073727 9663 0.90 1068912 21378 2.00
10 496450 565407 -68956 -1.40 86.00

5 288720 319247 -30527 -0.62 87.60

A quantidade de pilocarpina declarada por comprimido em ambas as amostras é de 5,0 mg. A concentragéo final da amostra antes da analise por HPLC foi de 50 pg.mL".
*QObtido a partir de trés inje¢des em triplicata em trés dias diferentes; ** Calculado a partir da curva analitica ABS = (49232,0 + 1557,5) x concentracdo + (73087,7 +

4576,7); A [ ] = diferenga de concentragdo; [1% = diferenga em percentagem.



Table 4. Pardmetros de robustez testados para cloridrato de pilocarpina em solugio aquosa (200 e 1 ug.mL™%).
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Parametros Condicbes
0 1 2 3 4 5 6
Concentracdo do tampéo fosfato mM A a A A A A A
Porcentagem de ACN na fase movel B B b B B B B
Taxa de fluxo mL.min"* C C C c C C C
Tampéo pH D D D D d D D
Temperatra de forno °C E E E E E e E
Marca da ACN F F F F F F f
Concentracdo da amostra ug.mL™?
200 9636617 9438875 9356464 9023919 8977370 9142228 9227969
200 9376527 9116174 9549760 9053490 8909480 9690788 9573346
200 9770984 9319290 9222646 8967496 8975537 9620713 9419902
200 9567624 9062258 9680724 9257822 8941660 9324742 9016864
AVR 9587938 9234149 9452398 9075681 8951011 9444617 9309520
SD 164299 175714 202979 126558 32190 256528 240892
RSD% 1.71 1.90 2.15 1.39 0.36 2.72 2.59
Concentracdo da amostra ug.mL™?
1 44344 39616 44820 38783 38394 39348 40659
1 42295 42402 42774 39871 38699 38333 38747
1 41722 41416 42338 39236 40295 42236 38628
1 44012 40461 40242 38276 39271 41716 37290
AVR 43093 40974 42543 39041 39164 40408 38831
SD 1281 1203 1877 678 837 1869 1386
RSD% 2.97 2.94 441 1.74 2.14 4.63 3.57

Condicdo: 0 = melhor condicdo cromatografica 8 — A= 10 mM, B =60, C = 1.0, D =5.30, E =50, F = Tedia; 1 —a=11 mM, B =60,C=1.0,D=5.30,E=50, F=
Tedia; 2 - A=10 mM, b =61, C=1.0, D =5.30, E =50, F = Tedia; 3 - A=10 mM, B =60, c=1.1, D =5.30, E =50, F = Tedia; 4 - A=10 mM, B =60,C=1.0,d =
5.20, E =50, F = Tedia; 5 - A=10 mM, B =60, C = 1.0, D =5.30, e = 45, F = Tedia; 6 - A=10 mM, B =60, C = 1.0, D =5.30, E = 50, f = Lichrosolv.

Nenhuma diferenca estatistica (teste de Kruskal-Wallis [17]) entre a média para ambas as concentracdes.
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Um total de 10 comprimidos comerciais (Salagen®, Novartis) e 20 comprimidos
formulados de cloridrato de pilocarpina foram quantificados (Tabela 5). O teor de cloridrato de
pilocarpina estava na gama especificada pelo produtor Salagen® (4,81 + 0,07 mg/ comprimido,
96,16 + 1,33%) e pela formulacdo em comprimidos de carbomer 940® + quitosana (4,80 + 0,02
mg/ comprimido, 95,99 * 0,49%) e em comprimidos de carboximetilcelulose de sédio +
quitosana (4,95 £ 0,04 mg/ comprimido, 99,08 = 0,79%).

Concluséo

Os ensaios cromatograficos sobre HPLC-DAD para cloridrato de pilocarpina em
solugdo aquosa permitiram estabelecer os melhores pardmetros cromatograficos em termos de
simetria de sinal e factor de retencdo. Os melhores parametros cromatograficos foram
alcancados em termos de seletividade (0=2,09), eficiéncia e resolu¢do (Rs=2,02) para separar
pilocarpina e &cido pilocarpico em tempo rapido (6 minutos). Foi possivel validar um novo
método analitico para a dosagem de cloridrato de pilocarpina em comprimidos utilizando um
procedimento de extracdo simples e eficiente (dgua ultrapura para comprimidos comerciais ou
tampdo di-hidrogenofosfato de potassio 10 mM para comprimidos formulados), coluna de silica
cianopropil modificada, com fase movel isocratatica com ACN/ tampdo di-hidrogenofosfato de
potéssio 10 mM (60:40,v/v), pH 5,30, temperatura do forno de 50 oC e taxa de fluxo de 1,0
mL.min-1. O teor de cloridrato de pilocarpina estava na gama especificada para comprimidos

comerciais e formulados.



Tabela 5. Teor de cloridrato de pilocarpina em comprimidos formulados e comerciais (Salagen®, Novartis).
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Amostra

Média do teor de

Média da Media de concentracgéo o . ) e

. . SD RSD% SD Média de percentual SD pilocarpina/comprimido SD

area de sinal ug.mL? mg
Formulagéo 1
Comprimido 1 2397176 14372 0.63 47.13 0.31 94.27 0.61 4.71 0.03
Comprimido 2 2428684 12236 0.53 47.77 0.26 95.55 0.52 4.78 0.03
Comprimido 3 2446140 12144 0.52 48.13 0.26 96.25 0.52 4.80 0.03
Comprimido 4 2357938 24851 1.11 46.34 0.53 92.67 1.06 4.62 0.05
Comprimido 5 2467641 13280 0.57 48.56 0.28 97.13 0.57 4.87 0.03
Comprimido 6 2449928 12173 0.52 48.20 0.26 96.41 0.52 4.83 0.03
Comprimido 7 2433658 5015 0.22 47.87 0.11 95.75 0.21 4.79 0.01
Comprimido 8 2469551 3602 0.15 48.60 0.08 97.21 0.15 4.87 0.01
Comprimido 9 2466771 14234 0.61 48.55 0.30 97.09 0.61 4.84 0.03
Comprimido 10 2497198 2100 0.09 48.80 0.04 97.60 0.09 4.89 0.00
Média 95.99 0.49 4.80 0.02
Formulacéo 2
Comprimido 1 2430315 15061 0.62 50.27 0.32 100.55 0.64 5.03 0.03
Comprimido 2 2413604 17113 0.71 49.92 0.36 99.84 0.73 4.99 0.04
Comprimido 3 2329994 12704 0.55 48.13 0.27 96.27 0.54 4.80 0.03
Comprimido 4 2350527 67160 2.86 48.57 1.43 97.14 2.86 4.85 0.14
Comprimido 5 2350134 13280 0.57 48.56 0.28 97.13 0.57 4.87 0.03
Comprimido 6 2408453 15156 0.63 49.81 0.32 99.62 0.65 4.99 0.03
Comprimido 7 2418400 10150 0.42 50.02 0.22 100.04 0.43 5.00 0.02
Comprimido 8 2436184 10096 0.41 50.40 0.22 100.80 0.43 5.05 0.02
Comprimido 9 2398455 12834 0.54 49.59 0,27 99.19 0.55 4.95 0.03
Comprimido 10 2421819 12014 0.50 50.09 0,26 100.19 0.51 5.02 0.03
Média 99.08 0.79 4.95 0.04
Salagen®
Comprimido 1 2520892 52743 2.09 49.72 1.07 99.44 2.14 4.97 0.11
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Comprimido 2 2434162 12496 0.51 47.96 0.25 95.92 0.51 4.80 0.03
Comprimido 3 2385034 75157 3.15 46.96 1.53 93.92 3.05 4.70 0.15
Comprimido 4 2521334 34884 1.38 49.73 0.71 99.46 1.42 4.97 0.07
Comprimido 5 2370848 87972 3.71 46.67 1.79 93.34 3.57 4.67 0.18
Comprimido 6 2429696 17693 0.73 47.87 0.36 95.73 0.72 4.79 0.04
Comprimido 7 2425091 6826 0.28 47.77 0.14 95.55 0.28 4.78 0.01
Comprimido 8 2398349 11501 0.48 47.23 0.23 94.46 0.47 4.72 0.02
Comprimido 9 2416627 15674 0.65 47.60 0.32 95.20 0.64 4.76 0.03
Comprimido 10 2499612 13044 0.52 49.29 0.26 98.58 0.53 4.93 0.03
Média 96.16 1.33 481 0.07

A quantidade de pilocarpina declarada por comprimido em amostras comerciais e formuladas é de 5,0 mg. A concentracéo final da amostra antes da anélise por HPLC foi de 50
ug.mLt, Formulagdo 1 = pilocarpina 5,0 mg + carbémero 940 + quitosana; Formulagéo 2 = pilocarpina 5,0 mg + carboximetilcelulose de sddio + quitosana [12].
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CAPITULO 3

CHITOSANA COMO PLATAFORMA PARA PREPARACAO DE COMPRIMIDOS
MUCOADESIVOS PARA LIBERACAO MODIFICADA DE PILOCARPINA
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Resumo

A adicdo de quitosana a outros polimeros para formacdo de blendas, a fim de aumentar a
interacdo com as membranas mucosas e a modulacdo da liberacdo do farmaco, é bastante
discutida. Neste estudo, a quitosano (CS) foi associada com carboximetilcelulose de sodio
(CMC) e carbopol 940 (CBM) em proporcdes de 1: 3, 1: 1 e 3: 1 com o objetivo de obter um
sistema de liberacdo sustentada para pilocarpina, um agonista colinérgico com atividade
silagoga, utilizada no tratamento da xerostomia. As misturas produzidas foram caracterizadas
por diferentes técnicas, e estudos de citotoxicidade. Depois, os discos foram preparados e sua
performance mucoadesiva e perfil de liberacdo do farmaco foram avaliados. Os resultados de
FTIR e TG/DTA mostram o estabelecimento de interacdes entre as misturas de CMC:CS e
CBM:CS. Os estudos de citotoxicidade revelaram que o CBM induz a morte celular em todas
as concentragdes testadas. No entanto, a toxicidade de suas misturas diminui com o0 aumento da
guantidade de CS na formulacdo. Os discos contendo CBM: CS (1: 3) e CMC: CS (1: 1) foram
selecionados para os estudos de liberacdo de pilocarpina devido a sua compatibilidade com o
pH da mucosa bucal, desempenho mucoadesivo e intumescimento crescente de forma linear. O
perfil de dissolugdo para Salagen®- (formulagéo de referéncia) e discos contendo CS: CMC (1:
1) pode ser considerado de libertacdo imediata. Por outro lado, os discos contendo CBM: CS
(1:3) seguem um modelo de primeira ordem sugerindo que o mecanismo de liberacdo é
principalmente baseado na difusdo de Fick, com um tempo médio de dissolucdo (MDT)
proximo de 20min e sustentando a liberagdo do medicamento durante 1h, proporcionando uma

boa plataforma bucoadesiva para liberacao de pilocarpina na cavidade bucal.

Palaras-chave: Comprimidos mucoadesivos; adesivos, bucal, pilocarpina, quitosana, liberacéo

controlada, xerostomia.
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Introducéo

A Xerostomia, também conhecida como "boca seca”, € uma condicdo comum, mas
freqientemente negligenciada, tipicamente associada a hipofuncdo da glandula salivar
(Plemons, Al-Hashimi e Marek, 2014). Aproximadamente 50% da populacédo idosa e 20% dos
adultos mais jovens sofrem com isso devido a cancer, sindrome de sjogren ou reacdo adversa a
medicamentos (Mortazavi et al., 2014). Os tratamentos atualmente disponiveis, como
substitutos salivares, proporcionam alivio temporario, na melhor das hipdteses, funcionando
como paliativo para manejo da qualidade de vida desses pacientes (Vivino et al., 1999).
Entretanto, estes geralmente acham essa alternativa medicamentosa dispendiosa, ineficazes,
inconveniente ou irritantes (Bots et al., 2005).

A pilocarpina é um composto obtido a partir das folhas de arbustos sul-americanos do
género Pilocarpus. E um alcal6ide colinérgico parassimpaticomimético que atua nos receptores
muscarinicos-Mz e pode causar a contracdo de células musculares lisas em humanos e
estimulacdo das glandulas exdcrinas (Taylor, 1990; Davies et al., 2015). Os comprimidos para
administragdo oral de cloridrato de pilocarpina (Salagen®), contendo 5mg de ativo, tomados 3-
4 vezes ao dia, sdo indicados para o tratamento da xerostomia. No entanto, esses comprimidos
estdo associados a uma alta taxa de falha devido a efeitos colaterais graves que levam a cessacdo
da terapia (Noaiseh, Baker e Vivino, 2014). Em um ensaio controlado randomizado ajustado
por dose, 23% dos pacientes foram trocados do regime de 7,5 mg para 5 mg apds 6 semanas de
tratamento (Papas et al., 2004). Esse e outros estudos sugerem, portanto que a dose mais baixa
é melhor tolerada (Ramos-Casals et al., 2012; Davies et al., 2015).

Para contornar este problema considera-se a opcao de formulagdes tdpicas, que em
contato com a mucosa bucal, promova a liberacdo do farmaco e permita o efeito farmacologico
antes da absorcdo sisttmica do primeiro. Os sistemas mucoadesivos sdo alternativas de
liberacdo de farmacos que tém o potencial de liberacdo controlada somado as propriedades
mucoadesivas que proporcionam uma atuacéo direcionada, promovendo uma interacao intima
com a camada de muco (Boddupalli et al., 2010). As formulag6es bucais devem possuir uma
alta resisténcia a troca de muco, proporcionando contato prolongado entre a farmaco e a
mucosa. Uma alternativa tecnoldgica surgida recentemente foi o disco, ou comprimido
mucoadesivo. Estes discos sdo formados por polimeros que interagem diretamente com a
camada de muco que reveste as células locais (Cid et al., 2012).

Este muco é um excelente lubrificante constituido por mucina, uma glicoproteina que

ao pH oral forma uma estrutura de gel altamente coesa. As mucinas sdo glicoproteinas com
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cadeias laterais de péptidos e cadeias laterais de oligossacarideos, que geralmente terminam em
residuos de &cido siélico que criam uma carga negativa global na cavidade oral, com um pH de
aproximadamente 6,8 (Meng-Lund et al., 2014). Assim, o muco desempenha um papel
importante na adesdo dos discos mucoadesivos. Por outro lado, a liberacdo controlada do
farmaco ajuda a evitar a perda no processo de degluticdo e lavagem salivar e espalha-a através
da superficie da mucosa, aumentando a eficacia terapéutica quando comparada as formulacdes
convencionais (Cid et al., 2012) (Morales & McConville, 2011).

As propriedades exigidas para o polimero ser administrado na cavidade oral incluem a
presenca de grupos que possuem capacidade de formacdo de ligacdo de hidrogénio e/ou
interacdes i0nicas fortes com a mucina (Salamat-Miller, Chittchang e Johnston, 2005). Os
polissacarideos geralmente sdo preferiveis aos polimeros sintéticos porque possuem baixa
toxicidade e baixo custo associados (Shiledar, Tagalpallewar e Kokare, 2014). Nesse sentido,
quitosana (CS) emergiu como um potencial excipiente farmacéutico devido a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades mucoadesivas. E um biopolimero
catidénico obtido a partir da desacetilacdo da quitina, que se encontra no exoesqueleto de
crustaceos e insetos. Apos a celulose, é o composto organico mais abundante na natureza
(Abdollahi, Rezai e Farzi, 2012), (Yu et al., 2013), (Benediktsdottir, Baldursson e Masson,
2014). CS contém unidades de glucosamina e acetilglucosamina, que possuem grupos amina (-
NH>) responsaveis pelo seu comportamento catiénico. Além disso, apresenta um carater
hidrofilico devido a presenca de varios grupos hidroxilas (-OH) (Pattnayak & Nayak, 2013).
Assim, CS é capaz de interagir com as mucinas na camada de muco pelo estabelecimento de
interacOes eletrostaticas, hidrofobicas, hidrofilicas e ligacdo de hidrogénio (Meng-Lund et al,
2014).

No entanto, CS mostra uma baixa compressibilidade quando utilizado isoladamente na
preparacdo de formulacdes solidas do tipo comprimido (Szymanska et al., 2014). Por este
motivo, os comprimidos contendo CS foram associados a excipientes alternativos para conferir
maior resisténcia. Para isso foram selecionados o0s polimeros sintéticos com também
propriedades adesivas, incluindo os poliacrilicos do tipo Carbomer® (CBM) e um derivado da
celulose, carboximetilcelulose (CMC), ambos polimeros aniénicos com tempos de mucoadesdo
referidos em alguns estudos, proximos de 10 e 4 h, respectivamente (Grabovac, Guggi e
Bernkop-Schnurch, 2005).

Este estudo é dirigido para a preparacdo e caracterizacdo de mistura polimérica entre

quitosana e polimeros sintéticos, selecionados para desenvolver matriz polimérica para
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administracdo controlada de pilocarpina. A patir desta matriz, comprimidos seréo

desenvolvidos com intuito de obter uma formulacgéo para o tratamento da xerostomia.

Cultura celular, materiais e métodos

Todos os reagents e substancias quimicas foram utilizadas como recebidas, incluindo
CS (Quitosana - Polymar - Brazil, Lote: 20091115, Grau de Desacetilacdo: 75%, Peso
Molecular: 31 kDa), CMC (carboximetilcelulose de sddio - AtivosMagistrais — Brazil, Lote:
ACXO01122F4, Grau de substituicdo (SD) 0,95, peso molecular: 700 kDa), CBM (Carbomero
940® - Pharma Nostra - Brazil, Lot: 12672106F, 72 kDa) e pilocarpina (Vegeflora — Brazil,
Lote: VC-1101). Tripsina, 3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 brometo de difeniltetrazol (MTT) foi
adquirida da Sigma-Aldrich Co. Ltd., Dorset, UK. As células de fibroblasto (linhagem COS-7)
foi obtida da ATCC® (CRL-1651) e gentilmente cedida pelo Prof. Dr Marco Lemos (MARE —
Marine and Environmental Sciences Centre, ESTM, Instituto Politécnico de Leiria, Peniche,
Portugal). Os fibroblastos foram cultivados em meio de Dulbecco's modificado (DMEM)
suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal, 12mM de bicarbonato de sédio, 1% de
estreptomicina e 1% de penicilina a 37°C em uma atmosfera humidificada de 95% ar e 5% CO-.

Caracterizacao fisico-quimica das blendas

As misturas preparadas foram caracterizadas por analises térmicas (TG e DTA) e
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).

Os espectros das matérias-primas e misturas fisicas foram registrados usando um
espectrometro Perkin-Elmer. Os espectros foram avaliados em reflectancia total atenuada
usando cristal de diamante (&ngulo de incidéncia = 45°). A aquisicdo foi realizada com a
aplicacio de 64 varreduras a uma resolugdo de 4cm™ na faixa de 4000-400 cm™.

A caracterizacdo térmica foi realizada usando uma termobalanca modelo Shimadzu
DTG-60H sob uma atmosfera de nitrogénio a uma taxa de fluxo de 50 mL / min. O
comportamento térmico foi estudado através do aquecimento das amostras (5 mg) em uma
panela de aluminio selada de 25 a 600°C, a uma taxa de 10°C / min. Os dados foram analisados
usando o software TA-60WS (ThermaAnalysis) versdo 2.20 do Shimadzu®.

Estudo de citotoxicidade in vitro das blendas (Ensaio MTT para viabilidade cellular)
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A viabilidade celular foi avaliada para as formulacgdes preparadas sobre fibroblastos
(Cos7). A avaliagdo da viabilidade celular foi realizada por meio de um ensaio colorimétrico
utilizando o teste de reducdo MTT, conforme relatado anteriormente (Mosmann, 1983). Os
fibroblastos foram cultivados a densidade de 0,1x10° células/poco, em microplacas de 96 pogos
num volume final de 200 uL durante 24 horas e foram ainda tratados com as diferentes
formulagoes.

Ap0s 24h, foram adicionados 20 pl de uma solucdo de MTT (5 mg / mL em PBS) por
poco e as células foram ainda incubadas durante 3 horas a 37°C em uma atmosfera humidificada
de 95% de ar e 5% de CO.. Ap0s este periodo de tempo de incubacdo com MTT, o0s
sobrenadantes foram descartados e 100 uL de dimetilsulfoxido (DMSO) foram adicionados a
cada poco. A quantificacdo de cristais de formazan foi realizada utilizando um leitor de
microplacas ELISA a 570 nm com um comprimento de onda de referéncia de 620 nm. Foram
realizadas quatro experiéncias independentes com as formulagdes. Os resultados foram
expressos como porcentagem de reducdo de MTT em relacdo as células de controle.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, sendo os resultados expressos
como média * desvio padrédo de trés experiéncias independentes. As analises estatisticas foram
realizadas com ANOVA unidirecional, com um teste de comparacdo multipla de Dunnett. Os
testes estatisticos foram aplicados usando GraphPad Prism, versdo 6.00 (GraphPad Software,
San Diego, CA, EUA).

Preparacdo e caracterizacdo dos comprimidos adesivos de pilocarpina

Os comprimidos bucoadesivos de pilocarpina utilizando CS como principal polimero
mucoadesivo foram preparados por método de compressdo direta. As quantidades desejadas de
pilocarpina, CS, CMC e CBM foram misturadas a seco durante 15 minutos usando gral. Os
comprimidos foram obtidos por um método de compressao direta usando uma prensa hidraulica
(Specapress®) com puncdes de 7 mm de didmetro e pressdo constante de 2 toneladas. A
composic¢do dos discos foi mostrada na Tabela 1. A &rea superficial do comprimido exposto na
mucosa bucal foi de 3,846 cm?.

A dureza dos comprimidos foi determinada pelo durémetro de modelo Ethik® 298. A
uniformidade de peso dos discos foi realizada de acordo com o método oficial dado na USP
(United States Pharmacopeia-24, 2000). O pH da superficie foi medido (n = 3) depois de molhar

os discos com tampao de fosfato (pH 6,8 £ 0,05) durante 2 h a temperatura ambiente.
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Tabala 1. Composic¢do dos comprimidos desenvolvidos.

Composicgéo
Formulacéo
CS(mg) CMC(mg) CBM(mg) Pilocarpine (mg) Total (mg)

CS:CMC 1:3 23.75 71.25 - 5 100
CS:CMC 1:1 47.50 47.50 - 5 100
CS:CMC 3:1 71.25 23.75 - 5 100
CS:CBM 1:3 23.75 - 71.25 5 100
cs:CBM 1:1 47.50 - 47.5 5 100
CS:CBM 3:1 71.25 - 23.75 5 100

Estudo de intumescimento

O comportamento de intumescimento (n = 3) dos comprimidos foi avaliado de acordo
com Gowthamarajan et al. (Gowthamarajan et al., 2012). Para este fim, os comprimidos foram
pesados individualmente (W1) e depois colocados numa placa de Petri contendo tampéo fosfato
a pH 6,8. Em tempos fixos, os discos foram removidos, o0 excesso de agua em sua superficie foi
descartado e os discos inchados foram novamente pesados (W2). O indice de intumescimento

(SI) foi calculado de acordo com a seguinte formula.

w2 -wi
wi

SI= x 100

Tempo de mucoadesdo ex Vivo

O tempo de mucoadesdo ex vivo foi realizado (n = 3) ap6s a aplicacdo dos discos em
uma mucosa bucal porcina recém cortada utilizando a metodologia adaptada de Perioli et al.
(Perioli et al., 2004). Para este proposito, os tecidos bucais porcinos foram fixados no lado
interno de uma cuba de dissolugdo com cola de cianoacrilato e, em seguida, cada comprimido
foi molhado com 50 pL de tampéo de fosfato (pH 6,8) e fixados com uma presséo de um dedo
(aproximadamente 2N) sobre o tecido durante 20s. A cuba de dissolucdo foi preenchida com
500 mL de tampao de fosfato (pH 6,8) e mantido a 37 °C. Apds 2 min, aplicou-se uma taxa de
agitacdo de 50 rpm para simular o ambiente da cavidade bucal e a adesdo do disco foi

monitorada visualmente até o desprendimento ou a completa dissolucao.
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Forca de mucoadesao Ex vivo

A forca mucoadesiva foi determinada (n = 4) com um analisador de textura TAXT plus
(Stable Micro Systems, Godalming, Surrey, Reino Unido) usando mucosa bucal porcina recém-
isolada, adaptando a metodologia descrita por Sogias et al. (Sogias et al, 2012). Os seguintes
parametros de teste foram estabelecidos: velocidade de teste 0,5 mm/s, velocidade de retorno

0,5mm/s, forca aplicada 2 N, tempo de contato 20 s e temperatura 37 ° C.

Doseamento da pilocarpine por HPLC

O método para quantificar o cloridrato de pilocarpina em comprimidos foi validado de
acordo com o manual de validacdo RE 899/2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Este trabalho foi publicado anteriormente no BenthanScience Journal (de Lima
Moreira et al., 2016).

Estudo de perfil de liberacéo in vitro

O comportamento de liberagédo da pilocarpina a partir dos comprimidos preparados foi
investigado (n = 3) pelo aparelho de dissolu¢do USP, equipado com cestas (Nova Etica, Brasil),
adaptando a metodologia descrita anteriormente por Perioli et al (Perioli et al., 2004) e
Gowthamarajan et al. (Gowthamarajan et al., 2012). Cada disco foi colocado na cesta e imerso
em 40 mL de tampéo de fosfato (pH 6,8 £ 0,05) a 37 + 0,5 ° C, para manter as condicdes sink.
A velocidade de rotacéo da cesta foi mantida a 50 rpm. As amostras foram coletadas aos 5, 10,
15, 30, 60, 90 e 120 min, filtradas através de filtros de 0,22um com membrana de PTFE
(politetrafluoretileno) hidrofilica, analisadas por HPLC-DAD a 215 nm. Foram feitas trés
repeticGes para cada experimento. A porcentagem cumulativa de liberacdo de farmaco foi
calculada. Os valores de dissolucdo foram interpretados estatisticamente usando o teste t de
Student com p < 0,05.

Modelos matematicos para comparar os perfis de liberacéo
Para avaliar a curva de liberacdo de farmaco foram utilizados modelos matematicos
dependentes e independentes. Para o primeiro 0s seguintes parametros, incluindo porcentagem

de liberacdo do farmaco ap6s 10min (PD10) e tempo médio de dissolu¢cdo (MDT), foram
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avaliados. Todos os valores sdo expressos como médias de experiéncias separadas. O MDT foi

calculado utilizando a seguinte formula:

" tiAMi

n AMi

MDT =

Onde,

J = ndmero da coleta,

n = namero total de coletas,

tj € o tempo da coleta, e

AMj = é a diferenca entre as quantidades de farmaco dissolvido entre t; e to,

De acordo com as diretrizes da Food and Drug Administration (FDA) para comparar
perfis de dissolucdo, o fator de diferenca (f1) e o fator de similaridade (f2) também foram
analisados. Enquanto f1 calcula a diferenca percentual entre as duas curvas em cada ponto do
tempo e € uma medida do erro relativo entre as duas curvas, f2 ¢ uma transformacéo logaritmica
da raiz quadrada reciproca da soma do erro quadrado (Figueiras, Pais e Veiga, 2010). Os perfis
de dissolucdo sdo considerados semelhantes quando os valores de f1 sdo de até 15 (0-15) e os
valores de 2 sdo maiores que 50 (50-100), (FDA, 1995; FDA, 1997). Os fatores f1 e 2 sdo
definidos pelas seguintes formulas:

fl= { =R - Tt)}x 100

I, Rt

1
f2=50xlog x 100

1
1+ 537, (Rt — Tt)?

Onde,
Rt = Concentragdo do medicamento referéncia no tempo t.
Tt = Concentragdo da formulacéo teste no tempo t.

Os modelos matematicos também foram utilizados para a representagdo paramétrica dos

dados de dissolugéo. A cinética de liberacdo de pilocarpina foi analisada utilizando os seguintes
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modelos matematicos independentes: primeira ordem, Weibull, Higuchi e Korsemeyer-Peppas
(Tabela 2).

Tabela 2. Modelos matematicos independentes e respectiva férmula matematica para

avaliacdo do perfil de liberagdo de farmacos.

Mathematical model Equation

First Order _ _t),.2
C2(1 —exp ( cl) c

Weibull c3(1 — exp(—cyt)

Higushi C1t0®

Korsemeyer-Peppas cit®

O modelo Korsemeyer-Peppas foi aplicado para avaliar a natureza do mecanismo de
liberacdo de pilocarpina a partir da matriz polimérica, para isso os resultados da dissolucéo
utilizados para o célculo foram até 60% do farmaco liberado. Neste modelo, c1 é uma constante
dependendo da estrutura e geometria dos comprimidos, c2 € o expoente de liberacdo, que
depende do mecanismo de liberacdo e forma da matriz testada e t € o tempo de liberacdo. O
exponente c2 para sistemas de distribuicdo controlados poliméricos com geometria cilindrica
mostra valores de n <0,45 para a difusdo de Fickian, 0,45 <n <0,89 para transporte anémalo
(ndo Fickian) e n> 0,89 para transporte por relaxamento das cadeias (Ritger e Peppas, 1987).

Resultados e discussao

As blendas foram preparadas por mistura fisica usando diferentes propor¢des de CMC
e CBM com CS (1: 3, 1: 1, 3: 3). Para explorar o estabelecimento de interacdes entre polimeros,
todas as misturas foram submetidas a caracterizacdo fisico-quimica por analise FTIR e
avaliacdo térmica usando DSC.

CS é um polimero biodegradavel obtido por desacetilacdo alcalina de quitina. E um
copolimero linear de 2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranose e 2-amino-2-desoxi-D-
glucopiranose juntado por ligagGes B-(1,4)-glicosidicas. Nos resultados de FTIR, retratados na
Figura 1, foi possivel encontrar picos caracteristicos de sacarideos, que foram observados em
1151, 1068, 1022 e 892 cm™. Em 3359 cm, observou-se outro pico correspondente ao grupo

hidroxilo que se sobrepde ao estiramento amino. Os picos caracteristicos de aminoacidos foram
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encontrados em torno de 3361 cm™, 1645cm™ e 1374 cm™ que foram atribuidos a bandas de
amina e amida, com uma vibracao de alongamento C-H a 2870 cm™ (Dhawade & Jagtap, 2012).

CMC ¢é um derivado de celulose obtido por sua eterificagdo. No espectro de CMC foram
encontrados picos do de carboxilo, grupos metilo e hidroxilo em 1590, 1411 e 1325 cm™,
respectivamente. Uma ampla banda de absorgdo em 3422 cm™ foi devido a frequéncia de
estiramento do grupo hidroxilo com vibragdo de C-H a 2923 cm™. A forte banda de absorgéo
em 1590 cm! confirmou a presenca do grupo carboxilo (Akara et al., 2012).

O espectro de CBM mostrou picos na faixa entre 3000-2950 cm™, o que representa a
vibragdo de estiramento de OH. O pico proeminente a 1701 cm™ foi atribuido a banda de
estiramento de carbonila (C = O) enquanto o pico de 1450 a 1400 cm™ devido aos grupos
funcionais C-O e O-H. A banda em 1250 a 1200 cm™ indica a presenca de C-O-C tipica de
acrilatos. O pico proeminente em 1160 cm™, representa uma vibragdo de estiramento do grupo
C-O-C. A banda entre 850 e 800 cm™ sugere uma flexao fora do plano de C = CH (Sahoo et
al., 2011).

Em relacdo as blendas contendo CMC, o primeiro sinal de interacdo foi evidenciado
pelo desaparecimento do pico relacionado ao grupo carboxilo em 1590 cm™, com mudanga para
1764 cm™. Este pico sugere uma interagdo entre os grupos -COOH de CMC e os grupos -NH;
de CS (Zhang et al., 2001).

Menos sinais de interacdo foram revelados em misturas de CS com CBM. Os grupos
amina de CS foram deslocados de 1645 para 1622 cm™ em misturas com proporgdo 1: 3e 1: 1
sugerindo a formacdo de um complexo polionénico entre CS e CBM em misturas com maior
concentracdo de CBM (Kao et al., 2006).

Figura 1. Avaliacdo de FTIR para polimeros isolados de CS, CMC, CBM e suas misturas.
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Legenda: CBM (Carbopol 940®), CS (Quitosana), CMC(Carboimetilcelulose).

As interacdes também foram observadas nos resultados do TG/DTA. A analise térmica
diferencial (DTA) permitiu confirmar essa interacdo através dos deslocamentos em picos
endotérmicos e exotérmicos relacionados a sua degradacdo, como mostrado na Figura 2B, com
eventos correspondentes mostrados na curva TG na Figura 2A. Assim, as interacfes entre 0s
polimeros foram relatadas, com deslocamentos acima de 20° C no pico endotérmico para
misturas com CBM: CS (1:1) e acima de 60 °C no pico exotérmico para misturas com CMC:
CS (1:1).
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Figura 2A. Analise termogravimétrica (TG), para polimeros isolados de CS, CMC, CBM e suas

misturas em proporgéo equimolar.
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Figura 2B. Andlise térmica diferencial (DTA), para polimeros isolados de CS, CMC, CBM e

suas misturas em proporc¢do equimolar.
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Legenda: CBM (Carbopol 940%), CS (Quitosana), CMC(Carboimetilcelulose).
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Blendas com diferentes proporc¢des foram compactadas e os comprimidos produzidos
tiveram suas propriedades fisicas avaliadas, como mostra a Tabela 3. Todos os discos
preparados possuiam peso médio em torno de 100 mg, assim como o comprimido oral de
pilocarpina disponivel no mercado (Salagen®). Nos discos contendo misturas CMC: CS, a
friabilidade aumentou com o aumento da concentracdo de CS e com a diminui¢do do contetdo
de CMC. Da mesma forma, comprimidos de CBM apresentaram menor friabilidade quando em

menor concentracdo de CS. A espessura dos discos foi semelhante para todas as formulagoes.

Tabela 3. Resultados de peso médio, friabilidade, espessura e dureza dos comprimidos

desenvolvidos.

Formulagéo o Friabilidade
(i) Peso médio (mg) % Espessura (mm)  Dureza (Kgf)
CMC:CS (3:1) 107,3+£2,5 01+0.1 25%20,0 4705
CMC:CS (1:1) 103+ 3,6 1,3+0,5 23+0,3 44+0,4
CMC:CS (1:3) 99,9+3,9 2,6 £0,9 2,0+0,0 3.7x05
CBM:CS (3:1) 96,9 + 3,0 1,3+0,6 2,1+0,2 6,4+0,5
CBM:CS (1:1) 98,1+25 15+0,2 2,0+£0,0 6,3+0/4
CBM:CS (1:3) 99,3+3,8 02%0,1 2,2+0.2 57x0,3

Legenda: CBM (Carbopol 940%), CS (Quitosana), CMC(Carboimetilcelulose).

Tabela 4. Resultados de mucoadesividade e pH de superficie para os comprimidos

desenvolvidos.

Formulagéo oH de Tempo de Forga de mucoadeséo
Relacdo (w/w) superficie Mucoadesao (N)
¢ P (hours)

CMC:Cs (3:1) 7,020,3 2,53+0,17 0,193+0,097
CMC:CS (1:1) 7,3+0,1 3,88+0,24 0,249 + 0,142
CMC:CS (1:3) 7.1+0,3 3,02+ 0,19 0,215+0,170
CBM:CS (3:1) 3,7+0,.2 15,72+1 44 0,532 + 0,088
CBM:CS (1:1) 4,6+0,1 16,56+0,84 0,367 + 0,132
CBM:CS (1:3) 5,820,2 7,61+1,13 0,237+0,087

Legenda: CBM (Carbopol 940%), CS (Quitosana), CMC(Carboimetilcelulose).
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O pH de superficie foi medido para avaliar compatibilidade com a mucosa oral e 0s
resultados sdo mostrados na Tabela 4. Para todos os comprimidos contendo CMC:CS, o pH foi
de aproximadamente 7 (neutro), indicando uma boa compatibilidade quando em contato com a
mucosa oral. No entanto, as formulacgdes contendo CBM: CS mostraram valores de pH inferior
a 7 devido a natureza acida do CBM, sugerindo um risco potencial de danos na mucosa ou
irritacdo.

Os resultados das propriedades mucoadesivas dos comprimidos preparados pela mistura
de CS com os polimeros sintéticos, CMC e CBM, revelaram maior tempo de mucoadesao para
aqueles contendo CBM. Quando esses resultados sdo comparados com as caracteristicas de
ionizacdo de polimeros (Tabela 5), é possivel sugerir que os comprimidos contendo a maior
concentracdo de CBM mostram um pH de superficie que permite um aumento nas hidroxilas

disponiveis para interagir com mucosas a partir de interacdes de hidrogénio.

Tabela 5. Relagdo entre pH de superficie e grau de ionizacdo das unidades monoméricas dos

polimeros de cada formulacéo.

Polimero pH Forma qupimica mais estavel

cs 3773 Y)j’ Q/
CMC
3,7-73 M ﬁ

3,7
OYL/L’//O
@] @]
CBM 46 OM‘J

5,8'7,3 OMO
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Para determinar a forma ionica predominante de cada polimero de acordo com o pH,
observa-se uma correlacdo entre o pKa de polimero isolado, obtido a partir do programa
MarvinSketch 6.0.0 e o pH de cada formulacdo na Tabela 5. N&o foi encontrada influéncia do
pH das formulacdes nas formas ionicas de CMC e CS. No entanto, o pH de superficie das
formulacdes dita a propor¢édo de ions presentes em CBM.

CBM é um polimero aniénico com uma pKa de 3, e suas propriedades mucoadesivas
sdo mais elevadas em sua forma menos ionizada (Takeuchi et al., 2003), (Gujarathi, Rane, &
Patel, 2012). Os grupos carboxilicos deste polimero ndo sdo dissociados a pH 1,2; no entanto,
eles se dissociardo gradualmente quando o pH aumentar, terminando com a dissociagéo total a
um pH de aproximadamente 6,8 (Gujarathi, Rane, & Patel, 2012). Assim, a pH 3,9, o polimero
¢ parcialmente ionizado aumentando a repulsdo com a mucosa resultando em menor forca e
tempo mucoadesivo para comprimidos contendo maior teor de CBM. Este fato ocorre porque
as mucinas sdo glicoproteinas com um esqueleto peptidico e cadeias laterais de
oligossacarideos, que geralmente terminam em residuos de &cido sidlico que oferecem uma
carga negativa global na cavidade oral, assim, quando CBM encontra-se mais ionizado, um
efeito repulsivo é observado (Meng-Lund et al., 2014). Este comportamento idnico foi
previamente relatado por Takeuchi et al. (Takeuchi et al., 2003).

Entretanto, uma formulacdo bucal deve ser compativel com o pH fisiologico para evitar
desconforto, irritacdo ou mesmo danos (Bhanja et al., 2010). O pH fisiol6gico da boca é de
aproximadamente 6,8, no entanto, pode variar entre 5,3 (com baixas taxas de fluxo) e 7,8 (no
pico de salivacdo) (Humphrey & Williamson, 2001). CBM, CMC e CS tém pKa's de
aproximadamente 3,2, 6 e 7, respectivamente (Grabovac, Guggi e Bernkop-Schnurch, 2005),
indicando que a compatibilidade da formulacdo com o pH fisioldgico da boca aumenta com a
0 aumento da concentracao de CS na formulacéo.

O tempo e a forca de mucoadesdo mais altos foram observados para comprimidos
contendo CBM em proporgdes maiores. No entanto, esses fendmenos podem contribuir para
alteracdes na integridade da mucosa. Verificou-se que os carbémeros produzem irritacdo da
mucosa (Bottenberg et al., 1991), que acredita ser resultante desse aumento das forcas de
interacdo (Nafee et al., 2004).

Para selecionar a formulacdo ideal para realizar estudos de dissolucdo, a anélise de
citotoxicidade foi desenvolvida com todos os polimeros e suas misturas. Uma vez que estas
formulacBes poliméricas devem estar em contato com a mucosa bucal por algumas horas é
conveniente assegurar a viabilidade celular. Na Figura 3 é mostrada a porcentagem (%) de

viabilidade celular utilizando o ensaio MTT, um método eficaz para testar a insuficiéncia
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mitocondrial correlacionando-a com a porcentagem de proliferacdo celular (Wasnik et al,
2014).

Os polimeros isolados CS e CMC mostraram comportamento semelhante com
viabilidade superior a 90% em todas as concentracdes testadas (p <0,05). Por outro lado, o
CBM mostrou viabilidade inferior a 70% em concentrac6es testadas mais altas (4 e 3 mg/mL).
Este fato indica uma toxicidade basal para células cos 7 devido a presenca de solucao polimérica
CBM nos pocos de cultura.

Todas as formulacGes contendo CMC e CS mostraram viabilidade superior a 80%, o
que é compativel com a aplicagdo mucoadesiva na cavidade bucal. Enquanto isso, para CBM,
apenas as formulagGes com menor quantidade deste polimero foram viaveis para as células. As
formulacBes contendo CBM: CS 3: 1 e 1: 1 em concentracdes de 3 e 4 mg/mL mostraram
viabilidade inferior a 80% sem aceitacao para administracdo bucal. No entanto, as formulacdes
contendo CBM: CS 1: 3 em todas as concentra¢des testadas mostraram viabilidade superior a
90% (p <0,05).

Figura 3. Estudo de citotoxicidade para polimeros isolados de CS, CMC, CBM e suas misturas.
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Legenda: CBM (Carbopol 940®), CS (Quitosana), CMC(Carboimetilcelulose).
As formulag6es contendo sistemas mucoadesivos de administragdo de farmacos requer
mais do que apenas alto tempo e forca mucoadesiva. Os polimeros devem fornecer um

reservatorio compativel com uma liberagdo controlada do medicamento ao meio ambiente para
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obter o efeito terapéutico desejado. A liberacdo de farmaco a partir de matriz hidrofilica envolve
a formacdo de uma camada viscosa hidratada ao redor dos comprimidos, que atua como uma
barreira a0 movimento do farmaco opondo-se a sua liberacdo, ao mesmo tempo que retarda e
controla esse processo. Assim, o comportamento de hidratacdo dos polimeros hidrofilicos e as
subsequentes propriedades de intumescimento da camada viscosa hidratada podem ter um
impacto critico na libera¢do do farmaco (Sriamornsak et al., 2007).

Esse fendmeno é conhecido por ser um processo complexo de interacdo entre
mecanismos de dissolucdo, difusdo e erosao (Huanbutta et al., 2013). Quando em contato com
0 meio aquoso, o polimero hidrofilico inicia gradualmente o intumescimento da periferia para
o centro, formando uma massa gelatinosa que controla a difusdo do farmaco através da matriz
polimérica, ou é submetida a um processo de relaxamento, o que resulta em uma erosdo lenta
do polimero hidratado. Como esses mecanismos podem operar simultaneamente, cada um
contribuira para a taxa global da liberagdo do medicamento. Em particular, é necessario um
equilibrio cuidadoso entre os mecanismos de difusdo e erosdo para otimizar a liberacdo de
farmaco a partir de uma matriz polimérica (Sujja-Areevath et al., 1998).

O efeito de diferentes polimeros e suas misturas no comportamento de intumescimento

dos comprimidos é mostrado na Figura 4.

Figura. 4. Porcentagem de intumescimento para misturas entre os polimeros de CS com CMC
ou CBM.
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Legenda: CBM (Carbopol 940%), CS (Quitosana), CMC(Carboimetilcelulose).

Para os discos contendo polimeros isolados, a porcentagem de intumescimento até a
primeira hora de andlise foi maior para comprimidos com CMC, seguindo a ordem: CMC>
CBM> CS (dados ndo mostrados). A porcentagem de intumescimento para comprimidos
preparados apenas com CMC foi de 80% em 1h, enquanto se observou valores inferiores para
comprimidos contendo CS ou CBM, no mesmo periodo.

Para as blendas, um comportamento semelhante a de seus polimeros isolados foi
visualizado. Foi observada maior porcentagem de intumescimento em menos tempo para
comprimidos com CMC:CS, enquanto que para aqueles com CBM:CS, maior tempo foi
necessario. Enquanto os primeiros levaram 1 h para atingir 80% de intumescimento, 0s
seguintes levaram 2 horas. Por fim, apds 3 h, todas as formulacdes atingiram o equilibrio em
aproximadamente 90%, apds a qual, ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre as
formulagoes.

O comportamento de intumescimento de um sistema adesivo bucal é um ponto critico
para a liberacdo controlada de farmacos e sua mucoadesividade. O comportamento de
intumescimento é frequentemente correlacionado com os resultados obtidos nos estudos de
liberacdo. No entanto, € também determinante para a qualidade de formulagdes bucais a
compatibilidade com o pH fisiologico da cavidade oral. Assim apenas as formulagdes mais
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apropriadas quanto ao desempenho mucoadesivo foram selecionadas para integrar os estudos
de liberagdo. Os comprimidos contendo CBM: CS (1: 3) e CMC: CS (1:1) foram selecionados
para os estudos de liberacéo devido a baixa citotoxicidade e ao bom desempenho mucoadesivo.

Os perfis de dissolucdo in vitro da pilocarpina a partir desses sdos mostrados na Fig. 5.

Figura 5. Perfil de liberagéo para as formulag6es escolhidas da mistura entre CS com CMC ou

CBM, comparadas com o medicamento de referéncia, Salagen®.
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Legenda: CBM (Carbopol 940%), CS (Quitosana), CMC(Carboimetilcelulose), Salagen (Nome de marca do

comprimido referéncia contendo pilocarpina para administracéo oral).

A formulagdo contendo CMC liberou 100% do farmaco nos primeiros 30 minutos do
teste, enquanto a liberacédo total de pilocarpina de comprimidos contendo CBM ocorreu em
tempo superior a 1 h (p <0,05). A liberagéo retardada de pilocarpina foi obtida para CBM: CS.
Um efeito de liberacdo sustentada maior pode ser obtido se a estequiometria entre CBM e CS
fosse alterada ou se 0 peso molecular (Kassem, EIMeshad e Fares, 2014) de CS fosse adequado
para formar uma rede mais proxima retardando a difusdo da pilocarpina para fora da matriz

polimérica formada.
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Ap0s a exposicao ao meio, a penetracao de &gua nos comprimidos conduz a subsequente
hidratacdo/intumescimento e formacdo de gel na interface deste e do meio, resultando num
controle da liberacdo do farmaco, como mostra o esquema da figura 6. A zona 1 representa o
nucleo do comprimido, formado por polimeros no estado vitreo, esperando intumescer. A zona
2 e 3, representa a camada geleificada, onde o controle da liberacdo fa&rmaco se dar4 como
funcdo da difusdo do farmaco através da malha e/ou capacidade erosiva da camada mais externa
(Lopes, Lobo & Costa, 2005). Os mecanismos de liberacdo de farmacos a partir de matrizes
hidrofilicas dependem da solubilidade do farmaco e também das caracteristicas de inchaco e
erosdo da matriz polimérica (Savaser et al, 2013; Li et al., 2014). O cloridrato de pilocarpina é
um farmaco sollvel, o que transforma sua liberacdo altamente influenciada por processos de

difusdo (Maderuelo, Zarzuelo e Lanao, 2011).

Figura 6. Relagdo tedrica entre o processo de intumescimento de comprimidos desenvolvidos

como matriz polimérica, e a liberagdo do farmaco nele inserido.

ZONA 1
Polimero no estado vitreo
(Zona seca)

ZONA 2
Frente de difusdo

ZONA 3
Frente de erosdo

Camada geleificada

Fonte: Adaptado de Lopes, Lobo & Costa, 2005.

Os resultados obtidos sugerem que ha influéncia do indice de intumescimento na taxa
de liberacdo de pilocarpina (Huanbutta et al., 2013). Enquando comprimidos de CBM levaram
maior tempo para intumescer, mais tempo foi necessario, portanto, para formacao da matriz

gelatinosa de controle de liberagdo. Para CMC, polimero hidrofilico, o alto intumescimento nos
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primeiros minutos levou a criagdo da matriz gelatinosa de controle de liberagéo, somado a uma
alta eroséo da camada mais externa, resultante da friabilidade aumentada para formulagdes com
maior proporcdo de CS. Além disso, uma possivel malha com baixa interacdo entre si,
resultantes da baixa interacdo da mistura fisica entre CMC e CS, podem facilitar o processo de
liberacéo a partir da matriz gelatinosa formada nesses comprimidos. Assim, formulagGes com
CMC: CS, formam uma matriz hidrofilica rapidamente, a qual relaciona-se a baixa resisténcia
no processo de liberacdo do farmaco soltvel pilocarpina.

Modelos matematicos dependentes e independentes foram utilizados para avaliar as
taxas de liberacdo do farmaco dependendo das propriedades do comprimido e, assim, para
entender melhor o mecanismo da liberagdo. Parametros de dissolugéo, incluindo MDT (tempo
médio de dissolucdo), e fatores de ajuste, f1 e f2, foram calculados para as formulacbes
estudadas e estdo resumidos na Tabela 6. Além disso, foram utilizados cinco modelos
matematicos para avaliar o mecanismo de liberacdo de pilocarpina. Apds a aplicacdo desses
modelos, os parametros obtidos foram resumidos na Tabela 7.

Tabela 6. Valor para as analises matematicas, modelo independente, do perfil de liberacdo das

formulagdes escolhidas.

Formulacéo MDT (min) Fator de ajuste
fl f2
Salagen® 4.96 NA NA
CMC:CS 11 7.95 15.39 47.44
CBM: CS 1:3 19.50 62.21 19.93

Legenda: MDT (tempo médio de dissolucao), F1 (fator de diferenga), f2(fator de semelhanca).

De acordo com as especificacGes da FDA sobre fatores de ajuste, o perfil de liberacdo
de farmaco para ambas as formulagOes pode ser considerado diferente de Salagen®. No entanto,
Salagen® e comprimidos contendo CS: CMC podem ser considerados formulagdes de liberacéo
imediata, uma vez que a porcentagem de droga dissolvida é de 85% nos primeiros 15 minutos,
com os valores de MDT de 5 e 8 min, respectivamente. Eles ndo exigem qualquer caracterizagao
adicional no que diz respeito ao comportamento de dissolugéo. Para a formulacdo CBM, o valor
de MDT é maior, atingindo aproximadamente 20 min.

Tabala 7. Valor para as anélises matematicas, modelo dependente, do perfil de liberagdo das

formulagdes escolhidas.
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Modelos matematicos c1+ DP c2+ DP c3+ DP
First order - 99.21+2.61 -
Weibull 0.04+0.01 1.10+0.14 98.20+2.79
Higushi 10.82+0.15 - -
Korsmeyer—Peppas 9.51+5.28 5.61+2.63 -

Varios modelos foram testados, incluindo primeira ordem, Weibull, Higuchi e
Korsemeyer-Peppas para formulacbes contendo CBM: CS 1: 3 (Tabela 7). Os dois Gltimos
modelos foram testados para liberacfes ndo superiores a 60%. O modelo de ordem zero foi
descartado. Os modelos de primeira ordem e Weibull, com um parametro adicional
correspondente ao valor de dissolucdo assintética, ofereceram boa representacdo dos dados.
Nota-se que eles preveem uma dissolucao assintdtica proxima a 100% e o exponente de tempo
na funcdo Weibull é proximo de 1, de acordo com o modelo de primeira ordem. Finalmente, o
expoente na expressdo de Korsemeyer-Peppas é proximo de 0,5, sugerindo que 0 mecanismo

de iberacdo € principalmente baseado na difusdo de Fick.

Concluséo

Os discos mucoadhesivos contendo CS com CMC ou CBM foram preparados com
sucesso por compressao direta. Apesar do perfil mucoadesivo mais favoravel obtido para
comprimidos de CBM:CS, aqueles contendo CMC mostraram um pH mais apropriado para
aplicacdo terapéutica na cavidade bucal. Os discos contendo CBM s6 se tornaram adequados
para esta aplicacdo com umarelagdo 1: 3 (m /m) com CS. A interagéo entre CBM e CS mostrou-
se maior, resultando em melhor aplicabilidade dessas formulacdes na liberacdo controlada de
pilocarpina, enquanto CMC:CS, produzindo uma camada gelatinosa frouxa, relaciona-e a uma
liberacdo imediata deste farmaco. Assim, a formulacdo contendo CBM: CS (1: 3) mostra-se

como sistema bucoadesivo promissor para o tratamento da xerostomia.
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Resumo

Neste trabalho foi investigada a formacdo de uma blenda polimérica com propriedades
mucoadesivas. Para obtencéo desde novo material foi realizada a miscibilidade dos polimeros
goma de cajueiro e quitosana em solucdo seguido de liofilizagdo. A investigacdo das interagoes
entre os polimeros para formacdo da blenda polimérica foi avaliada por meio de estudos de
infravermelho, analise térmica e dinamica molecular. Os resultados mostraram que o produto
obtido apresenta caracteristicas diferenciadas em relacdo aos polimeros isolados. Para
realizacdo dos testes de intumescimento, avaliacdo de tempo e forga de mucoadeséo, um estudo
de liberacdo in vitro e cinética foram obtidos comprimidos utilizando cloridrato de pilocarpina
como droga modelo. Os resultados da mucoadesdo demonstram que a blenda polimérica
apresenta propriedades mucoadesivas superiores aos polimeros isolados e a mistura fisica. O
estudo de liberagdo demonstrou que a blenda proporciona uma liberagdo prolongada quando
comparado com os demais polimeros, seguindo o0 modelo de Korsmeyer-Peppas indicando que
uma libertacdo dependente da formacao da camada de gel, governado pela difusao e erosdo da

matriz.

Palavras chave: goma de caju, quitosana, mucoadesdo, mistura biopolimérica, liberacdo

prolongada.
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Introducéo

Nos Ultimos avancos no desenvolvimento de formulacdes, o emprego de polimeros
naturais biodegradaveis é estendido para um grande numero de aplicacBes, tais como a
administragdo controlada de farmacos e sistemas sofisticados (sistemas de entrega de farmacos
dirigidos, sensiveis ao ambiente, pulsateis e inteligentes) (Dash e Konkimalla, 2012). Entre as
possibilidades, a administracdo de farmacos por via bucal é uma possivel alternativa a via de
administragdo oral, devido as suas numerosas vantagens tais como boa acessibilidade, robustez
do epitélio, facil remocdo da dosagem caso seja necessario, atividade enzimatica relativamente
baixa, ausencia de degradacdo do farmaco no trato gastrointestinal, bem como ausencia de
metabolismo hepético de primeira passagem. Desta forma, esses beneficios tornam essa via de
administragdo um alvo de crescente interesse (Gowthamarajan et al., 2012).

A partir de investigacdes realizadas até agora, observou-se que diferentes formulagdes
farmacéuticas requerem diferentes formas de otimizacdo, as quais podem ser adaptadas e
alcancadas, entre outras técnicas, através do desenvolvimento de misturas poliméricas (Dash e
Konkimalla, 2012). Estas sdo obtidas a partir de misturas de, pelo menos, dois polimeros ou co-
polimeros que ndo reagem quimicamente entre si. Esta associagdo pode melhorar as
propriedades fisico-quimicas do produto quando comparado com os polimeros isolados (Work
et al., 2007), (Horn, n.d.). Para a administracdo bucal de farmacos, uma boa propriedade
bioadesiva parece ser um ponto chave, de modo que pode ser retida na cavidade bucal durante
o0 periodo de tempo desejado (Gowthamarajan et al., 2012).

A quitosana é um copolimero de unidades de glucosamina e N-acetilglucosamina
ligadas por ligacdes 1-4 glicosidicas. Este composto € derivado da desacetilacdo parcial da
quitina e é referido como o aminopolissacarideo natural mais abundante, com varias aplicaces
na area farmacéutica e de biotecnologia (Kamoun et al., 2015). Dentre suas propriedades, a
quitosana é capaz de intensificar o contato com a mucosa proporcionando uma area de atividade
especifica, assim, sua atividade mucoadesiva tem sido explorada e destacada ao longo dos anos
(LuelRen et al., 1996), (Takeuchi et al., 1996) (Abdelbary, 2012), (Gok et al., 2016), mas as
formulacGes que a contem frequentemente requerem outros excipientes devido as suas
propriedades de baixa compactacdo e compressibilidade (Rege et al., 2003).

Além da quitosana, a goma de caju tem mostrado uma atividade mucoadesiva
promissora (Fazil et al., 2012), (Viana et al., 2014). Esta goma é extraida de Anacardium
occidentale L., uma arvore muito comum no nordeste do Brasil. E constituida por um

polissacarideo complexo que compreende galactose, arabinose, ramnose, glicose, &cido
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glicurdnico e outros residuos de aglcar (Viana et al., 2014), (Ribeiro et al., 2016) que foi usado
principalmente na industria para fabricar livros, adesivos para envelopes, etiquetas, selos e
cartazes; aditivo na producdo de goma de mascar devido a sua propriedade espessante; e como
um agente de gelificante em alimentos enlatados e gelatinas para geleia de frutas (Viana et al.,
2014), (Gowthamarajan et al., 2012).

Considera-se que associar quitosana e goma de caju resultaria num material inovador
interessante com propriedades fisico-quimicas e mecanicas Uteis. Dessa forma, alguns estudos
tém sido realizados na obtencao de géis, esferas e nanogéis com ambos 0s polimeros, entretanto,
nenhum dos trabalhos anteriores investigaram sobre a melhora da capacidade de mucoadeséo
dessa associacao (de Paula e Rodrigues, 1995) (Maciel et al., 2006), (Paula et al., 2011).

Desta forma, este trabalho objetivou investigar profundamente a aplicacdo da
quitosana e da goma de caju, como uma mistura biopolimérica, destacando sua atividade de

mucoadeséo. O cloridrato de pilocarpina foi utilizado aqui como objeto de estudo.

Material e Métodos

A quitosana foi adquirida da Polymar - Brasil, Lote: 20091115, grau de desacetilacdo
75% e peso molecular 31 kDa, e a pilocarpina da VegeFlora, Lote # VC - 1101. A goma de caju
foi desenvolvida a partir de um exsudado natural obtido da A. occidentale com precipitacdo em
alcool, centrifugacdo e filtracdo (Freitas, 2013). A partir da planta Anacardium occidentale Linn
foi obtido o exsudato, secrecdo produzida pela planta apds incisdo de corte no tronco desta. A
excicata foi previamente depositada no herbario Graziela Barroso, localizado na Universidade
Federal do Piaui, sob o numero 31446. Todos os outros reagentes (produtos quimicos e

solventes) eram de grau analitico.

Isolamento da goma de Anacardium occidentale Linn

Esse procedimento foi realizado a partir da metodologia descrita por Rodrigues et al
(1993), na qual, o exsudato do cajueiro foi dissolvido em agua destilada na propor¢édo 1:10
(m/v) permanecendo 12 horas sob agitacdo a temperatura ambiente em meio neutro. Em
seguida, o material foi filtrado com auxilio de gaze e algod&o e o pH ajustado para 7,0 (neutro)
com solucdo de NaOH a 1,0 N. Para que houvesse formacdo de precipitado foi adicionado
etanol 95% na proporc¢éo de 1:4 (v/v) com transferéncia desse corpo de fundo para tubos tipo
falcons, os quais foram lavados com alcool para obtencdo da goma livre de impurezas,

finalizando com o processo de secagem em estufa (marca Fanem, modelo 520) (Freitas, 2013).



119

Preparacgdo da mistura polimérica

A mistura polimérica foi preparada por solubilizacdo prévia da quitosana em agua
destilada e da goma de caju em solucédo de &cido acético a 2% (v / v). Ambas as solugdes foram
agitadas, separadamente, durante 12 horas. Depois, as solu¢des foram misturadas numa
proporcdo 1: 1 (v / v). Inicialmente a mistura foi secada utilizando um evaporador rotativo
(Marconi MA-120), e depois utilizando liofilizagé&o (Liotop®). Para liofilizacdo, a amostra foi
congelada a -90 ° + 5 ° C durante 24 horas e depois liofilizada sob pressdo de 24 umm de Hg e
vacuo de 220 + 2 VVca por 96 horas. A metodologia foi adaptada de Grabovac; Guggi; Bemkop-
Schurch (2005).

Para comparar esta mistura obtida por processo de solubilizacdo, foi preparada uma

mistura fisica de quitosana e goma de caju em proporc¢édo de 1: 1.

Comprimidos

Foram preparados comprimidos com polimeros isolados (quitosana e goma de caju),
suas misturas fisicas e misturas poliméricas foram preparadas por compressao direta (sellc,
w216), utilizando puncdes circulares concavas de 5 mm. Em todas as formulagdes adicionou-
se celulose microcristalina (10% p / p) (MC-101) e cloridrato de pilocarpina (7,142% p / p),
para se obter comprimidos com 70 mg.

Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros da espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier foram
obtidos no espectrofotdmetro Spectrum 400 (PerkinElmer®), utilizando a Reflectancia Total
Atenuada Universal (Miracle ATR, Pike Tecnologies Spectroscopic Creativity). Os espectros
da quitosana, goma de caju, pilocarpina, misturas fisicas, misturas poliméricas e comprimidos
foram medidos diretamente no estado sélido. Uma média de 16 varreduras a uma resolucdo de
4 cm! foi registrada na faixa de 4000-650 cm™. Os picos dos espectros foram analisados pelo

software OrginPro 8.

Analise térmica e DRX

Utilizou-se uma termobalanca de Shimadzu (DTG-60H) para avaliar possiveis
interacOes entre os compostos. O sistema foi calibrado com oxalato de calcio monohidratado
(CaC204 « H20). Pesou-se aproximadamente 5 mg da amostra numa cadinho de aluminio, que
foi selada a frio, por meio de uma prensa. O cadinho de referéncia foi deixado vazio e selado

da mesma maneira. A amostra e a referéncia foram aquecidas a partir da temperatura ambiente
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a uma taxa de 10 ° C / min’t até 600 ° C, sob atmosfera de nitrogénio (fluxo 50 mL/min). Os
dados foram analisados pelo software TA-60WS (Therma Analysis), versao 2.20 da Shimadzu.

As curvas da calorimetria exploratdria diferencial foram obtidas por meio de um
calorimetro Shimadzu, modelo DSC-60 em atmosfera de nitrogénio com um fluxo de 50 mL
min™ a uma taxa de aguecimento de 10 ° C min™ e a uma temperatura entre 25°C e 500°C. O
procedimento foi realizado num suporte de amostra de aluminio contendo 2 e 4 mg (+ 0,4) para
substancias individuais e numa mistura fisica, respectivamente. O sistema foi calibrado com
indio. Os dados termoanaliticos foram analisados usando o software Shimadzu® TA-60WS®
(Thermal Analysis), verséo 2.20.

O difractograma dos polimeros em p6 foi obtido utilizando um difratometro Bruker
D8 Advance Bragg-Brentano, em geometria de reflexdo, utilizando a radiacdo CuKa filtrada
com Ni (A = 1.5418 A).

Estudos de intumescéncia

O comportamento de intumescimento dos comprimidos foi avaliado de acordo com
(Gowthamarajan et al., 2012), (Hermans et al., 2014). Inicialmente, os comprimidos foram
pesados individualmente (W1) e depois colocados numa placa de Petri contendo tampéo fosfato
com pH 6,8. Em tempos fixos de 5, 15, 30, 60, 90, 120 e 180 min, os comprimidos foram
removidos, 0 excesso de agua superficial foi descartado por papel de filtro e os comprimidos
intumescidos foram novamente pesados (W2). O indice de inchamento (SI) dos comprimidos

foi calculado de acordo com a seguinte férmula:

w2 -wi
wi

SI= x 100

O experimento foi realizado em triplicata.

Tempo de mucoadeso ex vivo

O tempo de mucoadeséo ex vivo foi realizado (n = 3) apds a aplicagdo dos comprimidos
sobre uma mucosa bucal porcina recém-cortada utilizando metodologia adaptada de (Perioli et
al., 2009) (Mishra e Ramteke, 2011). Os tecidos bucais de porco foram fixados no lado interno
de um béquer com cola de cianoacrilato. Um lado de cada comprimido foi molhado com 50 puL
de tampéo fosfato (pH 6,8) e depois pressionado sobre o tecido bucal porcino aplicando uma
forca leve com a ponta do dedo durante 20 s. O béquer foi preenchido com 500 ml de tampé&o
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fosfato (pH 6,8) e mantido a 37 ° C. Apos 2 min, foi aplicada uma velocidade de agitacdo de
50 rpm para simular o ambiente da cavidade bucal e a adesdao do comprimido foi monitorada

até desprendimento ou dissolucéo.

Forca de mucoadeséo ex vivo

A forca de mucoadeséo ex vivo de cada formulagdo em estudo foi estimada medindo a
forca necessaria para separa-la de um disco de mucina, com um analisador de textura TA-
XTplus (Stable Micro Systems, Surrey, Reino Unido) em modo de tensdo. Os discos de mucina
foram preparados por compressdo de um peso conhecido de mucina de porco crua (250 mg)
numa prensa de anel com uma matriz de 13 mm de didmetro e uma forga de compressao definida
(1 N), aplicada durante 60 s. Estes discos foram entdo ligados horizontalmente a extremidade
inferior da sonda cilindrica (comprimento 5 cm, didmetro 1 cm), utilizando cianoacrilato sobre
um suporte especifico previamente umedecido com uma disperséo de mucina 8% (p/p), por 30
S para assegurar 0 contato entre a amostra e o disco. Antes do teste de mucoadesao, o disco de
mucina foi hidratado por imersdo numa solu¢do de mucina a 5% durante 30 s. Colocaram-se
amostras de cada formulacdo, & temperatura de 37 ° C, previamente empacotadas em vasos
cilindricos rasos, sob a sonda analitica, que foi entdo baixada até o disco de mucina estar em
contato com a superficie da amostra. Logo em seguida, foi aplicada uma for¢a de 0,1 N durante
um tempo predefinido (60s) para assegurar um contato intimo entre o disco de mucina e a
amostra. A sonda foi entdo movida para cima a uma velocidade constante de 1,0 mm st e a
forca necessaria para separar o disco de mucina da superficie de cada formulacdo foi
determinada a partir do grafico de forca-tempo resultante. Todas as medidas foram realizadas
em trés réplicas adaptadas (Bruschi et al., 2006). Os resultados foram tratados com anéalise
estatistica ANOVA e t-student Newman-Keuls como teste de post hoc com p <0,05

significativo.

Estudo de liberacéo da pilocaprina in vitro

O comportamento de liberagcdo de pilocarpina dos comprimidos foi investigado (n =
8) por um aparelho de dissolugdo USP equipado com cestos (Nova Etica, Brasil). Esta
metodologia foi adaptada por Perioli et al., 2004 e Gowthamarajan et al., 2012 (Perioli et al.,
2009), (Gowthamarajan et al., 2012). Os comprimidos selecionados foram inseridos (n = 8) nos
recipientes de vidro. Apés a adi¢do de 500 ml de tampéo fosfato (pH 6,8 £ 0,05) aos recipientes,

a temperatura foi mantida a 37°C. Ap6s 2 min, aplicou-se uma velocidade de agitacdo de 50
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rpm e recolheram-se as amostras a 5, 15, 30, 60, 90, 120 e 180 min. Os valores de dissolugédo
foram interpretados estatisticamente utilizando o teste t-Student com p <0,05.

A concentracao de pilocarpina liberada foi quantificada por HPLC, com fase movel
feita com tampéo de metanol: fosfato (35:65) e uma coluna L11 (Ascentis® Phenyl). Injetou-
se 20uL da amostra, que foi lida a 215nm, sob temperatura de 35°C (USP 36).

Para avaliar a curva de liberacdo do farmaco como uma resposta Unica medida, foram
utilizados os seguintes parametros, incluindo modelos dependentes e independentes, tempo
médio de dissolucdo e modelos matematicos, ajustando os dados de liberacdo em zero, primeira

ordem, Higuchi, Weilbull e Korsmeyer-Peppers (Tabela 1).

Tabela 1 - Equacdes dependentes do modelo do comportamento de liberacdo cinética utilizado

para o perfil de dissolucdo de comprimidos de pilocarpina.

Modelo matematico Equacao
Ordem zero Cat
Primeira ordem C2(1 — exp(—c;t))
Higushi c1t®®
Korsmeyer-Peppers Cat"

Metodologia Tedrica

A geometria dos mondémeros de pilocarpina, quitosana e galactose e dos seus
complexos ligados com hidrogénio foi otimizada com célculos do nivel B3LYP/6-31 ++ G(d,
p) com o programa GAUSSIAN 09 (Frisch et al., n.d.). Estas energias de ligacdo foram
corrigidas levando em consideracdo a contribui¢do da energia de ponto zero e foram corrigidas
em relacdo ao erro de superposicdo de base por meio do método de correcdo de contrapeso
(Balabin, 2008) (Vdovenko et al. , 2013), (Boys e Bernardi, 1970). As frequéncias de vibracéo
nos complexos foram comparadas as mesmas vibragdes nos monémeros para evidenciar as
mudancas derivadas da formacao de liga¢des de hidrogénio e comparadas com 0s espectros de
infravermelho experimentais. Na tentativa de gerar um sistema tedrico capaz de avaliar
interacOes presentes em nossos sistemas a galactose foi utilizada em sua forma monomérica

pelo fato do monossacarideo se apresentar principalmente na goma de caju.

Resultados e Discussao
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As curvas da analise termogravimétrica, derivada da curva termogravimetrica e
calorimetria exploratdria diferencial da quitosana, goma de caju, mistura fisica e mistura
polimérica foram fornecidas para identificar possiveis interacfes entre 0s componentes.

Observou-se comportamento similar dos polimeros isolados (quitosana e goma de
caju), com o primeiro evento relacionado a perda de &gua (cerca de 94° C e 79,46°C para goma
de caju e quitosana, respectivamente) e um ou dois eventos exotérmicos decorrentes da
degradacéo do polimero (245 a 310 ° C para goma de caju e 270,89 °C para quitosana). Para 0s
polimeros associados, a mistura fisica mostrou um comportamento de degradacdo muito
semelhante aos componentes isolados, portanto, se houver alguma interacdo entre esses
componentes nao haveria alteraces em seu comportamento térmico. Por outro lado, a mistura
polimérica mostrou uma antecipacao do evento de degradacao (211,65 °C), o que pode mostrar

que sob esta condicdo os polimeros interagem entre si (Figura 1).
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Figura 1 - Resultados da termogravimetria acima e das curvas de sua derivada abaixo para todos

os polimeros, quitosana (CS), goma de caju (CG), mistura fisica (PM) e mistura polimérica

T T T
100 4 {0,000 100 0,000
= 754 t--0,005 = 754 r-0,005
£ 3 g g
o o < o
[} —_— o
o 3 7] =
= 2 B 3
50 | F-0010= = 50 00102
e o
25 +-0,015 25 ~-0,015
——TGCS —TG CG
——DTGCS ——DTG CG
0 T T T T T T T T T -0.020 0 T T T T 1--0,020
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Temperature (°C) Temperature (°C)
g L U U T T T T 1
1004 |- 0.000 1004 0,000
80+
754 |--0,005 0,005
g _
B 6 X 604 =]
2 50 |-0010 3 ﬁ L 00102
= S = F
o 404 Iy
o
25+ -0.015 +--0,015
— TG PM 20{ —— TGBLD
{ ——DTGPM ——DTGBLD
0 . r T T -0,020 0 . . . . . - -0,020
0 100 200 300 400 500 o 100 200 300 400 500

Temperature (°C)

Temperature (°C)

Na analise por DSC, apresentado na Figure 2, grandes diferencas nos eventos

endotérmicos e exotérmicos sdo observadas quando sdo comparadas as misturas apds o

processo de liofilizacdo ou mistura fisica. Sobre o processo de degradacdo, a goma de caju (CG)
mostra Tonset 226 e Tendset 255 ° C, e a quitosana (CS), Tonset 272 e Tendset 319 ° C,

corroborando com dados da literatura (Bahulkar et al., 2015). A mistura fisica mostra

superposicao dos graficos nas mesmas temperaturas que os seus polimeros isolados, mas a BLD

apresentou comportamento diferenciado, com evento entre 220 e 255°C, 0 que demonstra a

criagdo de um novo material por processo de liofilizagao.
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Figura 2 — Anélise de DSC para polimeros isolados e suas misturas.
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Legenda: Chitosan (CS), Goma de Caju (CG), PM (CS:CG mistura fisica); BLD (CS:CG apds solubilizacéo e
liofilizac&o).

Sobre o difractograma de raios-X (Figura 3), os polimeros isolados ndo mostraram picos
afiados que indicam natureza amorfa como sdo descritos na literatura (Antoniou et al., 2015;
Okoye et al., 2012; Baulkara et al., 2015). No entanto, um pico Unico e discreto € notado em
torno de 20° para CS e CG, que se mantém no mesmo grau quando comparado com a sua
mistura fisica. Mas para BLD, o processo de liofilizacdo tem a capacidade de transformar o

material em amorfo.



126

Figura 3 — Anélise de DRX para polimeros isolados e suas misturas.
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Legenda: Chitosan (CS), Goma de Caju (CG), PM (CS:CG mistura fisica); BLD (CS:CG apds solubilizacéo e
liofilizac&o).

As estruturas quimicas de CG e CS sdo bastante semelhantes, devido a grande
quantidade de grupos hidroxilos em suas unidades monoméricas, com diferenca na presenca de
grupo amina na molécula de CS. No espectro FTIR (Figura 4) para ambos os polimeros isolados
é possivel observar uma banda em aproximadamente 3373 cm-1 devido a vibracdo de
estiramento de OH, um pico pequeno a 2900 cm-1, atribuido a vibracdo de alongamento CH e
picos fortes a 1150, 1080 e 1010 cm-1 devido a vibracGes de estiramento de C-O-C a partir de
ligacGes de glucdsidos.

Especificamente para CG, o FTIR resulta em banda caracteristica em torno de 1628 cm’
L atribuido a vibragdo de estiramento C=0 de &cido glucurdnico. Devido sua maior constitui¢do
ser de galactose, picos entre 3500 e 3100 cm™ relacionada a vibracgdo de alongamento O-H, séo
observados. Ainda ha bandas relacionadas ao alongamento C-H em 2945 e 2891 cm™ e bandas
relacionadas a ligagdo simples C-O em 1071 e 1070 cm™. As ligacBes glicosidicas sdo
identificadas em 1152 e 1142 cm™ (Mothé e Freitas, 2013).

Para a quitosana, € possivel encontrar picos caracteristicos, como em 1155, 1066, 1021
e 892 cm™* que confirmam sua estrutura sacaridica. As hidroxilas da quitosana séo identificadas
em 3359 cm, que se sobrepde ao estiramento amino. Picos caracteristicos de amina e amida
foram encontrados em torno de 1653 cm™ e 1374 cm™ com uma vibragéo de alongamento C-H
de amida em 2880 cm™ (Dhawade & Jagtap, 2012).
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A mistura fisica mostra as mesmas bandas ja descritas para os polimeros isolados. A
blenda, entretanto, apresenta picos ndo visualizados nos espectros anteriores. Para BLD sdo
identificados picos em 1547 e 1408 cm™. Estas estfo relacionadas a deformagio na ligagdo N-
H e estiramento na ligacdo C-N, respectivamente, provavelmente um aumento no grau de
desacetilagdo da quitosana original, que ainda deve possuir resquicios de acetilacdo da molécula
precursora, quitina (Ummathur et al., 2009).

Figura 4 — Analise de FTIR para polimeros isolados e suas misturas.
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Legenda: Chitosan (CS), Goma de Caju (CG), PM (CS:CG mistura fisica); BLD (CS:CG ap6s solubilizagdo e
liofilizac&o).

A fim de investigar profundamente as interagdes entre os polimeros ap6s 0 processo
de formacdo da mistura polimérica e avaliar a estabilidade do complexo na presenca e/ou
auséncia de pilocarpina, procederam-se calculos computacionais tedricos. Apds o calculo
geométrico dos mondmeros de menor energia de cada polimero, foram calculadas diferentes
possibilidades de dimeros entre as moléculas dos polimeros para determinacdo do complexo de
hidrogénio mais estavel. Foram obervadas alteragfes no comprimento das ligacGes adjacentes
aos locais que formam o complexo, devido ao comprometimento destas ligagcOes para as
moléculas individuais (Figura 5). Esse fendmeno € o resultado da diminuicdo da constante de
forca dessas ligagdes, o que tambéem se reflete na mudanca para frequéncias mais baixas no

espectro vibracional (Oliveira, 2002) (Figura 6).
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Figura5 - Estrutura do monémero (a) pilocarpina, (b) quitosana e (c) goma de caju (d) complexo
de hidrogénio mais estavel da goma de caju-quitosana, (e) complexo mais estavel para 0s
polimeros-pilocarpina e distancia das ligacdes de hidrogénio (em A) calculado para o nivel

B3LYP. Energia das ligacbes de hidrogénio para 0s compostos mais estaveis.

(a) (b) (c)

(e)
Eyp.=-28.19 kcal mol-* Eyp.=-22.85 kcal mol-2

Figura 6- Espectro vibracional tedrico (a) pilocarpina, (b) quitosana, (c) galactose (goma de
caju), (d) complexo quitosana-galactose e (€) complexo pilocarpina-polimero.
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Dos diferentes complexos avaliados, quanto mais estavel for calculado, com as
correcBes devidas, mais estavel é o complexo polimero-polimero (Figura 6d) e polimero-
pilocarpina (Figura 2e). Este resultado demonstra que a interacdo entre os polimeros formam
um complexo mais estavel na auséncia do farmaco, uma vez que quando o farmaco esta presente
h& competicdo com as ligacfes dos polimeros, o que concorda com os dados experimentais
previamente relatados. Isto deve ser melhor avaliado levando em consideragéo os resultados
vibracionais.

As diferencas entre 0s espectros teoricos e experimentais podem ser atribuidas ao fato
de que o espectro tedrico é calculado para a molécula isolada na fase gasosa enquanto seu
espectro experimental ocorre no estado solido. Como esperado, as principais alteracGes
observadas no espectro teorico vibracional, referem-se a deslocamentos para frequéncias mais
baixas devido a formacéo de ligacdes de hidrogénio no complexo. No espectro do complexo
quitosana-galactose o grupo hidroxila adjacente ao grupo NH> da goma de caju é deslocado de
3824 para 3581 cm™ (A = 243 cm), enquanto a segunda hidroxila envolvido na formagéo do
complexo tem um deslocamento inferior de 3810 para 3769 cm™ (A =41 cm™).

No mesmo complexo, a alteracdo mais significativa ocorre para a hidroxila da
galactose adjacente ao heteroatomo de 3830 a 3510 cm™ (A = 320 cm™), enquanto a outra
hidroxilo envolvida na formagdo do complexo tem um deslocamento de 3843 para 3735 cm
(A = 108 cm™). As mudancas quimicas observadas na presenca de pilocarpina s&0 menos
significativas, 82, 168 e 16 cm™ que grupo hidroxilo adjacente CH2 na quitosana, hidroxila
adjacente ao heteroatomo e hidroxila adjacente ao grupo CH: na galactose, respectivamente.
Estes valores menos significativos na presenca de pilocarpina provavelmente ocorrem devido
a uma maior competicdo e menor estabilidade das ligacdes de hidrogénio formadas.

A possibilidade de um grupo interagir com mais de um sitio de ligacdo molecular
pode resultar em uma maior competitividade na formacao de ligacGes de hidrogénio, o que se
reflete em um menor deslocamento quimico, o que € consistente com nossos resultados. Estes
resultados sdo consistentes com os valores de energia das ligac6es de hidrogénio, uma vez que
o complexo mais estavel também apresentou deslocamentos mais elevados no espectro
vibracional. Com isso, também é demonstrado que a formacao inicial do sistema polimérico
(mistura de polimeros) na auséncia do farmaco é essencial para um sistema com maior
estabilidade.

Os impactos dessas interacOes podem ser analisados por verificagdo do
intumescimento (Figura 7) e estudos de forca e tempo de mucoadesdo (Figura8). O estudo de

intumescimento é muito importante para que se estabeleca a adeséo e liberacdo do farmaco,
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uma vez que o intumescimento promove flexibilidade nas cadeias poliméricas, formando uma
camada de gel em torno da matriz do comprimido e permitindo a interpenetracao entre eles e a
mucina. Atraves da camada de gel formada pelo processo de intumescimento o farmaco sera
liberado. Este processo é dependente da solubilidade do farmaco em meio e do comportamento
de intumescimento e erosdo do polimero (Gilles Ponchel, Marie-Jeanne Montisci, Assia

Dembri, Carlo Durrer, 1997). (Salamat-miller et al., 2005).

Figura 7 - Comparacao do comportamento de intumescimento de comprimidos de matriz com
quitosana (CS), goma de caju (CG), mistura fisica (PM) e mistura polimérica (BLD). Os valores

indicados sdo médias (+ DP) de trés experimentos.
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Figura 8 - Comparacéo das propriedades mucoadesivas dos comprimidos com quitosana (CS),
goma de caju (CG), mistura fisica (PM) e mistura polimérica (BLD). Os valores indicados sao
médias (£ DP) de trés experimentos. Diferenca estatistica por ANOVA, p0s-teste de Turkey, p
<0,05.
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Dessa forma, os comprimidos com quitosana apresentaram uma propor¢ao maior e
mais rapida de intumescimento, com 68,1% =* 6,23 nos primeiros 5 min de estudo. Adquiriu
mais de 1,5 vezes do seu peso nos primeiros 30 min de ensaio, que representam uma elevada
proporc¢do de 4gua na cadeia polimérica a partir da camada de gel formada por intumescimento.
Além disso, ao mesmo tempo, 0 processo de erosdo tinha comecado. Isso caracteriza um
sistema polimérico que oferece todas as alternativas de liberacédo, erosdo e alta porcentagem de
intumescimento, nos primeiros 30 minutos, o que pode facilitar uma liberacdo imediata do
farmaco e uma adesdo rapida e passageira a mucosa (Villanova et al., 2010). Os comprimidos
de goma de caju apresentaram comportamento oposto, com baixo intumescimento e rapida
erosdo. As misturas fisica e polimérica tiveram um comportamento intermediario de
intumescimento quando comparados a seus polimeros isolados. Para a mistura polimérica é
mais facil formar a camada do gel, com mais dgua entre as correntes do polimero.

Os resultados das de analises de mucoadesao corroboram esta teoria. A Figura 8 mostra
que os comprimidos de goma de caju tinham um tempo de adesdo de 252 min enquanto 0s
comprimidos de quitosana apenas alguns minutos. A goma de caju é um polimero anidnico ja
relatado na literatura devido suas boas propriedades de mucoadesdo (Andrews et al., 2009),
(Gowthamarajan et al., 2012), (Value et al., 2013). A quitosana é um polimero catiénico cuja
capacidade mucoadesiva ja foi relatada, apesar de ndo ter sido observada neste estudo (Meng-

Lund et al., 2014). Estes resultados estédo de acordo com o estudo de intumescimento realizado,
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uma vez que a quitosana mostrou alta capacidade de retencdo de &gua, podendo criar uma
mucilagem escorregadia que por sua vez reduz a capacidade de mucoadesdao (Morales e
Mcconville, 2011), (Silva et al., 2015). Assim, a quitosana ndo apresentou boa atividade
mucoadesiva sob as condi¢cdes empregadas deste estudo (Andrews et al., 2009), (Pi, 2009).

Além disso, a Figura 8 mostra o maior tempo de mucoadesdo (510min) para a BLD
em comparagdo com seus polimeros isolados e a PM. E possivel que a alta interagio
eletrostatica entre os polimeros possa explicar o menor tempo de mucoadesdo para a mistura
fisica (Meng-Lund et al., 2014). Além disso, esta mistura tem beneficios em comparacdo com
outros polimeros mucoadesivos descritos na literatura, tais como HPMC, PVA e PVP, com
tempo de mucoadesdo de 106 a 126 min (Review, 2013). Portanto, é notdrio que esta mistura
tem propriedades mucoadesivas promissoras.

Em relacdo a forca de mucoadesdo, os resultados mostram o mesmo aumento da
adesdo pela mistura polimérica (0,6463 N * 0,02) frente aos seus polimeros isolados: goma de
caju (0,5726N + 0,036), quitosana (0,5335N + 0,038) e mistura fisica (0,5144N + 0,010). Entre
os polimeros isolados, a goma de caju apresenta maior resisténcia a mucoadesdo,
provavelmente devido ao melhor comportamento de intumescimento nos primeiros minutos. A
quitosana tem elevada absorcéo de &gua, levando a baixa capacidade de interacéo entre a cadeia
de polimeros e a camada de mucina nas mucosas (Gowthamarajan et al., 2012). A mistura fisica
apresentou menor forca de mucoadesdo. Provavelmente a associagdo de dois polimeros com
cargas superficiais opostas (+ e -), tem influéncia no tempo e forca de adesdo. Uma vez que
ambos interagem entre si, a capacidade de adesdo no disco de mucina € reduzida (Andrews et
al., 2009). Por outro lado, a mistura polimérica mostrou a maior forca de mucoadeséo,
indicando que o processo empregado permite diferentes interagdes, aumentando as interagdes
entre a mistura polimérica e materiais.

A Figura 9 mostra o perfil de libertacdo de farmaco. As capsulas de pilocarpina sdo
formulacdes de libertacdo imediata de farmaco, com 85% de farmaco presente no meio nos
primeiros 15 min de experimento (FDA, 2016). Assim, os comprimidos feitos com quitosana e
goma de caju apresentam a um perfil de libertacdo lento. Entre os polimeros isolados, a
quitosana apresenta maior intumescimento nos primeiros 30 minutos do que a goma de caju e
menor liberacdo de farmaco ao mesmo tempo. Isto indica que a camada de gel formada em
comprimidos com quitosana dificulta a liberagdo do farmaco. Alguns estudos relatam essa
liberacdo lenta da droga promovida pela quitosana devido as interagdes entre eles, uma vez que
a gquitosana tem um comportamento catidnico promovido pelos grupos amina presentes em sua
molécula (Hermans et al., 2014), (Lu, 2014).
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Ainda que seja clara a diferenca quanto a liberacdo de farmaco entre os comprimidos
com polimeros isolados e suas misturas, com uma libertagdo mais lenta das misturas fisicas e
polimérica, a real diferenca entre elas foi obtida a partir de analises matematicas dependentes
do modelo. Os modelos matematicos sdo importantes para avaliar as taxas de liberacdo de
farmaco dependendo das propriedades do comprimido e assim compreender melhor a liberagdo
do farmaco. Neste estudo, foram testados quatro modelos para determinar a cinética de
libertacdo da pilocarpina. Seguindo a aplicacdo destes modelos, os parametros dos coeficientes
(r? e outras constantes) obtidos foram resumidos na Tabela 2.

Como descrito anteriormente, todos os comprimidos poliméricos desenvolvidos sdo
considerados formulagdes de liberagdo controlada de acordo com as especificagdes da FDA.
No entanto, os comprimidos de quitosana e goma de caju apresentaram libertacdo mais rapida
do que as suas misturas, com MDT de 1,93 e 1,94 h respectivamente, enquanto as misturas

fisicas e mistura polimérica, 2,37 e 2,23 h respectivamente.
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Figura 9 - Perfil de liberacdo de pilocarpina in vitro a partir de capsulas ou comprimidos de

matrizes poliméricas
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Tabela 2 — Adequacgéo do modelo dos dados de liberagcdo da pilocarpina in vitro para calculo

do mecanismo de liberacdo da droga

Modelo Matematico

Comprimido  Ordem zero Primeira Higuchi Korsmeyer—Peppas MDT
ordem
r? C1 r? C1 r? C1 r? C1 n
CG 0.208 0.934 0.968 0.032 0.738 8.278 0.999 13.30 0.516 1.93+0.007
CS 0.173 0.696 0.673 0.011 0.765 6.009 0.985 5.571 0.608 1.94+0.095
PM 0.780 0.388 0.931 0.006 0.984 4.867 0.968 2.702 0.622 2.37+0.073
BLD 0.396 0.394 0.783 0.007 0.945 5.097 0.984 6.884 0.440 2.23+0.019

Legenda: c1 e n sdo constantes para cada equacao de acordo com as equacdes da Tabela 1.

A liberacdo de farmaco a partir de matrizes poliméricas é dependente dos processos

de intumescimento, erosdo e difusdo; portanto, é quase impossivel ser encaixado num modelo

de ordem zero, o que representa uma condicao ideal em que uma libertacdo linear € obtida sem

interferentes e sem condic@es de equilibrio estabelecidas (Costa e Lobo, 2001). A pilocarpina

tem propriedades hidrofilas elevadas, mas o processo de difusdo ainda dependerda do

comportamento da matriz no meio. Isto é particularmente observado com os comprimidos de

goma de caju, quitosana e misturas poliméricas porque todos se encaixam no modelo
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Korsmeyer-Peppers (Tabela 2), o que representa uma libertacdo dependente da formacéo da
camada de gel (Arora et al., 2011). O comportamento da quitosana e da mistura polimérica no
teste de intumescimento mostrou uma notoria formacdo de camada de viscosa, 0 que
provavelmente tem relacdo com a liberagéo lenta ao longo do tempo.

Para analisar a liberagdo de formas farmacéuticas de dosagem polimérica, quando o
mecanismo de liberacdo ndo é bem conhecido ou quando mais de um tipo de fendbmeno de
liberacdo pode estar envolvido, Korsmeyer-Peppas é geralmente utilizado. Este modelo é
utilizado para caracterizar os diferentes mecanismos de liberacdo de farmacos. Produz n = 0,5
para difusdo de Fick e valores entre 0,5 e 1,0 para a transferéncia de massa seguindo um modelo
ndo-Fickiano (Figueiras et al., 2010). De acordo com este modelo, somente a mistura polimérica

mostra a difusdo de Fick.

Concluséao

As misturas com quitosana e goma de caju desenvolvidas por solubilizacéo e processo
de liofilizagdo promovem maior interacdo entre as misturas de polimeros, sugerida pela
formacdo de ligagbes de hidrogénio em métodos tedricos computacionais e reafirmada por
analises FTIR e DSC. Este material diferente mostra ainda uma melhora das propriedades
mucoadesivas, com maior forca e tempo de mucoadesdo. No final, além da liberacdo sustentada
relacionada a toda a matriz polimérica, a mistura polimerica segue um comportamento de
difusdo de Fickian, a Gnica formulagdo cuja liberacdo depende principalmente do processo de
difusdo através da camada de gel formada no intumescimento. Assim, a matriz polimerica é
uma matriz com libertacdo uniforme e bem conhecida de pilocarpina, 0 que representam uma

formulagdo promissora no futuro, pelos desenvolvimentos da indUstria farmacéutica.
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Comprimidos mucoadesivos possuem grande importancia para a tecnologia dos
sistemas de liberacdo modificada de farmacos. Sua tecnologia de obtencdo necessita de
conhecimentos minunciosos sobre os polimeros utilizados e o principio ativo ao qual pretende
veicular, dentre outros fatores tabém relevantes.

O trabalho, em seu captulo 1, pode consolidar o conhecimento relativo a tecnologia de
obtencgéo de formas farmacéuticas adesivas para aplicacdo buca. Como foi visualizado, pouco
se padroniza em relacao a especificacdes relacionadas a melhor qualidade desta tecnologia.

No capitulo 2, diante de um cenario pouco inovador quanto a formulagdes contendo
pilocarpina, foi visualizado a falta de métodos validados possiveis para quantificagdo deste em
formulacdes diferentes das liquidas, predominantemente solugfes oftdlmicas. O trabalho
desenvolveu entdo um método analitico, com posterior validacdo, o que é de grande valia para
industrias farmacéuticas que planejam produzir qualquer outra tecnologia farmacéutica com o
farmaco.

Por fim, algumas tecnologias até entdo considerada promissoras para o tratamento da
xerostomia foram desenvolvidas. No capitulo 3, a formulacéo contendo quitosana e o polimero
sintético classificado como carbdmero, apresentou excelente comportamento adesivo com
prolongamento do tempo de liberagdo do farmaco nédo superior a 1 hora. Deste modo, apesar da
primeira tecnologia ter sido desenvolvida com sucesso, a busca por tecnologia com melhores
propriedades de retardo da liberacdo do farmaco, motivou a tecnologia de mucoadesivos entre
quitosana e polimeros naturais. No ultimo capitulo (4), portanto, a associacao entre quitosana e
goma de cajueiro resultou em formulagdes com incremento nessas propriedades, tornando-se
alternativa terapéutica mais promissora ainda. O processo da mistura dos dois polieros, resultou
em material novo, com propriedades adesivas incrementadas, relativo aos polimeros isolados.
Estes serdo posteriormente submetidos a testes clinios para avaliar sua real aplicacdo para

tratamento da xerostomia.
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PERSPECTIVAS

Com a formulacdo desenvolvida, os testes clinicos de sialometria e sialoquimica
poderdo ser realizados. O projeto intitulado ‘“Avaliagao sialométrica de comprimidos
mucoadesivos de pilocarpina” foi submetido, em novembro de 2017, ao Comité de Etica em
Pesquisa da UFPI, através da Ferramenta “Plataforma Brasil”. Este devera ser avaliado na
préxima reunido do CEP citado, com previsdo para realizacdo dos experimentos em abril no
mesmo ano. Para realizacdo destes, foi estabelecido parceria com o Laboratorio de Analises
Clinicas MedAnalise, o qual disponibilizard os kits bioquimicos, e cujos métodos j& séo
padronizados pelo proprio laboratorio.

Uma nova metodologia de doseamento, agora para validacdo bioanalitica esta sendo
desenvolvida para monitorizacdo terapéutica de pilocarpina em saliva de pacientes utilizando
qualquer formulacdo de pilocarpina para xerostomia, seja a formulacdo ja disponivel no

mercado ou as formulacGes desenvolvidas neste trabalho.
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Title:Development and Validation of a New Method to Quantify Pilocarpine in Tablets by HPLC-DAD
VOLUME: 12 ISSUE: 4
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Sobrinho, Edson C. da 5. Filho, Laisa LF. de Sa, Rivelison M. de Freitas and Livio C.C. Nunes
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Keywords:Pilocarpine, pharmaceutical analysis, tablets, HPLC-DAD, cyanopropyl column.
Abstract:

Introduction: Pilocarpine, a natural alkaloid that can be obtained from species of Pilocarpus, has been used
o treat glaucoma, ocular hypertension and xerstomia. The development and validation methods for
analysiz of pilocarpine and itz degradation products are quite challenging since the physicochemical
properties between them are relative smaill.

Methods: Analytical tests in HPLC-DAD were performed and 13 different conditions were take info acount,
employing three columns (silica based C18, modified-slica cyanopropyl and Zic-HILIC), two buffer
solutions, fwo organic solvents, pH ranging from 5.1 to 5.45, three temperatures and flow rate from 0.8 fo
2.0 mL.min-1, in RP or HILIC. The chromatographic assays for pilocarpine hydrochloride in aqueous
solution allowed fo establish the best chromatographic parameters in terms of signal symmetry and
retention as well as to separate pilocarpine from itz degradation products with great selectivity, efficiency
and resclution. It was possible to validate a new method to dosage pilocarpine hydrochloride in tablets
using a modified-silica cyanopropyl column, mobile phase in isocratic mode with midure of acetonitrile/
potassium dinydrogen phosphate buffer 10 mi (60:40, viv), pH 5.30, oven temperature of S0 oC and fliow
rate of 1.0 mLmin-1.

Conclugion: The precision, accuracy, inearity, robustness, recovery, shaort retention time, iocratic elution
mode, quantification (250 ng.mL-1) and identification (75 rg.milL-1) limitz allowed establishing a routing
estimation for pilocarping in tablets. The pilocarpine hydrochloride content it was in the range as specified
by the Salagen® producer (4.81 + 0.07 mg/ tablet, 96.16 + 1.33%) and by the formulation in carbomer
3408 + chitogan tablets (4 80 + 0.02 mg/ tablet, 95.99 + 0.49%) and in sodium carboxymethylcellulose +
chitosan tablets (4.95 + 0.04 mg! tablet, 99.08 + 0.79%).
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