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RESUMO

INTRODUCAO: A retencédo vaginal, o tempo de liberacdo e auséncia de irritacéo
local sdo os principais desafios para o desenvolvimento de formas farmacéuticas
para administracdo local. Sistemas termorresponsivos com propriedades
fisiomecéanicas adequadas e preparados com materiais biocompativeis podem ser
atil para aumentar o tempo de retencao, controlar a liberacdo do farmaco, diminuir a
irritacdo local e melhorar a adesdo ao tratamento. A curcumina (CUR) é um
composto fitoquimico reconhecida pela baixa toxicidade intrinseca e ampla
variedade de efeitos terapéuticos. METODOLOGIA: Para veiculacdo na forma de
hidrogel termorresponsivo, a baixa solubilidade da CUR em &gua foi resolvida pela
preparacdo de dispersfes solidas (DS) com carreadores hidrossolaveis, tais como
poloxamer 407 (P407) e hidroxipropilmetilcelulose K4M (HPMC K4M), utilizando
tecnologia de coprecipitacdo e fusdo. As DS foram caracterizadas por equilibrio de
solubilidade (ES), estabilidade da CUR em meio aquoso, cinética de degradacao,
calorimetria exploratéria diferencial (DSC), espectroscopia de infravermelho (FTIR),
microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e difracdo de raios X (DR-X). Os
hidrogéis termorresponsivo foram preparados utilizando mistura dos polimeros P407,
HPMC K4M e quitosana (Qt) em tampdao citrato-fosfato pH 4,5 a 4°C. As DS,
misturas fisicas (MF) e CUR livre foram dispersas nos hidrogéis com massa
equivalente a 400 pg. mL™ de CUR. A avaliacdo dos hidrogéis termorresponsivos
contendo DS-CUR foram comparadas com as mesmas formula¢cdes contendo
mistura fisica (MF-CUR) e CUR livre. As propriedades fisico-quimicas foram
avaliadas e comparadas para potencial hidrogeniénico (pH), viscosidade na
temperatura de transicdo sol-gel, taxa de eroséo, propriedades mecanicas (dureza,
compressibilidade, adesividade, coesividade e mucoadesao), comportamento
reolégico e perfil de liberacdo da CUR. RESULTADO: O ES mostrou melhor
resultado para DSf (1:2) com HPMC K4M e para DSc com P407 (1:2),
respectivamente, 680 e 755 vezes maior quando comparado a CUR livre. As DS de
CUR com P407 e HPMC K4M aumentaram a estabilidade da CUR prevenindo a
degradacdo quimica tanto em pH 4,5 como em pH 7,0. A cinética de degradacéo da
CUR foi de ordem zero para todas formulacdes, exceto para DSf CUR:HPMC K4M
1:2 e CUR livre em pH 7,0 (cinética de primeira ordem). As curvas de DSC e DR-X
mostraram mudanga no estado cristalino da CUR na presenca de P407. A



morfologia das DS observadas por MEV sugere alteracdo no cristalino da CUR. As
curvas obtidas por FTIR mostraram que os estiramentos dos grupamentos quimicos
da CUR permaneceram inalterados tanto na mistura fisica (MF) como na DS. Para
as formulacbes de hidrogéis termorresponsivos, os melhores resultados foram
obtidos para os hidrogéis (formulacdo M20) formulados com a disperséo soélida (DS-
CUR) obtida por coprecipitacdo com P407 (1:2 m/m). Os resultados para pH,
viscosidade e taxa de eroséo foram respectivamente 4,05+0,01, 8100 cP, 51,3%. Os
resultados para as propriedades mecanicas de dureza, compressibilidade,
adesividade, coesividade e mucoadesdo (forca méaxima para separacdo) foram
respectivamente 24,1+0,45 g, 286,21+10,64 g.s*, 30,+1,22 g.s*, 20,81+1,65 g e
8,53+0,41 g. O comportamento reoldgico das formulacbes (P20 CUR, P20 MF, P20
DS, M20 DS) apresentaram perfil pseudoplastico e caracteristica tixotropica. O perfil
de dissolugéo da CUR na formulacdo M20 DS mostrou liberagdo controlada (52%),
enquanto a M20 liberou praticamente toda CUR da formulagéo (94,17%) ao final de
180 min.. As curvas de DSC mostraram que houve a permanéncia da CUR no
estado amorfo quando incorporado ao hidrogel termorresponsivo na forma de DS.
Os espectros obtidos por FTIR mostraram que os estiramentos dos grupamentos
quimicos da CUR permaneceram quimicamente estdveis nos hidrogéis
termorresponsivos. A temperatura critica de micelizac@o permitiu avaliar a influéncia
da CUR na temperatura de micelizacdo e temperatura de gelificacdo, onde o
deslocamento da faixa de temperatura esta relacionado a viscosidade da
formulagdo. A atividade antioxidante da CUR nas formul¢gdes de hidrogel
termorresponsivo M20 DS, P20 DS e P20 CUR, foi acima de 80%. A atividade
antimicrobiana da CUR quando nos hidrogéis termorresponsivos mostrou ser mais
efetivo quando comparado a concentracdo inibitéria minima da CUR em meio
aquoso. CONCLUSAO: Dessa forma, as anélises dos resultados mostram que a
técnica de DS foi eficaze para aumentar a solubilidade e estabilidade da CUR em
agua, e a sua incorporacdo nos hidrogéis termorresponsivos (M20 DS) apresentam
potencial para administracdo vaginal e tratamento de mucosite vaginal.

Palavras-chave: Hidrogel Termorresponsivo. Administracdo Vaginal. Curcumina.

Dispersdes Solidas.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Thermally sensitive hydrogels or thermoresponsive have been the
focus of studies because of its practicality in the application and few side effects
Vaginal administration of drugs whose main advantage is avoiding hepatic
metabolism, reduce the incidence and severity of secondary gastrointestinal effects
and decrease hepatic side effects of drugs. Curcumin (CUR) is a phytochemical
compound recognized by low intrinsic toxicity and wide variety of therapeutic effects.
METHOD: To incorporate as thermoresponsive gel lower solubility CUR in water was
solved by preparation solid dispersions (SD) with carriers hidrosoluble such as
poloxamer 407 (P407) and hydroxypropylmethylcellulose K4M (HPMC K4M), using
fusion and co-precipitation technology. The SD were characterized by solubility
equilibrium (SE), differential scanning calorimetry (DSC), infrared spectroscopy
(FTIR), scanning electron microscopy (SEM) and X-ray diffraction (DR-X). The
thermoresponsive hydrogels were prepared using mixture of P407 polymers, HPMC
K4M and chitosan (Qt) in citrate-phosphate buffer pH 4.5 for the cold technique. The
SD, physical mixture (PM) and free CUR were dispersed in hydrogels with a mass
equivalent to 400 ug. mL™? CUR. The evaluation of thermoresponsives hydrogels
containing SD-CUR were compared with the same formulations with physical mixture
(PM-CUR) and free CUR. The physico-chemical properties were made and
compared to hydrogenic potential (pH), viscosity at the temperature of sol-gel
transition, erosion rate, mechanical properties (hardness, compressibility,
adhesiveness, cohesiveness and mucoadhesion), rheological properties and release
profile of CUR. RESULT: ES showed best result for SDf (1: 2) with HPMC K4M and
SDc with P407 (1: 2), respectively 680 and 755 times higher when compared to free
CUR. The SD CUR with P407 and HPMC K4M increased stability CUR preventing
chemical degradation both pH 4.5 and pH 7.0. The CUR degradation kinetics was
zero order for all formulations except for FSD CUR: HPMC K4M 1: 2 and CUR free at
pH 7.0 (first order kinetics). The curves of DSC and DR-X showed change in the
crystalline state of curcumin in the presence of P407. The morphology observed by
SEM DS suggests changes in the crystalline state of the curcumina. The curves
obtained by FTIR showed that stretches chemical group of curcumina remained
unchanged in both the physical mixture (PM) as the SD. For hydrogels

thermoresponsive formulations, the best results were obtained for hydrogels



(formulation M20) formulated with the solid dispersion (SD-CUR) obtained by
coprecipitation P407 (1: 2 m / m). The results for pH, viscosity and erosion rate were
respectively 4.05 + 0.01, 8100 cP, 51.3%. The results for the mechanical properties
of hardness, compressibility, adhesiveness, cohesiveness and mucoadhesion
(maximum force for separation) were respectively 24.1 g + 0.45, 286.21 + 10.64 gs™,
30+ 1.22 gs™, 20.81 + 1.65 g, 8.53 + 0.41 g. The rheological behavior of formulations
(P20 CUR, P20 PM, P20 SD, M20 SD) had profile pseudoplastic and thixotropic
characteristics. The dissolution profile of the formulation CUR SD showed that has
M20 controlled release (52%), while M20 has released practically all CUR of
formulation (94.17%) at 180 min. The DSC curves demonstrate that the permanence
of CUR in the amorphous state when incorporated into thermoresponsive hydrogel in
the form of SD. The curves obtained by FTIR showed that stretches chemical group
of curcumina remained chemically stable in thermoresponsive hydrogels. The critical
micellization temperature allowed to evaluate the influence of micellization
temperature and gelling temperature of CUR, where the temperature shift range is
related to the viscosity of the formulation. The antioxidant activity of CUR in hydrogel
formulcgdes thermoresponsive M20 DS, DS P20 and P20 CUR, was above 80%. The
antimicrobial activity of curcumina when in the termorresponsivos hydrogels was
more effective compared to the minimal inhibitory concentration curcumina in an
agueous medium. CONCLUSION: Thus, the analysis of the results showed that the
DS technigue was more efficient to increase solubility and stability in water CUR, and
their incorporation into hydrogels termorresponsivos (M20 DS) have the potential for
vaginal administration and treatment of vaginal mucositis.

Key words: Thermoresponsive hydrogel. Vaginal administration. Curcumin.

Dispersions Solid.
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1 INTRODUCAO

O presente trabalho foi redigido na forma de capitulos, contendo revisédo
bibliografica (Capitulo 1), preparacdo e avaliacdo de dispersdes solidas contendo
curcumina (Capitulo II), desenvolvmento e avaliagdo de hidrogéis termorresponsivos
(Capitulo 1ll) e avaliacdo das propriedades fisico—quimicas de hidrogéis
termorresponsivos contendo curcumina (Capitulo V).

O Capitulo | aborda a revisédo bibliografica sobre o tema deste trabalho. A
cavidade vaginal tem sido utilizada para a administracdo de farmacos com acgao
local ou sistémica. A administracdo vaginal de farmacos tem como principais
vantagens evitar o metabolismo hepatico, reduzir a incidéncia e severidade dos
efeitos gastrintestinais secundarios e diminuir efeitos secundarios hepaticos de
farmacos. Varias estratégias de formulacdes foram estudadas para vencer os
inumeros desafios biofarmacotécnicos impostos pelas caracteristicas fisico-quimicas
do ativo. A curcumina é um composto fitoquimico com diversas propriedades
terapéuticas, porém € muito pouco soluvel em agua. Portanto, a hidrofilicidade da
curcumina precisa ser melhorada para controlar a liberagdo e aumentar a
biodisponibilidade dos curcumindides. Dispersdes sélidas sao formulacbes
farmacéuticas mais utilizadas para melhorar a solubilidade de compostos pouco
solaveis. As formas farmacéuticas de hidrogel e os filmes podem ser mais bem
adequados para este tipo de aplicacdo. Estas formas farmacéuticas sdo capazes de
recobrir uma ampla area de superficie da mucosa, tanto para protecéo fisica como
para liberacdo do farmaco. Este propésito pode ser alcancado por meio de veiculos
mucoadesivos termorresponsivos, possiveis de serem administrados na forma de
um hidrogel de baixa viscosidade para alcancar a maxima viscosidade em
temperatura corpérea.

O Capitulo Il aborda a preparacao e avaliacao de dispersdes solidas contendo
curcumina  pelas técnicas de coprecipitagdo com 0s carreadores
hidroxipropilmetilcelulose K4M (HPMC K4M) e poloxamer 407 (P407). As dispersoes
sélidas foram caracterizadas por equilibrio de solubilidade (ES), cinética de
degradacédo da CUR, calorimetria exploratéria diferencial (DSC), espectroscopia de
infravermelho (FTIR), microscopia eletronica de varredura (MEV) e difragdo de raios
X (DR-X).
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O Capitulo 1l aborda o desenvolvimento e avaliacdo de hidrogéis
termorresponsivos com requisitos especificos para administracdo vaginal. Os
hidrogéis foram preparados com Poloxamer (P407), e mistura de P407, quitosana
(Qt) com hidroxipropilmetilcelulose K4M (HPMC K4M) em tampao citrato-fosfato pH
4,5. O potencial hidrogenibénico, viscosidade dos hidrogéis em funcdo da
temperatura e as propriedades mecéanicas de dureza, compressibilidade,
adesividade e coesividade foram avaliados.

O Capitulo IV aborda a incorporacdo das dispersbes soélidas nos hidrogéis
termorresponsivos selecionados, respectivamente, a partir dos resultados
apresentados no Capitulo Il e Capitulo 1ll. As propriedades fisicas e fisico—quimicas
dos hidrogéis termorresponsivos contendo curcumina foram avaliadas quanto ao
potencial hidrogenibnico, viscosidade, erosdo do hidrogel, propriedades mecanicas,
mucoadesdo, comportamento reoldgico, perfil de liberagdo da curcumina,
calorimetria exploratéria diferencial, espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourrier, temperatura critica de micelizacdo, atividade antioxidante

e atividade antimicrobiana.
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2 OBJETIVO

2.1 Geral

Desenvolver e avaliar formulacdes na forma farmacéutica de hidrogel
termorresponsivo para veiculagdo de curcumina em dispersdes solidas com

potencial para administracdo vaginal.

2.2 Especifico

» Preparar dispersfes solidas de curcumina utilizando técnicas de
coprecipitacdo e fusao;

= Avaliar o equilibrio de solubilidade e a estabilidade fisica e quimica da
curcumina nas dispersoes solidas;

» Avaliar o uso da associacao de poloxamer com hidroxipropilmetilcelulose K4M
e quitosana nas propriedades de gel termorresponsivo;

» Avaliar a influéncia da curcumina nas propriedades fisicas e fisico- quimicas
dos hidrogéis termorresponsivos (fluxo, dureza, compressibilidade,
adesividade, coesividade, mucoadeséao, transicdo de fase sol-gel, eroséo,
temperatura critica de micelizacdo, calorimetria exploratdria diferencial e
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier);

= Avaliar a estabilidade quimica da curcumina na dispersao soélida e no
hidrogel;

= Avaliar o perfil de liberacdo da curcumina das formulacbes de hidrogéis
termorresponsivos contendo curcumina livre, mistura-fisica e dispersao sélida;

= Avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana da curcumina nas
formulacbes de hidrogel termorresponsivocontendo curcumina livre e

disperséo solida.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Anatomia, fisiologia e histologia vaginal

A vagina € o orgao genital feminino, importante na reproducdo humana,
posicionada entre o reto e a uretra com comprimento de aproximadamente 9 cm.
Este 6rgdo apresenta caracteristica tubular e fiboromuscular, que compreende desde
o vestibulo vaginal até o colo do Gtero com pregas transversais que aumentam a
area de superficie (DAS NEVES; BAHIA, 2006; VALENTA, 2005). Histologicamente

a parede vaginal é composta por quatro camadas distintas (Figura 1): epitélio

escamoso estratificado, lamina prépria, camada muscular e adventicia (DAS
NEVES; BAHIA, 2006).

Figura 1 - Representacdo esquematica da mucosa vaginal

Epitélio escamoso
estratificado

Lamina propria

Camada muscular

Camada adventicia

Fonte: Elaboracgéo propria

Apesar de ser um tecido de mucosa, a vagina ndo apresenta glandulas. A
secrecdo vaginal consiste em uma mistura de fluidos oriundos de inmeras fontes. O
fluido vaginal é constituido de 90 - 95% de agua, sais organicos e inorganicos, ureia,
glicerol, &cidos graxos, albumina, enzimas, leucécitos e detritos epiteliais (VALENTA,
2005). Com algumas varia¢des ao longo do ciclo menstrual a producéo diaria normal
de fluido vaginal esta em torno de 6 g/dia, e o volume presente na vagina é de
aproximadamente 0,5 — 0,75 mL (AKA-ANY-GRAH et al., 2010; CARAMELLA et al.,
2015). A irrigacdo sanguinea é realizada principalmente pelo ramo vaginal da artéria
uterina. O pH vaginal esta na faixa de 3,5 - 4,5, este valor € mantido pela presenca
de Lactobacillus spp que converte o glicogénio, proveniente de células epiteliais
descamadas, em acido lactico. Além desse papel os Lactobacillus sp desenvolvem

importante funcdo no controle de infeccbes por patdgenos oportunistas. O pH



27

vaginal € uma importante barreira fisiolégica e deve ser levado em consideracéo na
administracdo e absor¢cdo de farmacos administrados por tal via (VALENTA, 2005).
As caracteristicas fisiologicas e bioquimicas da cavidade vaginal sao
influenciadas pela idade e por alteracdes hormonais relacionadas ao ciclo menstrual,
especialmente devido ao estrégeno. Estas caracteristicas vaginais influenciam na
permeacdo de farmacos, uma vez que dependem da espessura da camada
superficial da mucosa (epitélio escamoso), rigidez celular, composicdo e

organizacao lipidica no espaco intercelular (LAW et al., 1995).

3.2 Biodisponibilidade de farmacos

A cavidade vaginal tem sido utilizada para a administracdo de farmacos com
acao local (agentes antibacterianos, antifungicos, antiprotozoarios, antivirais, anti-
inflamatorios, antioxidantes, agentes espermicidas, prostraglandinas e esterdéides)
ou sistémica (TUGCU-DEMIROZ; ACARTURK; ERDOGAN, 2013). A absorcéo de
farmacos por via vaginal pode ocorrer por mecanismo passivo ou ativo, semelhante
ao que ocorre por outras vias de administracdo ndo endovenosa. Os mecanismos
passivos de permeacdo mucosal incluem a via transcelular e paracelular, que
representam respectivamente, um processo de difusdo intracelular e intercelular
pelas juncdes tight junction. No mecanismo ativo, 0s transportadores geram
gradientes de concentracdo através das barreiras, mecanismo transcelular priméaria
ou secundaria. O mecanismo transcelular secundario € indiretamente acoplado a
adenosina trifosfato (ATP), ja o primario utiliza diretamente ATP durante o ciclo de
transporte de farmaco (MARTINEZ; AMIDON, 2002). Substancias lipofilicas séo
absorvidas via intracelular (ou transcelular), enquanto as hidrofilicas por via
intercelular (ou paracelular) ou atravessam 0S poros aguosos presentes na mucosa
vaginal. As caracteristicas fisico-quimicas dos excipientes da formulacdo séo
importantes para modular a liberacdo do farmaco, de acordo com o perfil de
liberacdo desejado, promover mucoadesdo e aumentar viscosidade. Os adjuvantes
farmacotécnicos utilizados nas formulagbes para administracdo vaginal podem
causar irritacdo, inflamagdo ou dano na mucosa, podendo levar a ruptura
momentanea e reversivel da barreira mucosal, melhorando biodisponibilidade do
farmaco, porém expondo a mucosa a agentes infecciosos ou xenobioticos (GALI et
al., 2010).
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3.3 Formas farmacéuticas hidrogelatinosas para administragao vaginal

3.3.1 Gel hidrogelatinoso

A administracdo vaginal de farmacos tem como principais vantagens evitar o
metabolismo hepatico, reduzir a incidéncia e severidade dos efeitos gastrintestinais
secundarios e diminuir efeitos secundarios hepaticos de farmacos. Formas
farmacéuticas (FF) semi-solidas (cremes, pomadas e géis), comprimidos, capsulas,
liguidas (solucbes ou suspensoes), filmes vaginais e anéis vaginais podem ser
utilizados para aplicagdo vaginal. As principais vantagens das FF semi-solidas sdo
aceitabilidade, baixo custo financeiro, consisténcia e capacidade de aderéncia a
superficies por um periodo de tempo. Por outro lado, sistemas semi-solidos
convencionais de liberacdo de farmacos apresentam como principais desvantagens
o desconforto, rapida remocéao do local de aplicacao, perda de viscosidade por acdo
da temperatura ou pH e consequente escoamento do produto para fora da cavidade
vaginal (DAS NEVES; BAHIA, 2006).

Os géis sdo materiais formados por redes tridimensionais de polimeros
totalmente ou parcialmente hidrofilicos. Em &gua, tais materiais possuem
capacidade de intumescimento até alcancar o equilibrio. Geralmente, as substancias
formadoras de géis sédo polimeros que quando dispersos em meio aquoso doam
viscosidade a preparacéo (CORREA et al., 2005).

A gelificacdo de uma disperséo polimérica pode ocorrer por fotopolimerizagao,
ligacdo quimica cruzada ou por reticulacdo idnica. Sistemas de gelificacao in situ
ganham crescente atencdo tanto para administracdo vaginal como retal. Estes
sistemas sédo denominados de "materiais inteligentes”, pois respondem a alteragbes
fisiologicas da temperatura, pH ou for¢a idnica (KRISTL; GRABNAR, 2014).

3.3.2 Hidrogel termorresponsivo

Hidrogéis termicamente sensiveis ou termorresponsivos tém sido foco de
estudos devido sua praticidade na aplicacdo e baixos efeitos indesejaveis. Em
concentragdes adequadas apresentam transicdo de fase liquida para gel (Tsol-gel),
proxima ou igual a temperatura corpOrea. Essa transicdo Tsol-gel pode ser
modulada de acordo com a concentragdo do polimero ou associagdo com outros
polimeros e agentes reticulantes. Geralmente, as temperaturas de gelificacdo séo
consideradas adequadas na faixa de 25 — 37°C (DAS NEVES; BAHIA, 2006). Os
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polimeros biodegradaveis e termorresponsivos sdo candidatos potenciais para
liberacdo modificada de farmacos, terapia celular e para engenharia de tecidos
(KRISTL; GRABNAR, 2014).

A gelificacdo de dispersGes poliméricas induzida por temperatura pode
ocorrer por diferentes processos. Os mecanismos de termo-geleificagdo incluem
transicdo coil-to-helix, interagcbes hidrofébicas, empacotamento micelar e
combina¢cdes mais complexas, como aumento micelar e interacdes hidrofébicas. As
caracteristicas mais comuns de homopolimeros hidrofilicos termossensiveis é a
presenca de grupamentos hidrofobicos, metil, etil, e propil (QIU; PARK, 2012). As
interacdes que ocorrem em uma disperséo polimérica aquosa sao do tipo: polimero-
polimero, polimero-moléculas de agua e entre moléculas de agua (KLOUDA;
MIKOS, 2008).

A estrutura de polimeros termossensiveis apresenta um equilibrio entre os
grupos hidrofébicos e hidrofilicos, respectivamente, polioxipropileno (PPO) e
polioxietileno (PEO). Uma pequena alteracdo na temperatura da dispersao
polimérica aquosa pode gerar um novo ajuste das interacdes hidrofébicas e
hidrofilicas entre os blocos de polimero e moléculas de agua (BAJPAI et al., 2008). A
temperatura de solugcdo critica (CST) é definida como a temperatura na qual a
dispersédo polimérica sofre separacdo de fases. Abaixo da CST os polimeros sao
sollveis em agua e acima da CST se tornam hidrofébicos e insollveis, formando
uma dispersao gelatinosa (BROMBERG; RON, 1998; PEPPAS, 2000). Ou seja, a
medida que a exposicdo do bloco hidrofébico PPO é reduzida com a diminuicdo da
temperatura, a exposicdo do bloco hidrofiico PEO € aumentada, permitindo a
solubilizacdo do polimero em meio aquoso. Com o aumento da temperatura, as
ligacbes absorvem pouca quantidade de agua ocasionando a formacdo de duas
fases com diferentes concentracbes de polimero formando o hidrogel (CAI; SUO,
2011; ZENG et al., 2014).

Termodinamicamente, a mudanca abrupta na solubilidade dos polimeros em
resposta a mudanca de temperatura € regulada pela energia livre do sistema (AG),
ou energia livre de Gibbs (SCHILD, 1992). Uma mudanca na temperatura resulta em
energia livre negativa no sistema, o que desfavorece a associagcdo polimero-agua
permitindo interacdes entre as cadeias do polimero. Na interrelagdo termodinamica
(AG = AH — TAS), a energia livre negativa de associacado (AG) é atribuida a maior
entropia do sistema em relagdo a variagéo de entalpia (TAS > AH) (RUEL-GARIEPY;
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LEROUX, 2004). O termo entalpico (AH) esta relacionado com as interagdes entre o
polimero e o solvente, favorecendo a dissolugdo do polimero, enquanto o termo
entropico (AS) se relaciona com as interagdes hidrofobicas, levando a precipitagcao
do mesmo (SCHMALJOHANN, 2006, AGUILAR et al.,2007). Assim um
comportamento LCST (abaixo da temperatura de solucdo critica) é considerado
processo entalpico, ja um comportamento UCST (acima da temperatura de solucéo
critica) € um processo entropico (WARD; GEORGIOU, 2011). As propriedades
termorreversiveis destes geéis podem ser avaliadas pelos parametros reoldgicos tais
como as mudancgas de tensao de cisalhamento sobre as taxas de cisalhamento,
temperatura de transicao (Tsol-gel) e mddulos de viscoelasticidade (JEANG; KIM;
BAE, 2011).

3.3.3 Mecanismo de mucoadesao

O processo de mucoadesdo envolve a ligagdo de um polimero natural ou
sintético a um substrato biolégico. E um método préatico de retencdo ou de
direcionamento do farmaco, aspecto relevante na liberacdo controlada de farmacos
e na inovacao terapéutica (HUANG et al., 2000). Dispositivos mucoadesivos podem
melhorar a eficicia terapéutica de farmacos, mantendo concentracdo plasmatica em
niveis terapéuticos durante longos periodos de tempo. Além disso, tem a capacidade
de proteger o agente terapéutico contra a degradacdo enzimatica (nucleases e
proteases) aumentando a biodisponibilidade (BRAVO-OSUNA et al.,, 2007). No
entanto, para uma melhor compreensao do fenébmeno de bioadesao, é necessario
examinar as principais caracteristicas fisico-quimicas do substrato no qual um
polimero ou um complexo polimérico ira se aderir mais especificamente ao muco e a
superficie do tecido epitelial.

O muco é um gel viscoelastico inteiramente hidratado que recobre a
superficie das mucosas. A principal e mais importante fungcdo do muco é proteger as
células epiteliais de danos fisicos, quimicos e/ou biolégicos provocados por acéo
mecanica, xenobidticos e microrganismos patogénicos. Além desta funcéo, o muco
promove lubrificacdo e atua como agente molhante e controlador do teor de agua na
superficie adjacente ao epitélio (FIGUEIRAS et al., 2008; DE VRIES et al., 1988). O
muco é composto de mucina, anticorpo IgA, enzimas, tensoativos e lipidios livres. Os
anticorpos sao mucofilicos e combatem a entrada de microrganismos na superficie

epitelial (WU et al., 1994). A mucina sao glicoproteinas altamente glicosiladas que
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consistem em cerca de subunidades de 500 kDa, unidas por pontes dissulfeto que
garantem a formacéo de estruturas capazes de aprisionarem elevada quantidade de
agua facilitando a formacdo de uma camada viscoelastica de protecdo sobre a
superficie da mucosa. A presenca de acido sialico e de ésteres de sulfato confere ao
muco uma carga elétrica negativa nas extremidades da cadeia de oligossacarideos.
O pKa aproximado do acido varia entre 1,0 a 2,5, desta forma, no pH fisiolégico, este
composto esta totalmente na forma ionizada (aniénica) (SLOMIANY et al., 1988).

A mucoadesédo pode ocorrer por mecanismos de ligacdes nao especificas e
ndo covalentes, mas de natureza eletrostatica ou por ligagbes de hidrogénio;
sistemas que intumescem ou aumentam a viscosidade quando entram em contato
com algum estimulo fisiolégico e sua mucoadeséao é resultado da formacao de uma
matriz mais reticulada (Tabela 1 e Figura 2) (PARK; ROBINSON, 1984). Assim, o
mecanismo de mucoadesivo dos polaxameros pode ser explicado pelas suas
propriedades reologicas, que diminuem a depuracdo mucociliar e aumentam o

tempo de contato com a mucosa vaginal (SALMAZI, 2015).

Tabela 1 — Mecanismos de mucoadesao

Mecanismos de mucoadesao Exemplo
LigacgOes de hidrogénio Polietilenoglicol
Interacdes eletrostaticas Quitosana
Interacdes hidrofébicas Fosfatidilcolina

Interpenetracdo de cadeias poliméricas Sistema polimérico
Aumento da viscosidade in situ por Poloxamer
estimulo de temperatura ou pH fisiologico Carbémeros

Fonte: Elaboragéo propria

3.3.4 Mecanismos para liberacdo de farmacos

Os mecanismos para liberacdo de farmaco a partir de hidrogéis podem
ocorrer principalmente por difusdo e/ou erosdo. Para farmacos muito sollveis, a
liberacdo ocorre pela difusdo do farmaco através da camada gelificada, enquanto
para farmacos pouco ou muito pouco sollveis a liberagcdo € controlada pelo

processo de erosao.
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a. Difusao

A difusdo é o processo pelo qual a molécula do farmaco é transportada de
acordo com o seu gradiente de concentracdo, ou seja, € 0 movimento aleatorio da
molécula de regido mais concentrada para a menos concentrada. O processo de
difusdo depende do volume livre de polimero e da mobilidade das cadeias
poliméricas. A mobilidade das cadeias € afetada pela extensdo de insaturacoes,
grau de ligacao cruzada, cristalinidade e natureza dos substituintes. A difusdo ocorre
preferencialmente através das regibes amorfas do polimero, ou seja, nas regides
onde as cadeias poliméricas estdo mais desordenadas. Outros fatores que
favorecem a difuséo € relaxacédo das cadeias poliméricas, taxa de intumescimento e
a solubilidade do farmaco (SIEPMANN; GOPFERICH, 2001; VERGNAUD; Al, 2000).

b. Erosao

7

Nos sistemas cuja liberacdo é controlada por erosdo o farmaco esta
incorporado em polimeros hidrossollveis ou pouco soltveis. A liberacédo do farmaco
por erosao envolve dois processos sequenciais dependentes do tempo, a difuséo do
meio de dissolucdo para o interior da matriz com consequente dilatacéo e relaxacao
das cadeias poliméricas e consequente formacdo de uma camada gelatinosa.
Nestes casos, o fenbmeno de eroséo do reticulo polimérico pode ocorrer em modo
mais ou menos simultaneo até a completa desagregacao das cadeias poliméricas. A
maneira como ocorre a erosdo do polimero esta diretamente ligada ao perfil de
liberacdo do farmaco. Em sistemas reticulados, a taxa de erosdo depende da
hidrofilicidade, solubilidade do polimero e erosdo quimica ou enzimatica
(SIEPMANN; GOPFERICH, 2001; VERGNAUD; Al, 2000).

3.3.5 Polimeros empregados na preparagdo do hidrogel termorresponsivo

a. Poloxamer 407 (P407)

Poloxamer ou Pluronics sdo uma familia tribloco de copolimeros lancados a
cerca de 65 anos e foram sintetizados por polimerizacdo sequencial de monémeros
de Oxido de etileno e Ooxido de propilenos na presenca de hidroxido de sodio ou
hidroxido de potéassio (RICCI et al., 2002). A molécula de poloxamer € composta de

2 blocos hidrofilicos de polioxietileno (PEO) separados por um bloco hidrofébico de
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polioxipropilenos (PPO), Figura 2. O Poloxamer possui propriedades anfifilicas as
quais dependem da relacdo de massa entre PEO: PPO. Ao variar a razdo molar
entre os blocos PEO: PPO, a lipofilicidade e a hidrofilicidade do polimero pode ser
facilmente modificada. O P407, com uma massa molecular nominal de 12.600g.mol™
e uma relagdo de massa PEO: PPO de 2:1 é mais hidrofilico, e tem sido
amplamente usado em sistemas construidos para liberacdo controlada de farmacos
em preparcdes topicas, oftalmicas, intravenosa, pulmonar ou para solucdo e
suspensao oral. (TALASAZ et al., 2008). O P407 forma micelas em concentracoes
baixas e gel termicamente reversivel em concentra¢des elevadas.

O fenbmeno termogelificante do P407 €& perfeitamente reversivel e é
caracterizada por uma temperatura especifica de transicdo Tsol-gel. Abaixo desta
temperatura, a amostra apresenta baixa viscosidade e acima transita para forma
semi-sélida. A termogelificacdo resulta da interacdo de diferentes segmentos do
copolimero. O aumento da temperatura promove a agregacdo em micelas, e esta
micelizacdo ocorre devido a desidratacdo dos blocos polioxipropileno, hidrofébicos,
caracterizando o primeiro passo no processo de gelificacdo. Estas micelas séo
esféricas com nucleo de polioxipropileno desidratadas envolvidas no seu exterior por
cadeias de polioxietileno hidratadas. Esta micelizacdo € seguida por gelificacao das
amostras suficientemente concentradas (Figura 3) (DUMORTIER et al., 2006; KOFFI
et al., 2006).

De acordo com Liu e Chu (2000), uma estrutura cubica € obtida para
concentragbes de 20 e 40% P407 em agua. Estas estruturas cubicas micelares e
formacdes micelares complexas dao origem a géis de alta viscosidade, rigidez
moderada e lenta erosao do gel. Tais propriedades facilitam a incorporacao tanto de

farmacos hidrofilicos como hidrofébicos.

Figura 2 - Estrutura esquematica de copolimeros em bloco
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Fonte: (TALASAZ et al., 2008)
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Figura 3 - Esquema ilustrativo do processo de micelizacao seguida por gelificacdo de copolimeros em
bloco
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polioxipropileno (PPO) § g 2
Micelizagcao Gelificacao/Hidrogel

‘l' : 2
R

\

Bloco
polioxietileno (PEO)

Fonte: Adaptado de DUMORTIER et al., 2006

No entanto, é relatado que os polimeros bioadesivos devem ser adicionados
as formulacdes para modular a viscosidade do hidrogel e aumentar a propriedade
bioadesiva. Os polimeros mucoadesivos utilizados foram a hidroxipropilmetilcelulose,
polimero néo iénico (HPMC), poloxamero analogos como o poloxamer 188 (P 188),
bem como a quitosana, polimero catidnico. O impacto dos polimeros bioadesivos
sobre as temperaturas de gelificacdo depende da natureza dos aditivos bioadesivos
(polimeros) e da concentracdo nas formulacdes (KOFFI et al., 2006; YUAN et al.,
2012).

b. Quitosana

A quitosana (Qt) € um biopolimero hidrofilico obtido a partir da quitina. Este
composto, constituido por unidades N-acetil-D-glicosamina e D-glicosamina, € um
polissacarideo abundante na natureza (SENEL; MCCLURE, 2004). As unidades
monomeéricas que representam a estrutura quimica da Qt sdo compostas de B-
(1—4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose e  B-(1—4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glicose.
Devido sua baixa toxicidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade, estabilidade
quimica e propriedades bioadesivas, foi aprovado pela US Food and Drug
Administration (FDA) e tem sido amplamente aplicado nas diferentes areas de
ciéncia dos materiais e biomédica (GONG et al.,, 2013; PERIOLI et al.,, 2008).
Biomateriais a base de Qt tiveram utilizagdo sugerida como bioadesivo, cicatrizante,
antimicrobiano, antioxidante, material para bandagem, sutura, lentes Opticas e molde
para enxerto de pele (FELT,1998). A similaridade entre a estrutura quimica da Qt e
do acido hialurénico reforca a indicagdo do uso deste biopolimero como agente

cicatrizador e reparador de tecidos, pois é capaz de aumentar as fungdes de células
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inflamatdrias como os leucdcitos polimorfonucleares e macréfagos (UNEO, et al,
2001).

A solubilidade da Qt esta relacionada com a quantidade de grupos amino
protonados (-NH3") na cadeia polimérica. Quanto maior a quantidade destes
grupos, maior o nimero de interacdes eletrostaticas repulsivas entre as cadeias e
também maior a sua solvatacdo em agua (SANTOS; SOARES, 2003). A disperséo
aguosa da Qt origina géis, que podem ser utilizados diretamente ou transformados
em outros materiais na tentativa de utilizacdo como biomateriais. Fatores como pH
do solvente, concentracdo e massa molecular da quitosana estdo diretamente
relacionados a viscosidade e propriedades do biomaterial obtido (RATHKE;
HUDSON, 1993; RAVI KUMAR, 2000).

c. Hidroxipropilmetilcelulose K4M (HPMC K4M)

A hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) é um polimero amplamente utilizado na
industria farmacéutica, em formas farmacéuticas para uso oral e tépico. Devido suas
propriedades de intumescéncia e gelificacdo € utilizado no desenvolvimento de
sistemas de liberacdo modificada o que permitem modular a liberacdo de compostos
ativos. Uma das principais caracteristicas do HPMC ¢é a elevada capacidade de
intumescimento, que tem efeito significativo sobre a cinética de liberacdo do farmaco
incorporado. Em contato com a agua ou fluido biol6gico resulta no relaxamento com
expansdo de volume da cadeia polimérica. Em seguida, o farmaco incorporado
difunde para fora do sistema (SIEPMANN; PEPPAS, 2001).

Os diversos tipos de HPMC (Tabela 2) existentes para comercializacao
apresentam propriedades fisico-quimicas distintas, as quais sdo afetadas pelo teor
de grupamentos metoxil; hidroxipropil e grau de polimerizacdo. Os grupamentos
hidroxipropil devido sua natureza hidrofilica contribuem na taxa de hidratacdo do
polimero, ao contrario dos grupos metoxil que séo relativamente hidrofobicos. Ou
seja, polimeros de HPMC com o grau de substituicho K vao formar mais
rapidamente a camada gelificante, inversamente aos polimeros com o grau de
substituicdo F, que apresentam menor taxa de hidratacdo (SIEPMANN; PEPPAS,
2001).
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Tabela 2 - Composicéo de diversos tipos de HPMC

Tipo Teor em grupos Teor em grupos

metoxil (%) hidroxipropil (%)

A 27-31 =

E 28-30 07-12
F 27-30 04-7
K 19-24 07-12

Fonte: (SIEPMANN; PEPPAS, 2001)

3.4 Curcumina

A curcumina (CUR) é um composto fitoquimico de cor amarelo-alaranjado
com estrutura polifendlica de baixa massa molar isolada a partir do rizoma do
acafrdo (Curcuma longa), cresce naturalmente na india e em outras partes do
sudeste da Asia. A CUR é um diferuloilmetano, sendo uma molécula lipofilica com
varios grupos fendlicos e duplas ligacbes conjugadas (DHULE et al., 2012;
ESATBEYOGLU et al., 2012).

As propriedades terapéuticas da CUR sdo conhecidas e, recentemente vem
sendo estudada no combate a varios tipos de neoplasias, mal de Parkinson, mal de
Alzheimer, antimicrobiana, antifingica, cicatrizante e contra espécies reativas de
oxigénio (EROS), (MAZZARINO et al., 2010) devido a capacidade de inibir o dano
oxidativo induzido em queratindcitos humano e fibroblastos, um dos principais
responsaveis pelo processo de inflamacdo através do mecanismo de
“downregulation” dos caminhos PI3K/AKT/NFkB (PANCHATCHARAM et al, 2006;
SIDHU et al,1998). Diferentes estudos tém demonstrado sua baixa toxicidade
intrinseca e ampla variedade de efeitos terapéuticos (AGGARWAL et al, 2003;
MAHESHWARI et al., 2006; AK; GULCIN, 2008; PARI et al., 2008; GILDA et al.,
2010; ANITHA et al., 2011).

A absorcdo da CUR através de células epiteliais luminais ocorre por
transporte passivo. No trato gastrointestinal (TGI), apenas a CUR soluvel pode ser
absorvida pelas células epiteliais luminais. CUR insoluvel passa direto pelo TGI,
resultando na excrecdo de fezes. Portanto, a solubilizagdo da CUR no TGI é o
primeiro passo para o aumento da absor¢cdo. A CUR é metabolizada por enzimas de
fase | e Il. Fase | € um processo redutivo catalisada por enzimas, incluindo a alcool
desidrogenase (ADH), no citosol do figado ou da mucosa intestinal. Os metabolitos

desta fase incluem dihydrocurcumin (DHC), THC e hexahydrocurcumin (HHC), que
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existem na forma livre ou conjugada, principalmente glucuronideos. A formacéo de
conjugados ocorre através do metabolismo de fase Il. UDP-Glucuronosiltransferases
presentes nos enterdcitos ou hepatocitos catalisa a formacédo de glucuronideo,
enquanto sulfotransferases catalisa a formacao de sulfato (ESATBEYOGLU et al.,
2012; KURITA; MAKINO, 2013).

Da mesma forma, as propriedades biologicas da CUR como acao
antimicrobiana, antifingica, cicatrizante e contra espécies reativas de oxigénio
(MAZZARINO et al., 2010), sugerem que este composto apresentam potencial para
agir sobre mucosas, especialmente na mucosite e suas comorbidades. A cavidade
vaginal com pH entre 3,5 - 4,5 € um ambiente fisiologico que favorece a estabilidade
qguimica da CUR e a veiculacdo em formas farmacéuticas que prolongam o tempo de
atividade terapéutica,

Apesar dos diversos efeitos terapéuticos, a utilizacdo clinica de CUR é
restringida por problemas farmacocinéticos, tais como baixa biodisponibilidade oral,
devido a baixa solubilidade em &gua, instabilidade em valores de pH neutro e
alcalino, metabolismo extensivo e rapida eliminacdo (KURITA; MAKINO, 2013;
MAHESHWARI et al., 2006; RAMALINGAM; KO, 2015).

A solubilidade da CUR em varios meios € mostrada na Tabela 3. Em agua, a
CUR é insolavel a pH &cido e neutro, embora o aumento de solubilidade em pH
alcalino ocorra devido a ionizacdo do grupamento hidroxil fendlico. A sua
solubilidade é limitada em meios organicos comuns, como etanol e 6leos vegetais, 0
que torna dificil a preparacdo de formulacdes liquidas convencionais. No entanto,
recentes descobertas mostram o aumento da solubilidade da CUR em alguns 6leos
e tensoativos (KURITA; MAKINO, 2013).

A estabilidade de solucfes aquosas de CUR (agua ou mistura de agua / meio
organico) é dependente do pH, sendo razoavelmente estavel a um pH de 1-6,
estbmago ou no intestino delgado, onde a sua degradacdo € muito lenta. No
entanto, a sua solubilidade é baixa nesta faixa de pH. A CUR é instavel em pH> 7
sob condi¢des de pH fisiologico, tal como tampéo de fosfato 0,1M (pH 7,2) a 37 ° C,
mais de 90% de CUR é degradado dentro de 30 min. A CUR tem propriedades de
indicador acido-base. Em pH <1 CUR esta no estado protonado e apresenta cor
avermelhada, enquanto em pH 1 - 7 apresenta cor amarelo brilhante. Em pH> 7, a
CUR se encontra desprotonada novamente, apresentando cor avermelhada em
solucdo (ESATBEYOGLU et al., 2012; KURITA; MAKINO, 2013). A degradacao da
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CUR prossegue de acordo com uma cinética de primeira ordem. Em meio alcalino,
os produtos de degradacdo hidroliticas vanilina, &cido ferdlico e metano feruloil
foram detectados (ESATBEYOGLU et al., 2012).

A solubilizacdo da CUR no TGI € o primeiro passo para o aumento da sua
absorcdo. A reducdo do tamanho da particula da CUR resulta no aumento da taxa
de dissolugcdo por meio do aumento da area de superficie. A modificacdo da forma
cristalina, polimorfismos ou estado amorfo, pode contribuir para 0 aumento da
solubilidade ou a taxa de dissolucdo da CUR (KURITA; MAKINO, 2013). Varias
estratégias de formulacdes sdo estudadas para vencer os inumeros desafios
biofarmacotécnicos impostos pelas caracteristicas fisico-quimicas da CUR. Entre
elas, sistemas nanoparticulados, dispersfes soélidas, microparticulados, lipossomas,
complexacdo com fosfolipidios e ciclodextrinas (CHUAH, A.M. et al.,2014).

Além da sua atividade anti-inflamatéria e antioxidante, propriedades
antimicrobianas e antifingicas a torna um agente promissor para o tratamento de

inflamacé&o, infeccdo ou mucosite vaginal (BERGINC et al., 2012).

Tabela 3 - Solubilidade da CUR em diversos meios

Meio Solubilidade (mg/mL)
Agua Tamp&o pH 5,0 11 (ng/mL)
Propilenoglicol 6,52
. Etanol Aproximadamente 1,0
Solventes organicos ,
Acetona Aproximadamente 25,0
Polietilenoglicol 400 35,38
Amendoim 0,17
5 Milho 1,48
Oleo X
Gergelim 0,97
Soja 0,95
Triglicerideo de cadeia média 3,45
Tensoativos Polietilenoglicol 40 hidrogenado 103,94
Tween 80 34,38
Fonte: Adaptado de (KURITA; MAKINO, 2013)
3.5 Disperséo Sdlida
Dispersbes solidas (DS) sao formulacbes farmacéuticas utilizadas,

principalmente com a finalidade de melhorar a solubilidade de compostos pouco
sollveis em agua. O termo "dispersao soélida" é utilizado para descrever a mistura de
compostos ativo em uma matriz biologicamente inerte e hidrossoluvel, geralmente

com o objetivo de melhorar a biodisponibilidade oral. Na area farmacéutica, as DS
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tém sido tradicionalmente obtidas por aguecimento de misturas do farmaco e do
polimero para o estado fundido, seguido de nova solidificagdo através do
resfriamento. Métodos alternativos envolvem a dissolucdo dos componentes em
solvente volatii mutuo, seguido por evaporacdo solvente e coprecipitacdo do
composto ativo com o carreador ou matriz. A miscibilidade entre farmaco e o
polimero é importante para a formagéo de um sistema de disperséo sélida solavel e
estavel (HUANG; DAI, 2014; LI et al., 2013; SEO et al., 2012).

Pelo menos quatro métodos de preparacédo de dispersfes solidas tém sido
utilizados para farmacos com alto ponto de fusédo e baixa solubilidade em solventes
organicos comum: extrusdo por fusdo, aplicavel a farmacos com ponto de fuséo
mais baixos, secagem por atomizacdo, fusdo por micro-ondas e coprecipitacdo
(PATIL; BELGAMWAR; PATIL, 2013; SEO et al., 2012).

Na formulagéo das dispersdes soélidas, independente da técnica empregada, €
necessario considerar a escolha do carreador, a proporcao e as propriedades fisico-
guimicas para caracterizacdo das DS. Os critérios de escolha dos carreadores estédo
direcionados para compostos que possam aumentar a taxa de dissolugdo do
farmaco, seja nao téxico, farmacologicamente inativo, fisica e quimicamente estavel
ou que possam controlar a liberacdo do farmaco (BIKIARIS, 2011). A formulacdo
Otima de farmaco-carreador requer conhecimentos sobre solubilidade do farmaco no
carreador e 0 mecanismo de inibicdo de crescimento do cristal, os quais em ultima
analise devem controlar a estabilidade do produto.

N&o existe proporcado pré-estabelecida entre farmaco e carreador para
alcancar um resultado 6timo, as combinacdes binarias ou terciarias devem ser
individualmente estabelecidades (KARAVAS; GEORGARAKIS et al., 2007).
Parametros de solubilidade e andlise térmica fornecem informacdes Uteis para
prever a miscibilidade do farmaco com o excipiente dissolvido ou fundido (MENG et
al., 2015). Quando a solubilidade do farmaco € muito baixa, uma fracdo alta do
carreador € necessaria para liberar o farmaco no estado solubilizado. Quando a
solubilidade do farmaco em agua é elevada um carreador menos soluvel em agua é
requerido, em maior concentracdo para promover uma liberacdo controlada do
farmaco (LEUNER; DRESSMAN, 2000).

Quando o carreador € um polimero, este pode interagir fisicamente com as
moléculas do farmaco para formar complexo polimero-farmaco por ligacdes fracas,

como ligacdo de hidrogénio, Van de Waals e interagbes idnicas. As interacdes
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moleculares formadas nas dispersfes sélidas podem inibir a recristalizacdo do
farmaco e aumentar a estabilidade fisica do sistema. A miscibilidade entre o farmaco
e 0 polimero contribui de forma significativa para melhorar o equilibrio de
solubilidade e aumentar a taxa de dissolucdo (HUANG; DAI, 2014; MENG et al.,
2015).

No método de preparacdo por evaporacdo do solvente, o carreador e 0
farmaco sdo dissolvidos em solvente geralmente organico, ambos estaveis, e 0
solvente é evaporado a uma temperatura fixa e a presséo reduzida. Com a remocao
do solvente ocorre uma supersaturagdo do meio seguido de precipitacdo simultanea
dos constituintes. O solvente, aderido a superficie da particula coprecipitada, €
removido por secagem com auxilio de vacuo. Contudo, nestes casos, ha a
possibilidade de formacao de solvatos (DAS et al., 1960). O método de preparacao
por evaporacao é indicado para farmacos termolabeis, passiveis de degradacdo na
temperatura de fusdo do carreador. A dificuldade desse método estad em encontrar
um solvente que dissolva tanto o farmaco como o carreador. Além disso, o uso de
diferentes solventes pode induzir o aparecimento de diferentes polimorfos (SETHIA;
SQUILLANTE, 2003).

Uma nova abordagem baseada na utilizacdo de radiagcdo de microondas
tornou-se um método reconhecido. A radiacdo de micro-ondas consiste em ondas
eletromagnéticas com frequéncias entre 0,3-300 GHz, que passa através dos
materiais e faz com que suas moléculas oscilem, gerando calor. A radiacdo de
micro-ondas oferece varias vantagens, tais como aquecimento volumétrico rapido,
sem superaquecimento na superficie, economia de energia, maior produtividade e
menores custos operacionais e tempo de preparacao (PATIL; BELGAMWAR; PATIL,
2013).

Uma vantagem particular da técnica de fusdo para a formacdo de DS é
guando se tem a presenca de carreador e farmaco sollveis em diferentes meios
organicos. Embora frequentemente aplicada, o método de fusdo tem limitacbes
como a compatibilidade entre farmaco e carreador com boa homogeneizacao.
Quando o farmaco e o carreador sao incompativeis, duas fases liquidas ou
suspensao podem ser observadas na mistura aquecida, que resulta na forma de
uma dispersado sélida ndo homogénea, e este problema pode ser evitado utilizando
tensoativos. Outro problema pode surgir durante o resfriamento, o farmaco e o

carreador podem sofrer mudancas na miscibilidade, levando a separacao de fases.
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Foi observado que quando a mistura é resfriada lentamente, o farmaco se
recristaliza, enquanto que o resfriamento rapido produz dispersfes solidas amorfas
(DAS et al., 1960).

3.6 Avaliacao fisica e biolégica
3.6.1 Calorimetria exploratoria diferencial

Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) € uma ferramenta termodinamica
para uma avaliacao direta da energia térmica absorvida, a qual ocorre em uma faixa
pré-determinada de aumento ou reducdo da temperatura. Particularmente, a
calorimetria é aplicada para monitorar mudancas na fase de transicdo de
substancias puras ou misturas (PRIVALOV, 1995).

Em condicbes experimentais mais simples, a energia € fornecida
simultaneamente para o cadinho de referéncia (branco) e para o cadinho contendo a
amostra a ser analisada. A diferenca entre a energia requerida para a amostra em
relacdo a requerida para o branco é a quantidade de calor absorvido (evento
endotérmico) ou liberado (evento exotérmico) pelas moléculas da amostra. Em geral,
transicOes de fase, desidratacdes, reducdes e algumas reacdes de decomposicéo
produzem efeitos endotérmicos, enquanto que cristalizacdes, oxidagcbes, algumas
reacoes de decomposicdo produzem efeitos exotérmicos (COOPER, 2000,
COOPER, 2004).

Como um método termodindmico, a tecnologia DSC pode prever a
estabilidade das substancias ou das suas misturas em diferentes condigbes
experimentais tais como pH, forca i6nica e osmolaridade (MAGHAMI, 2010,

PRIVALOV, 1995).

3.6.2 Microscopia eletrénica de varredura

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) permite a andlise de
superficie e microanalise elementar, especialmente utilizada para analise
morfologica de particulas, polimeros, proteinas, sementes, compostos inorganicos e
organicos. A imagem obtida da amostra € ampliada e tri-dimensional. A formacao da

imagem ocorre a partir da interacdo de um feixe de elétrons com o material. O feixe
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de elétrons (elétrons primarios) gerado por efeito termo-ibnico € acelerado pela
diferencga de potencial, e alinhados em uma coluna otico-eletrénica, sendo conduzida
a camara que contém a amostra. Este feixe de elétrons ao focalizar um ponto da
amostra, gera sinais que sdo captados e amplificados fornecendo um sinal elétrico
gerando a imagem. Conforme o feixe varre a area em analise, uma imagem virtual
vai sendo formada ponto a ponto (DUARTE; JUCHEM; PULZ, 2003).

3.6.3 Difragéao raios X

A técnica de difracdo de raios X (DR-X) é um método preciso e eficiente
largamente empregado em pesquisa cientifica e tecnoldgica, particularmente, para
ensaios nao destrutivos em aplicacdes industriais.

A DR-X permite a identificacdo de fases cristalinas numa mistura, avaliacao
da estrutura cristalina, indice de cristalinidade e avaliagdo do tamanho médio do
cristal de pos e filmes poliméricos. A determinacdo das fases cristalinas é possivel
guando os atomos se encontram de forma ordenada. E essa configuracédo é formada
por planos cristalinos separados entre si por distancias da mesma ordem de
grandeza dos comprimentos de onda dos raios X. Quando um cristal é exposto a um
feixe de raios X, 0 mesmo interage com 0s atomos presentes na amostra, originando
o fenbmeno de difracdo (CALLISTER; RETHWISH, 2009; McLACHLAN, 1957).

3.6.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) € uma
técnica que permite a identificacdo de substéncias organicas ou minerais através
dos grupos funcionais presentes nas moléculas, bem como a quantificacdo do
composto analisado (SILVERSTEIN, 2000).

A FTIR consiste, basicamente, na geracdo de um interferograma, utilizando
um interferémetro do tipo configuracdo derivada, que é formado por um espelho fixo,
um espelho mével e um divisor de feixe. Os espectros sdo obtidos pelo calculo da
transformada de Fourier do referido interferograma, reproduzidos na forma de um
grafico de tempo contra a intensidade do sinal denominado interferograma. O
espectrometro registra o resultado na forma de uma banda de absorcao, fornecendo

evidencias da presenca de varios grupos funcionais na estrutura organica devido a
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interacdo das moléculas ou atomos com a radiacdo eletromagnética em um
processo de vibragdo molecular (CHRISTIAN, 1994).

A radiacdo no infravermelho faz com que atomos e grupos de atomos de
compostos organicos vibrem com amplitude aumentada ao redor das ligacdes
covalentes que os ligam (SILVERSTEIN, 2000). As posi¢cbes das bandas no
espectro podem ser apresentadas em numero de ondas, utilizando a unidade
centimetro inverso (4000 - 400 cm™) ou em micrometros (2,5 - 16 pm).
Essencialmente, existem duas vibracfes fundamentais: vibracdo de estiramento
(streching), onde os atomos permanecem no mesmo eixo da ligacdo, porém a
distancia entre os atomos aumenta ou diminui e a vibracdo angular (bending), onde
as posicoes dos atomos mudam em relacdo ao seu eixo de ligacdo original
(SILVERSTEIN, 1991).

3.6.5 Comportamento de fluxo

7z

Reologia € a ciéncia que estuda a deformacdo e o fluxo da matéria. A
viscosidade é a propriedade fisica que caracteriza a resisténcia de um fluido ao
escoamento, a uma dada temperatura. O estudo reoldgico de sistemas poliméricos
tem auxiliado tanto na compreensdo da estrutura molecular de muitos tipos de
polimeros, quanto na forma como esta conformacdo estrutural afeta o
comportamento reoldgico, quer em condicbes permanentes, quer em deformacéo
intermitente (LEE; MOTURI; LEE, 2009).

As propriedades reolégicas de uma substancia podem ou ndo dependerem do
tempo e da taxa de cisalhamento. A avaliacdo das propriedades reoldgicas para as
formas farmacéuticas do tipo gel € importante para prever o seu comportamento in
vivo. As propriedades de fluxo podem prever o comportamento de difusdo das
formulacbes por todo revestimento do epitélio vaginal, especialmente nos géis
termossensiveis que contém polimeros mucoadesivo. Géis multi-componente podem
apresentar comportamentos complexos de fluxo devido a possivel interacdo entre os
componentes, assim as caracteristicas reologicas precisam ser controladas e
compreendidas (LEE; MOTURI; LEE, 2009; SIEPMANN; PEPPAS, 2001).

A partir da anélise da relacdo entre a taxa de deformacédo e a tensédo de
cisalhamento, os fluidos podem ser classificados em fluidos newtonianos e nao

newtonianos.
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» Fluidos Newtonianos

Um sistema é dito considerado ter comportamento Newtoniano de fluxo
guando sua viscosidade € dependente da taxa de cisalhamento e dependem do
liquido, temperatura e pressdo. Nos fluidos newtonianos a tensdo é diretamente
proporcional & taxa de deformacéo. E possivel observar que a viscosidade diminui &
medida que a temperatura aumenta ao passo que aumenta com 0 aumento da
pressdo (LEE; MOTURI; LEE, 2009).

» Fluidos N&o - Newtonianos

Um sistema € dito considerado ter comportamento ndo - Newtoniano de fluxo
quando a tensao de cisalhamento € indiretamente proporcional a taxa deformacéo. A
viscosidade dos fluidos ndo - Newtonianos altera de acordo com a taxa de
cisalhamento. Os sistemas ndo - Newtonianos podem ser de trés divididos em trés

outras subclasses: plastico, pseudoplastico e dilatante (LEE; MOTURI; LEE, 2009).

3.6.6 Propriedades mecéanicas

No desenvolvimento de formas de dosagem topica varias propriedades sao
desejaveis para a formulacdo, tais como facil remo¢cdo do produto a partir da
embalagem de armazenamento, boa capacidade de espalhabilidade, boa
propriedade mucoadesiva e viscosidade aceitavel. A andlise do perfil de textura
(TPA) permite avaliar as propriedades de textura das formulacfes diferentes semi-
sélidas, com a finalidade de reunir informac@es sobre a estrutura fisica gel. Portanto,
APT é importante para prever o comportamento de uma amostra em diferentes
condi¢cdes ambientais e fisioldgicas. A partir do gréfico resultante de tempo x forca,
0S seguintes parametros mecanicos podem ser descrito:

1. Dureza (forca necessaria para atingir uma determinada deformacéo);

2. Adesividade (trabalho necessario para vencer as forcas de atracdo entre a
superficie da amostra e a superficie da sonda);

3. Compressibilidade (o trabalho necessério para deformar o produto durante
a primeira compressao da sonda);

4. Coesividade (efeito da tensdo de cisalhamento sobre as propriedades
estruturais da formulacédo) (BALOGLU et al., 2011; GRELA; MARCINIAK; PLUTA,
2014; HURLER, 2011; JONES; WOOLFSON; BROWN, 1997).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Tens%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Taxa_deforma%C3%A7%C3%A3o&action=edit&redlink=1
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3.6.7 Mucoadesao

Propriedade mucoadesiva pode ser avaliada por meio de um ensaio de
tracdo, onde se analisa a interacdo entre a forma farmacéutica e a superficie da
mucosa em temperatura corporea. Se a forca mucoadesiva for grande, maior seré o
tempo de residéncia e quantidade de formulagdo que permanecerd na cavidade
vaginal. No entanto, se a forca mucoadesiva for excessiva, 0 gel pode danificar a
membrana mucosa (BALOGLU et al., 2011; JONES; WOOLFSON; BROWN, 1997).

3.6.8 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana de derivados vegetais pode ser avaliada pela
determinacdo da concentragdo minima necessaria para inibir o crescimento
bacteriano, de forma que quanto menor for a concentragéo inibitéria minima (CIM)
maior sera a poténcia. Um aspecto bastante relevante na determinagcédo da CIM de
extratos vegetais € a preocupacdo em relacdo aos aspectos toxicoldgicos,
microbioldgicos e legais pertinentes aos compostos naturais ou suas combinacgdes.
Varios métodos permitem avaliar a atividade antibacteriana e antifingica dos
derivados vegetais. Os mais conhecidos incluem método de difusdo em 4&gar,
macrodiluicdo e microdiluicdo (PINTO et al., 2003).

3.6.9 Atividade Antioxidante

Os radicais de oxigénio (radicais hidroxila e peroxila) e o anion superéxido
tem importante papel nas reacfes bioquimicas/fisiolégicas do corpo humano. No
entanto, se houver producéo excessiva de radicais de oxigénio durante 0s processos
fisiolégicos ou devido a fatores ambientais, podem ocorrer doencas e danos
profundos em tecidos. Os antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade
da oxidacao inibindo os radicais livres e a complexacdo de metais. Os compostos
fendlicos, como a CUR, também s&o potentes antioxidantes que podem agir como
redutores de oxigénio singleto, atuando nas rea¢fes de oxidacdo lipidica e na
quelacdo de metais (MAZZARINO et al., 2010). Dentre os métodos de avaliacdo da
acao antioxidante se destacam o sistema de co-oxidagdo do B-caroteno/acido
linoléico e o método de sequestro de radicais livres DPPHe - 2 2-difenil-1-
picrilhidrazila (ALVES et al., 2010; DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).
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O método de oxidagao do B-caroteno/ &cido linoléico avalia a capacidade de
inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido linoleico, e esta
fundamentado em medidas espectrofotométricas da descoloragéo (oxidagao) do [3-
caroteno, induzida pelos produtos de degradacdo oxidativa do acido linoléico. O
método de DPPH- esta baseado na descoloracdo de uma solucdo composta por
radicais estavei de DPPH- (cor violeta) quando adicionada de uma substancia com
capacidade de ceder um atomo de hidrogénio. O método de oxidagao do B-caroteno/
acido linoléico determina a capacidade de uma amostra em proteger o substrato
lipidico da oxidacdo, enquanto que o método de inibicdo de radicais DPPHe* se
baseia na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um oxidante
picrilhidrazila (ALVES et al., 2010;DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

3.7 Consideracéao Final

A cavidade vaginal tem sido utilizada para a administracdo de farmacos para
acao local ou sistémica. As formas farmacéuticas para formacéo de gel in situ séo,
potencialmente, mais adequadas para este tipo de aplicacdo, pois sdo capazes de
recobrir uma maior area de superficie da mucosa vaginal, aumentam a protecao
fisica e modulam a liberacdo de farmacos. A gelificacao in situ pode ser alcancada
por meio de formulacBes termorresponsivas, possiveis de serem administradas na
forma de um hidrogel de baixa viscosidade para alcancar a maxima viscosidade na
temperatura corporea. A gelificagdo in situ associada a mucoadesdo facilita a
aplicacao intravaginal, melhora a adesao ao tratamento, retém o gel na superficie da
mucosa e viabiliza a libera¢éo controlada do farmaco.

A curcumina foi escolhida como farmaco modelo por ser um composto com
diversas propriedades terapéuticas, além disso € um desafio para ser formulada
como medicamento seja por ser muito pouco solivel em &gua e sua baixa
estabilidade quimica em meio aquoso.

A tecnologia de dispersdoes solidas € uma estratégia para melhorar a
hidrofilicidade e a taxa de dissolugdo da curcumina e, desta forma, aumentar a
biodisponibilidade dos curcumindides. As dispersdes soélidas associada a uma
formulacdo com pH 4,5-5.0 oferecem um grau de protecdo maior contra degradacao

quimica da curcumina.
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4 PREPARACAO E AVALIACAO DE DISPERSOES SOLIDAS CONTENDO
CURCUMINA

4.1 Resumo

A tecnologia de dispersdo sélida (DS) consiste em dispersar um ou mais
ativos em um carreador capaz de modificar as propriedades fisico-quimicas do
composto, com a finalidade de modificar equilibrio de solubilidade e alterar a taxa de
dissolugcéo. A curcumina (CUR) tem demonstrado ampla variedade de atividades
biolégicas. No entanto, a baixa biodisponibilidade oral de CUR, devido a baixa
solubilidade em agua, representa uma barreira significativa para a sua acéo
terapeutica. O objetivo do presente estudo foi utilizar a tecnologia da DS para
melhorar a solubilidade aquosa da CUR. Como carreador para preparacao das DS
foi utilizado hidroxipropilmetilcelulose K4M (HPMC K4M) ou poloxamer 407 (P407),
nas razdes de massa de 1:1, 1:2 e 2:1 (CUR: polimero). As DS foram preparadas
pelas técnicas de coprecipitacdo (DSc) e fusdo usando micro-ondas (DSf). As DS
foram caracterizadas por equilibrio de solubilidade (ES), estabilidade quimica
(espectroscopia UV), cinética de degradacdo, calorimetria exploratéria diferencial
(DSC), espectroscopia de infravermelho (FTIR), microscopia eletrdnica de varredura
(MEV) e difracao de raios X (DR-X). O ES mostrou melhor resultado para DSf (1:2)
com HPMC K4M e para DSc com P407 (1:2). As DS de CUR com P407 e HPMC
K4M aumentaram a estabilidade da CUR prevenindo a degradacdo quimica tanto
em pH 4,5 como em pH 7,0. A cinética de degradacdo da CUR foi de ordem zero
para todas formulacdes, exceto para DSf CUR:HPMC K4M 1:2 e CUR livre em pH
7,0 (cinética de primeira ordem). As curvas de DSC e DR-X mostraram mudanc¢a no
estado cristalino da CUR na presenca de P407. A morfologia das DS observadas por
MEV sugere altera¢do no cristalino da CUR. As curvas obtidas por FTIR mostraram
gue os estiramentos dos grupamentos quimicos da CUR permaneceram inalterados
tanto na mistura fisica (MF) como na DS. A tecnologia das DS aumentou a
estabilidade da CUR, tampé&o pH 4,5 e 7,0, e sua solubilidade em agua (755 vezes
em relacdo a CUR livre). Os melhores resultados foram encontrados para DSc CUR

com P407 na proporcgéo 1:2.
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4.2 Abstract

The solid dispersion techology (SD) consists one or more actives dispersed in
a carrier able to modify the physicochemical properties of the compound, in order to
modify equilibrium solubility and dissolution rate change. Curcumin (CUR) has
demonstrated broad range of biological activities.

However, the low oral bioavailability CUR, due to the low solubility in water
represents a significant barrier to their therapeutic action. The aim of this study was
to use the SD technology to enhance the aqueous solubility of the CUR. As carrier
for the preparation of SD was used K4M hydroxypropyl methylcellulose (HPMC K4M)
or poloxamer 407 (P407), the mass ratios of 1:1, 1:2 and 2:1 (CUR: polymer). The
SD were prepared by coprecipitation techniques (SDc) and melting using microwave
(SDf). The SD were characterized by solubility equilibrium (SE), degradation kinetics,
chemical stability (UV spectroscopy), differential scanning calorimetry (DSC), infrared
spectroscopy (FTIR), scanning electron microscopy (SEM) and X-ray diffraction (DR-
X). The SE showed the best result for SDf (1: 2) with HPMC K4M and SDc for P407
(1: 2). The solids dispersions of CUR with P407 and HPMC K4M increased stability
CUR preventing chemical degradation in both pH 4.5 and pH 7.0. The kinetics
degradation of CUR was zero order for all formulations, except for SDf CUR:HPMC
K4M 1:2 and CUR free at pH 7,0 (first-order kinetics). The curves of DSC and DR-X
showed the change in the crystalline state of CUR in the presence of P407. The
morphology observed by SEM of the SD suggests changes in the crystalline state of
the CUR. The curves obtained by FTIR showed that the stretches of chemical groups
CUR remained unchanged in both the physical mixture (PM) and SD. The DS
technology increased the stability of CUR, pH 4.5 buffer and 7.0 and its solubility in
water (755 times compared to free CUR). The best results were found for CUR DSc
to P407 in a ratio of 1: 2.
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4.3 Objetivo

O objetivo do presente estudo foi obter e avaliar dispers@es sélidas pelas
técnicas de coprecipitacdo e fusdo, utilizando como carreadores a
hidroxipropilmetilcelulose K4M (HPMC K4M) ou poloxamer 407 (P407).

4.4 Delineamento experimental

Para o desenvolvimento deste capitulo, foram realizadas etapas de
preparacdo e caracterizacdo das dispersdes solidas (DS) e das matérias primas
(Figura 4). As andlises de caracterizacdo foram baseadas na identificacdo de
propriedades fisicas, fisico-quimicas e biolégicas das DS para veiculacdo da
curcumina (CUR).

Figura 4 - Diagrama esquematico das etapas envolvidas na preparacao e caracterizagdo das
dispersofes sdlidas

Dispersao Sdlida (DS) com
CUR

P407 HPMC K4M
1:1; 1:2; 2:1 (CUR:polimero) 1:1; 1:2; 2:1 (CUR:polimero)
1 I

1 1 I 1
L Coprecipitagao J { fusso pot J l Coprecipitagdo } L fusao por ’

Micro-ondas Micro-ondas

I
[ Equilibrio de Solubilidade ]
|

[ Sele¢ao das amostras J

Estabilidade da CUR Cinética de
em meio aquoso degradacao ‘ DG ’ ‘ AL ]
| | | I
[ Sele¢ao das amostras ]
I
I |
MEV | | DRX }

CUR - curcumina, P407 - poloxamer 407, HPMC K4M - hidroxipropilmetilcelulose K4M, DSC —
calorimetria exploratéria diferencial, FTIR - espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier, MEV — microscopia eletrénica de varredura, DR-X — difra¢&@o de raio X.

Fonte: Elaboragéo propria
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4.5 Material e Método

Curcumina (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, USA), Hidroxipropilmetilcelulose
K4M (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, USA) e Poloxamer 407 (Sigma-Aldrich Co,
Saint Louis, USA). As demais matérias primas utilizadas eram de grau de pureza

para uso farmacéutico.

4.5.1 Espectrofotometria de varredura para determinacdo do pico maximo de
absorbéancia e construcdo da curva analitica de CUR

Para determinacdo do pico méaximo de absorbéncia foi preparada uma
solucdo de CUR (2ug. mL™') em etanol 95% (v/v). O comprimento de maior
absorbéancia foi determinado em espectrofotdmetro UV-VIS (FEMTO - 880 XI, Séo
Paulo, Brasil) entre os comprimentos de onda de 190 - 800 nm.

A construcdo da curva analitica para CUR foi realizada entre as
concentraces de 0,25 pg.mL™® — 5 pg.mL™ em solugcdo etandlica 95% (v/v). As
solucdes foram analisadas por espectroscopia UV - visivel a 427nm (pico maximo de
absorbéancia). Cada solucgéo foi preparada em triplicata.

4.5.2 Preparacao das dispersdes sélidas de CUR

As dispersbes sélidas (DS) foram preparadas pelas técnicas de
coprecipitacdo e fusao por micro-ondas.

Para obtencdo das dispersfes solidas, pelo processo de coprecipitacéo,
guantidades adequadas de CUR, HPMC K4M e P407 foram pesadas e dispersadas
separadamente em etanol 95%. As dispers@es etandlicas foram misturadas para
uma razdo de 1:1; 1:2 e 2:1 m/m de CUR:HPMC K4M e CUR:P407. A evaporacao
do solvente foi feita sob pressdo de -650 mmHg, na temperatura de 50 + 2 °C,
utilizando evaporador rotativo (TE-211, TECNAL, Piracicaba, Brasil). Para obtencao
das DS por fuséo, misturas de CUR: HPMC K4M, CUR:P407 (1:1; 1:2; 2:1 m/m)
foram pulverizadas, umedecidas com agua e transferidas para um cadinho de
porcelana e aquecidas em forno micro-ondas (Brastemp Ative-BMS45A, Séao Paulo,
Brasil) em poténcia 420W até fusdo do material. As DS foram mantidas na
temperatura ambiente para resfriamento. As DS foram pulverizadas e padronizadas

em tamis de 60 mesh (250 mm). As DS obtidas foram armazenadas em dessecador,
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ambientado com silica, e mantidas ao abrigo da luz na temperatura ambiente até o

momento do uso.

4.5.3 Preparacdo das misturas fisicas

As misturas fisicas (MF) CUR: HPMC K4M, CUR: P407 nas proporcdes 1:2;
1:1 e 2:1 m/m foram preparadas em gral e misturadas com pistilo. Apés a mistura os
pos foram pulverizados e padronizados em tamis de 80 mesh (180 mm). As MF
obtidas foram armazenadas em dessecador ambientado com silica, e mantidas ao

abrigo da luz na temperatura ambiente até o momento do uso.

4.5.4 Equilibrio de solubilidade

O equilibrio de solubilidade da CUR em &gua foi determinado para a CUR
livre, misturas fisicas e dispersdes sélidas. As amostras foram pesadas para uma
concentracdo de 5 mg.mL™. Essa concentracdo de CUR foi estipulada para uma
massa acima do coeficiente de solubilidade (Ks) determinado experimentalmente
(dados néao apresentados). As DS foram mantidas sob agitacdo constante por 48h
em camara de agitacdo orbital, com temperatura controlada para 25°C (TE-4200,
TECNAL, Piracicaba, Brasil). As amostras foram centrifugadas (Rotor LS3/Combate,
CELM, Sé&o Paulo, Brasil) a 3000 rpm durante 10 min. e o sobrenadante foi
recolhido, para determinar a massa de CUR dissolvida na 4gua. O teste foi realizado

com um intervalo de confian¢a de 95% (p < 0,05)

4.5.5 Estabilidade da CUR em meio aguoso das dispersdes sdlidas

Para a avaliacdo da estabilidade da CUR livre, DS e MF, uma massa
correspondente a 1 mg de CUR foi dispersa em 10 mL de tampé&o citrato (pH 4,5) e
tampéao fosfato (pH 7,0). A concentracdo de CUR nas amostras foi determinada apos
24 e 48 horas e posteriormente em intervalos de 7 dias, por um periodo de 21 dias,
mantidas sob refrigeracdo (£10°C). As aliquotas foram retiradas do meio aquoso e
diluidas em etanol 95%. A concentracdo de CUR em cada tempo foi medida por
espectrometria UV (427nm) e determinada utilizando a equacédo da reta. A medida
de CUR nao degradada foi realizada em triplicata, e a Equacgéo 1 foi utilizada para

se obter a concentracdo de CUR nédo degradada a cada intervalo de tempo.
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CURp % =100 — (M) Equacdo 1

Ti

Onde CURp é % de CUR degradada em cada tempo, T; € a massa de CUR
ndo degradada e T; é a massa de CUR inicial. O teste foi realizado com um intervalo
de confianca de 95% (p<0,05)

4.5.6 Cinética de degradacdo da CUR nas DS

A cinética de degradacdo da CUR nas DS foi determinada por tratamento
matematico dos resultados obtidos no estudo de estabilidade da CUR (DS, MF e
Livre) em meio aquoso (item 4.6.3). Para a definicdo da cinética de degradacédo da
CUR (ordem zero, primeira ordem e pseudoprimeira ordem) em cada amostra, 0s
dados foram plotados graficamente e o coeficiente de correlacdo linear (r) foi

determinado para cada perfil de degradacéo.

4.5.7 Calorimetria exploratéria diferencial

A caracterizacdo termoanalitica foi realizada utilizando DSC (Thermal
Analyzer TA 60W — Shimadzu DSC-60, Kyoto, Japdo) em atmosfera de nitrogénio
com fluxo de 30mL.min™, na faixa de aquecimento de 25 — 200°C, sob uma razéo de
aquecimento de 5°C.min™. A massa de amostra empregada para andlise das DS,
MF, HPMC K4M, P407 e CUR foi de aproximadamente 2 mg.

4.5.8 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier

Os espectros de infravermelho da CUR livre, DS, MF e polimeros foram
obtidos pelo espectro de varredura na faixa de 400 — 4000 cm™, (IR-Affinity-1 —
Shimadzu, Kyoto, Jap&o) com resolucdo de 4cm™ e 128 scans. Pastilhas de KBr

foram preparadas misturando 2 mg da amostra com 200 mg de KBr.

4.5.9 Microscopia eletrénica de varredura

Uma pequena por¢cdo do poé ou das dispersdes foi colocada em uma fita
adesiva de carbono dupla face presa a um suporte de aluminio. Os suportes foram

recobertos com uma fina camada de ions de ouro no metalizador (SC7620
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SpatterCoater). As amostras foram submetidas a condigdo de vacuo, o gas argbnio
foi liberado como meio que forma o plasma para ionizar a placa metalica de ouro e a
corrente foi ajustada para 3 mA, durante 3 min para obter um filme de recobrimento
com espessura ~92 A. Em seguida, as amostras foram aleatoriamente
microfotografadas e digitalizadas. Para a analise das amostras foi utilizado tenséo
de aceleragéo igual 15 kV e corrente do feixe igual a 100 pA.

4.5.10 Difracao de raios X

Os estudos de difracdo de raios X (DR-X) das amostras foram realizados
utilizando difratbmetro de raios X (X'Pert-MPD, Philips Analytical X Ray, Almelo,
Netherlands), com niquel purificado e radiacédo de cobre (A= 1,54060 A). Todas as
analises foram realizadas com a difracdo em angulo de 26, variando de 5 a 40°,
velocidade 0,02°.s™. A voltagem e corrente usadas foram 40 kV e 40 pA,

respectivamente.

4.6 Resultado e Discussao
4.6.1 Curva analiticade CUR

O espectro de absor¢cdo no UV - visivel mostrou o0 maximo de absorcao no
comprimento de onda de 427nm. O mesmo resultado foi descrito por Li J.et al, 2013.
O método analitico para quantificacdo da CUR foi aceito pela confirmacdo da
linearidade na faixa de 0,25 a 5 ug.mL™. Os resultados obtidos com a curva analitica
apresentados na Figura 5 sdo a média de 3 determinacdes. O coeficiente de
correlacdo linear (r) determinado foi 0,999 (Tabela 4) indicando relacdo funcional

linear entre a concentracdo da CUR e a absorcdo em A 427 nm.



62

Figura 5 - Curva Analitica da CUR, A 427 nm
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Fonte: Elaboragéo propria

Tabela 4 - Valores da equacao da reta e coeficiente de regresséo da curva analitica da CUR

Parametros Avaliados Resultados Analiticos

Equacéo da reta y=0,197x — 0,001

Coeficiente de correlacéo

linear (r) 0,999

Fonte: Elaboragéo propria

4.6.2 Equilibrio de solubilidade

O resultado do estudo de equilibrio de solubilidade das DS de CUR e
respectivas MF séo apresentados na Figura 6. Em comparacdo com o equilibrio de
solubilidade da CUR (1,47 pg.mL™) os melhores resultados foram encontrados para
DS 1:2 com P407, obtida por coprecipitacdo. O equilibrio de solubilidade alcancado
para DS P407 1:2 m/m (1110,5 pg.mL™) foi 755 vezes maior que o equilibrio da
solubilidade da CUR livre e 3,4 vezes maior que a MF 1:2 m/m (325,5 ug.mL™).
Considerando a técnica de fusdo os melhores resultados para equilibrio de
solubilidade foram alcancados com as DS de P407 1:1 (1000 pg.mL™) e P407 (996
ng.mL™?) e HPMC K4M (1002,5 pg.mL™) na proporgéo 1:2 m/m. Comparando estes
resultados com o equilibrio de solubilidade da CUR e das respectivas MF, a
solubilidade da CUR nas DS foram respectivamente 680 vezes maior que a CUR
livre e 4,31 vezes maior que MF CUR:P407 1:1, e 2,45 vezes maior que MF
CUR:HPMC K4M 1:2, e 3,07 vezes maior que MF CUR:P407 1:2.
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Para P407, a técnica de coprecipitacdo apresenta os melhores resultados de
solubilidade da CUR independente da propor¢cdo CUR: P407. Para o HPMC K4M a
técnica de fusdo apresenta a melhor solubilidade da CUR na proporcdo CUR: HPMC

K4aM 1:1 e 1:2 m/m.

Figura 6 - Equilibrio de solubilidade das amostras de DS, MF e CUR (insert).
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Fonte: Elaboragao propria

Com base na analise dos resultados de equilibrio de solubilidade as amostras
DSf CUR:HPMC K4M 1:2, DSc CUR: P407 1:2 e respectivas misturas fisicas MF
CUR: HPMC K4M 1:2 e MF CUR: P407 2:1 foram selecionadas para avaliacdo da
estabilidade,cinética de degradacao, DSC e FTIR.

Embora a solidificacdo mais rapida da fase polimérica das DS tenha um
potencial para alcancar uma maior fracdo de dispersdo molecular do farmaco e
assim aumentar a solubilidade (HUANG et al., 2011), nossos resultados mostram
gue a maior solubilidade da CUR nas DS com P407 1:2 m/m obtida pela técnica de
coprecipitacdo , pode ser atribuida ao maior carregamento de CUR no estado

amorfo.

4.6.3 Estabilidade da CUR em meio aquoso das dispersdes sdlidas

Os resultados dos estudos de estabilidade da CUR em pH 4,5 e 7,0 séao

apresentados na Figura 7 (Painel A e B). A CUR é uma molécula lipofilica derivada
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do diferuloilmetano e apresenta varios grupos fendlicos e duplas ligagcbes
conjugadas. As caracteristicas quimicas da CUR sugere degradacdo oxidativa e
hidrolitica (KURITA; MAKINO, 2013; SEO et al., 2012). Na molécula da CUR existe
em equilibrio entre as formas ceto-enol-dicetona, que € fortemente favorecida pela
ligagdo intramolecular - H. A degradacéao hidrolitica da CUR ocorre inicialmente com
o ataque do OH- nucleofilico no carbono da porcao ceto - enol (SEO et al., 2012).

A analise dos resultados mostra que a presenca dos polimeros P407 e HPMC
K4M reduziu a degradacédo da CUR durante o periodo de estudo. No entanto, a CUR
nas DS é ainda mais estadvel que a CUR nas MF. As DSf CUR:HPMC K4M
apresentaram maior estabilidade quando comparadas as DSc CUR:P407 para
ambos os meios. O aumento evidenciado para MF CUR:HPMC K4M mostra que
neste intervalo de tempo o percentual de CUR dissolvida no meio foi maior que o
percentual de CUR degrada. O perfil das curvas DSc CUR:P407 1.2 e DSf
CUR:HPMC K4M indicam que ap0s o tempo de estudo em pH 4,5, a CUR assume
uma tendéncia de degradacado constante, a qual acompanha o perfil de degradacao
da CUR livre, e diferentemente das curvas apresentadas pelas MF. A comparacao
da estabilidade da CUR na presenca dos polimeros mostra que o HPMC K4M
contribui mais para a estabilidade da CUR do que P407, tanto nas DS quanto nas
MF, prevenindo a degradacdo quimica Este resultado confirmou que o
encapsulamento da CUR evita a degradacéo hidrolitica, devido a protecéo do radical
ceto-enol da molécula de CUR a partir do ataque nucleofilico de ion OH. Na
presenca dos polimeros a estabilidade da CUR é maior para pH 4,5 do que para pH
7,0. Estes resultados colaboram com a via de administracdo proposta neste estudo.

Uma vez que o pH da cavidade vaginal, em condicdes fisioldgicas, varia de 4,5 - 5,5.
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Figura 7 — Estabilidade da CUR em meio aquoso pH 4,5 (A) e pH 7,0 (B) das DSf CUR:HPMC K4M
1:2, DSc CUR: P407 1:2 e respectivas misturas fisicas MF CUR: HPMC K4M 1:2 e MF CUR: P407
2:1
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Fonte: Elaboragéo propria

4.6.4 Cinética de degradacdo da CUR nas DS

As cinéticas de degradacdo da CUR nas amostras de DS, MF e CUR livre sao
apresentadas na Tabela 5. O coeficiente de correlacéo linear dos dados obtidos no
estudo de estabilidade quimica da CUR, indica que as amostras em meio aquoso
(pH 4,5) apresentaram comportamento cinético de ordem zero, ou seja, a velocidade
de degradacédo € independente da concentracdo de CUR. Em pH 7,0 apenas as
amostras DSc CUR:P407 1:2, MF CUR:P407 2:1 e MF CUR:HPMC K4M 1:2
apresentaram cinética de degradacdo de ordem zero, as demais (DSf CUR:HPMC
K4M 1:2 e CUR livre) apresentaram cinética de degradacéo de primeira ordem, ou
seja, a velocidade de degradacéo € proporcional a concentracdo de CUR.
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Tabela 5 — Cinética de degradacéo da CUR em meio aquoso pH 4,5 e 7,0.

pH 4,5
Ordem Primeira Pseudo
Zero (r) Ordem (r) Primeira Ordem (r)
DSc CUR:P407 1:2 0,994* 0,973 0,881
MF CUR:P407 2:1 0,970* 0,964 0,866
DSf CUR:HPMC K4M 1:2 0,991* 0,949 0,709
MF CUR:HPMC K4M 1:2 0,942* 0,347 0,928
CUR 0,92* 0,866 0,866
pH 7,0
Ordem Primeira Pseudo
Zero Ordem Primeira Ordem
DSc CUR:P407 1:2 0,952* 0,95 0,950
MF CUR:P407 2:1 0,946* 0,908 0,919
DSf CUR:HPMC K4M 1:2 0,948 0,969* 0,791
MF CUR:HPMC K4M 1:2 0,942* 0,754 0,734
CUR 0,871 0,973~ 0,183

* Ordem de cinética selecionada

Fonte: Elaboracgéo propria

4.6.5 Calorimetria exploratéria diferencial

As curvas termoanaliticas das amostras sdo apresentadas na Figura 8 (A)
CUR, HPMC K4M, P407, (B) MF CUR: HPMC K4M 1:2, DSf CUR: HPMC K4M 1:2,
MF CUR: P407 2:1 e DSc CUR: P407 1:2, as temperaturas de fusdo e as
respectivas entalpias de fusdo e AH Tg (entalpia de transicdo vitrea) séo
apresentadas na Tabela 6.

Na Figura 8 A o evento térmico em 173,28°C corresponde ao ponto de fusao
da CUR (WANG, MA, & TU, 2015). O evento térmico na faixa de 159,13 — 163,88°C
sugere um estagio de Tg para CUR. O ponto de fusdo para P407 em 55,91° C
corresponde ao descrito na literatura (KWEON et al., 2002). O HPMC K4M é um
composto amorfo e o evento térmico na faixa de 30-70°C corresponde a perda de
agua. Conte et.al (1988), relatam que a Tg do HPMC K4M é de 57°C, este evento
térmico foi confirmado nos nossos resultados.

Na Figura 8 B nenhum evento de térmico de fusdo para CUR pode ser
observado na DS com P407 (DSc CUR:P407 1:2) e MF (CUR:P407 2:1). A Figura 8
B mostra um valor de Tg (aproximadamente 147°C) da DSc CUR:P407 1:2, o qual
nao é observado para a CUR livre, P407 ou MF CUR:P407 2:1. Este evento pode

estar relacionado com a mudancga do estado solido da CUR, indicando uma reducgéo
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da cristalinidade. O AH de fus&o na DS obtida por coprecipitacdo (DSc) foi de -81,17
J/g, este valor de entalpia corresponde a energia gasta para fusdo do P407 e é
menor que o AH do P407 puro (-144,66 J/g). A auséncia de evento térmico na faixa
de 170°C, referente a CUR, na amostra MF CUR:P407 2:1 pode estar relacionado
ao processo de fuséo entre o polimero e a CUR gerando uma DS por fusdo durante
a rampa de aguecimento da analise.

Nas DS de CUR com HPMC K4M um evento térmico na faixa entre 170,54 —
177,38°C pode ser observado na curva DSf CUR:HPMC K4M 1:2, o qual pode estar
relacionado com amorfizacdo incompleta da CUR. Para DSf HPMC K4M a entalpia
de fusdo da CUR diminui para -7,95 J/g o que confirma a amorfizacdo da CUR (-
102,08 J/g). Na curva MF CUR: HPMC K4M 1:2 o pico de fusdo da CUR aparece em
173,53°C e é precedido por um estagio de Tg na faixa entre 157,34 — 162,32°C.

A maior solubilizagcdo aquosa no estado amorfo baseia-se na energia de
solvatacdo envolvida no processo de dissolucdo devido a disposicao das moléculas
nesse sistema, que sdo arranjadas ao acaso. Portanto, nesse caso, baixa energia de
solvatacdo é requerida para separa- las e homogeneiza-las ao meio, proporcionando
uma dissolugdo mais rapida e efetiva. Assim, o desenvolvimento de formulacdes
contendo o farmaco na forma amorfa é frequentemente benéfico em termos de
dissolugéo e biodisponibilidade. A redugéo da cristalinidade da CUR demonstrada
nos resultados de DSC € um dos fatores que contribui para explicar a melhora da
solubilidade da CUR nas DS e MF com P407 e HPMC K4M.



Figura 8 - Curvas termoanaliticas das amostras de (A) CUR, polimeros, (B) DS e respectivas MF.
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Fonte: Elaboracao propria

Tabela 6 - Temperatura de fusao, entalpia de fusdo (AH) e entalpia de transicdo vitrea (AH Tg) das
amostras de CUR, polimeros, DS e respectivas MF.

Amostra Ponto de fusdo ('C)  AH (Jig) CUR  AH Tg CUR (Jig) A1 T9 Fotmeres

P407 56,15 - - 12,35

DSc CUR:P407

1:2 48,99 - - 5,97

MF CUR:P407
2:1

54,34 - - 6,68

Fonte: Elaboracéo propria
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4.6.6 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier

Por meio dos espectros de infravermelho apresentados na Figura 9, é
possivel identificar os estiramentos caracteristicos para a CUR. O estiramento
referente a C=0 na regido de 1400 cm™. O estiramento referente & conversao ceto —
enol pode ser observado na regido entre 1562-1420 cm™. O estiramento referente ao
anel benzeno pode ser identificado em 1600 cm™. O estiramento referente C=C do
composto aromatico pode ser identificado em 1380 e 1000 cm™. Na regido de 1230
cm™ é possivel identificar estiramentos da banda de C-O-C. O estiramento em 3510
e 3500 cm* é referente a presenca da OH do grupo fenol. Este resultado para FTIR
da CUR esta em acordo com os resultados descritos por Darandale & Vavia (2012);
Gangwar et al. (2012) e Li j.et al (2015)

Os mesmos estiramentos referentes a CUR foram observados nas MF e DS
da CUR com P407 e HPMC K4M. Estes resultados mostram que ndo houve

interacdo quimica entre a CUR e os carreadores decorrentes do processo.

Figura 9 - Espectros de FTIR das amostras de CUR, polimeros, DS e respectivas MF
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Com base na analise dos resultados de DSC e FTIR as amostras DSf
CUR:HPMC K4M 1:2, DSc CUR: P407 1:2 e CUR livre foram selecionadas para

avaliacao da cristalinidade por DR-X e MEV.

4.6.7 Microscopia eletronica de varredura

A Figura 10 mostra as imagens de MEV para CUR livre, DSf HPMC K4M 1:2
e DSc CUR: P407 1:2. A imagem de CUR livre (A) exibe particulas grandes de
formato irregular e tamanho variado. Nas imagens da DS com HPMC K4M (B) é
possivel observar a presenca de cristais de CUR dispersos na matriz de HPMC
K4M. Em contraste com as imagens da CUR livre e da DS com HPMC K4M, néo é
possivel observar a presenca de cristais de CUR livres na DSc CUR: P407 1:2 (C).
Esses resultados corroboram para explicar a auséncia de picos de fusdo da CUR na
curva de DSC da DSc CUR: P407 1:2 (Figura 8 B) e a menor intensidade dos picos
de difracdo na Figura 11.

Figura 10 - Imagens de microscopia eletronica de varredura de CUR livre (A), DSf HPMC K4M 1:2 (B)
e DSc CUR: P407 1:2 (C).
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4.6.8 Difracao de raios X

As curvas dos difratogramas com o0s respectivos angulos de Bragg, para as
amostras de DS e CUR livre sdo apresentadas na Figura 11. Os resultados para
CUR livre estdo em acordo com aqueles apresentados por J. Li et al., (2015). Os
picos que caracterizam a cristalinidade da CUR séao identificados em 8.89°, 11.87°,
14.25°,17.33°, 17.87°, 24.51°e 27.07° 26.

A analise dos resultados confirma a presenca de cristais de CUR para DSf
CUR: HPMC K4M 1:2. A menor intensidade dos sinais que confirmam a presenca de
espaco cristalino nessa formulagdo mostra que houve uma amorfizagdo parcial da
CUR na DSf.

De acordo com os resultados dos estudos apresentados por Kweon et al.,
2002, o P407 apresenta picos de difracdo tipicos em 19,2°, 23,5° e 26,2° 26. No
difratograma da DSc CUR: P407 1:2 os picos referentes ao P407 n&o foram
alterados indicando que este polimero manteve a forma cristalina apds a preparacao
da DS. Embora, tenha ocorrido uma reducao da intensidade dos picos da CUR néo
€ possivel afirmar que ocorreu uma modificacdo completa do estado cristalino para

amorfo como indicado nas curvas de DSC.

Figura 11 - Difracdo de raios X das amostras de CUR livre, DSf HPMC K4M 1:2 e DSc CUR: P407 1:2
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4.7 Conclusao

Tanto a técnica de coprecipitacdo como fusdo para a obtencdo das DS
aumentoa a solubilidade da CUR em agua. O melhor resultado foi encontrado para a
técnica de coprecipatacdo, CUR: P407 1:2 m/m.

As DS de CUR com P407 e HPMC K4M aumentaram a estabilidade da CUR
prevenindo a degradacgdo quimica, tanto em pH 4,5 como em pH 7,0.

As curvas de DSC e DR-X mostraram mudanca no estado cristalino da CUR
na presenca de P407. Na presenca de P407 a CUR passou do estado cristalino para
um estado de transi¢ao vitrea. Na presenca de HPMC K4M a CUR permaneceu no
estado cristalino, no entanto a energia de fusdo requerida (AH) foi menor quando
comparada com a CUR livre. Desta forma, o aumento da solubilidade da CUR nas
DS pode ser atribuido a mudanca do estado cristalino, ao aumento da area de
superficie e a hidrofilicidade do P407 e do HPMC K4M.

A modificagdo no estado cristalino da DS e do aumento da &rea de superficie
pode ser confirmada nas imagens obtidas por MEV.

Os espectros obtidos por FTIR mostraram que o0s estiramentos dos
grupamentos quimicos da CUR permaneceram estaveis tanto na MF como na DS, o
que permite afirmar que a CUR é quimicamente estavel na presenca de P407 e
HPMC K4M.

A tecnologia de DS obtidas por coprecipitacdo e fusdo associada,
respectivamente, aos polimeros P407 e HPMC K4M aumentaram a estabilidade da
CUR, tampéao pH 4,5 e 7,0, e sua solubilidade em &gua. A melhor propor¢do CUR:
Polimero foi 1:2 tanto para P407 como para HPMC K4M.
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5 DESENVOLVIMENTO E AVAl_IAQAO DE HIDROGEIS
TERMORRESPONSIVO PARA APLICACAO VAGINAL

5.1 Resumo

A via vaginal é um desafio para a formulacdo de formas farmacéuticas para
liberacdo modificada de farmacos. Entre os principais desafios estd o tempo de
residéncia da forma farmacéutica no local de aplicacdo e a area de superficie no
contato com a mucosa vaginal. O objetivo do presente estudo foi desenvolver e
avaliar hidrogéis termorresponsivos para aplicagcdo vaginal, com propriedades
compativeis relativas a temperatura de transicdo sol-gel (Tsol-gel), potencial
hidrogénionico (pH), viscosidade e propriedades mecanicas. Os hidrogéis foram
preparados com Poloxamer 407 (P407) em diferentes concentracdes (17, 18, 19 e
20%), e mistura de P407 em diferentes concentracdes (17, 18, 19 e 20%), quitosana
(Qt) e hidroxipropilmetilcelulose K4M (HPMC K4M) em tampéao citrato-fosfato pH 4,5
a temperatura de 4°C. A temperatura de Tsol-gel foi determinada pela técnica de
inversdo de tubos. A viscosidade dos hidrogéis foi avaliada em funcdo da
temperatura para determinar o ponto de inflexdo da transicdo sol-gel. O pH e as
propriedades mecanicas de dureza, compressibilidade, adesividade e coesividade
foram avaliadas e comparadas entre as formulacdes. As formula¢des P18, P19, P20,
M18 e M20 apresentaram o ponto de inflexdo de Tsol-gel na faixa de temperatura
entre 33-37°C. O pH das formulacbées de 4,50 + 0,03 foi compativel com o pH
vaginal e com a melhor estabilidade da CUR. A mistura do P407 com Qt e HPMC
K4M aumentou a viscosidade da formulacdo, mas néo alterou a faixa de temperatura
Tsol-gel. As propriedades mecéanicas das formulacdes P20, M18 e M20 foram
compativeis para aplicacéo vaginal. A dureza e compressibilidade foram adequadas
para permitir que o hidrogel termorresponsivo seja facilmente removido da
embalagem e espalhado sobre a mucosa epitelial, enquanto a adesividade sugere
boas propriedades mucoadesivas. A andlise dos resultados mostra que as
formulacbes P20, M18 e M20 reinem caracteristicas adequadas para veiculacéo de
CUR na forma farmacéutica de hidrogel termorresponsivo para administracdo
vaginal. A adicdo dos polimeros HPMC K4M e Qt permitiram modular a temperaturas

de gelificagdo, aumentar a viscosidade e as propriedades bioadesivas do hidrogel.
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5.2 Abstract

The vaginal route is a challenge to formulate pharmaceutical forms for
modified release of drugs. The main challenge is the residence time of the dosage
form at the local of application and the surface area in contact with the vaginal
mucosa. The aim of this study was to develop and evaluate thermoresponsives
hydrogels for vaginal application, with consistent properties relative to temperature
sol-gel transition (Tsol-gel) hidogenionic potential (pH), viscosity and mechanical
properties. The hydrogel was prepared using Poloxamer 407 (P407), mixture with
P407, chitosan (Qt) and hydroxypropylmethylcellulose K4M (HPMC K4M) in buffer
citrate-phosphate pH 4.5 in 4°C temperature. The Tsol-gel temperature was
determined by tube inversion technigue. The viscosity of the hydrogels was
evaluated as a function of temperature to determine the inflection point of the sol-gel
transition. The pH and the mechanical properties of hardness, compressibility,
cohesiveness and adhesiveness were evaluated and compared between
formulations. The formulations P18, P19, P20, M18 and M20 showed the Tsol-gel
inflection point in a temperature between 33-37 °C. The pH of the formulations of
4.50+0.03 was consistent with the vaginal pH and a better stability of the CUR. The
mixture of the P407 with Qt and K4M HPMC increased the viscosity of the
formulation, but it didn’t change the Tsol-gel temperature range. The mechanical
properties of the formulations P20, M18 and M20 were consistent for vaginal
application. The hardness and compressibility were suitable to allow the hydrogel
thermoresponsive to be easily removed from packaging and spread over the mucosal
epithelium while the adhesion suggests good mucoadhesive properties. Addition of
polymer as HPMC K4M and chitosan allowed modular gelation temperature, increase

viscosity and bioadhesive properties of the hydrogel.
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5.3 Objetivo

O objetivo do presente estudo foi desenvolver e avaliar hidrogéis
termorresponsivos com requisitos especificos para administracdo vaginal quanto a
temperatura de transicdo sol-gel (Tsol-gel), potencial hidrogenidnico, viscosidade e

propriedades mecéanicas.

5.4 Delineamento experimental

Para o desenvolvimento deste capitulo foram realizadas etapas de
preparacao e caracterizacdo dos hidrogéis termorresponsivos e das matérias primas
(Figura 12). As analises de caracterizacdo foram baseadas na identificacdo de
propriedades fisicas e fisico-quimicas.

Figura 12 - Delineamento experimental para o desenvolvimento e avaliagédo de hidrogel
termorresponsivo
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Tsol-gel Hidrogenionico Tspol ol Mecanicas

t Selegcao das amostras J

CUR - curcumina, P407 - poloxamer 407, HPMC K4M - hidroxipropilmetilcelulose K4M.

Fonte: Elaboracgéo propria
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5.5 Material e Método

Quitosana (Qt) de média massa molar 75-85% desacetilada (Sigma-Aldrich
Co, Saint Louis, USA), Hidroxipropilmetilcelulose K4M (HPMC K4M) (Sigma-Aldrich
Co, Saint Louis, USA) e Poloxamer 407 (P407) (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis,
USA). As demais matérias primas utilizadas eram de grau de pureza para uso

farmacéutico.

5.5.1 Preparacgao do hidrogel termorresponsivo

As formulacbes dos hidrogéis termorresponsivos contendo P407 (P17, P18,
P19, P20) e das misturas P407/HPMC K4M/Qt (M17, M18, M19, M20) séo
apresentadas na Tabela 7. As dispersdes de P407 foram preparadas a frio conforme
descrito por Schomolka (IRVING, 1972). Resumidamente, as formulacbes P17 — P20
foram preparadas por dispersao de P407 em solugdo aquosa tamponada (citrato-
fosfato pH 4,5). A massa de P407 correspondente a cada formulacéo foi dispersa no
tampdo e mantida a 4°C em banho termostatizado (Brookfield — TC 550,
Massachusetts, USA) até que uma solucao limpida fosse obtida.

As formulacdes M17 — M20 foram preparadas pela mistura dos polimeros
P407, HPMC K4M e Qt. A solucédo de P407 foi preparada conforme descrito acima.
A dispersao de Qt foi preparada a 10% em acido acético glacial (1,5%). Para compor
a mistura de polimeros, o HPMC K4M foi adicionado a solu¢do de P407 mantida a
4°C, e homogeneizado até completa dispersdo. Nesta mistura foi adicionado a Qt
previamente dissolvida em acido acético e resfriada até 4°C. A mistura dos

polimeros foi homogeneizada por agitagdo manual.

Tabela 7 - Formulagfes dos hidrogéis

Tampéo Citrato-

Formulacées P407 (g) HPMC K4M (g) Qt (9) Fosfato (pH 4,5)

(mL)
P17 17 - - 100,0
P18 18 - - 100,0
P19 19 - - 100,0
P20 20 - - 100,0
M17 17 0,3 0,3 100,0
M18 18 0,3 0,3 100,0
M19 19 0,3 0,3 100,0
M20 20 0,3 0,3 100,0

Fonte: Elaboragéo propria
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5.5.2 Temperatura de transicédo sol-gel e gel-sol

As temperaturas de gelificacdo dos hidrogéis termorresponsivos (P17 — P20/
M17 — M20) foram avaliadas pelo Método Visual por Inversdo do Tubo, conforme
descrita por Ur-Rehman, et al. (2010). Resumidamente, os tubos de ensaio contendo
1g da amostra foram colocados em banho de agua circulante, termostatizado
(Brookfield — TC 550, Massachusetts, USA). A temperatura da agua no banho foi
aumentada, gradativamente de 25 até 40°C, numa escala de 1°C a cada 10 min. A
temperatura de transicdo sol-gel foi registrada no ponto em que o hidrogel
termorresponsivo parou de fluir por movimento de inclinagdo do tubo (90°). Para
avaliar a temperatura de transicdo gel-sol (fusdo) uma rampa de resfriamento dos
hidrogéis termorresponsivos foi estabelecida numa escala de -1°C a cada 10 min. A
temperatura de transicdo gel-sol foi registrada no ponto em que o hidrogel
termorresponsivo voltou a fluir por movimento de inclinagdo do tubo. As medidas das

temperaturas de transicao foram realizadas em triplicata.

5.5.3 Potencial hidrogenidnico

O pH das formulagbes P17 — P20/ M17 — M20 foi medido na temperatura de
25°C usando peagbmetro (Tecnal, TEC-5, Piracicaba, BR). Para medida do pH uma
amostra de 1g de cada hidrogel termorresponsivo foi dispersa em 9 mL de agua

purificada previamente neutralizada. As medidas foram realizadas em triplicata.

5.5.4 Viscosidade na temperatura Tsol-gel

O comportamento de fluxo dos hidrogéis termorresponsivos P17 — P20/ M17 —
M20 foram determinadas usando viscosimetro rotativo digital (Brookfield — DVI
Prime, Massachusetts, USA). O spindle foi previamente selecionado, por tentativa e
erro, até que a medida do erro relativo (% torque) fosse maior do que 10% e menor
gue 100%. Quando o percentual de torque era superior a 100% o tamanho do
spindle foi reduzido sucessivamente até que o percentual de torque ficasse entre 10
e 100%. Inversamente, se leitura era inferior a 10% o tamanho do spindle foi
aumentado sucessivamente até que o percentual de torque ficasse entre 10 e 100%.
Para avaliar a transi¢do de fase sol-gel a temperatura da agua no banho (Brookfield
— TC 550, Massachusetts, USA) foi aumentada, gradativamente, de 25 até 40°C,
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numa escala de 1°C a cada 10 min. O registro dos resultados para viscosidade (cP)

foi realizado usando software Wingather 3.0.

5.5.5 Propriedade mecanica

As propriedades mecanicas (dureza, compressao, adesividade e coesividade
foram analisados por relacdo carga (g) x tempo (s). Uma representacdo esquemaética
do analisador de textura e de uma curva tipica resisténcia mecéanica é apresentada
na Figura 13. As formulagbes P17 — P20/ M17 — M20 foram determinadas usando
probe controlado por software, TAXTPlus Analisador de Textura (Stable Micro
Systems, UK). Antes das andlises o texturdmetro foi calibrado com uma célula de
carga com massa de 5 kg. Uma amostra de cada formulacéo foi transferida para um
béquer de vidro e mantida em banho de agua com temperatura ajustada para 37 ° C.
Uma sonda analitica com 10 mm de didametro foi comprimida sobre a superficie das
amostras, com uma forca de 0,049 N. O procedimento para cada amostra foi
repetido por 3 vezes com intervalo de (15s) entre uma compressao e outra. A
velocidade do teste foi definida para uma taxa de 1 mm.s™, modo strain de 10%. A

profundidade de penetracdo da sonda foi definida para 15 mm.

Figura 13 - Representagdo esquematica do analisador de textura, TAXTPIus, e de uma curva tipica
de andlise do perfil (A) compressibilidade, (B) adesividade, (C) dureza e (D) coesividade.
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Fonte: Elaboragao propria
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5.6 Resultados e Discussao

5.6.1 Temperatura de transi¢céo sol-gel e gel-sol

Os resultados do estudo de transicdo sol-gel (Tsol-gel) sdo apresentados na
Tabela 8. Todas as formulacbes com excecédo de P17, M17 e M19 apresentaram
caracteristicas promissoras para administracdo vaginal. As formula¢bes P17 e M17
apresentaram Tsol-gel superior a 40°C, e a formulacdo M19 apresentou Tsol-gel
proxima a 39°C, o que inviabiliza a sua utilizacdo para administracdo vaginal cuja
temperatura fisiolégica € em torno de 37°C.

Os resultados do estudo de transicao gel-sol (Tgel-sol) sdo apresentados na
Tabela 9. As Tgel-sol de todas as formulacdes correspondem a Tsol-gel. Esses
resultados mostram o comportamento tixotropico das formula¢des hidrogelatinosas.
Essa propriedade associada a adesividade do hidrogel (Figura 15) garante a
imediata fixacdo da formulag&o sobre a mucosa vaginal.

Moléculas de P407 apresentam reticulacdo em meio aquoso, 0 que
transforma as dispersfes de P407 em gel, cuja viscosidade aumenta com o aumento
da temperatura (BALOGLU et al., 2011). A temperatura de transicdo sol-gel (Tsol-
gel) é aquela onde ocorre a transicdo do estado liquido para gel. A faixa adequada
para a temperatura de gelificacdo das formulacdes para administracdo vaginal é
entre 30-37°C. A temperatura de transicdo sol-gel do P407 é influenciada pela
concentracdo desse polimero em meio aquoso (BALOGLU et al., 2011). Quando a
temperatura de Tsol-gel é elevada, a formulacdo permanece no estado liquido na
temperatura fisiolégica. Neste caso a administracdo por via vaginal se torna
inadequada. Para Tsol-gel abaixo de 30°C a viscosidade aumentada dificulta a

manipulacéo e aplicacdo da formulacéo (Tabela 8 e Figura 14).

Tabela 8 - Temperatura de gelificagéo das formulagbes (sol-gel)

Formulacéo T1 (°C) T2(°C) T3(°C) Média £ DP
P17 >40 >40 >40 -
P18 34 34,3 34,5 34,3+ 0,251
P19 30 30,6 30,2 30,3 £ 0,305
P20 28,5 28,9 28,7 28,7+0,2
M17 >40 >40 >40 -
M18 35 35,2 35 35,1+ 0,115
M19 38,9 39,2 39 39,0 £ 0,153
M20 33 32,8 33,1 32,9+£0,153

Fonte: Elaboracéo Propria
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Formulacéao T1(°C) T2(°C) T3(°C) Média £ DP
P17 >40 >40 >40 -
P18 33,9 34,1 34,5 34,16+0,3
P19 30,2 30,1 30,1 30,13+ 0,05
P20 28,3 28,5 28,5 28,43+ 0,11
M17 >40 >40 >40 -
M18 35,1 35,5 35 35,2+ 0,264
M19 38,1 38,9 39,2 38,73+ 0,56
M20 33,4 32,3 32,7 32,8+ 0,55

Fonte: Elaboracéo Propria

5.6.2 Potencial hidrogenidnico

A andlises dos resultados apresentados na Tabela 10 mostram que o pH das

eletrostatica com o grupo carboxilico do acido sialico, presente no muco.

Tabela 10 - Potencial hidrogeniénico das formula¢des P17-P20/M17-M20

formulagbes ndo é alterado pela concentracdo do P407 (P17 - P20) nem pela
inclusédo da Qt (0,3%) e HPMC K4M (0,3%), formulacdes M17 - M20. O pH proximo
a 4,5 é compativel com o pH vaginal e com a melhor estabilidade da CUR (Kurita &
Makino, 2013; Seo S. eta al, 2012), além disso, garante a solubilidade da Qt (pKa
6,5) nas formulacdes e a protonag¢do do grupo amino. O grupo amino protonado é
importante para melhorar a adesividade (Figura 15) e a mucoadeséo por ligagao

Formulag&o pH
P17 4,52 + 0,02
P18 4,53 + 0,00
P19 4,51 £ 0,00
P20 4,49 + 0,02
M17 451 + 0,01
M18 4,54 + 0,01
M19 4,52 £ 0,03
M20 4,54 + 0,03

Fonte: Elaboracéo Propria

5.6.3 Viscosidade na temperatura Tsol-gel

As propriedades termorresponsivas dos hidrogéis foram avaliadas pela

caracteristicas para formulagdes contendo P407 (KWEON et al., 2002).

temperatura de Tsol - gel. As curvas obtidas com as diferentes formulagcbes séo

apresentadas na Figura 14 (Painel A e B) e as medidas da viscosidade sé&o
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A andlise dos resultados apresentados na Figura 14 mostra que a viscosidade
dos hidrogéis é baixa, na fase sol, na temperatura menor que 31°C (viscosidade <
122.740 cP para P20 e maior que 840.000 cP para M20). Os resultados obtidos para
avaliacdo da viscosidade das formulagbes confirmam os resultados do estudo de
Tsol-gel (Tabela 8).

Na Figura 14, painel A, a analise dos resultados mostra a baixa viscosidade
da formulacdo P17 (insert), nesta concentracao ndo ha uma temperatura de Tsol-gel
definida. Para as formulacbes P18 — P20, o lag time para alcancar o estado de
transicdo gel varia de acordo com a concentracdo do polimero. Para a formulacéo
P18 o ponto de inflexdo para Tsol-gel inicia em 29°C e se estende até 35°C para
completa gelificacdo do hidrogel em 37°C. Para a formulacdo P19 o ponto de
inflexdo inicia em 32°C e se estende até 38°C onde ocorre a completa gelificacdo
desta formulagéo. Para a formulagéo P20 o ponto de inflexdo para Tsol-gel inicia em
25°C e se estende até 32°C, gelificando completamente entre 32 e 35°C.

Na Figura 14, painel B, a analise dos resultados mostra a baixa viscosidade
da formulagdo M17 (insert). Nesta concentragcdo a temperatura Tsol-gel se estende
entre 25 e 37°C, no entanto a viscosidade é baixa para aplicagdo vaginal.

Para as formulacbes M18 — M20, o lag time para alcancar o estado de
transicéo gel varia de acordo com a concentracado do P407. Para a formulagcdo M18
o ponto de inflexdo para Tsol-gel inicia em 29°C e se estende até 35°C para
completa gelificacdo do hidrogel termorresponsivo em 37°C. Para a formulacdo M19
o ponto de inflexao inicia em 27°C e se estende até 35°C onde ocorre a completa
gelificacédo desta formulacdo. Para a formulagdo M20 o ponto de inflexdo para Tsol-
gel inicia em 25°C e se estende até 29°C, gelificando completamente entre 29 e
37°C. As formulacdes M18 e M20 foram selecionadas para posterior incorporacéo
da CUR devido as viscosidades nas temperaturas de transicao.

A adicdo de Qt (0,3%) e HPMC K4M (0,3%) aumentou a viscosidade do
hidrogel termorresponsivo e alterou a Tsol-gel e o perfil da curva (viscosidade X
temperatura) para M19 e M20. Na mistura de polimeros a mudanca do estado fisico
do hidrogel termorresponsivo ocorreu de forma gradativa, ao contrario da mudanca
abrupta observada nas formulacdes P19 e P20. Essa mudanca mais lenta na Tsol-
gel favorece o espalhamento do hidrogel termorresponsivo na superficie da mucosa
vaginal e permite o melhor espalhamento do hidrogel termorresponsivo e 0

recobrimento de uma maior area de superficie.
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Figura 14 - Viscosidade na temperatura Tsol-gel das amostras de (A) P17 (insert), P18- P20 e M17
(insert), M18-M20.
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Fonte: Elaboragéo Propria

5.6.4 Propriedades mecéanicas

A Figura 15 mostra a relacdo entre a resisténcia mecéanica do hidrogel
termorresponsivo em funcéo do tempo, para as formulacbes P20 e M18 — M20. As
demais formulacdes (P17 - P19 e M17) ndo apresentaram viscosidade suficiente
para avaliacdo das propriedades mecéanicas usando o texturdbmetro TAXTPIlus.
Neste estudo as propriedades mecanicas avaliadas foram dureza,
compressibilidade, adesividade e coesividade. Na Tabela 11 sdo apresentados os

valores nominais para cada propriedade mecanica. A analise dos resultados mostra
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que as formulagbes contendo Qt e HPMC K4M apresentam resisténcia mecanica
maior quando comparada com P20. Embora a viscosidade da formulagdo M18 seja
menor que a viscosidade da formulacdo M19, a resisténcia mecanica das
formulacbes M18 e M20 séo estatisticamente semelhantes (p > 0,05), e maiores que
a resisténcia mecanica da formulacdo M19 (p < 0,05). Esta relagcdo entre a
viscosidade e a resisténcia mecanica sugere que a relagcdo entre esses dois
parametros nao sao diretamente proporcionais.

Os hidrogéis termorresponsivos para aplicacdo vaginal devem ser compostos
por redes poliméricas capazes de resistir a estresses fisicos e quimicos e ao mesmo
tempo, proporcionar um contato intimo e prolongado com a superficie da mucosa, no
local de aplicacdo. Um dos parametros a ser considerado na analise das
propriedades mecanicas é o equilibrio entre o trabalho necessario para vencer as
forcas de atracado, representado pela area negativa (B) na Figura 15 (adesividade) e
o efeito da tensdo de cisalhamento sobre as propriedades estruturais da formulagéo,
representado pelo pico negativo (D) na Figura 15 (coesividade). A adesividade é
uma propriedade relacionada a mucoadeséo e definida como o trabalho necessério
para destacar o probe da amostra enquanto suas forcas de coesdo sdo quebradas
(BALOGLU et al., 2011).

A forca necessaria para atingir uma determinada deformacdo (dureza),
representada pelo pico positivo (C) na Figura 15, esta relacionada com a facilidade
de aplicacdo do hidrogel termorresponsivo sobre uma determinada superficie. A
area positiva (A) representada na Figura 15 esté relacionada ao trabalho necessario
para deformar o produto (compressibilidade) e deve estar relacionado com a dureza
do hidrogel termorresponsivo (BALOGLU et al., 2011; HURLER, 2011; JONES,
WOOLFSON, & BROWN, 1997), e com o estresse/trabalho requerido para remover
a amostra da embalagem. Esta caracteristica quantifica a deformacdo da amostra
durante compresséo (TUGCU-DEMIROZ, ACARTURK, & ERDOGAN, 2013).

As formulagdes P18, P20, M18 e M20 foram selecionadas para posterior
incorporacdo da CUR devido as viscosidades e propriedades mecéanicas

apresentadas nas temperaturas de transicao.
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Figura 15 - Propriedades mecénicas de dureza (C), compressibilidade (A), adesividade (B) e
coesividade (D) das formulacdes P20, M18, M19 e M20 (média de um n=3).

— P20
50 - -
: — 18
- 19
30 -
...'M
“M“-—.M
210 -
T
oo
8 [ T T T
10 4 3 6 9
30 -
-50

Tempo (s)
Fonte: Elaboragéo Propria

Tabela 11 - Propriedades mecénicas dureza, compressibilidade, adesividade e coesividade das
formulagbes P20, M18, M19 e M20 (M+DP)

Formulago Dureza CompressiPiIidade Adesivigade Coesividade
(<)) (9.s7) (9-s) ()]
P20 15,0 + 1,0° 101,0 +1,0° 12,0 +1,0° 14,0 +1,0°
M18 49,0 + 2,0° 349,0 + 3,0% 74,0 + 4,0° 40,0 + 2,02
M19 24,0+ 2,0° 188,0 + 2,0° 38,0 + 6,0° 20,0 +1,0°
M20 51,0 + 5,0° 363,0 + 19,0% 70,0 + 4,0° 42,0 +5,0%

As letras iguais (para mesma andlise) indicam que ndo hé diferenca significativa entre as médias dos
valores (p>0,05) (n=3). Os demais resultados séo estatisticamente diferentes.

Fonte: Elaboragéo Propria

5.7 Conclusao

Exceto as formulagdes P17, M17 e M19 as demais formulagbes apresentaram
o ponto de inflexdo de Tsol-gel na faixa de temperatura entre 33 - 37°C.

O pH das formula¢bes néo é alterado pela concentracdo do P407 (P17 - P20)
nem pela inclusao da Qt (0,3%) e HPMC K4M (0,3%), formulagdes M17 - M20. O pH

préximo a 4,5 € compativel com o pH vaginal e com a melhor estabilidade da CUR.
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A propriedade de transicdo sol-gel e gel-sol associada a adesividade da
formulacdo melhora a comodidade posoldgica permitindo a aplicagdo do produto
com estas propriedades em qualquer hora do dia sem necessidade de permanéncia
da usuaria na posicao decubito dorsal.

A mistura do P407 com Qt e HPMC K4M aumentou a viscosidade da
formulac@o, porém ndo alterou a faixa de temperatura Tsol-gel. O aumento da
viscosidade melhora a adesividade e a retencdo da formulacdo no local de
aplicacdo. A faixa de temperatura de transicao facilitou a manipulacéo e a aplicacéo
do hidrogel termorresponsivo.

Os resultados obtidos na avaliacdo das propriedades mecanicas das
formulacbes P18, P20, M18 e M20, sugerem que as formulacdes dos hidrogéis
termorresponsivos sdo adequadas para aplicagdo vaginal. A dureza e
compressibilidade estéo relacionadas com a facilidade de remocao do hidrogel da
embalagem e com o espalhamento do hidrogel sobre a mucosa epitelial. Os
resultados para as formulacbes M18 e M20 sdo melhores que aqueles obtidos para
a formulacdo P20 e M19. Com base nos resultados de Tsol-gel e propriedades
mecanicas as formulagdes P18, P20, M18 e M20 foram selecionadas para a
veiculacdo da curcumina. A adicdo dos polimeros HPMC K4M e Qt permitiram
modular a temperaturas de gelificacdo, aumentar a viscosidade e as propriedades

bioadesivas do hidrogel.
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6 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE HIDROGEIS
TERMORRESPONSIVOS CONTENDO CURCUMINA

6.1 Resumo

A curcumina (Curcuma longa) € um composto fitoquimico com propriedades
anti-inflamatorias, antioxidantes, antimicrobiana e antifingicas. A curcumina (CUR) &
um diferuloilmetano, com varios grupos fendlicos e duplas ligacdes conjugadas. A
CUR é praticamente insolivel em 4gua e quimicamente instavel. Desta forma, a
estabilidade fisica e quimica da CUR deve ser garantida pela robustez das
formulacdes farmacéuticas. O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da
curcumina nas propriedades fisico—quimicas de hidrogéis termorresponsivos. Os
hidrogéis foram preparados com Poloxamer 407 (P407), e mistura de P407,
quitosana (Qt) e hidroxipropilmetilcelulose K4M (HPMC K4M) em tampéo citrato-
fosfato pH 4,5. A CUR foi veiculada nos hidrogéis na concentracdo de 400 pg. mL™
em dispersdes solidas, mistura fisica e CUR livre. As propriedades fisico-quimicas
foram avaliadas e comparadas para potencial hidrogenidnico (pH), viscosidade na
temperatura de transicao sol-gel, taxa de eroséo, propriedades mecanicas (dureza,
compressibilidade, adesividade, coesividade e mucoadesao), comportamento
reologico, perfil de liberacdo da CUR, calorimetria exploratoria diferencial (DSC),
espectroscopia de infravermelho com tranformada de Fourrier (FTIR), temperatura
critica de micelizacdo, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana. Os
melhores resultados foram obtidos para os hidrogéis (formulacdo M20) formulados
com a dispersao solida (DS-CUR) obtida por coprecipitacdo com P407 (1:2 m/m). Os
resultados para pH, viscosidade e taxa de erosdo foram respectivamente 4,05+0,01,
8100 cP, 51,3%. Os resultados para as propriedades mecanicas de dureza,
compressibilidade, adesividade, coesividade e mucoadesdo (forca maxima para
separacéo) foram respectivamente 24,1+0,45 g, 286,21+10,64 g.s™, 30,+1,22 g.s,
20,81+1,65 g e 8,53+0,41 g. O comportamento reolégico das formulacbes (P20
CUR, P20 MF, P20 DS, M20 DS) apresentaram perfil pseudoplastico e caracteristica
tixotropica. O perfil de dissolu¢do da CUR na formulagdo M20 DS mostrou liberacéo
controlada (52%), enquanto a M20 liberou praticamente toda CUR da formulagcao
(94,17%) ao final de 180 min. A andlise dos resultados permite concluir que a DS-
CUR na concentracdo de 400 ug. mL™* n&o influencia significativamente (p < 0,05)

nas propriedades fisicas e fisico-quimicas, com excecédo da taxa de erosao. As
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curvas de DSC mostraram que houve a permanéncia da CUR no estado amorfo
qguando incorporado ao hidrogel termorresponsivo na forma de DS.Os espectros
obtidos por FTIR mostraram que 0s estiramentos dos grupamentos quimicos da
CUR permaneceram quimicamente estaveis nos hidrogéis termorresponsivos. A
temperatura critica de micelizagdo permitiu avaliar a influéncia da CUR na
temperatura de micelizagéo e temperatura de gelificacdo, onde o deslocamento da
faixa de temperatura esta relacionado a viscosidade da formulacdo. A atividade
antioxidante da CUR nas formul¢fes de hidrogel termorresponsivo M20 DS, P20 DS
e P20 CUR, foi acima de 80%. A CUR em solucdo aguosa apresentou resultado de
concentracdo inibitéria minima de 0,1g.mL*(dados n&o demonstrados), porém,
gquando em solucdo polimérica P20 ou M20 a CUR apresentou atividade
antimicrobiana na faixa de concentracgéo entre 222 — 379 pg.mL™. A formulacéo de
hidrogel termorresponsivo contido de P407/Qt /HPMC K4M e DS-CUR é
potencialmente adequado para a liberacéo controlada de CUR intravaginal.
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6.2 Abstract

Curcumin (Curcuma longa) is a phytochemical compound with anti-
inflammatory and antioxidant properties. Curcumin (CUR) is a diferuloylmethane with
several phenolic groups and conjugated double bonds. The CUR is practically
insoluble in water and chemically unstable. Thus, the physical and chemical stability
CUR must be guaranteed by the strength of the pharmaceutical formulations. The
aim of this study was to evaluate the influence of curcumin on the physicochemical
properties of hydrogels thermoresponsives. Hydrogels were prepared using
Poloxamer 407  (P407), mixture with P407, chitosan (Qt) and
hydroxypropylmethylcellulose K4M (HPMC K4M) in buffer citrate-phosphate pH 4.5.
The CUR was introduced in hydrogels at a concentration of 400 ug. mL™ in solid
dispersions, physical mixture and free CUR. The physico-chemical properties were
assessed and compared to hydrogenic potential (pH), viscosity at the temperature of
sol-gel transition, erosion rate, mechanical properties (hardness, compressibility,
adhesiveness, cohesiveness and mucoadhesion), rheological properties and release
profile of CUR, differential scanning calorimetry (DSC), infrared spectroscopy (FTIR),
critical temperature of micellization, antioxidant activity and antimicrobian activity.The
best results were obtained for hydrogels (M20 formulation), formulated with the solid
dispersion (SD-CUR) obtained by subsequent precipitation with SD-P407 (1: 2 m /
m). The results for pH, viscosity and erosion rate were respectively 4.05+0.01, 8100
cP, 51.3%. The results for the mechanical properties of hardness, compressibility,
adhesiveness, cohesiveness and mucoadhesion (maximum force for separation)
were, respectively, 24,1+0,45 g, 286,21+10,64 g.s*, 30,+1,22 g.s*, 20,81+1,65 g e
8,530,411 g. The rheological behavior of formulation (P20 CUR, P20 MF, P20 DS,
M20 DS) showed pseudoplastic profile and thixotropic characteristics. The
dissolution profile of the CUR in M20 DS showed controlled release formulation
(52%), while M20 has released substantially all of curcumin formulation (94.17%) at
180 min. Analysis of the results shows that the SD-CUR at a concentration of 400
ug.ml™ doesn’t influence significantly (p <0.05) in physical and physicochemical
properties except the erosion rate. DSC curves showed to had permanence of CUR
in the amorphous state when incorporated into the hydrogel thermoresponsive as

DS. The spectra obtained by FTIR showed that stretches of chemical CUR groups



93

remained chemically stable in thermoresponsive hydrogels The critical micellization
temperature allowed evaluating the influence of the CUR in micellization temperature
and gelling temperature, where the temperature shift range is related to the viscosity
of the formulation. The antioxidant activity of CUR in hydrogel formulations
termorresponsivo M20 SD, P20 SD and P20 CUR, was above 80%. CUR in aqueous
solution presents the results of minimum inhibitory concentration 0,1g.mL™ (data not
showed), whereas in the polymer P20 and M20 to CUR solution presented
antimicrobial activity in the concentration range between 222-379 pg.mL . The
thermoresponsive hydrogel formulation has been contained of the P407/ Qt / HPMC
K4M and SD-CUR is potentially suitable for the controlled release of intravaginal of
the CUR.
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6.3 Objetivo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da curcumina nas

propriedades fisico— quimicas de hidrogéis termorresponsivos.

6.4 Delineamento experimental

Para o desenvolvimento deste capitulo foram realizadas etapas de
incorporacdo da curcumina e dispersdes solidas selecionadas nos hidrogéis
termorresponsivos, avaliagdo e caracterizacdo fisicas e fisico - quimicas das

formulacdes (Figura 16).

Figura 16 - Delineamento experimental para avaliacdo de hidrogéis termorresponsivo contendo
curcumina

com CUR
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CUR - curcumina, P407 - poloxamer 407, HPMC K4M - hidroxipropilmetilcelulose K4M, MF - mistura
fisica, DS - disperséo sélida, DSC — calorimetria exploratéria diferencial, FTIR — espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourrier.

Fonte: Elaboragéao Propria
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6.5 Material e Método

Curcumina (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, USA), Hidroxipropilmetilcelulose
K4M (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, USA), Quitosana (Qt) de média massa molar
75-85% desacetilada (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, USA) e Poloxamer 407 (Sigma-
Aldrich Co, Saint Louis, USA). A disperséo sélida CUR: P407 1:2 e a mistura fisica
CUR:P407 2:1, foram obtidas conforme descrito no Capitulo Il. As demais matérias

primas utilizadas eram de grau de pureza para uso farmacéutico.

6.5.1 Preparacédo do hidrogel termorresponsivo

As formulacbes dos hidrogéis termorresponsivos (Tabela 12) contendo
poloxamer 407 (P407), hidroxipropilmetilcelulose K4M (HPMC K4M), quitosana (Qt),
curcumina livre (CUR), mistura fisica CUR: P407 2:1 (MF) e disperséo solida CUR:
P407 1:2 (DS) foram preparadas a frio conforme descrito por Schomolka (IRVING,
1972). Resumidamente, as formulacdes P18 e P20 foram preparadas por dispersao
de P407 em solucédo aquosa tamponada (citrato-fosfato pH 4,5). A massa de P407
correspondente a cada formulacao foi dispersa no tampéao (citrato-fosfato pH 4,5) e
mantida a 4°C em banho termostatizado (Brookfield — TC 550, Massachusetts, USA)
até que uma solucédo limpida fosse obtida. As DS, MF e CUR foram dispersas nos
hidrogéis com massa equivalente a 400 pg. mL™ de CUR.

As formulacdes M18 e M20 (Tabela 11) foram preparadas pela mistura dos
polimeros P407, HPMC K4M e Qt. A solucdo de P407 foi preparada conforme
descrito acima. A dispersdo de Qt foi preparada a 10% em &acido acético glacial
(1,5%). Para compor a mistura de polimeros, o HPMC K4M foi adicionado & solugéo
de P407 na temperatura de 4°C e homogeneizado manualmente até completa
dispersdo. Nesta mistura foi adicionada a Qt previamente dissolvida em acido
acético e resfriada até 4°C. A dispersédo foi homogeneizada por agitacdo manual. As
DS, MF e CUR foram dispersas no hidrogel termorresponsivo por agitacdo. A
concentracdo de CUR (400 pg.mL™?) em cada formulacdo foi, inicialmente,

estabelecida com base na concentracao inibitoria minima (BASNIWAL, 2011).
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Tabela 12 - Formulacao dos hidrogéis contendo curcumina

Tampao MF DS

Formulagdo Pé (;7 KFAF;AM(E) g) E(')Z?;?O %’; CUR:P407 CUR:P407
(mL) 2:1 (mg) 1:2 (mg)

P18 18,0 - - 100,0 - - -
P20 20,0 - : 100,0 - - -
M18 18,0 0,3 0,3 100,0 - - -
M20 20,0 0,3 0,3 100,0 - - -
P18 CUR 18,0 - - 100,0 0,4 - -
P18 MF 18,0 - - 100,0 - 0,6 -
P18 DS 18,0 - - 100,0 - - 1,2
P20 CUR 20,0 - - 100,0 0,4 - -
P20 MF 20,0 - - 100,0 - 0,6 -
P20 DS 20,0 - - 100,0 - - 1,2°
M18 CUR 18,0 0,3 0,3 100,0 0,4
M18 MF 18,0 0,3 0,3 100,0 - 0,6 -
M18 DS 18,0 0,3 0,3 100,0 - - 1,2
M20 CUR 20,0 0,3 0,3 100,0 0,4
M20 MF 20,0 0,3 0,3 100,0 - 0,6 -
M20 CUR 20,0 0,3 0,3 100,0 - - 1,2

* Equivalente a 0,4mg de CUR

Fonte: Elaboragédo Propria

6.5.2 Potencial hidrogenidnico

O pH das formulagbes P18 e P20/ M18 e M20 contendo ou nédo DS, MF e

CUR foi medido na temperatura de 25°C usando peagdmetro (Tecnal, TEC-5,

Piracicaba, BR). Para medida do pH, uma amostra de 1g de cada hidrogel

termorresponsivo foi dispersa em 9 mL de agua purificada previamente neutralizada.

As medidas foram realizadas em triplicata.
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6.5.3 Viscosidade dos hidrogéis

A viscosidade dos hidrogéis termorresponsivos P18 e P20/ M18 e M20
contendo ou ndo DS, MF e CUR foram determinadas usando viscosimetro rotativo
digital (Brookfield — DVI Prime, Massachusetts, USA). O spindle foi previamente
selecionado, por tentativa e erro, até que a medida do erro relativo (% torque) fosse
maior do que 10% e menor que 100%. Quando o percentual de torque era superior a
100% o tamanho do spindle foi reduzido sucessivamente até que o percentual de
torque ficasse entre 10 e 100%. Inversamente, se leitura era inferior a 10% o
tamanho do spindle era aumentado sucessivamente até que o percentual de torque
ficasse entre 10 e 100%. A medida da viscosidade foi realizada nas temperaturas de
25, 30 e 37°C. As temperaturas foram mantidas constantes durante as medidas de
viscosidade usando banho de agua termostatizado (Brookfield — TC 550,
Massachusetts, USA).

6.5.4 Erosao do hidrogel termorresponsivo

O perfil de erosdo do hidrogel termorresponsivo foi determinado por método
gravimétrico, conforme descrito por Ur-Rehman et al. (2010). Resumidamente, uma
amostra de 1,0 g de cada formulagdo P18, P20, M18 e M20 com e sem adi¢cao de
DS, MF ou CUR foi transferida para um tubo de ensaio e aquecida até 37°C. Um
volume de 0,3 mL de agua previamente aquecida, a 37°C, foi adicionado ao tubo de
ensaio (diametro de 16mm) contendo a amostra do hidrogel termorresponsivo. A
cada intervalo de tempo de 10 min a camada de &agua sobre o hidrogel
termorresponsivo era removida por aspiragdo. A massa de hidrogel
termorresponsivo que permanecia no tubo ensaio era pesada e um novo volume de
agua (0,3 mL) era adicionado sobre a amostra do hidrogel termorresponsivo. Este
procedimento foi repetido durante 90 min. A porcentagem de hidrogel
termorresponsivo que nao sofreu erosdo em funcdo do tempo (MH;) foi calculada

usando a Equacéao 2.

Mf x 100
i

MHt(%) = Equagéo 2

Onde Mi é a massa de hidrogel termorresponsivo no tempo zero, Mf a massa de
hidrogel termorresponsivo no tempo 90 min.
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6.5.5 Propriedades mecéanicas

As propriedades mecénicas (dureza, compresséo, adesividade, coesividade,
elasticidade) foram analisadas por relacdo carga (g) x tempo (s). Uma representacao
esquematica do analisador de textura e de uma curva tipica resisténcia mecanica é
apresentada na Figura 17. As formulagdes P18 e P20/ M18 e M20 contendo ou ndo
DS, MF e CUR foram determinadas usando probe controlado por software,
TAXTPIlus Analisador de Textura (Stable Micro Systems, UK). Antes das analises o
texturbmetro foi calibrado com uma célula de carga com massa de 5 kg. Uma
amostra de cada formulacao foi transferida para um béquer de vidro e mantida em
banho de agua com temperatura ajustada para 37 ° C. Uma sonda analitica com 10
mm de diametro foi comprimida sobre a superficie das amostras, com uma forca de
0,049 N. O procedimento para cada amostra foi repetido por 3 vezes com intervalo
de (15s) entre uma compressao e outra. A velocidade do teste foi definida para uma
taxa de 1 mm.s™, modo strain de 10%. A profundidade de penetracdo da sonda foi

definida para 15 mm.

Figura 17 - Representacdo esquemética do analisador de textura, TAXTPIus, e de uma curva tipica
de analise do perfil (A) compressibilidade, (B) adesividade, (C) dureza e (D) coesividade.
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6.5.6 Propriedades mucoadesivas

Fonte: Elaboragéo propria

As propriedades mucoadesivas das formulagbes P18, P20, M18 e MZ20
contendo DS, MF e CUR foram avaliadas sobre a superficie de discos de mucina
utilizando TAXTPlus Analisador de Textura (Stable Micro Systems, UK). Uma

representacdo esquematica do analisador de textura e de uma curva tipica de
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mucoadesdo é apresentada na Figura 18. Os discos de mucina foram preparados
por compressdo (Lemaq, Maquina compressora rotativa, Mini Express LM-D8,
Diadema, BR), utilizando punc¢des planos, matriz cilindrica com diametro de 8 mm e
carga de compressao de 8 toneladas, da mucina (110 mg) com diametro de 8mm e
espessura de 0,2 mm. Antes do teste de mucoadesdo, o disco de mucina foi
hidratado por submersao em agua purificada durante 0,5 min. O excesso de 4gua na
superficie do disco foi removido com o auxilio de papel absorvente. Os discos de
mucina foram fixados com fita adesiva de dupla face na extremidade inferior da
sonda analitica. Uma amostra de cada formulagéo foi transferida para um béquer de
vidro e mantida em banho de agua com temperatura ajustada para 37 ° C. O disco
de mucina fixado na sonda foi comprimido, sobre a superficie das amostras, com
uma forca de 0,1 N, direcionada no sentido apical — basal. O tempo de contato do
disco com a superficie das amostras foi padronizado em 300 s, estipulado para que
ocorresse um contato intimo entre o disco de mucina e a amostra. A sonda foi
removida da superficie do filme com uma velocidade constante de 1,0 mm.s-'. A
forca necessaria para destacar o disco de mucina da superficie de cada formulacéo
foi determinada a partir de uma relagédo tempo x forca. Todas as medi¢cdes foram

realizadas em triplicata.

Figura 18 - Representacao esquemaética teste in vitro de mucoadesao (a) e de uma curva tipica (forca
x tempo) da for¢a de trabalho necessario para destacar o disco de mucina da superficie da
formulacéo (b)
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Fonte: Elaboragéo propria
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Com base nos resultados de pH, viscosidade, erosédo, propriedades
mecanicas e mucoadesao, as formulagdes P20 CUR, P20 MF, P20 DS, M20 CUR,

M20 MF e M20 DS foram selecionadas para avaliacdo do comportamento reolégico.

6.5.7 Comportamento Reolégico

O spindle previamente selecionado no estudo de viscosidade foi utilizado para
avaliacdo do comportamento reolégico. As medidas de viscosidade para estudo do
comportamento reologico foram realizadas com o aumento gradativo da velocidade
de rotacdo de 20 para 100 rpm, e reducdo gradativa da velocidade de rotacéo de
100 para 20 rpm. O intervalo de leitura entre cada velocidade de rotagdo foi de 5
min. Durante todo o estudo a temperatura foi mantida em 37 °C, com auxilio de
banho-maria (Brookfield — TC 550, Massachusetts, USA). O registro dos resultados
para viscosidade (cP), taxa de cisalhamento (1/sec) e tensédo de cisalhamento

(D/cm?) foi realizado pelo software Wingather 3.0.

6.5.8 Perfil de liberacdo da CUR

O estudo do perfil de liberacdo da CUR foi realizado com as formula¢des P20
CUR, P20 DS, M20 CUR e M20 DS. Para a avliagdo do perfil de liberagdo, 2 mL do
hidrogel termorresponsivo cuidadosamente medido com pipeta semi-automatica foi
depositado em placas para cultura de células com fundo chato, com dimenséo de 35
mm de didmetro e 17,5 mm de profundidade. Em cada poco da placa contendo a
amostra foi adicionado 5,0 mL de agua purificada. O sistema foi mantido em agitador
orbital (Tecnal, TE-4200, Piracicaba, BR), na temperatura de 37°C e 50 rpm. As
condig¢des sink foram estabelecidas com base no estudo de equilibrio de solubilidade
(Capitulo Il) e mantidas durante o experimento. Uma aliquota de 1 mL, do
sobrenadante, foi retirada nos intervalos de tempo de 5, 10, 15, 20, 40, 60, 90, 120,
150 e 180 min. O volume do meio foi mantido constante pela adicdo de 1 mL de
agua purificada pré-aquecida a 37°C. As aliquotas foram diluidas em etanol 70% e a
absorbéancia da CUR determinada por espectroscopia UV (A = 427 nm). O célculo da
concentracdo de CUR foi realizado utilizando a equacdo da reta obtida da curva
analitica (Capitulo Il). O experimento foi conduzido em triplicata.
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6.5.9 Calorimetria exploratoria diferencial

A caracterizacdo termoanalitica foi realizada utilizando DSC (Thermal
Analyzer TA 60W — Shimadzu DSC-60, Kyoto, Japdo) em atmosfera de nitrogénio
com fluxo de 30mL.min™, na faixa de aquecimento de 25 — 200°C, sob uma razéo de
aquecimento de 10°C.min™. As amostras de hidrogéis termorresponsivos foram
previamente secas em estufa de circulagdo forcada de ar (Tecnal-TE- 394.
Piracicaba, Brasil) a 30°C, até eliminacdo total de agua. A massa de amostra

empregada para andlise de DSC foi de aproximadamente 2 mg.

6.5.10 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier

Os espectros de infravermelho dos hidrogéis contendo CUR livre, DS, MF e
polimeros foram obtidos pelo espectro de varredura na faixa de 400 — 4000 cm™,
(IR-Affinity-1 — Shimadzu, Kyoto, Jap&o) com resolucdo de 4 cm™ e 128 scans. Para
a preparacdo das pastilhas de KBr, as amostras de hidrogéis termorresponsivos
foram previamente secas em estufa de circulacdo forcada de ar (Tecnal-TE- 394.
Piracicaba, Brasil) a 30°C, até eliminacdo total de 4gua. As pastilhas de KBr foram
preparadas misturando 2 mg da amostra de hidrogel termorresponsivo seco com
200 mg de KBr.

6.5.11 Temperatura critica de micelizagao

A caracterizagdo termoanalitica foi realizada utilizando DSC (TA Instruments -
DSC 2920, USA) com o objetivo de determinar a temperatura critica de micelizacédo
(TCM). As analises foram realizadas em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 30
mL.min™, na faixa de aquecimento de 10 — 40°C, sob uma razdo de aquecimento de
10°C.min’. A massa de amostra empregada para andlise de DSC foi de

aproximadamente 2 mg.

6.5.12 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos hidrogéis termorresponsivos P20, M20, P20
CUR, P20 DS, M20 CUR e M20 DS foram determinadas usando DPPH como um
radical livre. A concentracdo da solucdo etanolica de DPPH utilizada foi de 0,1mM.

Apés a adicdo de DPPH as amostras, a absorbancia foi determinada no
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comprimento de onda de 515 nm em espectrofotometro (Lambda 35, PerkinElmer,
USA) nos tempos 0, 15, 30 45 e 60 min. Os tubos contendo as amostras foram
mantidos ao abrigo de luz. A capacidade da amostra em sequestrar o radical
(DPPH), expressa como percentual de inibicdo, foi calculada de acordo com a

Equacéo 3 e representada graficamente.

Inibigdo (%) = % x100  Equacéo 3

Onde: Absl = absorbancia do controle

Abs2 = absorbancia da amostra a ser testada

6.5.13 Avaliacado da atividade antimicrobiana

a) Crescimento e contagem dos micro-organimos

Para o0 ensaio microbiolégico foram utlizados o0s micro-organismos:
Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeuroginosa (ATCC 9721)
(microrganismos gram-negativos) e Staphylococus aureus (ATCC 10390)
(microrganismos gram-positivos). O crescimento dos micro-organismos foi preparado
assepticamente em erlenmeyers contendo caldo triptico de soja (TSB). Os micro-
organismos foram diluidos em solucéo salina NaCl 0,9% para a contagem dos micro-
organismos, através da técnica pour plate. As placas foram armazenadas na estufa
a 37°C por 24 horas. ApGs 0 crescimento, 0s micro-organismos foram contados
respeitando o intervalo de 30 a 300 col6nias, e selecionada a solugdo contendo 10°
UFC/mL para realizar o ensaio.

b) Avaliacéo da atividade antimicrobiana

A determinagdo da atividade antimicrobiana das amostras foi realizada a
metodologia classica de diluicdo sucessiva em tubos adaptada, concentracdo
inibitéria minima (CIM). Foram utilizadas microplacas de 96 pocos onde foram
colocados, nos pocos do perimetro exterior, 300 uL de agua estéril deionizada para
minimizar a evaporacéo do meio de cultura dos pogos de teste durante a incubacéo.

Para cada amostra foram utilizados 4 pocos, 2 contendo 100 pL de meio de
cultura (TSB) e 100 pL da solucéo teste, os quais nomeamos de n° da amostra e a
letra D (desafio); e 2 pocos contendo apenas a 100 pL da solucédo teste. Foi

adicionado em todos os pocos 10 pL do inoculo (microrganismo em teste) em
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concentracdo conhecida, estimada em 10° UFC/mL. Os pocos de controle positivo
foram constituidos de meio de cultura + ino6culo e o controle negativo foram
constituidos de meio de cultura + amostra. As placas foram tampadas e incubadas a
temperatura Otima de crescimento do microrganismo em questdo, por 24h. Foram
avaliadas 6 amostras (Tabela 13).

Apbs o periodo de incubacao foi inoculado o contetdo (5 pL) de cada pocgo
em placas de Petri, contendo agar de meio de cultura especifico para cada
microrganismo em teste. O resultado foi analisado com base na auséncia ou nédo de

crescimento bacteriano.

Tabela 13 - Descri¢do das amostras aplicadas no ensaio de atividade antimicrobiana.

Amostra Descricéo
1 M20 DS
1D M20 DS + TSB
2 M20
2D M20 + TSB
3 M20 CUR
3D M20 CUR + TSB
4 P20 DS
4D P20 DS + TSB
5 P20 CUR
5D P20 CUR + TSB
6 P20
6D P20 + TSB

TSB — Caldo Triptico de Soja

Fonte: Elaboragédo Propria
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6.6 Resultados e Discusséao

6.6.1 Potencial hidrogenidnico

O pH vaginal na faixa de 3,5 — 4,5 é importante para manter estavel a
microbiota e controle de infec¢cbes por patdgenos oportunistas. Neste valor de pH os
Lactobacillus spp convertem o glicogénio, proveniente de células epiteliais
descamadas, em acido lactico. A ndo alteracdo dos valores de pH fisiolégico é uma
condicdo que deve ser considerada durante o desenvolvimento de formulacdes de
uso topico para aplicacdo na cavidade vaginal (VALENTA, 2005).

As medidas de pH para os hidrogéis sdo apresentados na Tabela 14. A
concentracdo de P407 né&o interferiu no valor de pH (p > 0,05) dos hidrogéis. A
adicdo da solucdo de Qt e HPMC K4M diminuiram o pH das misturas, quando
comparado com o pH dos hidrogéis contendo apenas P407 (p < 0,05). O pH das
formulacdes favorece a estabilidade da CUR (KURITA; MAKINO, 2013; SEO et al.,
2012) e compativel para uso vaginal (VALENTA, 2005). A analise dos resultados
mostra que as formulacdes sdo adequadas para garantir o teor de CUR e 0 uso na

cavidade vaginal.

Tabela 14 - Valores de pH para as formula¢des de hidrogel termorresponsivo

Formulacéo pH
P18 CUR 4,52 +0,02°
P18 MF 4,53 +0,01°
P18 DS 4,53 + 0,02
P20 CUR 4,41 +0,03°
P20 MF 4,41 +0,01°
P20 DS 4,52 +0,02°
M18 CUR 4,07 +0,03"
M18 MF 3,99 + 0,01°
M18 DS 4,1 +0,14°
M20 CUR 4,09 +0,02°
M20 MF 3,97 +0,02°
M20 DS 4,05 +0,01°

As letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa entre as médias dos valores (p>0,05)
(n=3). Os demais resultados sao estatisticamente diferentes.

Fonte: Elaboragéo propria
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6.6.2 Viscosidade do hidrogel termorresponsivo

Na aplicacdo de produtos topicos na cavidade vaginal, a viscosidade e a
mucoadesdo contribuem para fixar a formulacdo sobre a mucosa epitelial. Esta
propriedade também contribui para controlar a liberacdo de farmaco e melhorar a
adesdo ao tratamento com produtos nas formas farmacéuticas de gel, creme ou
pomada. O aumento da viscosidade in situ, com base na temperatura ou pH facilita a
aplicacdo e o espalhamento das formulacbes sobre a mucosa epitelial (KRISTL;
GRABNAR, 2014). Os resultados para viscosidade das formulagbes de hidrogel
termorresponsivo sédo apresentados na Tabela 15. Para as formulacdes de P407 a
18% (P18) a viscosidade diminui com a mistura de Qt e HPMC K4M (M18), ou pela
adicdo da CUR livre (P18 CUR; M18 CUR), MF (P18 MF; M18 MF) e DS (P18 DS;
M18 DS). A andlise desses resultados mostra que as formulacdes dos hidrogéis
usando 18% de P407 ndo sdo termorresponsivas na temperatura até 37°C. Para as
formulac6es com P407 a 20% o ponto de inflexdo para o Tsol-gel inicia em 30°C e
atinge o maximo de viscosidade na temperatura de 37°C. Quando as formulacdes
dos demais hidrogéis sdo comparadas com P407 a 20% (P20), uma redugdo na
viscosidade pode ser observada na presenca Qt, HPMC K4M (M20) e de CUR (P20
CUR, P20 MF, P20 DS, M20 CUR e M20 MF), exceto para a formulacdo que contém
Qt, HPMC K4M e DS (M20 DS). A analise desses resultados mostra que a CUR nas
DS é mais adequada para preparacdo de hidrogéis termorresponsivos com P407, Qt
e HPMC K4M (M20 DS).
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Tabela 15 - Viscosidade (cP) das formulacGes dos hidrogéis termorresponsivos

Formulacéao 25°C 30°C 37°C
Viscosidade (cP)

P18 75,0 100,0 4590,0
P18 CUR 60,0 80,0 330,0
P18 MF 65,0 85,0 420,0
P18 DS 65,0 85,0 315,0
M18 70,0 100,0 100,0
M18 CUR 70,0 90,0 90,0
M18 MF 70,0 95,0 90,0
M18 DS 80,0 95,0 95,0
P20 865,0 7420,0 8050,0
P20 CUR 100,0 3160,0 7280,0
P20 MF 120,0 5240,0 6760,0
P20 DS 120,0 5350,0 7480,0
M20 130,0 3370,0 7490,0
M20 CUR 140,0 2640,0 6400,0
M20 MF 140,0 2560,0 6300,0
M20 DS 165,0 3110,0 8100,0

Fonte: Elaboracéo propria

6.6.3 Erosao do hidrogel termorresponsivo

A mudanca na temperatura ambiental influencia a taxa de eroséo de hidrogéis
termorresponsivos. Para estas formulacdes, a energia livre (AG) negativa do sistema
resulta em associacdo desfavoravel da ligacdo polimero-agua, permitindo assim
maior interacdo entre as cadeias do polimero (hidrofébico) e moléculas de agua
(ligacdo de hidrogénio), cuja interacdo aumenta a entropia do sistema.
Subsequentemente, como a energia livre do sistema é negativa (AH< TAS) ocorre
maior interacdo molecular, o que determina a transicéo sol-gel (KLOUDA; MIKOS,
2008), e controla a taxa de erosdo do hidrogel termorresponsivo uma vez que no
ponto de transicdo sol-gel o polimero solvatado desidrata rapidamente e muda para
uma estrutura mais hidrofébica.

A Figura 19 (A e B) mostra os resultados de erosdo das formulagdes dos
hidrogéis termorresponsivos. Na Figura 19 A estéo representados os resultados para
as formulagcbes com P407 a 18 e 20% com CUR livre, MF e DS. A taxa de erosao

para as formulagbes com 18% de P407 (81,6%) é maior que a taxa de erosédo das
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formulagc6es com 20% de P407 (42,7%). Para as formulagbes com 20% de P407, a
presenca de CUR livre (83,3%), MF (52,4%) e DS (51,8%) aumenta a taxa de
erosdo. Nestas formulacbes o aumento da taxa de erosdo pode ser atribuido a
presenca da CUR, embora esta seja maior para CUR livre do que para MF e DS.

Na Figura 19 B estéo representados os resultados para as formulagdes M20
(P407/Qt/HPMC K4M), M20 CUR livre, M20 MF e M20 DS. Quando comparado com
M20 a presenca de CUR aumenta a taxa de erosédo. Na presenca da DS a taxa de
erosao (51,3%) apos 90 min é inferior a MF (59,8%) e CUR livre (61,9%).

A medida da taxa de erosdo do hidrogel termorresponsivo é importante para
estimar o tempo de permanéncia da formulacdo sobre a mucosa epitelial e o perfil
de liberacdo do farmaco. Conforme descrito por Aka-Any-Grah et al.,, 2010, a
diluicdo do hidrogel de P407 com HPMC K4M aumenta a Tsol-gel e ndo interfere na
mucoadesao, sugerindo que apesar da erosdo o hidrogel permanece aderido na
mucosa vaginal. A analise dos resultados obtidos nesse estudo, para um volume fixo
de 0,3 mL de solvente (agua purificada), com erosao na faixa de 51% (P20 DS e
M20 DS) sugere que os hidrogéis termorresponsivos com CUR-DS podem
permanecer aderidos na mucosa vaginal com taxa de liberagdo controlada. A
hip6tese sobre a taxa de liberacdo controlada em funcdo da taxa de erosao foi

confirmada nos estudos de dissolucéo in vitro.
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Figura 19 - Perfil de erosdo dos hidrogéis termorresponsivos formulagfes contendo somente P407 (A)
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Fonte: Elaboracgéo propria

6.6.4 Propriedade mecanica

e formulag¢des contendo P407/HMPC K4M/Qt (B)

Tempo (min)

Tempo (min)

——P18
—-P20
—&—P18 CUR
—<—P18 MF
——P18 DS
—8—P20 CUR
—+—P20 MF
—P20 DS

- M20
—8—-M20 CUR
= M20 MF

——M20 DS

As redes poliméricas dos hidrogéis devem possuir propriedades mecanicas

capazes de resistir a estresses fisicos e quimicos e ao mesmo tempo, proporcionar

um contato intimo e prolongado com a superficie da mucosa. O tempo de

permanéncia do hidrogel no local de aplicagdo é influenciado pela renovagdo do

fluido vaginal (transudato e muco vaginal) e pela reticulagdo dos polimeros. O
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equilibrio entre o efeito do fluido vaginal e a resisténcia mecéanica dos polimeros
pode ser medido pela dureza, coesividade, compressibilidade, adesividade e
mucoadesao do hidrogel termorresponsivo.

Um dos parametros a ser considerado na analise das propriedades
mecanicas € o equilibrio entre o trabalho necessario para vencer as forcas de
atracdo, adesividade e coesividade, representados na Figura 20, respectivamente,
pela area negativa (B) e pelo pico negativo (D). A adesividade é uma propriedade
relacionada a mucoadesédo e definida como o trabalho necessario para destacar o
probe da amostra enquanto suas forcas de coeséo sdo quebradas (BALOGLU et al.,
2011).

A forca necessaria para atingir uma determinada deformacdo (dureza),
representada pelo pico positivo (C) na Figura 20, esta relacionada com a facilidade
de aplicacdo do hidrogel termorresponsivo sobre uma determinada superficie. A
area positiva (A), representada na Figura 20, esta relacionada ao trabalho
necessario para deformar o produto (compressibilidade) e esta relacionado com a
dureza do hidrogel termorresponsivo (BALOGLU et al., 2011; HURLER, 2011) e com
0 estresse/trabalho requerido para remover o produto da embalagem. A
compressibilidade quantifica a deformacdo do produto durante compresséo
(TUGCU-DEMIROZ; ACARTURK; ERDOGAN, 2013).

A Tabela 16 mostra os valores numeéricos e o tratamento estatistico dos
resultados de resisténcia mecanica dos hidrogéis termorresponsivos. Dureza,
coesividade, compressibilidade e adesividade das formulagbes apenas com P407
diminuiram (p < 0,05) na presenga de CUR (CUR livre, MF e DS). Nenhuma
diferenca estatistica foi observada entre as formulacdes P20 CUR, P20 MF e P20
DS (p > 0,05). Nas formula¢des com P407/Qt/HPMC K4M (M20) a presenca de CUR
nas DS (M20 DS) néo interfere na resisténcia mecanica (p > 0,05).

Comparando as formulagdes M20 com CUR, a M20 DS apresenta dureza
maior (p < 0,05) que as formulagbes M20 CUR e M20 MF. A presenca de CUR nao
interfere  na compressibilidade das formulagbes M20, os resultados séao
estatisticamente iguais (p > 0,05). Para medida de coesividade e adesividade o0s
resultados obtidos com M20 CUR e M20 MF séo estatisticamente iguais (p > 0,05).
No entanto, M20 CUR ¢ estatisticamente igual a M20 DS (p > 0,05).
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Em valores nominais a formulagdo M20 DS é mais adequada para veiculagédo
da CUR em hidrogéis termorresponsivos para administracdo vaginal.

Figura 20 - Propriedades mecénicas de dureza (C), coesividade (D), compressibilidade (A),
adesividade (B) e dos hidrogéis termorresponsivos.
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Fonte: Elaboracgéo propria

Tabela 16 - Propriedades mecénicas de dureza, compressibilidade, adesividade e coesividade dos
hidrogéis termorresponsivos (M + DP)

Formulacéo Dureza Coesividade Compressibilidade Adesividade
9 -C (9)-D (9/s)- A (9/s)-B
P20 25,06 + 1,59 ° 26,06 + 1,74° 352,19 + 34,69% 41,05 + 2,44°
P20 CUR 19,53 + 1,33 18,06 + 0,94%° 251,09 + 24,49" 29,04 + 2,14%
P20 MF 19,92 + 0,70 18,76 + 1,80%" 232,72 + 28,82° 26,76 + 2,45%
P20 DS 21,39 + 0,53° 18,91+ 0,23 277,32 £ 13,05° 31,32 +0,31°
M20 21,97 + 0,70 18,91 +1,11* 267,90 + 10,11° 32,16 + 3,54°
M20 CUR 21,23 + 0,72 18,68 +0,92*° 258,53 + 13,18" 27,79 + 1,29%
M20 MF 18,64 + 0,88° 16,55 + 1,91% 235,94 + 14,70° 23,96 + 1,75°
M20 DS 24,10 + 0,45% 20,81 + 1,65 286,21 + 10,64" 30,50 + 1,22°

As letras iguais (para mesma andlise) indicam que néo ha diferenca significativa entre as médias dos
valores (p>0,05) (n=3). Os demais resultados sdo estatisticamente diferentes.

Fonte: Elaboragéo propria

6.6.5 Propriedade mucoadesiva

O termo mucoadesao pode ser considerado para se referir ao subgrupo de
bioadesédo e, mais especificamente, nos casos em que a formulagdo interage com a
camada de muco que recobre o tecido mucosal. A maioria dos métodos sé&o
baseados na mimetizacdo das condi¢des in vivo. Os parametros de mucoadesao
podem ser avaliados por diferentes métodos in vivo, ex - vivo ou in vitro, as medidas

das propriedades de mucoadesédo € medida pelo tempo de contato ou pela forca
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requirida para separar a formulacao do tecido (ex - vivo) ou de discos de mucina (in
vitro) (EDSMAN; HAGERSTROM, 2005).

Os resultados para forca maxima para separacdo (g), trabalho de adeséao
(g.s-1) e deformacado para o pico (mm) para as formulacdes sdo apresentados na
Tabela 17. A andlise dos resultados mostra que a forca maxima para separacao
(Fmax) do disco de mucina da superficie do hidrogel termorresponsivo ndo €
influenciada (p > 0,05) pela presenca da CUR nas formulacdes com P407 (P20). Nas
formulacbes com P407/Qt /HPMC K4M (M20) a CUR aumenta a forca de
mucoadesdo (p < 0,05). A Fnax corresponderia a forca maxima necesséaria para
separar o hidrogel da mucosa. O trabalho de ades&o (W g.s) ndo é influenciado
significativamente (p > 0,05) pela diferenca entre as formulacdes P20 e M20. Uma
diferenca estatistica (p < 0,05) pode ser observada entre as formulacdes P20 e M20
CUR e M20 MF, no entanto, ndo ha razdes para comparar estas formulacdes, uma
vez que P20 contém apenas P407 enquanto que M20 é composta de P407/HPMC
K4M/Qt K4M. Embora o maior valor nominal de W seja para M20 MF (290,851 +
46,98) o desvio é relativamente grande o que sugere nao uniformidade da
formulacdo de hidrogel termorresponsivo. A deformacdo para o pico, medida em
milimetro, sugere uma medida de elasticidade da adesdo, a qual corresponde a
distancia necesséria para alcancar a separacao (Fmax). Com base nos resultados a
elasticidade das formulacdes P20 € estatisticamente igual (p > 0,05). Para as
formulac6es M20 a presenca da CUR (M20 DS) diminui a elasticidade da adesao (p
<0,05).

Embora os valores nominais sejam maiores para M20 CUR e M20 DS nao ha
diferenca estatistica entre as formula¢cdes P20 CUR, P20 MF, P20 DS com M20
CUR, M20 MF e M20 DS. Estes resultados sugerem que a mucoadesdo (Fmax) €
controlada pelo P407 na formulacdo a 37°C. Como o P407 € um composto ndo
ibnico, o0 mecanismo de mucoadesao ocorre, preferencialmente, por interpenetracao
das cadeias do polimero com a mucina. A forga maxima para separacao
(mucoadeséo) é equivalente para todas as formulacdes (Tabela 17). Em valores
nominais a M20 na presenca de CUR (CUR livre, MF e DS) apresenta maior forca de

mucoadesao.
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Tabela 17 — Resultado do trabalho de mucoadeséo de discos de mucina sobre a superficie dos
hidrogéis termorresponsivos (M = DP)

Formulacbes Forca maxima para Trabalho de adeséao Deformacdao parao
separacdo (g) 957 pico (mm)
P20 7,659+ 0,32%° 181,95 + 18,94° 2,33 +1,10™
P20 CUR 7,42 +0,16% 244,35 + 8,48% 3,04 +0,30%
P20 MF 7,65% 245,98 + 3,01 3,05 + 0,05%
P20 DS 7,54 +0,16% 226,88 + 10,78% 2,80 + 0,34
M20 6,73° 226,20 + 8,16 3,05 + 0,09%
M20 CUR 8,58 + 0,82° 268,39 + 14,57% 3,69 + 0,144"
M20 MF 8,28 + 0,57° 290,85 + 46,98% 2,84 +0,13*°
M20 DS 8,53 +0,41° 243,61 + 10,65 2,17 £ 0,14°

As letras iguais (para mesma andlise) indicam que néo ha diferenca significativa entre as médias dos
valores (p>0,05) (n=3). Os demais resultados sdo estatisticamente diferentes.

Fonte: Elaboracgéo propria

6.6.6 Comportamento reolégico

Os resultados apresentados na Figura 21 (A - F) mostram a relacdo entre a
tensdo de cisalhamento (shear stress) e a taxa de cisalhamento (shear rate) para as
formulagdes P20 CUR, P20 MF, P20 DS, M20 CUR, M20 MF e M20 DS,
respectivamente.

Na Figura 21 (A, B, C e F) a tenséo de cisalhamento aumenta com o aumento
da taxa de cisalhamento (setas ascendentes) e diminui com a reducéo da taxa de
cisalhamento (setas descendentes). A viscosidade dos hidrogéis altera com a
variacdo da taxa de cisalhamento, para mais ou para menos. Neste caso, a analise
dos resultados mostra que as formulagbes P20 CUR, P20 MF, P20 DS e M20 DS
apresentam comportamento de fluxo ndo-newtoniano (a taxa de cisalhamento ndo
varia hna mesma proporgdo da tensdo de cisalhamento) e pseudoplastico ( tenséo de
cisalhamento aumenta com o aumento da taxa de cisalhamento). Esse tipo de
comportamento de fluxo € denominado “shear thinning”, isto é, a estrutura da
molécula do polimero em dispersdo € temporariamente alterada para uma
orientacdo paralela a superficie do spindle (LI et al., 2012).

O perfil classico de fluxo ndo-newtoniano e pseudoplastico ndo pode ser
observado para as formulagdes M20 CUR (Figura 21 D) e M20 MF (Figura 21 E). No
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entanto, a presenca de uma regido de histerese pode ser observada para todas as
formulagbes (Figura 21 A - F). A area de histerese é caracterizada pela diferenca
entre a energia armazenada durante 0 aumento da taxa de cisalhamento e a energia

dissipada durante a reducdo da taxa de cisalhamento e sugere comportamento

tixotrépico para todas as formulaces.

Figura 21 - Perfil do comportamento reolégico das formulagées P20 CUR (A), P20 MF(B), P20 DS
(C), M20 CUR (D), M20 MF (E) e M20 DS (F)
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Fonte: Elaboracgéo propria

6.6.7 Perfil de liberacéo e dissolucao

Os perfis de liberacéo e dissolucao (Figura 22) mostram que a CUR € liberada

das formulagdes de forma controlada ao longo de 180 min.

Para as formulacdes P20 o percentual de liberacdo ao longo de 180 min. é de

40,8% e 60,5%, respectivamente para P20 CUR e P20 DS. Para formulagcdo P20

CUR a viscosidade € 7280 cP e a taxa de eroséo é de 52,4%, enquanto que para

P20 DS a viscosidade é 7480,0 cP e a taxa de erosdao é de 61,9%. Para as

formulacbes P20 a taxa de erosdo do hidrogel termorresponsivo controla a

velocidade de liberacao e dissolugéo da CUR.



114

Para as formulacdes M20 o percentual de liberagdo ao longo de 180 min. é de
94,17% e 52%, respectivamente para M20 CUR e M20 DS. Para formulagdo M20
CUR a viscosidade € 6400 cP e a taxa de erosédo é de 59,8%, enquanto que para
M20 DS a viscosidade é 8100 cP e a taxa de erosdo é de 50,9%. Para as
formulagcbes M20 a viscosidade do hidrogel termorresponsivo controla a velocidade
de liberacéo e dissolu¢ao da CUR.

A analise desses resultados com base no percentual liberado e no perfil das
curvas mostra que a liberacdo de CUR das formula¢cdes P20 CUR, P20 DS e M20
DS poderia acontecer gradualmente, por um intervalo de tempo maior que 180 min.
A massa de CUR liberada da formulagdo M20 DS nos 180 min. é maior que a massa
liberada para P20 DS e P20 CUR. Esse perfil de liberagcéo/dissolucdo favoreceria
uma acao terapéutica mais efetiva da CUR nos primeiros 180 min., para M20 DS
com manutencdo da acao terapéutica a partir desse tempo, uma vez que O

percentual liberado foi de 52%.

Figura 22 — Perfil de liberacéo e dissolu¢cdo da CUR nas formulagbes P20 CUR, P20 DS, M20 CUR e
M20 DS
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Fonte: Elaboragéo propria

6.6.8 Calorimetria exploratoria diferencial

As curvas termoanaliticas das amostras sao apresentadas na Figura 23, e 0s

eventos térmicos sdo indicados com setas. O evento térmico em 173,28°C
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corresponde ao ponto de fusdo da CUR (WANG, MA, & TU, 2015). O evento térmico
na faixa de 159,13 — 163,88°C sugere um estagio de Tg para CUR. O ponto de
fusdo para P407 em 55,91° C corresponde ao descrito na literatura (KWEON et al.,
2002). O HPMC K4M é um composto amorfo e o evento térmico na faixa de 30-70°C
corresponde a perda de dgua (CONTE et.al 1988).

Para as amostras de hidrogel termorresponsivo nenhum evento térmico de
fusdo para CUR pode ser observado nas formulacdes. A auséncia de picos de fuséo
da CUR pode estar relacionada com a mudanca do estado solido da CUR, indicando
uma reducao da cristalinidade. A nao formag&o de novos picos de fusdo nas curvas
termoanaliticas das amostras de hidrogel termorresponsivo, indica que ndo houve a
formacdo de um novo composto quimico referente ao processo de preparacdo do

hidrogel termorresponsivo contendo CUR.

Figura 23 - Curvas termoanaliticas das amostras de hidrogel termorresponsivo contendo CUR (P20
CUR, P20 DS, M20 CUR e M20 DS), HPMC K4M, Qt, P407 e CUR
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Fonte: Elaboragéo propria

6.6.9 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier

Por meio dos espectros de infravermelho apresentados na Figura 24, é
possivel identificar os estiramentos caracteristicos para a CUR. O estiramento
referente a C=0 na regido de 1510 cm’ a 1500 cm™. O estiramento referente a
conversdo ceto — enol pode ser observado na regido entre 1562-1420 cm™. O
estiramento referente ao anel benzeno pode ser identificado em 1600 cm™. O
estiramento referente C=C do composto aromatico pode ser identificado em 1380 e
1000 cm™. Na regisio de 1270 cm™ é possivel identificar estiramentos da banda de
C-O-C. O estiramento em 3510 e 3500 cm* é referente a presenca da OH do grupo
fenol. Este resultado para FTIR da CUR estd em acordo com os resultados descritos
por Darandale & Vavia (2012); Gangwar et al. (2012) e Li J.et al (2015).

Os mesmos estiramentos referentes a CUR podem ser observados nas
amostras dos hidrogéis termorresponsivos contendo CUR. Estes resultados mostram

gue ndo hé interacdo quimica entre a CUR e os carreadores.
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Figura 24 — Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier das amostras de hidrogel
termorresponsivo contendo CUR (P20 CUR, P20 DS, M20 CUR e M20 DS), HPMC K4M, Qt, P407 e
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Fonte: Elaboragéo propria

6.6.10 Temperatura critica de micelizacéo

As curvas termoanaliticas da temperatura de micelizacdo das amostras sao
apresentadas na Figura 25. A formacdo de micelas ndo é uma questdo de simples
separacdo de fases, experimentalmente, esta regido € determinada pelo plote de
medidas de algumas propriedades fisicas e espectroscopicas que mudam
bruscamente com a formacéo das micelas em fung¢éao da concentragéo do tensoativo
ou da temperatura da solucdo (MANSUR; GONZALEZ; LUCAS, 1999). Estas
propriedades fisicas compreendem: tensdo superficial, densidade, condutividade
especifica, pressdo osmotica e detergéncia (MANSUR; GONZALEZ; LUCAS, 1999).
Termodinamicamente, a mudanca abrupta na solubilidade dos polimeros em

resposta a mudancga de temperatura € regulada pela energia livre do sistema (AG),
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ou energia livre de Gibbs (SCHILD, 1992). Uma mudanca na temperatura resulta em
energia livre negativa no sistema, o que desfavorece a associacdo polimero-agua
permitindo interacBes entre as cadeias do polimero. Na interrelacdo termodinamica
(AG = AH — TAS), a energia livre negativa de associacado (AG) é atribuida a maior
entropia do sistema em relacéo a variagéo de entalpia (TAS > AH) (RUEL-GARIEPY;
LEROUX, 2004).

Nossa investigacdo na temperatura Tsol-gel com técnicas visual e reoldgica,
evidenciou macroscopicamente o crescimento da interacdo entre as micelas do
P407 induzida pela temperatura. A analise térmica do DSC (Figura 25) foi realizada
para obter informacdes mais consistentes sobre as propriedades de micelizagdo do
P407 (P20) da mistura do P407 com HPMC K4M e Qt (M20) na presenca ou
auséncia da CUR livre (P20 CUR e M20 CUR) e CUR DS (P20 DS e M20 DS).

A formulagdo P20, hidrogel sem CUR, a curva DSC mostra eventos
endotérmicos em 15°C e uma banda mais larga na faixa de temperatura entre 22 e
38°C, o primeiro corresponde a formacdo das micelas do P407 (Tm), o segundo
representa o rearranjo das micelas correspondente ao aumento da viscosidade
(Tabela 14) que ocorre a partir de 25°C até 37°C, chamado temperatura de
gelificacdo. Para a formulacdo com CUR livre (P20 CUR) o evento endotérmico
marcante ocorre na Tm entre 12 e 22°C. Entretanto, a regido da temperatura de
gelificacdo ndo pode ser identificada por ser muito menor que o pico de micelizacao.
A reducdo da area de pico da temperatura de gelificacdo esta relacionada com a
viscosidade da formulagédo P20 na presenca de CUR (Tabela 14). Para a formulagéo
de P407 contendo CUR DS (P20 DS), o evento endotérmico relacionado a Tm
ocorre na faixa entre 8 e 22°C, ja o evento da temperatura de gelificacdo aparece
entre 22 e 32°C. A variacdo no ponto de Tm e temperatura de gelificacdo de P20
CUR e P20 DS pode ter ocorrido devido ao rearranjo micelar causado pela presenca
de CUR nas formulagoes.

Para a amostra contendo a mistura de P407 com HPMC K4M e Qt (M20), a
Tm pode ser observada no evento endotérmico que ocorre entre 12 e 20°C e a
temperatura de gelificacdo entre 25 e 30°C. A comparacéo entre P20 e M20 mostra
que o rearranjo micelar induzido pela temperatura € influenciado pela presenca do
HPMC K4M e Qt. A presenca de CUR na formulagdo M20 (M20 CUR) nao influencia

na Tm do hidrogel. No entanto, ha uma separacao nitida entre a Tm e temperatura
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de gelificacdo, o que nao ocorre para M20. Na presenca da DS (M20 DS) a
temperatura de gelificagdo ocorre imediatamente ap6s a micelizacéo.

A analise desses resultados evidenciam os achados na técnica visual (Tabela
8, Capitulo Ill, pagina 79) e reoldgica (Tabela 14).

Como mencionado anteriormente a energia livre negativa de interacao (AG) é
atribuida & maior entropia do sistema em relacédo a variagao de entalpia (TAS > AH),
entdo a energia de micelizacdo € negativa (Figura 25), assim micelas
termodinamicamente estaveis espontaneamente conforme Zeng et al. (2014).
Segundo Alexandridis e Hatton (1995), a energia livre de micelizacdo é uma funcao
do bloco polioxipropileno (PPO) do copolimero P407. Estes efeitos podem ser
devido a capacidade deste copolimero em romper a estrutura aquosa e entao

modular as capsulas de agua ao redor do bloco PPO.

Figura 25 — Curva termoanalitica da temperatura critica de micelizagdo das amostras P20, M20, P20
CUR, M20 CUR, P20 DS e M20 DS.
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Fonte:Elaboracgéo Propria

6.6.11 Atividade antioxidante

Os pigmentos curcumindides (curcumina, bisdesmetoxicurcumina e
desmetoxicurcumina) podem apresentar capacidade antioxidante maior ou igual a
alguns compostos sintéticos (CHATTERJEE, S., PADWAL-DESAI, S.R., THOMAS,

1999). A presenca do grupamento fendlico, g - dicetona, bem como os grupos
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metoxi contribui para a atividade antioxidante da CUR. Alguns autores tém
demonstrado que as propriedades de eliminacdo de radicais resultam principalmente
da acéo do grupamento fendlico (ESATBEYOGLU et al., 2012).

A atividade antioxidante dos hidrogéis termorresponsivos, com ou sem CUR,
sdo apresentados na Figura 26. A capacidade antioxidante dos hidrogéis contendo
DS e CUR livre (P20 DS, P20 CUR, M20 DS e M20 CUR), aumentou
significativamente quando comparado aos hidrogéis ndo contendo CUR (P20 e
M20). O hidrogel termorresponsivo M20 apresentou atividade antioxidante a partir de
30 min do inicio do teste e menor atividade antioxidante compara a formulagédo P20.
Esse resultado permite afirmar que a Qt e HPMC K4M adicionados ao P407 néo
potencializa a acdo antioxidante do hidrogel. Com excecao de M20 CUR (76,5%), as
demais formulacées contendo CUR livre ou DS (M20 DS, P20 CUR e P20 DS),
apresentaram percentual de atividade antioxidante acima de 80% ao final de 60 min.
A analise dos resultados indica a potencial utilizagdo do hidrogel termorresponsivo
contendo CUR como agente antioxidante no tratamento de varias doencas que sao

resultados do estresse oxidativo.

Figura 26 — Atividade antioxidante das amostras de hidrogel termorresponsivo

100 -
90 -
g 80 -
;E 70 - ——M20
U
£ 50 ——M20 DS
L]
3 40 —=P20
A ;
S —4=P20 CUR
20 —8-P20 DS
10 - }-/”f”’/{
0 - = : : ‘ ‘
0 15 30 45 60
Tempo (min)

Fonte:Elaboracgéo Propria



121

6.6.12 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Os resultados da atividade antimicrobiana apresentados na Tabela 18 indicam
uma efetividade das amostras (1D, 2D, 3D, 4D, 5D, 6D) para bactérias gram positiva
(S. aureus) quanto gram negativas (E. coli e P. aeuroginosa).

Na literatura estudada foi observado que os autores discordam sobre a
relacdo da atividade antimicrobiana da CUR. Apisariyakul et al. (1995) e Péret-
Almeida (2008) ndo observaram acdo antifungica e antimicrobiana em seus
trabalhos. J& Basniwal e colaboradores (2011) observaram a atividade
antimicrobiana da CUR. Os autores demonstraram que a CUR (150 pug.mL™ para S.
aureus, 300 pg.mL™ para E. coli e 250 pg.mL™ para P. aeruginosa, em meio DMSO)
causou a lise celular pela quebra da cadeia de peptideoglicanos da membrana
plasmatica e das estruturas das organelas do citoplasma, essa observacdo foi
realizada por microscopia eletrbnica de transmitancia, onde foi possivel avaliar o
mecanismo de acdo da CUR em relacdo ao S. aureus.

O estudo antibacteriano sobre extrato aquoso do rizoma de Curcuma longa
demonstrou valor de CIM na faixa de 4 a 16 g.L™* contra S. aureus e E. coli (ZANDI,
2014). Em nosso estudo assim como Zandi (2014), o experimento foi realizado
utilizando solugéo aquosa de CUR, onde o resultado de CIM foi de 0,1 g.mL*(dados
nao demonstrados). Porém, quando em solucdo polimérica P20 ou M20 a CUR
apresentou atividade antimicrobiana na faixa de concentracdo entre 222 — 379

ng.mL™. Nosso trabalho, entdo, corrobora com descri¢do da literatura.
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Tabela 18 - Ensaios de atividade antimicrobiana, amostras contra 0os microrganismos Escherichia coli,
Pseudomonas aeuroginosa e Staphylococus aureus.

Amostra Descrigao E. coli P. aeuroginosa S aureus
1 M20 DS - - -
1D M20 DS + TSB - + +
2 M20 - - -
2D M20 + TSB - + +
3 M20 CUR - - -
3D M20 CUR + TSB - + +
4 P20 DS + - -
4D P20 DS + TSB - + +
5 P20 CUR + - -
5D P20 CUR + TSB - + +
6 P20 - - -
6D P20 + TSB - + +

TSB — Caldo Triptico de Soja, (+) indica crescimento microbiano positivo (-) indica crescimento
microbiano negativo

Fonte:Elaboracgéo Propria
6.7 Concluséao

O pH das formulactes favoreceu a estabilidade da CUR e é compativel para
uso vaginal. Os resultados mostraram que as formulacfes foram adequadas para
garantir o teor de CUR e 0 uso na cavidade vaginal.

A viscosidade e as propriedades mecénicas dos hidrogéis sem CUR (Capitulo
[l) foram comparados com as mesmas formulagcdes (Capitulo 1V), Desta
comparacao foi possivel concluir que lotes diferentes de P407, adquiridos do mesmo
fornecedor (Sigma Aldrich) apresentaram comportamento estrutural e mecanico
diferente.

Os resultados de viscosidade sugerem que a CUR nas DS é mais adequada
para preparacao de hidrogéis termorresponsivos com P407, Qt e HPMC K4M (M20
DS).

Com erosao, in vitro, na faixa de 51% (P20 DS e M20 DS) apés 180 min, 0s
hidrogéis termorresponsivos com CUR-DS podem permanecer por mais tempo
aderidos a mucosa vaginal.

Nas formula¢cdes com P407/Qt/HPMC K4M (M20) a presenca de CUR nas DS

(M20 DS) néo interferiu na resisténcia mecénica dos hidrogeéis termorresponsivos.
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Em valores nominais, a formulacdo M20 DS foi mais adequada para veiculagcédo da
CUR em hidrogéis termorresponsivos para administracao vaginal.

Nas formula¢cdes com P407/HPMC K4M/Qt (M20) a CUR aumentou a forca de
mucoadesdo dos hidrogéis termorresponsivos. Em valores nominais a formulacao
M20 na presengca de CUR (CUR livre, MF e DS) apresentou maior forga de
mucoadeséao.

As formulagbes com CUR (P20 CUR, P20 MF, P20 DS e M20 DS)
apresentaram comportamento de fluxo nao-newtoniano e pseudoplastico. A
presenca de uma regido de histerese sugere que todas as formulacdes
apresentaram comportamento tixotrépico

A liberacdo de CUR das formula¢gdes P20 CUR, P20 DS e M20 DS aconteceu
de forma controlada no intervalo de tempo de 180 min. O perfil de
liberacdo/dissolugcéo da formulacdo M20 DS pode favorecer uma acao terapéutica
mais efetiva da CUR nos primeiros 180 min. e sugere a manutencdo da acao
terapéutica a partir desse tempo, uma vez que o percentual liberado foi de 52% e a
curva mostra caracteristica ascendente.

As curvas de DSC mostraram que houve a permanéncia da CUR no estado
amorfo quando incorporado ao hidrogel termorresponsivo na forma de DS. A CUR
incorporada no estado livre ao hidrogel termorresponsivo passou do estado cristalino
para o estado amorfo, ndo sendo possivel observar o pico de fusdo da CUR nas
curvas termoanaliticas de DSC.

Os espectros obtidos por FTIR mostraram que o0s estiramentos dos
grupamentos quimicos da CUR permaneceram quimicamente estaveis nos hidrogéis
termorresponsivos.

A analise térmica de DSC permitiu concluir que presenca de CUR na
formulacdo M20 (M20 CUR) néao influencia na Tm do hidrogel. J4 a formulagdo P20
na presenca de CUR, ocorreu reducdo na area do pico de temperatura de
gelificacéo, que esta relacionada com a viscosidade da formulagéo.

A andlise dos resultados da atividade antioxidante indica a potencial utilizacdo
do hidrogel termorresponsivo contendo CUR como agente antioxidante no

tratamento de varias doencas que sao resultados do estresse oxidativo. %.
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A atividade antimicrobiana da CUR quando nos hidrogéis termorresponsivos
mostrou ser mais efetivo quando comparado a concentracdo inibitéria minima da

CUR em meio aquoso.
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e Tanto a técnica de coprecipitacdo como fusdo, para a obtencdo das DS,
aumentaram a solubilidade da CUR em agua. O melhor resultado foi
encontrado para a técnica de coprecipitacdo, CUR: P407 1:2 m/m.

e A formulacdo (M20) de hidrogéis composta de P407/Qt/HPMC K4M
(20/0,3/0,03g) é uma alternativa viavel para a veiculacao de curcumina.

e Com base no conjunto dos resultados a formulacdo M20 DS relune
propriedades quimicas, fisicas e mecanicas adequadas para veiculacéo

da curcumina e administracdo vaginal.
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