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RESUMO

MUNIZ, V.M. Desenvolvimento de microparticula contendo clorexidina e timol.
2018. 137 f. Dissertacdo (mestrado). Universidade Federal de Pernambuco, Recife,
2018.

Clorexidina (CLX) e timol apresentam elevada atividade antimicrobiana. Sua utilizacdo é
recorrente no tratamento de patologias bucais, pela capacidade em destruir biofilmes
microbianos. A utilizacdo conjunta desses insumos, visando sinergismo de agdo €
interessante, posto a crescente resisténcia microbiana. O aumento da estabilidade e liberacédo
prolongada de farmacos, usando sistemas de liberacdo modificada, a exemplo de
microparticulas (MP), também auxiliam neste contexto. Assim, objetivou-se desenvolver uma
metodologia de obtencdo de microparticulas contendo clorexidina e timol. As MP foram
produzidas a partir de um planejamento fatorial 32, utilizando diferentes excipientes e
secagem por liofilizacdo. Métodos de quantificacdo e extragdo dos ativos foram
desenvolvidos utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia, com detector de arranjo de
diodos, posteriormente validados segundo a RDC 166/2017. A calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) foi realizada preparando-se misturas binarias de clorexidina, timol e
excipientes utilizados na MP, a fim de investigar possiveis interacGes fisicas. Estatisticamente
foi observado que uma maior proporcdo de lauril sulfato de sddio e hidroxipropilmetilcelulose
aumentam a eficiéncia de encapsulacdo. As curvas DSC apresentaram comportamentos
térmicos caracteristicos de substancia amorfa para CLX e cristalina para o timol. A atividade
antimicrobiana, concentracdo inibitéria minima (CIM) e bactericida minima (CBM) in vitro
foram investigadas utilizando a técnica de microdiluicdo em pogos com Streptococcus
mutans, Staphylococcus aureus e Candida albicans. A microparticula apresentou CIM de 4,8
+75,4,2+6,56¢e4,2 + 6,56 ug mL?, da associacdo de CLX + TIMOL na MP, CBM de 6,0
+ 9,38, 6,0 + 9,38 pug mL™ respectivamente para S .mutans e S. aureus e CFM de 4,2 + 6,56

ug mL? para C. albicans.

Palavras-chave: Clorexidina. Timol. Insumo Farmacéutico.



ABSTRACT

MUNIZ, V.M. Development of microparticles containing chlorhexidine and
thymol. 2018. 137f. Dissertation (master's degree). Federal University of Pernambuco,
Recife, 2018.

Chlorhexidine CLX) and thymol present high antimicrobial activity. Normally, they are used
in the treatment of oral pathologies, by the ability to destroy microbial biofilms. The joint of
these inputs, aiming for synergism effect is interesting, given the growing microbial
resistance. Increased stability and sustained release of drugs using modified release systems,
such as microparticles (MP), also assist in this context. Thus, the objective was to obtain a
methodology for obtaining microparticles containing chlorhexidine and thymol. The MPs
were produced from a 32 factorial design using different excipients and freeze drying.
Methods of quantification and extraction of the assets were developed using high performance
liquid chromatography, with diode array detector, later validated according to RDC 166/2017.
Differential exploratory calorimetry (DSC) was performed by preparing binary mixtures of
chlorhexidine, thymol and excipients used in the MP, in order to investigate possible physical
interactions. Statistically it was observed that a higher proportion of sodium lauryl sulfate and
hydroxypropylmethylcellulose increase the encapsulation efficiency. The DSC curves
presented thermal behavior characteristic of amorphous substance for CLX and crystalline for
thymol. The minimum antimicrobial activity, minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimal bactericidal activity (MBC) in vitro were investigated using the microdilution
technique in wells with Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus and Candida albicans.
The microparticle presented MICs of 4.8 + 7.5, 42 + 6.56 and 4.2 + 6.56 ug mL™, the
association of CLX + TIMOL in MP, CBM of 6.0 + 9 , 38, 6.0 + 9.38 ug mL™ respectively
for S.mutans and S. aureus, and CFM of 4.2 + 6.56 pg mL™ for C. albicans.

Keywords: Chlorhexidine. Thymol. Pharmaceutical Raw Material.
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1 INTRODUCAO

A clorexidina (CLX) é uma substancia que possui uma acentuada atividade
antimicrobiana contra diversos microrganismos, € bastante utilizada em ambientes
hospitalares e consultorios odontoldgicos, por sua acdo antisséptica de alto espectro (DE
MOURA et al., 2012). O timol (T) é um terpeno encontrado de forma branda em diversas
espécies de plantas. Assim como a clorexidina, ele também é explorado pela sua grande
atividade contra bactérias e fungos, além de outras atividades relatadas na literatura (DE
OLIVEIRA et al.,, 2017). Muitos patogenos bacterianos podem ainda sobreviver e
desenvolver resisténcia quando expostos a um unico fator antimicrobiano, entdo para tentar
driblar esta situacdo, a aplicacdo de mais de um agente antimicrobiano pode ser uma
alternativa, visto que diferentes agentes podem atuar por mecanismos diferentes no mesmo

alvo e aumentar a intensidade de danos aos microrganismos (DOS REIS et al., 2011).

O avanco cientifico estd sempre focado no desenvolvimento de solugfes inovadoras. A
tecnologia de sistemas de liberacdo controlada de farmacos vem sendo explorada ha mais de
30 anos, o0 numero de pesquisas relacionadas a este sistema vem aumentando cada vez mais.
A microencapsulagdo € uma alternativa muito utilizada nas &reas farmacéutica, médica,
agricola e na industria de alimentos. E uma tecnologia que aumenta a vida Gtil da substancia
de interesse, pelo aumento da sua estabilidade, e protegendo-a dos efeitos do meio, além de
poder promover uma liberacdo controlada dos ativos em ambientes especificos, mascarar
sabores ou odores, entre outras vantagens (MATTE; DA ROSA, 2013). Esta técnica envolve
0 empacotamento de substancias ativas, sejam elas solidas, liquidas ou gasosas com finos

revestimentos poliméricos, formando pequenas particulas (DA SILVA et al., 2014).

As microparticulas podem ser microcapsulas, onde a substancia estd envolta pelo
agente encapsulante; ou como microesferas, em que a substancia ativa encontra-se dispersa
em toda a matriz. As técnicas utilizadas também vém crescendo a medida que novos agentes
encapsulantes vao comecando a ser explorados, e também pela necessidade, pois existem
particularidades em relacdo a certas substancias ativas (MARTINS, 2012). A liofilizacéo é
uma das técnicas mais utilizadas, mostrando-se eficiente para diversos tipos de substancias,
pois é capaz de proteger a estrutura do material e manter a sua atividade. O processo acontece

utilizando-se baixas temperatura e umidade, tornando possivel a secagem de preparacoes
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contendo substancias volateis e diminuindo as chances de degradacdo quimica (DA ROSA et
al., 2013).

O desenvolvimento de uma microparticula contendo clorexidina e timol, em
associagéo, visa uma preparacdo com um maior potencial de atividade antimicrobiana. O uso
de substancias com diferentes mecanismos, mas de mesma finalidade, traz a possibilidade de
sinergismo da acdo antimicrobiana. Esta atividade sinérgica, associada a utilizacdo de
sistemas de liberacdo controlada, potencializa ainda mais a acdo dos insumos farmacéuticos
ativos (IFA). Além disso, estas alternativas também possibilitam a diminuicdo de efeitos
indesejados dos ativos. Trata-se, entdo, de uma nova alternativa, por exemplo, para

profissionais da area de odontologia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Desenvolver um processo de obtencdo de microparticulas contendo clorexidina e

timol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar microparticulas contendo timol e clorexidina pela técnica de liofilizacéo,
com auxilio de um planejamento fatorial 32;

e Desenvolver um método simultaneo de identificacdo e quantificacdo dos ativos da
microparticula pela técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

e Validar o método de extracdo e quantificacdo dos ativos na microparticula;

e Caracterizar as propriedades térmicas e avaliar o comportamento e a
compatibilidade da mistura fisica dos componentes da formulacdo por meio da
técnica de Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC);

e Auvaliar as concentragdes inibitorias minimas (CIM) pela técnica de microdiluicdo
em caldo e, posteriormente, investigar as concentracdes bactericidas e fungicida
minimas (CBM e CFM).
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 CLOREXIDINA

A clorexidina € uma substancia quimica muito utilizada por sua atividade antisséptica
de alto espectro, como exemplo, em consultérios odontoldgicos. Ela causa um desequilibrio
osmatico nas bactérias, por ligacdo dos seus grupos catiénicos a grupos aniénicos presentes
na parede celular bacteriana, causando um aumento da permeabilidade celular e consequente
morte da bactéria (DE MOURA et al, 2012). Ela foi descoberta na década de 40, quando
estavam fazendo uma ampla pesquisa sobre agentes ativos contra a malaria. Somente foi
introduzida no mercado em 1954 como antisséptico para ferimentos na pele. A sua acdo é
possivel pela sua natureza dicatidnica, onde uma extremidade fica ligada a cavidade bucal e a
outra tem a acdo junto dos microrganismos (ZANATTA; ROSING, 2007).

A clorexidina (Figura 1) é uma bisbiguanida (1,1-bis hexametileno (5-p-
Clorofenilbiguanida) di-D-Gluconato) e sua estrutura quimica consiste em uma cadeia de
hexametileno hidrofébico, que se liga a dois grupos catiénicos de clorofenilbiguanida. A
férmula molecular da clorexidina é C22H30Ci2N1o (peso molecular, 505 g/mol), mas ela €
utilizada na forma de sal depois da reacdo com duas moléculas: acido acético ou acido
glucdnico, formando acetato e digluconato de clorexidina (CARRIJO-CARVALHO, 2016). O
digluconato de clorexidina é efetivo contra bactérias gram-positivas, gram-negativas,
anaerdbias facultativas, aerobias e leveduras (KIM et al., 2015).

Figura 1 - Formula estrutural da molécula clorexidina (C22H30Ci2N1o).

HI‘IH
,_‘\_': - H"H-’ '-.H"\-\._.-"-I-H"\-\._.-'"H Hx-'"-:_":‘-\.-'H o
HL H "\-1 i j
Hy ="~y H H HHNE S
| H

Fonte: pubchem.ncbi.nlm.nih.gov
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A principal forma de apresentacdo da clorexidina € a liquida, em que o0s pacientes
fazem o bochecho, mas em alguns casos, também é utilizada na forma de gel por profissionais
dentistas (SOUZA, 2013). E uma substincia que combate o aumento de placa bacteriana,
também conhecida como biofilme bacteriano, e possiveis alteracfes na microbiota bucal, por
isso é muito utilizada em pacientes com dificuldades de higienizacdo, como o caso de
usuarios de aparelhos ortodonticos. Eficaz na supressdao ou eliminagdo, por exemplo, de
Streptococcus mutans, também €& um antimicrobiano usado apés cirurgias bucais ou
periodontais, para evitar infeccbes (HERRERA et al., 2007). A clorexidina é estavel, ndo é
toxica aos tecidos e € pouco absorvida pela pele e mucosas (ZANATTA; ROSING, 2007).
Apesar de ser bastante utilizada, uma das suas desvantagens € a possibilidade de manchar os
dentes, um fator negativo principalmente por causa da estética bucal do paciente. Outra
desvantagem é a possibilidade de alteracbes do paladar (LACHENMEIER, 2017). Também
apresenta um sabor desagradavel, descama a mucosa e pode causar reacfes alérgicas (KLUK
et al, 2016).

Ainda em relacdo a area de odontologia, utiliza-se este insumo como enxaguatorio
bucal para pacientes entubados, prevenindo infecgbes, como pneumonia, causada pela
entubacdo. Em pacientes conscientes, a concentracao comercial de clorexidina é de 0,12% na
preparacdo, ja para pacientes inconscientes, a concentracdo sobe para 0,2% (KAMPF, 2016).
Outra caracteristica é a presenca de substantividade, ou seja, ap6s o bochecho, ainda
permanece cerca de 30% da clorexidina na boca, adsorvida em glicoproteinas salivares (que
sdo compostos anidnicos) em radicais do biofilme, na pelicula bucal. Também em
macromoléculas, que estdo presentes na mucosa oral e na superficie do esmalte dental, sendo
liberada de forma lenta num periodo de 12 horas. Entdo, tem uma acdo imediata, mas também
prolongada, e durante todo esse periodo ela é capaz de reduzir a quantidade de
microrganismos na cavidade oral (ZANATTA; ROSING, 2007; SOUZA, 2013).

Com a sua acdo bactericida e bacteriostatica, € capaz de evitar caries e doengas
periodontais. Em baixas concentracdes, tem um poder bacteriostatico, ja em altas tem uma
atividade bactericida. Como vai sendo liberada aos poucos, consegue manter 0 seu poder
bacteriostatico durante horas. O bochecho com solucdo de clorexidina ainda consegue
diminuir a intensidade, dor e desconforto de mucosites orais, frequente em pacientes em

quimioterapia por conta de leucemias agudas (KLUK et al., 2016).
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Além da area odontoldgica, a clorexidina também € utilizada na pele no intuito de
profilaxia pré-operatdria. Associada ao alcool em locais de puncdo de cateteres venosos
centrais, ela reduz a chance de infeccdo sanguinea (KAMPF, 2016). Cai et al. (2017)
realizaram uma revisdo bibliografica de trabalhos sobre pacientes que foram submetidos a
cirurgia de artroplastia articular total, cirurgia esta serve para reduzir dores e melhorar a vida
de pacientes que sofrem de artrose no joelho ou quadril. Foi feita uma comparacdo entre
pessoas que utilizaram ou ndo o pano com clorexidina na pele antes da cirurgia. A reviséo
mostra que existe uma reducéo significativa da chance de infeccdo nos pacientes que fizeram

uso do pano com o ativo no local da cirurgia.

Este IFA também € usado para assepsia de materiais de agua, como mostra Pinheiro et
al., (2012) em um trabalho que mostrou que a adicdo de 0,5% de clorexidina a unidade de
reservatorio de &gua ajudou significativamente no controle de contaminacdo microbiana em
um consultério odontologico. Assim, € um ativo que pode ser utilizado como desinfetante
hospitalar, odontoldgico e de cosméticos. Kampf (2016) nos traz a informacdo de que, em
alguns paises, ela também ¢ utilizada em sabdes liquidos (de 2 a 4%) para higienizacdo das
maos em ambientes cirdrgicos. Outras preparacdes com alcool e 0,5% da clorexidina também

sdo encontrados para desinfec¢do das méos.

3.2 TIMOL

Metabolitos secundarios sdo compostos bioativos extremamente comuns nas plantas,
como exemplo, temos os compostos fenolicos. Os fendis sdo substancias que podem ser
volateis ou ndo. Dentre os compostos ndo volateis temos os flavonoides, os acidos fendis, o0s
taninos. E em relacdo aos compostos volateis, podemos citar o timol. O timol (2-isopropil-5-
metilfenol), representado na Figura 2, € o principal monoterpeno encontrado nos 6leos
essenciais de espécies, como Thymbra spicata, Thymus vulgaris, Thymus ciliates, Monarda
fistulosa (Lamiaceae), Lippia sidoides (Verbenaceae), Nigella sativa (Ranunculaceae) e
Trachyspermum ammi (Apiaceae) (MARCHESE et al., 2016; JAFARI et al., 2017). O padréo

do timol é apresentado na forma de um sélido cristalino branco (ZHU et al., 2015).
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Figura 2 - Formula estrutural do timol.

H CH,
H3

Hs

Fonte: oleosessenciais.org

Este fenol possui multiplas atividades bioldgicas, algumas delas sdo a antibacteriana,
antifangica, anti-inflamatdria, anti-mutagénica, analgésica, anticonvulsivante, antiepiléptica,
anti-hemolitica, radioprotetora, hipocolesterolémica, imunossupressora, cicatrizante e
antioxidante (JAFARI et al., 2017; BELATO, 2018).

Uma das principais atividades do timol, presente em 06leos essenciais de diversas
plantas é a sua atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas, gram-negativas e
leveduras. O seu mecanismo compreende na ruptura da membrana citoplasméatica dos
microrganismos, aumentando a permeabilidade celular, causando extravasamento do material
celular e a desregulacdo da sua fungcdo (MICHALSKA-SIONKOWSKA; WALCZAK;
SIONKOWSKA, 2017; LI et al., 2017). E considerado um antimicrobiano de amplo espectro,
atuando sobre espécies de Streptococcus mutans, Lactobacillus plantarum, Candida spp,
virus e protozoarios. Outro efeito relatado € a inibicdo de biofilme de Staphilococcus aureus e

a prevencdo contra céries dentarias (BELATO et al., 2018).

Em um trabalho realizado por Belato et al. (2018), foi feito um teste com timol com
microrganismos para avaliar a sua atividade antimicrobiana, foi demonstrado um poder
significativo em diminuir culturas das espécies S. mutans, S. aureus e C. albicans. De oliveira
et al. (2017) estudaram o extrato da planta Thymus vulgaris, composto especialmente por
timol, o seu isbmero carvacrol e outros constituintes. E relatada a diminuic&o de biofilmes de
varios microrganismos, incluindo os citados no trabalho anterior, além de Enterococcus
faecalis e Pseudomonas aeruginosa. Tambeém de biofilmes polimicrobianos composto por C.
albicans com S. aureus, E. faecalis, S. mutans ou P. aeruginosa. Nikoli¢ et al. (2014) também

realizaram testes antimicrobianos com o6leos de trés espécies do género Thymus para
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tratamento de menores feridas, distarbios da cavidade oral, bem como a higiene bucal,

justificando o uso dos 6leos para tais fins.

A Lippia sodoides também é uma espécie que tem o timol como componente principal
de seus Oleos essenciais. E uma planta que possui uma atividade antimicrobiana ja
comprovada. Alguns de seus Oleos essenciais e extratos mostraram atividades biologicas
contra varios fungos, bactérias e outros organismos, tais como Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Corynebacterium xerose, Candida albicans,
Trichophytum rubrum e Trichophytum interdigitale (FERNANDES; CANDIDO; OLIVEIRA,
2012). Mostrou grande atividade anticariogénica, justamente por combater bactérias do
género Streptococcus e leveduras, como a C. albicans, que sdo causadoras de caries (DE
SIQUEIRA et al., 2011). Num trabalho realizado por Albuquerque et al. (2013), Lippia
sidoides inibiu a adesdo do agente Streptococcus mutans a parede do tubo de vidro até a
diluicdo de 1:16, seguido por S. sanguinis até 1.5, eles sdo microrganismos responsaveis por

grande parte da microbiota oral e mostrou atividade similar a atividade da clorexidina.

Oleos essenciais das familias citadas sdo largamente usados na industria de alimentos
como agentes aromatizantes e conservantes, gracas as suas atividades antimicrobianas e
antioxidantes. Além da industria de alimentos, o timol também é usado em formulacGes
comerciais pela sua acao repelente sobre os mosquitos. O uso do timol deve ser controlado,
visto a sua citotoxicidade moderada apresentada em estudos in vitro com células humanas e
animais, bem como in vivo em animais. Ele também demonstrou como principal componente
da Lippia gracilis, atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria in vivo em testes de edema
de pata, peritonite e nimero de contor¢des. Também em testes com a L. gracilis, encontrou-se
uma atividade cicatrizante, pelo teste com filmes curativos a base de coldgeno com 6leos
essenciais da planta, mostrando potencial de cura da ferida. Existem ainda pesquisas sobre
atividades de anestesia local e hipotensdo (MARCHESE, 2016).

O timol tem como desvantagens a baixa solubilidade em agua, além de ter sabor e
odor muito fortes. Levando isso em consideragdo, Nieddu et al. (2014) prepararam uma
inclusdo de timol em B-ciclodextrina. Os pesquisadores conseguiram, por meio desta incluséo,
mascarar as propriedades organolépticas do Oleo essencial, além de alcancarem um aumento
da sua solubilidade, absorcédo e um maior tempo para eliminagdo. A meia-vida permaneceu

longa, permitindo a possibilidade de um menor numero de administragdes diarias.
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3.3 SINERGISMO DE ACAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, o nUmero de bactérias resistentes
aos medicamentos vem crescendo cada vez mais no decorrer dos anos (OMS, 2014). Ate
infecgBes menores podem se tornar mortais. Pela diversidade de microrganismos e a possivel
resisténcia deles a certos medicamentos, encontramos o uso de antibacterianos variados para
poder contornar esta situacdo (SOKOLIK et al., 2017). Em relacdo aos biofilmes bacterianos
e a grande resisténcia deles aos antimicrobianos usuais, surgiu uma nova estratégia que € a
combinacdo de moléculas nem tdo usuais com antimicrobianos j& existentes. O objetivo desta

mistura é a potencializacdo dos efeitos antimicrobianos (ZACCHINO et al., 2017).

Algumas formulacdes de enxaguatorios bucais apresentam a mistura de alguns ativos,
como a clorexidina, timol, triclosan, tirotricina, entre outros. A clorexidina é a solucdo mais
utilizada e mais estudada na area de odontologia, visto que é um antimicrobiano
extremamente eficaz. No entanto, h4 também novos estudos relacionados a compostos
naturais, que mostram a capacidade que alguns deles tém de diminuir a quantidade de
microrganismos da cavidade oral. Destes compostos, estdo em destaque os 6leos essenciais,
como timol, mentol, eucaliptol e metilsalicilato. O uso dessas substancias mostra um bom

efeito no controle de biofilmes e prote¢éo contra microrganismos (KLUK, 2016).

Alguns produtos, como vernizes bucais, fazem uso da clorexidina e timol em
associacdo. Brailsford et al. (2003) fizeram um estudo com idosos, onde a pesquisa foi
realizada por meio de uma comparacdo entre dois grupos: o grupo que utilizou verniz de flior
em combinacdo com verniz de clorexidina-timol, o outro grupo que fez uso de verniz de flGor
com verniz placebo. A utilizacdo dessa associacdo no grupo teste, que utilizou também o
verniz de clorexidina-timol, mostrou que ndo houve uma evolucdo significativa das lesdes,

que sdo causadas por céries radiculares, durante o tempo de tratamento.

Baca et al. (2009) fizeram testes de um produto ja existente no mercado, cujos
principios ativos sdo clorexidina e timol. O produto consiste em um verniz bucal de aplicacéo
local, que protege raizes expostas, evitando o aparecimento de céries e outras doencgas. O
estudo foi feito com idosos para avaliar o progresso das lesGes de caries radiculares existentes,
bem como a incidéncia de novas. O produto foi usado como complemento de préaticas de
higiene bucal. O grupo de idosos que utilizou o produto apresentou uma significante melhora
das lesdes ja existentes e uma diminuicdo do aparecimento de novas lesdes, quando

comparado com o grupo placebo. Anand et al. (2012) também realizaram um trabalho
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testando o mesmo produto com pacientes que sofriam de periodontite. O produto também se
mostrou adequado no controle de infeccdo subgengival, ele foi utilizado de forma
complementar aos procedimentos do tratamento de periodontite.

3.4 BIOFILMES DE MICRORGANISMOS E PROBLEMAS ASSOCIADOS

Os microrganismos possuem VAarios mecanismos que tém por intuito viabilizar a sua
sobrevivéncia e crescimento, inclusive em condi¢cdes de estresse. Um exemplo desses
mecanismos € a formacéo de biofilmes em superficies vivas ou dispositivos médicos (proteses
dentarias, lentes de contato, valvulas, cateteres etc), onde habitam e crescem. Biofilmes séo
estruturas altamente organizadas, podendo ser formados por espécies de diferentes géneros.
Eles formam tapetes densos, que se ligam as superficies, onde os microrganismos ficam
incluidos em uma matriz de exopolissacarideos (EPS), EPS estes que sdo produzidos por eles
mesmos. Componentes como proteinas, DNA, ions e, principalmente, &gua também compde a
matriz. Esta matriz funciona como uma barreira contra farmacos e fornece uma estrutura
protetora para essas bactérias e fungos. Alguns microrganismos como, por exemplo, o
Staphylococcus aureus, sdo até 1000 vezes mais resistentes a antibidticos quando no biofilme,
comparado a sua forma planctonica (NIKOLIC et al., 2014; KUMAR et al, 2017).

Existem vérios beneficios para os microrganismos que estdo em uma populacdo no
biofilme: protecdo contra o meio, resisténcia ao estresse quimico e fisico, cooperacédo
metabdlica, entre outros. Este desempenha um papel de fonte persistente de infeccdes nos
hospedeiros, especialmente em pacientes com a imunidade comprometida (RAMAGE et al.,
2012). Os biofilmes também sdo caracterizados por possuir uma grande resisténcia a
antimicrobianos, explicado pelo fato da existéncia de células persistentes, protegidas pelo
EPS, que ndo sdo susceptiveis a acdo dessas substancias e ao sistema imunoldgico. Assim,
quando a concentracdo dos antimicrobianos passa a diminuir, estas células passam a repovoar
o biofilme. A persisténcia dele pode causar doencas, como otite média, periodontite,
endocardite, entre outras (NIKOLIC et al., 2014).

A formagdo dos biofilmes esta demonstrada em cinco estagios na Figura 3. (1)
Ligacdo inicial das células microbianas na superficie bucal — reversivel. Esta ligagdo ocorre
por meio de apéndices, como flagelos e pili, e também por ligagdes quimicas, como forcas de
Van der Waals e interacdes eletrostaticas. (2) A matriz EPS é produzida, formando uma
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estrutura fortemente aderida. (3) A arquitetura inicial do biofilme é desenvolvida, com a
colonizagéo de células secundarias. Essas microcolnias passam a viver em comunidade, elas
trocam substratos, distribuem metabdlitos importantes e também excretam produtos
metabolicos finais, que sdo utilizados por microrganismos diferentes da mesma comunidade.
(4) O biofilme atinge a maturacao, as células passam a se comunicar umas com as outras por
sinais chamados de auto indutores - etapa irreversivel. S&o também formados espacos
chamados de vazios intersticiais, formados por agua, responsadvel pela circulagdo dos
nutrientes e remocdo de residuos. (5) Nesta etapa, as células do biofilme estdo em intensa
multiplicacdo, entdo passa a acontecer a dispersdo de algumas células, que mudam da forma
séssil para a forma movel, estresse mecénico também pode levar a isso. Durante o
destacamento das células, os microrganismos passam a produzir enzimas sacaroliticas, que
ajudam a liberar a superficie da matriz para uma nova area de colonizacdo (JAMAL et al.,
2018).

Figura 3 - Fases da formacéo de biofilme.
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Fonte: TREMBLAY; HATHROUBI; JACQUES, 2014 — adaptada.

O acumulo de biofilme nos dentes pode gerar a formacdo de céries, causada
especialmente pelo Streptococcus mutans, que apresenta uma forte adesdo ao dente. A

diminuicdo deste tipo de microrganismo na cavidade oral pode contribuir para um menor
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indice no surgimento desta doenca, que afeta cerca de 91% da populacdo adulta ocidental
(SZAFRANSKI; WINKEL; STIESCH, 2017). A formagdo da carie se da por conta do
metabolismo do microrganismo no esmalte do dente, onde acontece a desmineralizacdo do
esmalte e a degradacao da dentina. Este processo pode evoluir na perda total do dente, quando
a doenca ndo ¢ tratada (SOARES et al., 2012).

Os dentes possuem uma camada de glicoproteinas salivares, conhecida como pelicula
adquirida e que existe normalmente. No entanto, € por meio desta pelicula que acontece a
ligacdo do EPS e a formacédo do biofilme no dente. A pelicula possui uma forte aderéncia ao
dente, permanece ligada mesmo com o0s movimentos de mastigacdo e fluxo salivar
(BARBIERI, 2014). Em relacdo a protese dentéaria, os biofilmes podem colonizar facilmente.
A microbiota presente nas proteses removiveis € semelhante & microbiota encontrada nos
dentes. A resina acrilica gera uma carga positiva, fazendo com que as glicoproteinas salivares,
com carga negativa, tenham uma boa aderéncia, gerando uma estrutura parecida com a da
pelicula adquirida presente no dente. A partir disso, a colonizacdo dos microrganismos se
torna ideal, tornando a prdtese uma fonte de infeccdo. A superficie porosa e irregular
beneficia a incorporagéo do biofilme (BERGAMO et al., 2018).

A Candida albicans vive comensalmente na cavidade oral humana, é o fungo mais
presente no local. Porém pode trazer grandes maleficios, principalmente em pacientes
imunossuprimidos, com cancer, que passaram por processo de transplante ou que ficaram
hospitalizados durante um longo periodo. Na cavidade bucal, pode ser responsavel por
candidiase orofaringea, e também por outras doencas, como estomatite em pacientes que
utilizam protese. As infeccBes por C. albicans vém aumentado nos ultimos anos, além das
candidiases superficiais e sistémicas. Ela é capaz de formar um biofilme resistente as defesas
do hospedeiro e a certos antimicrobianos (NIKOLIC et al., 2014; BELATO et al., 2018).

Staphylococcus aureus esta ligado a casos de periodontite, biofilmes na gengiva e
infeccbes causadas pelo uso de implantes. Além das infecgdes causadas pelo S. aureus, em
especial no &mbito hospitalar, ele também é capaz de produzir toxinas e causar intoxicaces
alimentares (BELATO et al., 2018). Dentre os problemas mais graves estdo a osteomielite,
endocardite, pneumonia e septicemia. Os biofilmes de C. albicans e de S. aureus podem se
unir e formar um biofilme heterotipico. Os biofilmes de C. albicans também ajudam no
desenvolvimento de biofilmes de S. mutans, fazendo uma associa¢do direta e produzindo

caries (NIKOLIC et al., 2014). Existe uma necessidade atual de medicamentos e terapias
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capazes de superar a resisténcia adquirida pelos microrganismos, especialmente no tratamento

de doencas que envolvem a presenca dos biofilmes (BORGHI et al., 2015).

3.5 MICROENCAPSULACAO

O avanco cientifico traz sempre solucdes cada vez mais inovadoras, um exemplo disso
sdo os sistemas de liberacdo controlada. A incorporacdo de substancias incluidas a estes
sistemas vem sendo utilizada cada vez mais, devido as suas variadas vantagens. Como
adaptacdo ao perfil de liberacdo desejado e, dependendo da situacdo, também permite a
liberacdo do farmaco em locais especificos do organismo (MONTEIRO et al., 2015). O
principal objetivo deste tipo de sistema é prolongar o tempo de contato dos farmacos no local
de acdo ou absorcgdo, por causa da liberacdo mais lenta. Isto pode trazer como beneficio um
aumento da eficiéncia terapéutica, por meio da reducdo da dose e da frequéncia de
administracdo, quando comparado a farmacos tradicionais, como ilustra a Figura 4
(CARVALHO; CHORILLI; GREMIAO, 2014).

Figura 4 - llustracdo comparando a concentracdo do medicamento convencional (preto),
mostrando a concentracdo plasmatica em duas doses, com a concentracdo do medicamento de

liberacdo controlada (vermelho).
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Fonte: elaborada pela autora.
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A técnica de microencapsulacdo corresponde ao revestimento de particulas ou
goticulas, que permite a liberacdo do seu contetdo de forma controlada e/ou também sob
condicBes especificas (ETCHEPARE et al., 2015). Elas também podem ter a funcdo de
separar materiais reativos, diminuir a toxicidade de algum composto ativo, mascarar odor ou
sabor de certas substancias, reduzir a volatilidade de liquidos, estender o prazo de validade,
controlar a liberacdo do ativo, fazendo com que ele seja liberado de forma gradual e/ou com
afinidade por um local especifico do organismo. Além disso, sdo capazes de proteger a
substancia ativa contra agentes que podem diminuir a sua estabilidade, como umidade, luz e
calor (DE MENEZES et al., 2013; NIEDDU, 2014).

Existem metodologias para a preparacdo de microssistemas, que podem envolver
microparticulas, emulsées multiplas e microemulsdes. As microparticulas podem ainda ser de
dois tipos: microcépsulas ou microesferas (Figura 5), a depender de como esté o arranjo entre
farmaco e agente encapsulante (PIMENTEL et al., 2007). A sua forma diferencia dependendo
dos materiais e do método utilizados. A microcapsula é composta por duas partes: nucleo, que
é onde se encontra o ativo; e a parede, também chamada de membrana ou cépsula, que
envolve e protege o material do nucleo, formada pelo polimero encapsulante (MARTINS,
2012). As capsulas podem ser classificadas em macrocapsulas (> 5.000 pm), microcapsulas
(0,2 2 5.000 um) e nanocéapsulas (< 0,2 um). Elas podem ser mononucleares ou polinucleares,
dependendo se tém um ou mais nucleos da substéncia ativa, respectivamente. Ja as
microesferas sdo sistemas matriciais, em que o agente ativo esta disperso (homogéneo) e/ou

dissolvido (heterogéneo) numa rede de polimeros (DA SILVA et al., 2014).

Os mecanismos de liberacdo dos compostos ativos séo divididos em duas categorias:
mecanismos quimicos e mecanismos fisicos. O primeiro deles inclui degradacdo enzimatica,
formacdo ou quebra de ligacdes entre 0 composto e 0 ambiente externo ou a matriz. O
segundo aborda difusdo do ativo para 0 meio externo, dissolu¢do da matriz, pressao osmética
ou permuta idnica. Alguns fatores sdo responsaveis pela forma de liberagdo, tais como o
carater quimico do ativo e do material que o envolve e o tipo de rede polimérica que é
formada (ROGOBETE; DRAGOMIRESCU; BEDREAG, 2016). A utilizagdo de solvente,
mudanca de pH, temperatura e pressdao também sdo fatores que afetam a liberacdo.
Geralmente, faz-se uso de uma combinagéo de fatores. A difuséo, por exemplo, ocorre quando
a parede da microcépsula esta intacta e, assim, a velocidade de liberacdo do ativo é regulada
pelas propriedades quimicas do nucleo e do agente encapsulante, de acordo com o meio (DA
SILVA et al., 2014).
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Figura 5 - llustracdo dos tipos de microparticula.
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Fonte: MATTE, DA ROSA, 2013; PIMENTEL et al., 2007 - adaptado.

Uma das vantagens da microencapsulacao é a diminuicdo do uso de aditivos, no caso
de alimentos, e de muitos excipientes, no caso de medicamentos. Uma desvantagem que pode
ocorrer é a interacdo entre o nucleo e a membrana encapsulante. O tamanho da particula
contida no nucleo e o grau de viscosidade do agente encapsulante também podem interferir na
liberacdo do material do nacleo (MARTINS, 2012).

O material encapsulante geralmente é semipermeavel, esférico e envolto de uma
membrana resistente, que se desfaz com um estimulo especifico. Estes materiais séo
preparados para resistir as condicGes acidas do estbmago, por exemplo, e, assim, serem
absorvidos de forma intacta (DE MENEZES et al., 2013; DA SILVA et al., 2015). A escolha
correta do agente encapsulante determina a estabilidade e a eficiéncia da microencapsulacgéo,
e deve ser feita com base na aplicacdo final do produto. Nao pode reagir com o material do
nucleo, deve selar e manter o ativo dentro da capsula e proteger o nucleo de eventos externos
e esconder o sabor ou odor da substancia encapsulada. Somente deve romper quando chegar
ao ambiente desejado. Uma pratica comum &, se necessario, unir mais de um tipo de agente
para conseguir as caracteristicas desejadas (DA SILVA et al., 2014; FERNANDES;
CANDIDO; OLIVEIRA, 2012).

Diferentes polimeros podem ser utilizados, de modo que haja uma liberacéo
controlada do material nuclear (CANO-HIGUITA et al., 2015). Pode-se fazer a mistura de
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dois ou mais materiais sintéticos ou naturais. Alguns materiais encapsulantes sdo: amido,
celulose, maltodextrina (MD), ciclodextrinas, quitosana, alginato, lipidios (cera, parafina,
mono e diglicerideos), 6leos hidrogenados, gorduras, materiais inorganicos (sulfato de calcio
e silicatos), proteinas (gluten, caseina, gelatina e albumina), polivinilpirrolidona (PVP), a
hidroxipropilcelulose (HPC), hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), carboximetilcelulose de
sodio (NaCMC), entre outros (DA SILVA et al.,, 2014; CANO-HIGUITA et al., 2015;
MARASINI et al., 2013; FERNANDES; CANDIDO; OLIVEIRA, 2012; MATTE; DA
ROSA, 2013; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

A MD foi utilizada como agente encapsulante, sendo um polissacarideo altamente
soltivel em 4gua e de baixa viscosidade. E o principal material utilizado como parede na
microencapsulagdo, pelo seu baixo custo e alta eficiéncia. Pode ser utilizada de forma
individual ou em associagdo com outros agentes de mesma finalidade (MAHDAVI et al.,
2016; NEGRAO-MURAKAMI et al., 2016; TUPUNA et al., 2018). Possui sabor e aroma
neutros, que atua como uma protecdo efetiva em relacdo as propriedades organolépticas dos
ativos (BALLESTEROS et al., 2017).

O HPMC é um polimero derivado da celulose, extremamente explorado na produgédo
de produtos farmacéuticos e alimentos. E utilizado também como agente encapsulante, no
intuito de prolongar a liberacdo de substancias pela formacdo de um sistema matricial (RUIZ-
HENESTROSA et al., 2017; PHADTARE et al., 2014). E um material hidrofilico, inerte,
também bastante utilizado na preparacdo de formas farmacéuticas, como capsulas, por possuir
menos problemas de incompatibilidade entre excipientes (BARHAM; TEWES; MARIE,
2015). Alguns estudos demonstraram que o HPMC é muito usado para substancias soluveis
em agua. O seu mecanismo de liberacdo envolve a sua rapida hidratacdo, quando em contato
com a agua. Este agente é um éter de celulose, ndo ionico e, por ser uma substancia de baixo
custo, pode ser usado em formulagdes orais, tem boa aplicabilidade para varios farmacos e é
de simples fabricacdo (SAEIDIPOUR et al., 2017).

Muitos métodos tém sido propostos para a produgdo das microcapsulas (MARTINS,
2012). As técnicas usadas para a microencapsulacdo podem ser divididas em: métodos
quimicos, métodos fisicos e fisico-quimicos. Os métodos fisicos s&o: liofilizacdo
(sublimacéo), Spray drying (secagem em atomizacdo); Spray chiling (nebulizagéo em corrente
ar frio) e Spray cooling; os quimicos: inclusdo molecular e polimerizagdo interfacial; e os

fisico-quimicos: coacervacdo e separacdo de fase organica em formacdo de lipossomas
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(MATTE; DA ROSA, 2013). Dependendo das caracteristicas da substancia do nicleo a ser
encapsulado, a técnica escolhida pode diferir (MARTINS, 2012).

A liofilizagdo é uma técnica de secagem usada desde 1906, mas que era utilizada
apenas em laboratério até a segunda guerra mundial. Nesta época, ela foi necessaria para
preservar o plasma de soldados quando a demanda se tornou maior. Hoje em dia, ela é
utilizada por industrias farmacéuticas e de alimentos para preservar materiais na forma seca.
Ela é extremamente utilizada para impedir que rea¢bes quimicas afetem os produtos, o que
aconteceria na presenca de agua ou umidade, aumentando a estabilidade do produto
(MORAIS et al., 2016).

Esta técnica tem como principio o fenémeno fisico da sublimacdo do solvente sob
VACUO, que antes passa por um processo de congelamento. E uma forma eficaz para secar

materiais sem prejudicar a estrutura do material (ANNIE et al., 2016).

Preparaces que necessitam de muita agua podem ter grandes desvantagens, como a
reducdo da estabilidade do produto final, maior chance de contaminacdo por agentes
microbianos, hidrdlise de certas substancias. Tudo isso promove uma diminuicdo do efeito
terapéutico no final da preparacdo, mas a liofilizacdo € uma técnica que supera estas
desvantagens, que estdo presentes em outras técnicas de secagem. Na liofilizacdo é necessaria
uma menor quantidade de solvente, que na maioria das vezes é a dgua, ainda mais porque o
uso de solventes organicos traz um grau de toxicidade para os produtos. Outra vantagem da
liofilizacdo € a temperatura utilizada no processo, sempre muito baixa. Isto permite que
substancias volateis sejam liofilizadas com uma menor volatilizacdo do seu conteudo e perda
minima no processo. Uma desvantagem € que, a depender do tipo de material, a secagem
pode requerer muito tempo (MORAIS et al., 2016).

O equipamento consiste em uma camara de secagem, aquecedor, bomba de vacuo e
condensador. A camara de secagem é um local fechado hermeticamente, onde ficam as
amostras, 0 agquecedor fornece o calor necessario para estas amostras, a bomba de vacuo
fornece as baixas pressdes e o condensador impede que a agua que evapora chegue na bomba
de vacuo. O processo resulta em um material final com estrutura porosa, que pode ser

reconstituido facilmente com a adi¢do de agua (BANDO et al., 2017).

A técnica de liofilizacdo é dividida em trés etapas: congelamento, secagem primaria e

secagem secundaria. A primeira etapa consiste em congelar o material para que todos 0s
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componentes liquidos congelem e formem cristais de gelo. E uma etapa fundamental, pois
determina a formacgédo, o tamanho e a conexao entre 0s poros, que determinam a troca de
calor. A formacéo dos cristais de gelo também vai influenciar no aspecto e consisténcia do
produto final. Quando a estrutura dos cristais de gelo é pequena e descontinua, acontece uma
limitagdao da transferéncia do vapor d’agua para a camada seca. Um congelamento rapido ¢
interessante, porque permite uma distribuicdo uniforme dos cristais de gelo e uma maior
rapidez e eficiéncia de secagem (BOSS, 2004; MORAIS et al., 2016).

No segundo estagio, acontece a sublimacao dos cristais de gelo por aplicacdo de baixa
temperatura e pressdo. A pressdo sobre o material é constantemente reduzida e o calor €
aplicado lentamente, de forma a manter a capacidade de sublimacéo, para que o gelo se torne
vapor de agua (~90%). A temperatura fica em torno de -10°C e a pressdo em torno de 2
mmHg. A medida que o gelo sublima, vio sendo formados poros no interior do produto. O
vapor de dgua vai em direcdo a camara de secagem. A terceira fase é importante para retirar a
agua que ainda esta presente de forma ligada (10-35%), a temperatura fica entre -20 e -50°C,
com pressao ainda mantida baixa. Esta técnica remove a agua aplicando temperaturas e
pressdes abaixo do ponto triplo (T) (BOSS, 2004; MORAIS et al., 2016.).

A Figura 6 mostra as fases da liofilizacdo, expressando temperatura e pressao em cada
etapa, bem como as temperaturas do produto, da prateleira e do condensador.

Figura 6 - Fases da liofilizacdo
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Fonte: MORAIS et al., 2016 — adaptado.
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O ponto triplo é o ponto onde ha a coexisténcia da agua (Figura 7) nas 3 fases: sélida,
liquida e gasosa. A rigidez obtida no congelamento é importante para evitar colapsos do

produto durante o processamento (BOSS, 2004).

Figura 7 - Diagrama de fase da agua
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Fonte: osfundamentosdafisica.blogspot.

Os pontos (1) curva de fusdo, equilibrio entre fase solida e liquida. (2) curva de
vaporizacao, equilibrio entre os estados liquido e gasoso. (3) curva de sublimacéo, equilibrio
entre fases solida e gasosa. (T) ponto triplo, equilibrio entre as trés fases.

O tipo de secagem e o material usado como revestimento geralmente afetam a
capacidade de retencdo dos ativos no interior da matriz. Por isso, a selecdo do material de
revestimento e a técnica de secagem sdo de extrema importancia para maximizar a
incorporacdo e retencdo dos ativos dentro da matriz de encapsulamento (BALLESTEROS et
al., 2017).
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3.6 TESTES MICROBIOLOGICOS

Em preparacdes onde se utilizam agentes antimicrobianos, sdo necessarios ensaios
microbioldgicos, que mostram a capacidade antimicrobiana das substancias frente a
microrganismos. A técnica de microdilui¢do, que pode ser em caldo ou em &gar, é utilizada
para a investigacdo das concentracdes inibitérias (CIM), bactericidas (CBM) e fungicidas
minimas (CFM) das substancias em relagdo aos microrganismos. Estad técnica foi
desenvolvida por Ellof em 1998 e tem diversas vantagens, como: mais sensivel do que a
maioria das técnicas, precisam de uma pequena quantidade de amostra, pode ser usada para
um grande nimero de amostras e é barata. E considerada a técnica mais adequada para este
tipo de investigacdo (OSTROSKY et al., 2008).

Para a microdiluicdo em caldo, sdo utilizadas placas de 96 po¢os, com 12 colunas (1-
12) e 8 linhas (A-H). Devem ser determinados um controle positivo e um negativo, bem como
escolher concentracdes dos ativos de forma decrescente. A incubacdo acontece geralmente
numa temperatura de 37°C, durante o tempo que for necessario para cada microrganismo.
Corantes sdo utilizados para acusar 0 crescimento ou ndo dos microrganismos nos pogos
(SANTOS, 2012).

A resazurina, indicador de reacdo, € muito utilizada. Apds a adicdo deste indicador, 0s
pocos ficam com seu contetdo na cor résea, ou permanecem na cor purpura, que € a cor deste
indicador antes da reacdo. Quando o pogo apresenta uma solucdo de coloracdo résea, indica
gue houve a reducdo da resazurina em resarufina, que acontece na presenca de células vivas
(KUMAR etal. 2, 2017).

A reacdo esta apresentada na Figura 8. A menor concentracdo de um agente
antimicrobiano que impede a aparéncia de crescimento visivel de um microrganismo dentro
de um periodo de tempo definido e, em condicGes in vitro definidas, é conhecida como CIM
(PALOMBO, 2011).
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Figura 8 - Reacdo de reducdo da resazurina (pdrpura) em resarufina (roseo).
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Os microrganismos Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus sdo responsaveis
pelo desenvolvimento de diversas infeccbes, por isso possuem relevancia na area da saude e
pesquisa (FREIRE et al., 2014). O biofilme formado por C. albicans € de interesse clinico,
visto que sdo muito resistentes a acdo de antiflngicos existentes e as defesas do hospedeiro

(BELATO et al., 2018). Os trés, de interesse clinico, foram investigados neste trabalho.

3.7 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE/HPLC)

Dentro do controle de qualidade, algumas técnicas sdo utilizadas para auxiliar nas
etapas de pesquisa de medicamentos, como neste caso, na quantificacdo de ativos em uma
matriz. A cromatografia liquida de alta eficiéncia, em especial a cromatografia em fase
reversa, € uma técnica usada frequentemente na inddstria farmacéutica. E a principal técnica
de andlise nas etapas de desenvolvimento de medicamentos (GALEA; MANGELINGS;
HEYDEN, 2015). E com a crescente ado¢do de novas técnicas, instrumentacdo avancada,
variedade de colunas, ela mostra que continuard dominando o campo farmacéutico. Este é um
equipamento que nos permite uma aplicacdo simplificada, pela gama de instrumentacéo,
softwares modernos, aléem dos muitos métodos conhecidos. O CLAE esté inserido desde as
investigacOes iniciais até as etapas dos processos de liberacdo do produto final (MATTREY et
al., 2017).

A separacdo por CLAE é baseada nas diferentes afinidades das substancias quimicas
com o material da coluna e/ou da fase movel. Essas diferentes afinidades fazem com que os
componentes passem pela coluna com velocidades diferentes. A separacdo também depende

de alguns fatores, como a polaridade, pH, composicéo e fluxo da fase movel, tipo e natureza
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da fase estacionaria, temperatura e tipo de detector. O método vai compreender um conjunto

de caracteristicas que permitem a analise de substancias (SAHU, 2017).

A fase mdvel, também chamada de eluente, fica acondicionada em um recipiente e é
impulsionada por meio da pressdo empregada pela (s) bomba (s). O eluente passa pela véalvula
de injecdo da amostra, levando consigo o material injetado em direcdo a coluna
cromatografica (fase estacionaria), dando inicio a separacao. O que eflui da coluna passa pelo
detector, que acusa a presenca do analito. O sinal gerado serd captado pelo software do
computador, gerando o cromatograma, que traz como informagéo a intensidade do pico e 0
seu tempo de retencdo (LANCAS, 2009).

Os componentes basicos de um CLAE incluem: (1) recipientes que acondicionam 0s
solventes (fase movel), (2) um sistema de bombeamento de alta pressédo, (3) um injetor, que
pode ser manual ou automatico, (4) um suporte de coluna com um forno, para regular a
temperatura, (5) a coluna cromatogréfica, (6) um ou mais detectores e (7) a unidade de
processamento dos dados, como ilustrado na Figura 9. As bombas geram uma alta presséo na
fase movel, para que ela supere a resisténcia ao material da coluna cromatogréfica,
possibilitando a passagem. O fluxo varia de 0,1 a 10 mL min, dependendo da bomba. Os
sistemas de injecdo atuais sdo capazes de injetar entre 1 e 100 pL de amostra, mas o
recomendado € até 25 L, porque em alguns casos, acima disso pode afetar a forma do pico
cromatografico (MOLDOVEANU; DAVID., 2017).

A fase movel constitui um solvente ou uma mistura de solventes relativamente polares
(para colunas de fase reversa), como agua, metanol, acetonitrila ou tetraidrofurano. Ela deve
ser filtrada e desgaseificada antes de ser usada no equipamento. Um filtro adicional também é
adicionado na mangueira de entrada da fase movel, evitando a entrada de possiveis impurezas
e precipitados da fase. A eluicdo pode ser do tipo isocratica, em que durante todo o tempo de
corrida ndo ha variacdo do tipo de fase mdvel, ja o tipo gradiente, implica na mudanca da fase

movel no decorrer da corrida, de acordo com o objetivo da anélise (LACOURSE, 2017).
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Figura 9 - llustracdo das principais partes de um CLAE.
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Fonte: LANCAS, 2009 - adaptado.

A coluna cromatografica é um tubo, geralmente feita de metal (aco inoxidavel), o
didametro interno de colunas para CLAE varia de 2 a 10 mm, e o comprimento varia de 50 a
250 mm. Ela pode ser recheada por particulas grandes ou pequenas ligadas, um exemplo de
cadeias longas que preenchem colunas séo os hidrocarbonetos. As particulas porosas de silica,
que é um material inerte, sdo as mais utilizadas na CLAE, isso porque elas sdo recobertas com
particulas ativas, os silanois (Si-OH), que véo interagir com as moléculas da amostra. Além
disso, elas tém uma alta rigidez e resisténcia a compressdes, alta estabilidade quimica a alta
transferéncia de massa. As colunas que possuem grupos hidrofébicos, como o octadecil (C18)
e octil (C8) ligados a silica, sdo chamadas de coluna de fase reversa e sdo as mais utilizadas.
Um problema encontrado é a presenca de porcbes ativas, além das que sdo usadas na
separacdo. Grupos silanois residuais podem atrapalhar a separacdo cromatografica, um
procedimento comum é o bloqueio desses grupos (MOLDOVEANU; DAVID, 2017).

O CLAE é um equipamento de nos permite a quantificacdo e separagdo de substancias,
incluindo matrizes complexas, como fluidos bioldgicos e produtos naturais. Este é um
equipamento capaz de realizar analises qualitativas e quantitativas. Um impasse em relacéo a
isso é que nas analises qualitativas podemos encontrar mais de um composto com 0 mesmo

tempo de retencdo de outro, nas mesmas condi¢des cromatogréficas empregadas. 1sso traria a
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duvida de qual composto se trata, trazendo respostas inconclusivas. Neste contexto, torna-se
interessante a utilizagdo de detectores que possam operar em regides ultravioleta e visivel
(UV-VIS) do espectro, permitindo o monitoramento de um comprimento de onda especifico.
Comparando-se o comprimento de onda do pico do padrdo com o do pico da amostra, seria
possivel uma fiel conclusdo. A grande desvantagem deste tipo de detector é a impossibilidade

de monitorar mais de um comprimento de onda na mesma analise (LANCAS, 2009).

O detector de arranjo de diodos (DAD) tem a capacidade de monitorar uma faixa
espectral e, consequentemente, varios compostos de forma simultanea (LANCAS, 2009). Por
meio dele, se consegue selecionar o comprimento de absorcdo méxima para a quantificacdo
dos analitos, além de conseguir observar a pureza do pico, também é um ajudante na detecgédo
qualitativa de algum composto. A faixa espectral varia de 195 a 600nm (MONDOVEANU,
DAVID, 2017). A fase mdvel, junto da amostra, passa através de uma célula de fluxo, onde
esta o feixe de radiacdo. A medida que o soluto passa pela célula, um sinal, proporcional a
concentracdo, € gerado. Os compostos devem possuir cromdforos (alcenos, aromaticos,
ligagBes mdltiplas entre C e O, N ou S) para serem detectados. E importante que 0s
componentes da fase mével absorvam nada ou muito pouco da radiacdo UV. A absor¢do de
radiacdo € uma funcdo de concentracéo, ¢, conforme descrito pela lei Beer-Lambert: A = ¢bc,
onde A = absorvancia, ¢ = coeficiente de extingdo molar ¢ b = comprimento do caminho da

célula de fluxo (LACOURSE, 2017).

Alguns pontos sdo observados em relagdo aos picos, além da area e tempo de retencéo.
Sdo eles: pureza do pico, resolucdo (R), fator de cauda (T), nimero de pratos tedricos (N) e

fator de retencéo (k).

A pureza do pico mostra a homogeneidade espectral do pico cromatogréafico, que
indica a pureza cromatografica. O célculo é definido pelo software utilizado (BRASIL, 2017).

A resolucdo é o parametro que calcula o grau de separacdo entre dois compostos numa
mistura. Ela garante que as substancias eluidas tenham uma separacédo satisfatdria, e pode ser

calculado pela seguinte equacdo, onde os valores resultantes sdo maiores do que 2,0:
R =2(t2 — t))/W1 + W>

Em que, t2 e t; = tempos de retengdo das duas substancias da mistura; W1 e W2 = respectivas

larguras dos picos na linha de base, pelo método da triangulacdo (BRASIL, 2010).
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O fator de cauda (T) indica a simetria do pico, quanto mais préximo de 1, maior a
simetria. Este fator pode ser calculado de acordo com a seguinte equacgéo:

T =Wos/ 2f

Em que, Woos = largura do pico a 5% da altura; f= valor da porgdo anterior do pico, em
relacdo a largura a 5% da altura (BRASIL, 2010).

O numero de pratos tedricos (N), que pode ser expresso por coluna ou por metro, diz
respeito a eficiéncia da coluna. O nimero de pratos tedricos em picos com formato gaussiano

pode ser calculado pela seguinte formula:
N =16 (t/w)?

Onde temos, w = largura do pico na linha de base; t = tempo de retencdo da substancia
analisada (BRASIL, 2010).

O fator de retencdo (k) é a razdo entre a quantidade de substancia que tem afinidade
pela fase estacionaria, em relacdo a quantidade que tem afinidade pela fase mével. A retencéo
aumenta a medida que também aumenta a afinidade pela coluna cromatogréafica. Ela pode ser

calculada pela seguinte equagao:

Onde, t = tempo de retencdo da substancia analisada; t, = tempo morto (BRASIL, 2010).

3.8 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA

As estratégias para o desenvolvimento do método devem ser escolhidas de acordo com
0 tipo de técnica a ser utilizada. As andlises utilizando-se a cromatografia liquida de alta
eficiéncia sdo consideradas algumas das mais relevantes na area farmacéutica atualmente. O
desenvolvimento do método vai depender principalmente da complexidade da amostra,
também da disponibilidade de materiais e do objetivo da separagdo (PARR; SCHMIDT,
2017).
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Os meétodos utilizados sdo bem particulares para cada substancia estudada,
representando um desafio para o pesquisador, que deve encontrar algo personalizado para
cada situacdo. Os requisitos do método podem mudar de forma extrema entre as diferentes
areas farmacéuticas. Os desafios aparecem desde o estudo de um Unico analito, até separacao
de dois componentes, como, por exemplo, enantibmeros. Os requisitos do método podem
mudar de forma dréstica entre as diferentes areas farmacéuticas. Embora existam essas
dificuldades, existem triagens e informagdes que servem de base para a pesquisa (MATTREY
etal, 2017).

A validacdo do método analitico € a garantia de confiabilidade dos resultados,
mostrando a eficiéncia do método. S&o testes que fazem a comparacao entre os resultados
encontrados e os pretendidos (GRANATO; NUNES, 2016). Métodos analiticos que ndo estdo
descritos em compéndios oficiais reconhecidos pela ANVISA requerem uma validagéo
analitica. A validacdo serve para mostrar, por meio de testes analiticos, que o método
proposto produz resultados que sdo confidveis e reprodutiveis para a finalidade pretendida
(BRASIL, 2017). A RDC 166, de 2017, traz os parametros que devem ser atendidos para a
validacdo de métodos analiticos, sdo eles: seletividade, linearidade, limite de deteccéo, limite

inferior de quantificacdo, exatidao, precisao e robustez.

3.8.1 Seletividade

A seletividade mostra a capacidade do método em identificar e quantificar o analito de
interesse, mesmo na presenca de outros compostos que podem estar presentes na amostra
(BRASIL, 2017).

Este € um parametro que avalia o grau de interferéncia de outras substancias, como
outro ativo, impurezas, outros componentes da matriz, ou até de produtos de degradacdo. E
por meio deste parametro que se tem a garantia de que o pico corresponde exclusivamente ao
analito em questdo. Uma das formas mais utilizadas de se avaliar a seletividade é comparando
a matriz isenta do analito com a matriz contendo o mesmo (RIBANI, 2004). A utilizagéo de
detectores especificos, como o detector de massas e o detector de diodos (DAD) também é
uma ferramenta que auxilia na especificidade do método (GRANATO; NUNES, 2016).
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3.8.2 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em obter resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito na amostra, segundo a RDC 166/17. Este parametro
pode ser demonstrado através do coeficiente de correlagcdo do gréfico da curva de calibracéo.

Este valor de coeficiente ndo deve ser menor do que 0,990.

A curva analitica ou de calibracdo, deve ser definida por pelo menos cinco pontos que
vao definir uma reta. E feita uma série de leituras de padroes com concentragdes crescentes
conhecidas, para a avaliagdo entre o sinal medido (&rea do pico) e a concentracdo conhecida
do analito. A partir desses pontos experimentais é possivel a medicdo de alguns parametros,
como o coeficiente de correlagdo (r). Quanto mais proximo de um, significa que menor é a
dispersdo do conjunto de dados experimentais € melhor é a curva. A equacdo da reta €
calculada através do método dos minimos quadrados e, a partir dela, é possivel determinar as
concentracOes de analitos através do conhecimento da area do pico (BRITO, 2003; RIBANI,
2004).

3.8.3 Limite de Deteccéo (LD) e Limite Inferior de Quantificacéo (LI1Q)

De acordo com a RDC 166/17, o limite de detec¢do corresponde a menor quantidade
do analito que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada através do método
analitico. Ele pode ser calculado de trés maneiras: método visual, relacdo sinal-ruido ou

baseado nos parametros da curva analitica.

O limite de deteccdo, baseado na curva analitica, pode ser calculado através da

equacéo:

3,3xs

LD =
S

Em que, s € a estimativa do desvio padrdo e S é o coeficiente angular da curva analitica.
Deve-se preparar uma curva de calibracdo proxima ao limite de deteccdo, mas softwares

como MicrosoftExcel® e Microcal Origin® podem auxiliar nos célculos (RIBANI, 2004).

O limite de quantificacdo € a menor concentracdo do analito capaz de ser quantificada
com precisdo e exatiddo aceitaveis, sob as condi¢des de andlise estabelecidas (RDC 166/17).
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O LQ pode ser medido das mesmas formas que o LD, sendo que se utilizando a relagéo 10:1,
como mostra a seguinte equacdo (BRITO, 2003).

10xs
S

LIQ =

O melhor caminho para fazer os calculos de LIQ e LD € por meio da curva analitica,

pois gera resultados estatisticamente mais confiaveis (RIBANI, 2004).

3.8.4 Exatidao

A exatiddo é um parametro de validacdo que mede o grau de concordancia entre 0s
resultados individuais em relacdo a um valor considerado verdadeiro, através do método
analitico (RDC 166/17). Ela pode ser expressa por quatro formas diferentes: 1) o estudo
comparativo com materiais de referéncia (MRC); 2) comparacdao de um método proposto com
outro que ja é considerado padréo pela literatura; 3) estudos interlaboratoriais; e 4) testes de
recuperacdo (GRANATO; NUNES, 2016).

Ela é sempre considerada dentro de certos limites, ou seja, sempre vem ligada a
precisdo. As analises dos testes de recuperacdo podem ser feitas adicionando o analito a
matriz em trés concentragOes diferentes, dentro do intervalo linear (RIBANI, 2004). A
recuperacdo reflete a quantidade de analito que foi recuperada em relacdo a quantidade que
foi adicionada, o ideal é que esses valores sejam proximos. A exatiddo corresponde ao erro
inerente ao processo, que pode ter sido por: recuperagdo baixa do processo de extracao,
imprecisdo nas medidas volumétricas e a presenca de interferentes (BRITO, 2003).

A recuperacdo é calculada através da seguinte formula:

_ (valor obtido — valor real)

R% = x 100

valor real

3.8.5 Precisdo

A precisdo avalia a proximidade entre os resultados que s&o obtidos através de analises

com amostras que sdo preparadas, de acordo com o descrito no método analitico a ser
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validado. Ela deve ser expressa por meio da repetibilidade, da precisao intermediaria ou da
reprodutibilidade (RDC 166/17). Este parametro ¢ avaliado pelo desvio padrao absoluto (0),
que utiliza um ndmero geralmente maior do que 20 de amostras. Na pratica, faz-se um
numero de determinacdes pequenas e calcula-se a estimativa do desvio padrédo absoluto (s)
(RIBANI, 2004).

A repetibilidade é expressa pela medicdo da mesma amostra em diferentes
preparagdes, nas mesmas condicdes laboratoriais (equipamento, analista, reagentes, dia). E
avaliada com, no minimo, nove determinagdes, sendo trés réplicas de trés concentracGes
diferentes, que estdo dentro do intervalo. A precisdo intermediaria diz respeito a proximidade
entre analises feitas em dias diferentes e por analistas diferentes no mesmo laboratério. A
reprodutibilidade corresponde a concordancia dos resultados das medi¢cdes de uma mesma
amostra. Medicg0es essas realizadas em lugares diferentes, por operadores diferentes (BRITO,
2003; RIBANI, 2004).

3.8.6 Robustez

A robustez é um pardmetro que analisa a capacidade do método em resistir a pequenas
e deliberadas mudancas nas condicBes analiticas (RDC 166/17). As mudancgas introduzidas
refletem as possiveis variacdes dos resultados quando o método for aplicado em outros
lugares, por exemplo. No CLAE, a robustez pode ser feita por meio da mudanca da proporc¢éo
da fase movel, do pH da fase movel, da temperatura do forno da coluna, entre outras. Se as
variacgOes estiverem dentro dos limites de exatidao e precisdo, além da seletividade, aceitaveis,
0 método é considerado robusto (RIBANI, 2004).

3.9 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

A analise térmica consiste num conjunto de técnicas que tem por objetivo acompanhar
uma determinada propriedade fisica do objeto em estudo, em funcdo da temperatura e/ou
tempo, & medida que a substancia é submetida a uma programacao de temperatura, em uma
atmosfera especifica (SILVA; PAOLA; MATOS, 2007). Algumas das vantagens desta técnica
sdo a ndo dependéncia de substancias de referéncia, a facilidade na preparacdo das amostras e

o tempo de analise, comparada a outras técnicas de analise térmica (MOREIRA et al., 2010).
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DSC (do inglés “Differential Scanning Calorimetry”) € uma técnica de analise térmica,
onde sdo monitoradas as variagdes de entalpia da amostra em relacdo a um material de
referéncia, que é inerte. A amostra e o material inerte sdo submetidos igualmente a uma
programacdo crescente de temperatura. Existem duas modalidades de DSC, a primeira é a
calorimetria exploratoria diferencial por compensacdo de poténcia, onde a amostra e 0
material de referéncia sédo colocados em compartimentos separados, mas aquecidos a uma
mesma temperatura e poténcia de entrada no forno. A segunda é a calorimetria exploratéria
diferencial por fluxo de calor, onde a amostra e 0 material inerte sdo depositados num disco
termoelétrico de metal, o aquecimento ocorre por uma Unica fonte de calor. Sdo sistemas
diferentes, mas que fornecem informacdes semelhantes, onde os eventos sdo apresentados em
formato de picos nas curvas de DSC. No primeiro caso, 0s picos ascendentes correspondem a
eventos endotérmicos e os descendentes a exotérmicos. Ja no segundo caso, 0s ascendentes
caracterizam eventos exotérmicos e os descendentes, eventos endotérmicos (DA SILVA, DE
PAOLA, MATOQOS, 2007; DENARI; CAVALHEIRO, 2012).

A medida que acontece o processo de aquecimento, a amostra pode sofrer alteracoes
pela temperatura, quando comparada ao material de referéncia. Essas alteracdes geram o
aparecimento de eventos endo ou exotérmicos. Entdo, registra-se o fluxo de calor diferencial
necessario para deixar a amostra e o material inerte de referéncia a mesma temperatura. Esta
diferenca de temperatura acontece por conta de mudanca de estado (fusdo, sublimacéo) ou por
transicOes cristalinas, que correspondem a transi¢fes de primeira ordem. Nestas transigdes, a
area sob o pico representa a variacdo de entalpia (AH) que a amostra sofre. Ja transicdes de
segunda ordem ndo sdo representadas por picos, mas por uma variacdo na linha de base no
sentido endotérmico, que é o caso da transicdo vitrea, que corresponde a temperatura que
separa um comportamento s6lido do comportamento liquido em um composto amorfo (DA
SILVA, DE PAOLA, MATQS, 2007).

As substancias sélidas podem ser cristalinas, amorfas ou semicristalinas. Um cristal é
representado por uma substancia solida, em que os atomos, ions e moléculas sdo arranjados de
forma regular, num padréo tridimensional. A substancia amorfa ndo possui um arranjo regular
interno de seus constituintes e, nesse aspecto, se assemelha aos liquidos. Os semicristais,
como alguns polimeros, possuem carater tanto cristalino, como amorfo. Quando os polimeros
sdo pequenos, eles podem ser totalmente amorfos, mas quando séo grandes, eles possuem

regides amorfas e regides cristalinas (CERQUEIRA, 2006).
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A temperatura diferencial (AT) € dada pela temperatura da amostra (Ta) menos a
temperatura da referéncia (Tr ), resultando na equagéo: T = Ta - Tr. Na condigéo de fluxo de
calor, o sinal medido (AT) é proporcional a diferenga nos fluxos de calor (Ap) da amostra
(¢a), em relacdo a referéncia (¢r), representada pela Ap = ¢a - dr = -k AT. Onde, k é uma
constante determinada por calibragdo, por meio de padrbes com uma constante fisica
conhecida, como a entalpia de fusdo (BERNAL et al., 2002).

Se ndo houver nenhum fenémeno fisico, que é o que se analisa no DSC, observa-se
uma reta no grafico de temperatura em relacdo ao tempo. Esta técnica permite determinacGes
quantitativas, onde a area do pico se relaciona com a energia que foi utilizada no processo, em
que padr@es sdo utilizados para a calibracdo do equipamento. Estes padrfes apresentam uma
variacdo de entalpia conhecida, de fusdo, na maioria das vezes, sdo eles indio, estanho,
chumbo, zinco e aluminio (BERNAL et al., 2002).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 LOCAL DA PESQUISA

Os experimentos foram realizados nas dependéncias do Laboratorio de Controle de
Qualidade de Produtos Farmacéuticos (LCQPF), localizado no Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas (DCF) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Os ensaios
microbiologicos foram realizados no Laboratdrio de Biologia Bucal (LABIAL), localizado na

mesma instituicdo (UFPB).

4.2 REAGENTES E MATERIAIS

O padréo de clorexidina a 20% (m/v) (Sigma-Aldrich®, Brazil), o padrdo de timol
(Sigma-Aldrich®, Brazil), o metanol grau CLAE (Sigma-Aldrich®, Brazil), etanol P.A.
(Neon®, Brazil), fosfato de sédio monobasico anidro P.A. (Vetec®, Brazil), trietilamina P.A.
(Dindmica®, Brazil), &cido fosférico P.A. (CRQ®, Brazil), filtro de seringa PTFE ndo estéril
13 mm x 0,45 pm (importado da China por Saint Vallen & Aprolab), membrana filtrante
PTFE 0,45 pum (Anow®, China). Caldo Sabouraud dextrose broth (Kasvi®), dgar Sabouraud
dextrose (Merck®, USA), caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Kasvi®), agar BHI (Kasvi®),
resazurina (Sigma®, Alemanha), placa de microdilui¢do em caldo tipo “U”, 96 pocos. Lauril
sulfato de sddio (manipulado — Dilecta®). Carboximetilcelulose (manipulado - ArtFarma®).

Hidroxipropilmetilcelulose (manipulado — Teixeira ®). Maltodextrina (DynamicLab®).

4.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
4.3.1 Equipamentos e Materiais

Foi utilizado um cromatégrafo Shimadzu (Série Prominence), com injetor
automatico (SIL-20%), bomba multisolvente (LC-20AT), sistema de degaseificacdo
(DGU-20%5), forno para coluna (CTO-20%) e detector com arranjo de diodos (SPDM20A). A
coluna utilizada foi uma NST® Octilsilano — C8 1202 (250 mm x 3,9 mm i.d., com 5 pum de
tamanho de particula).
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4.3.2 Condic¢des Cromatograficas

O comprimento de onda monitorado para a clorexidina foi de 258 nm e do timol foi
275 nm, o volume de injecéo foi de 20 pL e a temperatura do forno a 40 °C se mantiveram
fixos durante todo o desenvolvimento e validacdo do método. O fluxo escolhido foi de 0,8 mL
mint. A cada andlise foi realizada a adequabilidade do equipamento com inje¢do do padrdo

da soluc&o de clorexidina e timol (24 e 40 pg mL%, respectivamente) em triplicata.

4.3.3 Sistema de Eluicéo

A fase mdvel filtrada e desgaseificada por sonicacdo foi constituida de 60% de
metanol grau CLAE, 40% de tampdo de fosfato de sédio monobasico 0,03 M, 0,04% de
trietilamina P.A. e &cido fosférico P.A., até alcancar o pH 2,8, com pHmetro de bolso
(Kasvi®, China) em modo isocratico.

4.3.4 Extragéo dos Ativos

A quantidade da microparticula era pesada de acordo com os valores teoricos de
clorexidina e timol, nas concentraces equivalentes as concentragdes do padrdo (24 e 37,5 ug
mL? respectivamente). O pé foi adicionado a um baldo de 25 mL e diluido em 12,5 mL de
etanol P.A. A sonicacgdo aconteceu por 10 minutos, adicionava-se agua e sonicava-se por mais
10 minutos. Filtrou-se com seringas do tipo PTFE e o material foi adicionado ao vial e
injetado no CLAE.

4.3.5 Parametros de Validagao

A metodologia analitica foi validada de acordo com a RE ANVISA n° 166 de 24 de
julho de 2017 (BRASIL, 2017) e conforme a classificacdo para os testes analiticos, descritos
nesta resolucdo, foram avaliados os seguintes parametros: seletividade, linearidade, preciséo,

precisdo intermediéria, limite de detecgdo, limite de quantificacdo, exatiddo e robustez.
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4.3.5.1 Seletividade

Este parametro foi avaliado por meio da andlise dos perfis cromatograficos de quatro
tipos de amostras: branco, solucdo padrdo, solugéo placebo (apenas os excipientes) e placebo
contaminado com clorexidina e timol para investigar a existéncia de alguma substancia que
possa estar em coeluicdo com os ativos, levando também em consideracdo os comprimentos

de onda utilizados. Preparo das amostras para a seletividade:

1) Timol — preparado em &gua destilada filtrada, a partir da solucdo estoque, na
concentragéo de 40 pg mL?;

2) Clorexidina — preparada em agua destilada filtrada, a partir da solugdo estoque, na
concentragéo de 24 pg mL?;

3) Timol + clorexidina — nas mesmas concentracGes das amostras anteriores, porém
em uma solucdo so, a partir das solugdes estoque;

4) Excipientes (placebo) — amostras foram preparadas a partir de um placebo
preparadas com as maiores propor¢des utilizadas no planejamento fatorial de cada
um dos excipientes. A diluicdo foi feita em agua, até chegar a concentracao padréo
de leitura;

5) Placebo contaminado (timol + clorexidina) — preparados a partir das solucbes
estoque e da preparacdo placebo, nas mesmas concentracbes das substancias
isoladas. Antes da leitura, passou pelo processo de extracdo com etanol:agua;

6) Branco - etanol:agua (60:40), usado na extracdo dos ativos.

4.3.5.2 Seletividade — Condigdes de Estresse

Segundo a RDC 166/17, é necessario demonstrar a auséncia de interferentes de
produtos de degradacdo. Este teste é feito por meio da exposicdo da amostra a condicbes de
degradacdo em ampla faixa de pH, de oxidacé&o, de calor e de luz.

a) Ampla faixa de pH — meios neutro, acido, basico e estresse oxidativo
Os testes foram realizados utilizando solugdes de &gua (neutro), HCI 0,1 M (acido),
NaOH (basico) e perdxido de hidrogénio (H202 a 3%).

b) Calor — temperatura ambiente e estufa a 60°C
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As solugdes foram preparadas com agua e depois submetidas a temperatura ambiente e
a temperatura de 60°C em estufa, durante 24h. E importante ressaltar que as amostras em

andlise ficaram em condigdes ao abrigo da luz.

c) Luz - claro e escuro
As solugdes foram preparadas com agua e submetidas a temperatura ambiente, com e

sem a interferéncia da luz.

d) Preparacédo das solucdes

Para o preparo das solugdes, partimos de uma solucédo de clorexidina + timol (0,24 mg
mL? + 0,4 mg mL™?). Destas solugBes, foram retirados 2 mL e adicionados em um baldo
volumeétrico de 10 mL. Os baldes foram completados com as solucGes a serem testadas (agua,
HCI 0,1M, NaOH 0,1 M e H>O> a 3%). Apos as 24 horas, 5 mL destas solu¢Ges foram
transferidos para um baldo de 10 mL e completados com &gua. As solugdes foram filtradas e
injetadas em HPLC-DAD. A concentracdo final dos ativos permaneceu igual a concentragdo
do padréo de leitura (fazer pequeno fluxograma).

4.3.5.3 Linearidade

Foi obtida solucéo estoque (SE) dos padrdes de clorexidina e timol a 2,4 e 4,0 mg mL"
! respectivamente. A partir da SE foram retiradas aliquotas, que foram diluidas mais duas
vezes com agua, para obter os pontos correspondentes aos niveis (25, 50, 75, 100, 125, 150,
175%), sendo de 24 e 40 pg mL*? as concentragBes de ativos no nivel de 100%. As
concentragdes correspondem aos pontos: 6,0; 12; 18; 24; 30 e 36 pug mL™ para a clorexidina e
10; 20; 30; 40; 50; 60 e 70 pug mL? para o timol . As solugdes foram analisadas por CLAE-
DAD e os resultados obtidos foram relacionados em um gréfico da concentracdo da solugédo
em funcdo da area sob o pico. Foram realizadas trés curvas (triplicata) e uma curva média foi
obtida. A analise da linearidade seguiu 0 método dos minimos quadrados de regressao linear,
estabelecendo a curva de calibragdo média proporcional a concentracdo e resposta, mediante
determinacéo do coeficiente de correlacdo linear, coeficiente angular e desvio padréo relativo.
Aplicou-se andlise estatistica ANOVA com auxilio do programa Action Stat 3.4.124.1308
build 3.
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4.3.5.4 Precisao

A repetibilidade do método, ou precisdo intra-corrida, foi verificada por 9 (nove)
determinacdes, trés no nivel baixo 50%, trés no nivel médio 100% e trés no nivel alto malto,
contemplando o intervalo linear do método. Utilizando o mesmo analista e mesma
instrumentacao, foi calculado o desvio padrdo relativo ou coeficiente de variacdo percentual
(CV%). Para a precisdo do produto, foi realizado o teste com as concentracdes nos mesmaos
niveis, mas as amostras foram preparadas com o placebo contaminado. O método é
considerado preciso quando apresenta CVV% menor ou igual a 5%, de acordo com a legislagédo

vigente.

4.3.5.5 Precisédo Intermediaria

Para determinacdo da precisdo intermediéria ou inter-corrida, realizou-se 0 mesmo
método utilizado para avaliacdo da repetibilidade do método. Foram utilizados 0s mesmos
parametros amostrais e estatisticos para analise dos dados, sendo avaliada pela concordancia
entre os resultados obtidos. As andlises foram realizadas no mesmo laboratério, em dias

diferentes, com analistas diferentes.

4.3.5.6 Limite de Deteccdo (LD)

O limite de deteccdo foi estabelecido por meio da andlise de solugdes com
concentracOes conhecidas e decrescentes do farmaco, até o menor nivel detectavel, através da

equacao estabelecida pela legislacéo vigente.

4.3.5.7 Limite Inferior de Quantifica¢do (L1Q)

O limite de quantificacdo foi estabelecido por meio da anélise de solu¢Bes contendo
concentracdes decrescentes do farmaco até o menor nivel determinavel, através da equacgéo

estabelecida pela legislacéo vigente.
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4.3.5.8 Exatiddo

Para avaliacdo da exatiddo, foram realizados os célculos de recuperacdo de 9 (nove)
determinacOes, trés no nivel baixo 50%, trés no nivel médio e trés no nivel alto 150%,
contemplando o intervalo linear do método. A recuperagdo é calculada pela razdo entre a
concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracao tedrica correspondente.
Para a exatiddo do produto, tudo foi realizado da mesma forma, mas as amostras foram

preparadas com o placebo contaminado.

4.3.5.9 Robustez

Para analise do parametro de robustez foram preparadas amostras no nivel 100% da
concentracdo tedrica do teste, em triplicata, avaliando trés condi¢des: o fluxo da corrida (0,8 £
0,1 mL min?), o pH da fase mével (2,8 + 0,1) e proporcdo da fase mdvel (60 = 2% de
MeOH). Para a robustez do produto, foram analisados 0s mesmos parametros, mas as
amostras foram preparadas com o placebo contaminado. Para fins estatisticos utilizou-se o
calculo do desvio padrdo relativo, sendo considerado robusto o método quando néo
ultrapassado o desvio de até 5%.

4.4 PLANEJAMENTO FATORIAL 32

A preparacao das microparticulas foi feita a partir de um planejamento fatorial do tipo
32, ou seja, dois fatores foram testados em trés niveis diferentes (baixo, médio e alto). O
planejamento fatorial é uma estratégia para determinar a influéncia de uma ou mais variaveis
sem a necessidade de inumeros experimentos. Os fatores sdo 0s nossos objetos de estudo, sdo
variados e colocados em niveis diferentes para a avaliacdo da sua possivel influéncia naquilo
que esta se estudando. Também é possivel verificar se ha influéncia entre os diferentes fatores
por meio deste planejamento. Os niveis sdo as variacOes, que podem ser baixa, média e alta.
Os fatores sdo varidveis que o pesquisador tem condicdo de controlar. As respostas sdo as
variaveis que podem ser influenciadas ou ndo pelas manipulagdes realizadas no sistema
(BARROS-NETO; SCARMINO; BRUNS, 2010).

O tipo de planejamento é escolhido de acordo com o objetivo do pesquisador. Como o

objetivo, neste caso, era saber a influéncia de alguns excipientes na preparacdo da
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microparticula e na eficiéncia de encapsulacdo, optou-se por realizar o planejamento 32
Portanto, foram investigados os efeitos individuais e interativos dos excipientes LSS (X1) e
HPMC (X>). As variagOes utilizadas estdo dispostas na Tabela 1.

Tabela 1 - Valores (m/m) analisados do planejamento fatorai 32.

Fatores e niveis analisados no planejamento fatorial 32.

Niveis
Fatores -1 0 +1
LSS 1,0% 1,33% 1,67%
HPMC 1,67% 2,5% 3,33%

Fonte: elaborada pela autora.

O planejamento 32 resulta num total de nove experimentos, que estdo expressos a
seguir. Os experimentos foram realizados num mesmo dia e no mesmo tempo de
congelamento e processo de liofilizacdo, sem réplica. Na Tabela 2, estdo dispostos os valores

das possiveis combinacdes.

Tabela 2 - Combinacdes possiveis do planejamento fatorial 32.

Experimentos X1 (LSS) X2 (HPMC) LSS (%) HPMC (%)
1 -1 -1 1,0 1,67
2 0 -1 1,33 1,67
3 +1 -1 1,67 1,67
4 1 0 1,0 2,5
5 0 0 1,33 2,5
6 +1 0 1,67 2,5
7 -1 +1 1,0 3,33
8 0 +1 1,33 3,33
9 +1 +1 1,67 3,33

Fonte: elaborada pela autora.

Para a avaliacdo dos resultados, utilizou-se o software Statistica 8.0, com um nivel de

significancia de 5%.
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4.5 CONGELAMENTO

Antes da secagem, as amostras de microparticula eram submetidas a
congelamento logo apds a sua preparacdo. O ultra freezer 80V QUIMIS®, com a
temperatura de aproximadamente -80°C, acondicionava as amostras durante 14 horas.

4.6 LIOFILIZACAO

As amostras de microparticula foram submetidas & secagem por meio de um
equipamento de liofilizagdo LIOTOP L101. A temperatura no interior do equipamento
era de -40°C e a pressao de vacuo era inferior a 500 mmHg. As amostras permaneciam

no equipamento durante 13 horas até secagem total.

4.7 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

Foi realizado o estudo de compatibilidade fisica entre ativos e excipientes por
calorimetria exploratdria diferencial (DSC). Para isso, foram feitas corridas das substancias
isoladas e das suas misturas. Para anélise por DSC, utilizou-se um calorimetro Shimadzu,
modelo DSC-50, e em cadinhos de aluminio pesou-se o equivalente a 3 mg de cada mistura e
de cada componente isoladamente, para fins comparativos, em atmosfera de nitrogénio com
fluxo de 50 mL min, submetida ao aquecimento com razdo de 10 °C min, em intervalo de
temperatura de 25-450 ° C. A célula de DSC foi calibrada com indio (In) (pf 156,6 °C; AHfus
= 28,54 J g1) e zinco (pf 419,6 ° C). A analise dos dados obtidos por DSC foi realizada
utilizando o software TASYS, da Shimadzu.

4.8 MICRODILUICAO EM CALDO

A técnica utilizada foi a de microdiluicio em pocos para a investigacdo das
concentracgdes inibitorias minimas da MP para cada um dos microrganismos, da CBM para as
bactérias e CFM para o fungo. Os testes foram realizados seguindo-se o “Protocolo para a
técnica de MIC em microdiluicdo para bactérias aerdbias, microaerdfilas e anaerdbias” do
Laboratorio de Biologia Bucal (LABIAL/UFPB). Microrganismos de referéncia (ATCC-
American Type Culture Collection/INCSQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
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Saude) de C. albicans (ATCC 76645), S. mutans (INCSQS 00446) , S. aureus (ATCC 15656)
do LABIAL foram usados para a realizacdo dos testes de CIM, CBM e CFM. Todo o
procedimento foi realizado com o auxilio de uma capela de fluxo laminar, os materiais
utilizados foram anteriormente autoclavados, evitando a possibilidade de contaminacgéo por

microrganismos.

4.8.1 Preparagéo dos Microrganismos e do Indculo

Os microrganismos utilizados nos testes foram: bactérias S. aureus, S. mutans e o
fungo C. albicans. Antes de serem iniciados o0s experimentos, foram semeados em placas para
observar se estavam viaveis para crescimento. Quando cresceram nas placas com meio, 0

experimento se tornou confiavel, pois sabe-se que hd microrganismos Vvivos.

Para a preparacdo do indculo, foram retiradas cepas prontas que estavam armazenadas
em congelador. Esperou-se descongelar, em temperatura ambiente, e preparou-se o inoculo
com solugédo salina 0,9% em um tubo Falcon, previamente esterilizado. A absorbancia foi
observada no comprimento de onda de 540 nm, com auxilio do espectrofotbmetro
OPTIMA®. O valor de absorbancia que corresponde a 0,5 da escala de McFarland (108 UFC
mL™) é de 0.135 para bactérias (podendo variar entre 0.125 e 0.145). Para fungos, valor de
absorbancia que corresponde a 0,5 da escala de McFarland (10® UFC mL™?) é de 0.100
(podendo variar entre 0.090 e 0.110).

4.8.2 Preparacao dos Meios

Os meios BHI e o Sabouraud dextrose foram preparados com &agua deionizada, em
recipiente de vidro e autoclavados durante 45 minutos. SO foram utilizados apés total

resfriamento.

4.8.3 Preparacao das Solucdes de Microparticula (teste)

A solucédo contendo a microparticula foi preparada com agua deionizada estéril. A esta
primeira diluicdo deu-se o nome de solucdo mée zero (SMO) e, a partir dela, foram preparadas
as solucdes mée 1, 2 e 3 (SM1, SM2, SM3). Estas tltimas ndo foram preparadas com agua,
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mas com os meios BHI, quando se testam bactérias, e Sabouraud dextrose, quando para
fungos. A concentracdo da SMO foi de 0,12 mg mL™ para a clorexidina, 0,1875 mg mL™* para
o timol e da MP foi de 7,6 mg mL™.

Foram utilizadas microplacas estéreis, com 96 pogos em forma de “U”, distribuidos
em 9 linhas e 12 colunas. O volume final de cada poco, apos a adicdo de indculo, meio de
cultura e teste/controle é de 100 puL. As SM1, 2 e 3 foram distribuidas nos pocos de modo a
obter concentracdes finais da MP de 400 a 15 pug mL™ para o primeiro teste, no segundo teste

os valores obtidos eram dez vezes mais diluidos.

4.8.4 Preparacéo dos Controles Positivo e Negativo

Foram utilizados dois controles positivos: solugdo de clorexidina a 0,012% (m/v) e
solugéo de timol 0,018% (m/v), nas mesmas concentracfes dos ativos na solu¢do da MP. A
clorexidina foi preparada com agua a partir de uma solucdo a 20% (m/v) e o timol foi
preparado por meio de uma solucéo de Tween 80 (5% v/v) e DMSO (dimetilsulfoxido) (2,5%
v/v), sob agitacdo com o auxilio de vortex, até completa dissolugdo. O controle negativo
utilizado foi uma solugéo de Tween 80 (5%) e DMSO (2,5%).

4.8.5 Preparacéo das Placas para CIM

Em todos os pocos foram adicionadas quantidades crescentes de meio BHI ou
Sabouraud dextrose. Apds a adicdo do meio, foram adicionadas concentracBes decrescentes
da solucdo de MP para as placas testes, de clorexidina e timol para as placas de controle
positivo e de Tween 80 (5%) e DMSO (2,5%) para as placas de controle negativo. O dltimo a
ser adicionado foi o inéculo (Tabela 3), em todos os pocos foram adicionados 20 pL do
indculo. Apos a preparacao das placas, elas foram incubadas a 37°C, por 24 horas para as
bactérias e 48 horas para o fungo. Apds esse periodo, todos os pocos foram preenchidos com
30 pL de solucéo de resazurina, preparada em solugéo aquosa a 0,01% (Sigma®, Alemanha).
As placas voltaram a ser incubadas por um periodo de uma hora, quando depois foram
retiradas e foi feita a analise visual. Quando 0 po¢o apresentou uma solugdo de coloracéo
rosa, quer dizer que houve a transformacdo de resazurina em resorfurina, que indica a
presenca de células vivas (KUMAR et al. 2, 2017).
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A analise foi feita em triplicata, onde cada placa possuia trés fileiras repetidas das
concentragOes (Figura 10). A CIM é representada pela menor concentragcdo capaz de inibir o
crescimento do microrganismo. A Gltima fileira da triplicata ndo recebeu resazurina junto com
as duas primeiras fileiras, pois é a partir dela que se retirou o material para fazer a analise da
CBM e CFM.

Figura 10 - llustracdo da placa de microdiluicdo em triplicata.

Fonte: protocolo do LABIAL.

A cor laranja decrescente nos pogos representa as diferentes concentragfes da MP, onde
o laranja mais escuro representa a solucdo mais concentrada. A marcagdo em vermelho € para

auxiliar no momento de preenchimento dos pocos.
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Tabela 3 - Volumes e substancias utilizadas na preparagédo das placas teste.

Pogos | Pogos Pogos Nilr'!m ' 'D::l'l :‘[:; Iluﬂ Vel
Solugio | SoMsae | ‘ppy | Bacterimo | find]

Duplicata| Triplicara| ‘3¢ m{f,;',;.ﬂ oo [ @9 4o,

Al D1 Gl 1 80 20 0.1
A2 D2 G2 1 7 10 20 0,1
A3 b3 G3 1 &0 . 20 0.1
Ad D4 G4 1 50 30 20 0,1
Aj G5 1 40 40 20 0.1
A6 G6 1 30 50 20 0,1
A7 D7 G7 1 20 60 20 0,1
Al Dg G8 2 335 25 20 0,1
A9 D9 GY 2 50 30 20 0,1
AlD D10 G10 2 45 35 0 0,1
All Dil Gl 2 40 40 20 0.1
Al2 | D2 Gl2 2 35 45 20 0,1
Bl El H1 3 50 30 20 0.1
B2 E2 H2 3 43 35 20 0,1
B3 E3 H3 3 40 20 0,1
B4 E4 H4 3 33 43 20 0,1
BS ES HS 3 30 50 20 0,1
B& E6 HE 3 23 55 20 0,1
B7 E7 H7 3 20 60 20 0,1
Bi ES HS 3 15 (%] 20 0.1

Fonte: protocolo do LABIAL.

4.8.6 Preparacdo das Placas paraa CBM e CFM

A placa com &gar BHI ou Sabouraud dextrose foi dividida em seis partes. Em cada
uma dessas partes foram adicionados 30 pL do contetido dos seguintes pocos: 0s trés pocos
anteriores ao poco da CIM, o do préprio poco da CIM e os dois pogos subsequentes. Cada um
deles ocupou uma fatia com a divisdo da placa, com o cuidado de n&o invadir o espaco de
outra analise. As placas foram incubadas a uma temperatura de 37°C durante 24 horas para
bactérias e 48 horas para fungos. A leitura foi feita visualmente, foi considerada a CBM e
CFM, aquele espaco cujo poco ndo apresentou crescimento bacteriano ou fungico.
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CAPITULO 111
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO |

5.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO
EM CLAE-DAD

Na tentativa de desenvolver um método que possibilitasse a identificacdo e
quantificacdo de forma simultdnea dos compostos clorexidina e timol foi utilizado o
equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), com detector de diodos
(DAD). Inicialmente, foram consultadas metodologias analiticas presentes em artigos
cientificos e nas farmacopeias brasileira, americana e britanica, em suas ultimas edi¢des. Foi
verificado que ndo existe metodologia analitica descrita para a anélise destes dois ativos de
forma simultanea. No entanto, os testes foram iniciados a partir das metodologias encontradas

para a analise de CLX.

O CLAE é um equipamento que nos permite uma analise eficiente, sensivel e com alta
resolucdo. Com o detector DAD, foi possivel monitorar os dois comprimentos de absor¢éo
maxima, da clorexidina (258 nm) e do timol (275 nm), em uma mesma analise. Os
comprimentos de onda foram indicados ap6s a analise em SCAN-UV, que nos apresentou 0s
comprimentos de absorcdo maxima. A fase estacionaria (FE) utilizada foi uma coluna
cromatografica de fase reversa, tipo C18, posteriormente substituida pela C8. A primeira fase
movel (FM) testada era composta por metanol (MeOH) e &gua. As proporgdes testadas foram:
65:35; 62:38; 60:40 (MeOH:H20) (DA SILVA, 2009). Inicialmente, sem ajuste de pH, com
fluxo 0,5 mL min?, em modo isocratico, temperatura do forno 40°C. Cada uma das
proporcOes foi testada sem e com a presenca de 0,4% de trietilamina. Em nenhuma destas

fases foi possivel a visualizagdo de picos com boa resolucdo de nenhum dos dois picos.

Os primeiros picos com boa resolucdo foram conseguidos na seguinte tentativa: ajuste
do pH final da solucédo para 2,8 com &cido fosforico; a introducdo de um tamp&o monobaésico
de s6dio (NaH2PO.) 0,03 M, como fase aquosa, no intuito de manter o pH da fase moével, bem
como a utilizacdo de uma coluna de fase reversa do tipo C8. Este mesmo método foi testado

com 0%, 0,2% e 0,4% de trietilamina.

Sem a presenga de trietilamina, foi observado apenas um pico completamente
distorcido para a clorexidina, em que ndo seria possivel a identificacdo/quantificacdo da
mesma, somente foi possivel observar bem o pico do timol. Com 0,2 ou 0,4% da trietilamina,

ndo houve diferenca significativa de resolugdo ou intensidade dos picos, e nas duas
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proporcoes foram observados dois picos com boa resolucgéo, correspondentes aos analitos em
questdo. Assim, percebemos a necessidade do uso da trietilamina, como pareador idnico, no
intuito de manter a neutralidade elétrica da CLX.

O uso da trietilamina permitiu uma maior simetria do pico da CLX. Esta ultima é uma
molécula de carater basico, que sofre ionizacdo pela grande de quantidade de nitrogénios em
sua estrutura. As moléculas ionizadas possuem diferente interacdo com a fase estacionaria em
relacdo as moléculas ndo ionizadas, resultando em picos que apresentam caudas e distor¢des
(NETO, 2010). A trietilamina foi utilizada no intuito de diminuir a interag&o entre 0s grupos
silanois residuais presentes na superficie da coluna C8 (Figura 11) com os solutos basicos,
neste caso uma amina, diminuindo a ionizacdo da CLX e a consequente formacéo de caudas
(DONATO, ZANOTTO, BERGOLD, 2004).

Figurall - Interacdo de aminas com grupos silanois livres na superficie da coluna C8

Fonte: DONATO; ZANOTTO,; BERGOLD, 2004.

O uso do tampdo é de extrema importancia no CLAE quando se trabalha com a
separacao de compostos acidos ou basicos, devido a necessidade de se manter o pH constante
da FM. A mudanca de pH pode interferir na ionizacdo dos analitos e, consequentemente, uma
diferente interagdo dos mesmos com a FE, causando deformacdes no pico cromatografico. E
sugerido o uso de concentracdes do tampéo acima de 10 mmol/L (NETO, 2010).

A utilizagdo de uma FM com o pH &cido inibe a desprotonacgéo de grupos doadores de

prétons, como os fenois. Sem 0 meio &cido, o timol seria completamente ionizado e ndo teria
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interacdo com a coluna cromatografica, saindo completamente no Vo. A supressdo idnica

ajuda o timol a permanecer na forma molecular e aumentar a interacdo dele com a coluna.

Por ultimo, foram testadas diferentes propor¢des dos solventes, utilizando 0,4% de
trietilamina. Os solventes foram testados nas proporcdes 50:50 e 60:40 (MeOH:NaH2PO4 0,03
mol L1). Foi possivel concluir que quanto menor a quantidade de MeOH, maior o tempo de
retencdo dos picos. Entdo, no intuito de diminuir o tempo total de corrida, foi escolhida a
segunda propor¢do, com 60% do solvente organico. Além disso, existe um bom tempo entre a
eluicdo dos dois picos, diminuindo a possibilidade de coeluicdo entre eles e 0s seus possiveis
produtos de degradacdo. O primeiro pico, com o tempo de retencdo de +7 min, €
correspondente a CLX. O segundo pico, com o tempo de retencdo de +22 min, €

correspondente ao timol. Todos os parametros utilizados estdo dispostos na tabela 4.

Foram testados o fluxo de 1 mL min, mas o pico da clorexidina ficou muito proximo
do Vo, além de aumentar bastante a pressdo, mais do que suportada pela bomba, bem como o
fluxo de 0,9 mL min. O fluxo escolhido foi de 0,8 mL min, ideal para manter a pressdo em
niveis normais (até 200 mmHg), tornar o tempo de corrida até 25 minutos, que é

relativamente bom, e manter a boa distancia entre 0s picos.

Tabela 4 - Dados do método desenvolvido.

Parametros cromatograficos do método analitico

Parametros Especificagdes
Equipamento CLAE
Detector DAD
Fase estacionaria Coluna C8
Eluicdo Isocrética
Fase movel MeOH: NaHgPO_4 0_,03 r_nol L +0,4% de
trietilamina
Proporcéo da fase movel 60:40
Fluxo da corrida 0,8 mL min?
Tempo de retencdo da CLX +7 minutos
Tempo de retengéo do timol +22 minutos
Tempo total de corrida 25 minutos
Comprimento de onda da CLX 258 nm
Comprimento de onda do timol 275 nm
pH da fase movel 2,7
Temperatura do forno da coluna 40°C

Fonte: elaborada pela autora.
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As analises foram feitas por meio da comparacdo entre 0s picos das amostras e dos
padrbes de cada dia, de acordo com o tempo e 0 espectro de absor¢do, utilizando o método

desenvolvido para a analise simultanea dos dois compostos.

5.2 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE EXTRACAO

O método de extracdo foi desenvolvido no intuido de recuperar os ativos que estdo
presos na matriz polimérica da microparticula, com o objetivo de quantifica-los e expressar as

suas recuperacdes em cada uma das preparagdes.

As primeiras tentativas foram realizadas tomando como base a solubilidade dos
excipientes em agua. Todas as diluicGes foram feitas no intuito de, no final, atingirmos as
mesmas concentragdes da solucdo de injecdo dos ativos. Inicialmente, pesamos uma
quantidade de material microparticulado, depois de uma pequena agitacdo feita a méao até
observar a mistura completa do material. Foram feitas duas diluicbes em balGes de 10 mL,
completando apenas com agua, até atingir a concentracao de leitura. Esta segunda solucéo foi
filtrada e injetada no CLAE-DAD. Observou-se 0 aparecimento de um pico no tempo de
retengdo do timol, mas ndo no da CLX, isso nos trouxe a informacdo de que esta forma de
preparacdo ndo seria capaz de liberar esta Ultima substancia da matriz. Nas tentativas
seguintes, continuamos fazendo o uso apenas de agua para diluicdo, mas fazendo uma
agitacdo ultrassdnica durante 10 minutos e, posteriormente, 20 minutos, mas os resultados

foram semelhantes aos da tentativa anterior.

Preparou-se também uma solugdo 10 vezes mais concentrada do que a usual, em agua,
com 20 minutos de sonicacdo, mas também ndo foi possivel a observacdo do pico da
clorexidina. O primeiro pico apareceu apenas quando contaminamos uma amostra de
microparticula com alguns microlitros do padrdo de clorexidina, mas a area mostrou uma
concentra¢do menor do que a que tinha sido adicionada. Este teste confirmou que o método de
identificacdo no HPLC estava de acordo, e que parte do padrdo usado para contaminar foi

incorporada a matriz polimérica.

Os testes seguiram utilizando as solu¢Ges com o placebo contaminado, repetindo 0s
primeiros testes realizados com &gua, sem e com agitacdo no sonicador, ele apresentou 0s
mesmos resultados da microparticula, ou seja, ainda sem o pico da clorexidina. Este ultimo

teste descartou a possibilidade de degradacé@o da clorexidina na microparticula, visto que os
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ativos eram adicionados ao placebo e, imediatamente, eram preparadas as solugdes, que eram
levadas ao CLAE poucos minutos depois, e, mesmo assim, ndo conseguimos detectar a

clorexidina.

Foram testados também dois tipos de placebo, onde um deles foi preparado como o
descrito na Tabela 5, com todos os excipientes, e no segundo, retirou-se o excipiente HPMC.
Em cada um deles, adicionamos 1, 2 e 3 mL das solugdes estoque, a fim de obtermos solugcbes
com a concentracdo normalmente utilizada, e também com o dobro e o triplo das
concentragOes de ativos em relagdo a solucdo de leitura. Foram testadas as mesmas condicGes
novamente: dgua com e sem agitacdo. Nao foi observado o pico da clorexidina em nenhuma
das condicdes, apenas um pico crescente do timol, a medida que a sua concentracdo também
aumentava. Ainda com a agua, tentamos preparar uma solugdo na concentracdo da solucéao
padrdo, mas utilizando um baldo maior e, consequentemente, um volume maior da agua, para
aumentar o contato do material com o solvente e tentar facilitar a liberacdo dos ativos, mas

também nao foi possivel a liberacdo da clorexidina.

Foi observado que apenas a agua, independente da agitacdo, ndo era capaz de extrair a
clorexidina da matriz polimérica. Tentou-se, entdo, acidificar a &gua com &cido fosforico.
Foram testadas quantidades crescentes, de 10, 30, 50 e 100 pL num baldo de 10 mL com uma
pequena quantidade de placebo e ativos, ja na concentracdo do padrdo, mas ainda sem sucesso

em relacdo a extracdo da clorexidina.

Por ultimo, testou-se a diluicdo com alcool etilico, numa quantidade correspondente a
metade do baldo volumeétrico, seguido de uma sonicacao de 10 minutos e completando o baldo
com agua. Nesta tentativa, conseguimos observar dois picos, que correspondiam aos ativos
adicionados no placebo. Porém fizemos o mesmo teste utilizando o material microparticulado,
e percebeu-se que algumas partes do p6 ndo dissolviam completamente na solucdo. Entéo,
adicionou-se agua, mas sem chegar até o menisco, e, sem seguida, mais uma sonicacao por
mais 10 minutos. Somente depois de 15 minutos apds a Ultima agitacdo, o baldo era
completado com &gua. Isto possibilitou a dissolucdo total do p6 na solugdo, visto que 0s pos

sdo soluveis em agua, e a agitacdo facilitou a dissolugdo do material.
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5.3 PREPARO DAS AMOSTRAS
5.3.1 Preparo das Soluc¢des Estoque de Clorexidina e de Timol

As solugdes eram preparadas a partir de duas solugdes estoques diferentes: a de CLX e
a de timol. A solucdo de CLX a 20% ¢é acondicionada em geladeira entre 2 e 8°C e em frasco
ambar, como recomendado pelo fabricante. Antes do preparo da solugéo estoque da CLX, a
solucdo a 20% era retirada da geladeira e mantida a temperatura ambiente por pelo menos

uma hora.

Para o preparo da solucédo estoque de CLX, eram adicionados 120 pL (correspondente
a 24 mg de CLX) da solucéo a 20% a um baldo de 10 mL e completado com agua destilada,
filtrada. A concentragio da solucio estoque de CLX foi de 2,4 mg mL™. Na preparagdo da
solucdo estoque do timol, pesava-se 40 mg do timol e transferia-se para um bal&o volumétrico
de 10 mL. O baldo era completado com uma solucdo de MeOH:4agua (60:40). A concentracao

da solugdo estoque do timol era de 4,0 mg mL™.

5.3.2 Preparo da Solugdo Padréo de Clorexidina e Timol

De cada uma das solugbes estoques, retirava-se 1 mL, que eram transferidos para um
outro baldo de 10 mL, que era completado com agua. Totalizando uma solucdo de 0,24 mg
mL? de CLX e 0,4 mg mL? de timol. Por ultimo, para a preparacio da solucio padro,
retirava-se 1 mL da solucdo anterior e adicionava-se a outro baldo de 10 mL, que era
completado com agua. A concentragio da solucio padréo era de 24 pug mL™ paraa CLX e 40

ug mL? para o timol.

5.3.3 Preparo do Placebo (PCB)

O placebo é composto por todos os excipientes utilizados na microparticula. Ele foi
preparado utilizando-se as maiores proporcoes, usadas no planejamento fatorial, de cada um

dos excipientes. Os excipientes e propor¢oes usadas estdo dispostos da Tabela 5.
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Tabela 5 - Excipientes e proporcdes testadas.

Proporcdes de excipientes para a preparacao do placebo

Excipiente Proporc¢éo (m/m)

Maltodextrina (MD): Carboximetilcelulose
(CMC) :Lauril sulfato de sddio (LSS) 150:1:2,5:5
Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)

Fonte: elaborada pela autora.
5.3.4 Preparo do Placebo Contaminado

A solucdo de placebo contaminado seguia todo o protocolo do processo de extragéo.
Eram adicionados 25 mL de etanol em um baldo de 50 mL e, em seguida, adicionava-se 50
mg de PCB e 0,5 mL de cada uma das solucdes estoque. Esta solucdo passava por um
processo de sonicacdo durante 10 min, depois adicionava-se agua, mas sem completar até o
menisco. Esta solucdo, agora também com agua, passava novamente por 10 minutos no
processo de sonicacdo. Depois de sonicar, esperava-se 15 minutos até esfriar e completava-se
com agua até o menisco. As concentracdes finais de CLX e timol eram iguais as da solucédo

padréo.

5.3.5 Preparo das Solugbes para Injecéo

Antes de serem adicionadas ao vial, as solucdes eram filtradas com o auxilio de uma
seringa e um filtro PTFE Cromaphil com poros de 0,45 um de diametro. A filtracdo era feita

direta nos vials, que eram tampados com septo e tampa, e levadas a bandeja do autoinjetor.

5.3.6 Preparo da Solucdo Tampéo

A 4agua destilada era filtrada por meio de filtracdo a vacuo, utilizando-se uma
membrana filtrante do tipo PTFE com poros de 0,45 um de didmetro. Esta dgua era utilizada
para o preparo de todas as solugdes, da fase movel e das fases moveis de limpeza da coluna
cromatogréfica. Para o preparo da solucdo tampdo NaH2PO4 0,03M, adicionava-se 1,7997 mg
do p6é a um baldo de 500 mL, que era completado com agua. Dependendo da quantidade que
fosse necessaria para o dia, eram preparados volumes menores ou maiores do que 500 mL. A
quantidade de pd necesséria para o preparo da solucdo a 0,03 M era encontrada por meio da

férmula da molaridade:
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M (mol/L) =m (g) / MM (g/mol) x V (L)

Onde, “M” é a molaridade ou massa molar, dada em mol/L. Neste caso a molaridade ¢é
0,03 M. A massa € expressa em gramas, representada pela letra “m”. “MM” é a massa molar,
que € 119,98 para 0 NaH2POa. E, por ultimo, “V” corresponde ao volume da solugdo, que

corresponde ao volume do baldo volumétrico, dado em litros (L).

5.3.7 Preparo da Fase Mdvel

Numa proveta, media-se 0 volume necessario da solucdo tampdo NaH-PO4 0,03M,
correspondente a 40% do total de fase. Adicionava-se o tampdo a um baldo, onde seria feita a
agitacdo da fase. No baldo contendo apenas o tampdo, adicionava-se 0,4% de trietilamina, em
relacdo ao volume total, com o auxilio de uma pipeta automatica. Em seguida, adicionava-se
também 0,4% de acido fosforico, tornando o pH do meio em torno de 2,5. No mesmo baléo,
adicionava-se 0 MeOH, grau HPLC, na quantidade correspondente a 60% do volume total. O
pH ficava em torno de 3,5, entdo adicionava-se acido fosférico até o pH chegar em 2,8. Apo6s
a adicdo de cada um dos componentes, a solugcdo era agitada dentro do baldo. O pH era
medido por meio de um pHmetro portatil. Depois de pronta, a solucdo era transferida para
uma proveta e sonicada durante 10 minutos. Os parametros cromatograficos da solucao
padrdo de CLX e timol para a fase movel MeOH:NaH>PO (60:40), 0,4% trietilamina estéo

dispostos na tabela 6.

Tabela 6 - Pard@metros cromatogréaficos da solucéo padréo.

Parametros cromatograficos da solucéo padrao.

Clorexidina Timol
Tempo de retengéo 6,4 minutos 22,6 minutos
Pureza do pico 1.00 1.00
Resolucéo 2.683 37.771
Fator de cauda 1.347 1.042
Pratos teoricos 6581.155 18080.740
Fator de capacidade (k) 1.478 7.739

Fonte: elaborada pela autora.

5.4 VALIDACAO DOS METODOS DE QUANTIFICACAO E EXTRACAO

Foram avaliados os parametros de validacdo de acordo com os comprimentos de onda

para cada um dos farmacos. A clorexidina foi avaliada no comprimento de onda de 258 nm e
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o timol foi em 275 nm. Em outras literaturas, podemos encontrar outros valores de
comprimentos de absor¢do méxima para os ativos. As diferencas ndo variam muito e podem
acontecer por conta de alguns fatores, como a alteragdo da temperatura, da dissolucdo ou até
da interacdo com o solvente (BERBENNI et al., 2001).

5.4.1 Seletividade

A especificidade mostrou que o método desenvolvido foi seletivo para os picos de
timol e clorexidina. Os tempos de retencéo da clorexidina e do timol foram, respectivamente,
7+2 minutos e 22+2 minutos. O tempo total de corrida foi de 25 minutos. Os excipientes
usados para a preparacdo da microparticula também nédo apresentaram interferéncia nos picos
dos ativos, bem como a mistura de etanol:agua (50:50) utilizada para a extracdo dos ativos da

microparticula. Os cromatogramas estdo dispostos na Figura 12 A-H.

Figura 12 - Cromatogramas referentes a seletividade.
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No método desenvolvido por Bottcher (2014), foi utilizado um fluxo de 0,5 mL min?,
modo isocratico de MeOH:agua (63:37, v/v), com 4% de trietilamina, pH ajustado para 3,7
com é&cido cloridrico, £ em 260 nm, injecdo de 20 pL, uma coluna de fase reversa do tipo
Atlantis T3, com o forno na temperatura de 40°C e tempo de corrida em 18 minutos. Portanto,
conseguimos um menor tempo de retencdo para a clorexidina, utilizando uma proporcao de
60% de MeOH. No trabalho de da Silva (2009), foi utilizado um método para a quantificacéo
simultanea de CLX e lidocaina em gel urogenital. O método tem por fase mével MeOH:agua
purificada (60 a 65%:40 a 35%), com 0,4% de trietilamina, pH ajustado para 3,5, com fluxo
de 0,8 mL min?, 20 pL de injecdo, coluna de fase reversa do tipo C18, & temperatura
ambiente e tempo de retencdo variando de acordo com a propor¢do de MeOH. O que tinha
maior quantidade de metanol (65%) teve por tempo de retencdo 6,4 minutos e o que tinha
menor volume de MeOH (60%), teve 14,5 minutos como tempo de retencdo. A quantidade de
trietilamina foi dez vezes menor que a do primeiro trabalho citado e igual ao do segundo
trabalho.

Provavelmente, o uso de tampé&o e da coluna C8, diminuiu um pouco a interacdo com a
coluna em comparacdo aos outros métodos, permitindo uma eluicdo mais rapida e sem

prejuizo na resolucdo e pureza do pico.

Em relagdo ao timol, obtivemos um tempo de retencdo bem diferente ao que é relatado
na literatura, porém isso se da ao fato de que o método desenvolvido neste trabalho possui
caracteristicas extremamente diferentes dos métodos encontrados, bem como a FM e a FE. No
trabalho de Moraes (2015), o timol foi introduzido em nanocépsulas para utilizagdo como
repelente de inseto, e a sua quantificacdo foi feita por meio de CLAE-DAD. Como fase
movel, foi utilizado acetonitrila:agua, com &cido fosférico 0,05% , modelo isocratico, pH 4,00
(60:40, v/v), volume de injecdo 20 pL, deteccdo em 276 nm, coluna cromatogréafica do tipo
C18, forno a 32 °C, com tempo de retencdo de £7 minutos para o timol. No trabalho de Leal
et al (2003), a anélise foi feita por CLAE-UV, com comprimento de onda (£) em 254 nm,
acetonitrila:agua, (78:22, v/v), volume de injecdo 20 uL, coluna do tipo C18, com o tempo de
retencdo também em torno de 7 minutos. Neste caso, ndo seria um tempo de retencdo
interessante para esta analise, visto que coincide com o tempo de retencdo que obtivemos para
a CLX. E o comprimento de absorcdo maxima adotado seria mais proximo da clorexidina do

que do proprio timol.



78

Ao se analisar os perfis cromatograficos do padrdo, placebo, placebo contaminado e
branco (diluente), foi observado que ndo ha nenhum tipo de interferéncia deles junto aos picos
cromatogréaficos dos ativos em questdo. Os resultados mostram que o método é especifico

para a analise da clorexidina e do timol na microparticula.

5.4.2 Seletividade- Amostras Submetidas a Situacdes de Estresse

a) Meio &cido — 24 horas, temperatura ambiente e estufa 60°C.

Ao analisar os cromatogramas da Figura 13 (A e B), é possivel observar que nao
houve diferenga nos picos de clorexidina e timol quando eles foram submetidos a uma
solucdo de HCI 0,1 M, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente pelo periodo de 24 horas,
em relacdo ao padrdo. SO houve um aumento na area dos dois picos, em seus respectivos X.
Este discreto aumento nos valores de area pode ser explicado pela possivel evaporacdo do
solvente durante o periodo de 24 horas, mesmo que a solucdo tenha sido acondicionada em
frasco fechado.

As Figuras 13C e 13D correspondem aos cromatogramas das solu¢fes acondicionadas
em meio acido, temperatura de 60°C, ao abrigo de luz, num periodo de 24 horas. E possivel
observar que houve uma diminui¢do dos picos dos dois ativos, além disso também houve um
aparecimento de um pico no tempo de 10 minutos, que corresponde a algum produto de
degradacdo. O pico tem uma maior expressdo quando submetido ao £ de 258 nm, o que
mostra que possivelmente é um produto de degradacdo da clorexidina, gerado pela presenca
de calor. A Figura 13 (A) e (B) sdo os cromatogramas relacionados as amostras que ficaram
em contato com meio &cido durante 24 horas, em temperatura ambiente. Os cromatogramas
séo representados nos comprimentos de onda de 258 e 275 nm, respectivamente. As figuras
(C) e (D) representam os cromatogramas das amostras que foram submetidas ao meio acido
durante 24 horas, na temperatura de 60°C. Os cromatogramas sdo representados nos

comprimentos de onda de 258 e 275 nm, respectivamente.

Figura 13 - Cromatogramas dos ativos quando submetidos ao meio acido
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b) Meio bésico — 24 horas, temperatura ambiente e estufa 60°C.

Em todos os cromatogramas apresentados na figura 14, é possivel perceber a
dimimuicdo ou auséncia completa do pico da clorexidina. Na presenca de um meio bésico, a

clorexidina é degradada por completo. Em relacdo ao pico do timol, houve um discreto

aumento quanto em temperatura ambiente, como também aconteceu em meio acido.

Quando em estufa, foi possivel observar o aparecimento de dois picos na regido entre
10 e 15 minutos, o primeiro deles tem uma expressao semelhante nos dois £ e 0 segundo deles
tem uma maior expressao no de 275 nm. A Figura 14 (A) e (B) sdo 0s cromatogramas
relacionados as amostras que ficaram em contato com meio béasico durante 24 horas, em
temperatura ambiente. Os cromatogramas sdo representados nos comprimentos de onda de
258 e 275 nm, respectivamente. As figuras (C) e (D) representam os cromatogramas das
amostras que foram submetidas ao meio béasico durante 24 horas, na temperatura de 60°C. Os
cromatogramas sdo representados nos comprimentos de onda de 258 e 275 nm,

respectivamente.

Figura 14 - Cromatogramas dos ativos quando submetidos ao meio basico.
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¢) Meio oxidativo — 24 horas, temperatuda ambiente, ao abrigo de luz.

Nas Figuras 15, foi possivel observar uma leve diminuigdo nos picos dos ativos, mas
sem o aparecimento de produtos de degradacdo. A imagem pode trazer picos menores em
relacdo aos outros, o0 que acontece pela presenca de um pico com uma intensidade bem maior
préximo a 2,5 minutos, que deve corresponder a presenca do meio oxidativo. A Figura 15 (A)
e (B) sdo os cromatogramas sdo representados nos comprimentos de onda de 258 e 275 nm,

respectivamente.
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Figura 15 - Cromatogramas dos ativos quando submetidos ao meio oxidativo.
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d) Meio neutro — 24 horas, estufa 60°C.

Os cromatogramas apresentados na Figura 16 mostram que ndo houve o aparecimento
de picos de decomposicdo. Apenas aconteceu uma leve diminuicdo das concentragcdes dos
ativos, que aconteceu em todas as amostras submetidas a temperatura de 60°C. A Figura 16
As Figuras (A) e (B) sdo os cromatogramas relacionados as amostras que ficaram em contato
com meio béasico durante 24 horas, em temperatura ambiente. Os cromatogramas sdo
representados nos comprimentos de onda de 258 e 275 nm, respectivamente. As figuras (C) e
(D) representam o0s cromatogramas das amostras que foram submetidas ao meio neutro
durante 24 horas, na temperatura de 60°C. Os cromatogramas sdo representados nos

20 25
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comprimentos de onda de 258 e 275 nm, respectivamente.

Figura 16 - Cromatogramas dos ativos quando submetidos ao meio neutro.
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e) Presenca e auséncia de luz — 24 horas, temperatura ambiente.

Em nenhum dos cromatogramas (Figura 17) foi possivel observar a presenca deste ou
de outros compostos de degradacdo. Apesar de que houve uma diminui¢do dos picos da
clorexidina e do timol quando em presenca de luz (Figura 1C) para este segundo, o fato pode
ser explicado por sua elevada volatilidade (SOUZA; FERRAZ-FREITAS; OLIVEIRA, 2016).
A Figura 17 (A) e (B) sdo os cromatogramas relacionados as amostras que ficaram em contato
com a luz durante 24 horas, em temperatura ambiente. Os cromatogramas séo representados
nos comprimentos de onda de 258 e 275 nm, respectivamente. As figuras (C) e (D)
representam os cromatogramas das amostras que foram ao abrigo de luz durante 24 horas, em

temperatura ambiente. Os cromatogramas sdo representados nos comprimentos de onda de

258 e 275 nm

Figura 17 - Cromatogramas dos ativos quando submetidos a luz e ao escuro.
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f) Temperatura — 6 horas, 60°C.

N&o foi possivel observar picos de degradacdo dos ativos quando submetidos a
temperatura de 60°C durante 6 horas (figura 18). Houve apenas uma diminuicdo das areas dos
picos, que ja era esperado, visto que eles foram submetidos & temperaturas mais altas,
podendo causar volatilizacdo. A Figura 18 temperatura de 60°C, durante 6 horas, ao abrigo da

luz, em seus respectivos comprimentos de onda. As figuras (A) e (B) sdo os cromatogramas

representados nos comprimentos de onda de 258 e 275 nm,

Figura 18 - Cromatogramas dos ativos quando submetidos & alta temperatura.
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Foram observados picos de degradacdo apenas nas amostras submetidas ao meio
acido, quando em estufa e meio basico em qualquer condic¢do de temperatura. A clorexidina é
uma substancia conhecida por sofrer degradacéo em presenca de luz, se transformando em um
composto conhecido como fenilbiguainida. Ela também sofre hidrdlise, tendo como produto
de degradagdo a p-cloroanilina e a p-clorofenilbiguanidina. Isso acontece porque o sitio
biguanido é sensivel a hidrolise na clorexidina. Em meio &cido, o produto formado é a
guanilureia pela hidrdlise, seguida de clivagem da dupla ligagdo C(2)=N(3). Esta clivagem
forma a guanidina e a ureia. A clorexidina pode geral um total de 12 produtos de degradacéo,
mas solucdes aquosas da clorexidina diluida sdo estaveis a temperatura ambiente (DA SILVA,
2009). Ja o timol é uma substancia altamente volatil, justificando a diminuicdo de area em
alguns dos cromatogramas estudados. Em nenhum dos cromatogramas foi possivel observar
interacdes entre os produtos de degradacdo e os picos dos ativos nos comprimentos de onda

estudados.

5.4.3 Linearidade

A linearidade foi realizada por meio da injegdo da CLX nas concentragdes de 6 a 42
ug mL?! e do timol nas concentragdes de 10 a 70 pug mL, obtida a partir do ajuste de
regressao linear, obtendo-se a equacao da reta para cada uma das substancias (Tabela 7). O
volume de injecdo foi de 20 pL para todas as leituras, com a analise realizada em triplicata.

As solugdes foram preparadas a partir da solucdo estoque de cada um dos analitos.

Tabela 7 - Concentracdes utilizadas na linearidade de clorexidina e timol.

Tabela: Concentragdes utilizadas na linearidade de clorexidina e timol, respectivamente, para o
método desenvolvido (ug mL1)

% 25 50 75 100 125 150 175
Clorexidina 6,0 12 18 24 30 36 42
Timol 10 20 30 40 50 60 70

Fonte: elaborada pela autora.
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Tabela 8 - Areas de pico da clorexidina.
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Areas do pico da clorexidina em diferentes concentragdes (258 nm)

Curvas 6,0 12 18 24 30 36 42
C1 263327 537754 809019 1077429 1338659 1605606 1868164
C2 263438 535565 807466 1073934 1343734 1605777 1885543
C3 265596 536195 805985 1082293 1335555 1607375 1867670
CV% 0,48 0,21 0,19 0,39 0,31 0,06 0,54
*p-value 0,623
**E 0,491

*Valores estatisticamente diferentes para p-value < 0,05. **F (F calculado) F critico (3,885).

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 19 - Gréafico da linearidade da clorexidina.
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Timol
Tabela 9 - Areas de pico do timol.
Areas do pico do timol em diferentes concentragdes (275 nm)
Curvas 10 20 30 40 50 60 70
Cl 170217 340107 509749 683587 843698 1011581 1174133
C2 169399 339023 510790 690030 847539 1013322 1170260
C3 167567 338220 506061 687876 844022 1010308 1166624
CV% 0,8 0,28 0,49 0,48 0,25 0,15 0,32
*p-value 0,076
**E 3,21

*Valores estatisticamente diferentes para p-value < 0,05. **F (F calculado) F critico (3,885).

Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 20 - Gréafico da linearidade do timol.
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A RE ANVISA 166/2017 (BRASIL, 2017) determina que o coeficiente de regressdo
linear (r?) deve ser superior a 0,990. O coeficiente de correlagio apresenta uma faixa que varia
entre -1 <r <I. Quanto mais proximo de -1 ou +1, menor serd o erro em y. Quando o valor de
r for -1, os pontos estdo numa reta com inclinacdo negativa e o +1 corresponde a uma
inclinacdo positiva. Os limites inferiores de quantificagdo e os limites de deteccdo foram
calculados de acordo com os dados da linearidade e expressos na seguinte Tabela (Valores
dos coeficientes de correlacdo, equagdes da curva de calibracdo, limites de deteccdo (LD) e
limites inferiores de quantificacdo (LIQ) expressos em pg mLt da CLX e timol,

respectivamente).

Tabela 10 - Dados obtidos pelo parametro de linearidade da CLX e do timol.

Dados obtidos pelo parametro de linearidade da CLX e do timol

r Coef. de Equacéo da curva LD LIQ

correlagdo (ug mL?) (ug mL?)
Clorexidina | 0,9999 0,9999 y = 44645x + 717,62 0,378 1,147
Timol 0,9997 0,9998 y = 16733x + 6582,4 1,224 3,709

De acordo com os resultados, € possivel afirmar que 0 método possui uma correlagéo

linear. Os resultados foram diretamente proporcionais as diferentes concentragdes dos
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analitos, visto que o coeficiente de correlacdo encontrado para a CLX foi de 0,9999 e para o
timol foi de 0,9998, pelo método utilizando CLAE-DAD. Os gréficos de residuos também
mostram uma homocedasticidade para os dois analitos, confirmando os dados do coeficiente

de correlagdo obtidos nas curvas de calibragéo.

5.4.3.1 Diagndstico dos residuos

Apenas o valor do coeficiente de correlacdo ndo € o suficiente para garantir a
adequacao do ajuste linear, utiliza-se, entdo, a analise do grafico de residuos. A analise deste
grafico nos permite detectar problemas, como desvio da linearidade. Apresenta coeficiente de
correlacdo dentro do preconizado, aqueles graficos que possuem residuos com
homocedasticidade, ou seja, residuos distribuidos de forma uniforme e varidncia constante

(RIBEIRO, FERREIRA, 2008).

Figura 21 - Gréafico da andlise de residuos da clorexidina.
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Fonte: elaborada pela autora.
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Tabela 11 - Teste de Normalidade para a clorexidina.
Estatistica P-valor
Anderson-Darling 0,1915 0,8853
Fonte: elaborada pela autora.

Como P-valor (0,8853) do teste de Anderson-Darling € maior que 0,05, ndo rejeitamos
a hipdtese de normalidade dos residuos ao nivel de significancia de 5%.

Tabela 12 - Teste de Homocedasticidade - Brown Forsythe — clorexidina.

Estatistica G.L.Num. G.L.Den. P-valor
0,7005 6 14 0,6541
Fonte: elaborada pela autora.

Concentracao

Como P-valor (0,6541) do Teste de Brown-Forsyte € maior que 0,05 (conforme
proposto), ndo rejeitamos a hipétese de igualdade da variancia ao nivel de significancia de

5%. Logo, temos um modelo homocedastico.

Figura 22 - Gréfico da anélise de residuos do timol.
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Tabela 13 - Teste de Normalidade para o timol.
Estatistica P-valor
Anderson-Darling 0,418 0,2996
Fonte: elaborada pela autora.

Como P-valor (0,2996) do teste de Anderson-Darling € maior que 0,05,ndo rejeitamos

a hipdtese de normalidade dos residuos ao nivel de significancia de 5%.

Tabela 14 - Teste de Homocedasticidade - Brown Forsythe — timol.
Estatistica G.L.Num. G.L.Den. P-valor
Concentracao 0,5307 6 14 0,7763
Fonte: elaborada pela autora.

Como P-valor (0,7763) do Teste de Brown-Forsyte ¢ maior que 0,05 (conforme
proposto), ndo rejeitamos a hipotese de igualdade das variancia ao nivel de significancia de

5%. Logo, temos um modelo homocedastico.

5.4.4 Precisao

A precisdo é o pardmetro que avalia a proximidade entre os resultados dos ensaios
utilizando um dado método analitico. Ela deve ser expressa por meio da repetibilidade e
precisdo intermediaria ou reprodutibilidade. A repetibilidade é avaliada com andlises de trés
concentracOes (baixa, média e alta), com trés réplicas em cada nivel, também pode ser feito
seis réplicas no nivel de 100%. A reprodutibilidade é feita pela repeticdo da mesma analise,

no mesmo laboratdrio, num dia diferente e com um operador diferente (BRASIL, 2017).

5.4.4.1 Precisdo da Matéria-Prima (M-P)

A precisdao da matéria-prima foi avaliada com as solucdes dos ativos na sua forma
livre. Os valores de area, desvio padrdo (DP) e coeficiente de variacdo (CV%) das repeticdes
para os dois dias estdo dispostos nas Tabelas de 15 a 20. As concentra¢des das amostras foram
calculadas por meio da comparacdo da area do pico da amostra, com a media das areas do
padrédo de concentracdo conhecida, que sdo os valores de adequabilidade.
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Para a obtencédo dos resultados de repetibilidade, foi feito a leitura de nove amostras no
primeiro dia, sendo trés na concentracdo baixa, trés na media e trés na alta. Entre as trés
amostras diferentes de cada nivel, os valores de coeficiente de variagdo foram 1,17%, 0,88% e
0,17%, respectivamente (Tabela 15). Os valores de CV menor do que 5% confirmam a
repetibilidade do método no primeiro dia. O mesmo acontece para o timol, onde os valores do
CV no primeiro dia foram 0,43%, 3,33% e 1,73% (Tabela 18). No segundo dia, foi repetida a
mesma analise, no mesmo laboratorio, com outro operador. Foram comparados os valores das
concentracdes nos trés niveis dos dois dias de andlise. Os valores de CV encontrados para a
clorexidina na comparacgédo entre os dois dias foram 2,70%, 1,85% e 3,03% e para o timol
foram 0,63%, 2,28% e 1,13%. O método também atendeu aos critérios de precisdo
intermediaria, visto que houve concordancia entre os resultados dos dois dias, os valores estdo

dispostos nas Tabelas 17 e 20.

Clorexidina

Tabela 15 - Valores da precisdo 1 da clorexidina (M-P).

Preciséo M-P 1- Concentragdes da clorexidina nos trés niveis (ug mL™?)

Nivel de Baixa (50%0) Meédia (100%) Alta (150%b)
concentragéo
N1 10,21 24,01 34,95
N2 10,40 23,69 34,91
N3 10,51 23,50 34,81
CV% 1,17 0,88 0,17
Média + DP 10,37+0,12 23,73+0,21 34,89+0,058

Fonte: elaborada pela autora.

Tabela 16 - Valores da precisdo 2 da clorexidina (M-P).

Precisdo M-P 2- Concentragdes da clorexidina nos trés niveis (ug mL™?)

Nivel de Baixa (50%0) Meédia (100%) Alta (150%)
concentracéo
N4 10,47 24,60 37,06
N5 11,03 23,62 37,44
N6 10,17 24,58 36,52
CV% 3,37 1,88 1,02
Média + DP 10,56+0,36 24,26+0,46 37,00+0,38

Fonte: elaborada pela autora.



94

Tabela 17 - Valores da precisdo interdia da clorexidina.

Precisdo M-P interdia- Concentracdes da clorexidina nos trés niveis nos dois dias (ug mL™?)

Nivel de Baixa (50%0) Media (100%) Alta (150%b)

concentragéo

N1 10,21 24,01 34,95

N2 10,40 23,69 34,91

N3 10,51 23,50 34,81

N4 10,47 24,01 34,95

N5 11,03 23,69 34,91

N6 10,17 23,50 34,81
CV% 2,70 1,85 3,03
Meédia £ DP 10,46+0,28 24,00+0,45 35,95+1,09

Fonte: elaborada pela autora.

Timol

Tabela 18 - Valores da precisdo 1 do timol (M-P).

Preciséo M-P 1- Concentragdes do timol nos trés niveis (ug mL™?)

Nivel de Baixa (50%0) Média (100%0) Alta (150%0)
concentracdo
N1 19,80 40,95 59,23
N2 19,82 40,57 61,08
N3 19,95 38,47 59,35
CV% 0,43 3,33 1,73
Média + DP 19,86+0,08 39,99+1,33 59,89+1,03

Fonte: elaborada pela autora.

Tabela 19 - Valores da precisdo 2 do timol.

Precisdo M-P 2- Concentracgdes do timol nos trés niveis (ug mL™)

Nivel de Baixa (50%0) Média (100%) Alta (150%0)
concentragéo
N4 20,12 40,37 59,69
N5 20,03 39,39 59,89
N6 20,02 40,34 60,21
CV% 0,27 1,40 1,73
Media £ DP 20,06+0,05 40,03+0,56 59,93+0,26

Fonte: elaborada pela autora.

Tabela 20 - Valores da precisao interdia do timol.
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Precisdo interdia M-P- Concentragdes do timol nos trés niveis nos dois dias (ug mL™?)

Nivel de Baixa (50%0) Média (100%0) Alta (150%0)

concentracao

N1 19,80 40,95 59,23

N2 19,82 40,57 61,08

N3 19,95 38,47 59,35

N4 20,12 40,37 59,69

NS 20,03 39,39 59,89

N6 20,02 40,34 60,21
CV% 0,63 2,28 1,13
Média £ DP 19,96+0,13 40,02+0,91 59,91+0,67

5.4.4.2 Preciséo do Produto (PD)

A precisdo do produto foi feita da mesma forma da precisdo da matéria-prima, porém
as amostras utilizadas ndo foram os padrdes, mas sim placebos contaminados, visto que
estaria simulando a analise da microparticula. As amostras foram submetidas ao processo de
extracdo, mencionado anteriormente. Foram também preparadas trés amostras em cada um
dos niveis baixo, médio e alto, para a analise da repetibilidade. E as mesmas analises foram
repetidas no mesmo laborat6rio, mas com operador e dia diferentes. Também foram avaliados

os valores de CV% de cada um dos niveis para cada um dos ativos.

Os valores de CV para a clorexidina no primeiro dia foram 2,4%, 2,7% e 1,91%
(Tabela 21). Respectivamente para cada um dos trés niveis. Para o timol, temos 2,13%, 1,31%
e 2,35%, também para os trés niveis (Tabela 24). Os resultados nos mostram que ha
repetibilidade do método desenvolvido para a extracdo dos ativos da microparticula. Os
valores interdia da precisdo também nos trazem concordancia entre os resultados. Os valores
de CV para a clorexidina foram 2,69%, 2,79% e 2,41%, e para o timol 2,11%, 2,21% e 2,50%.
Todos os valores se encontram abaixo de 5%, que € o valor maximo permitido de coeficiente
de variagdo. Segundo os resultados, o método utilizado para extracdo foi coerente quanto a

exatidao. Todos os valores estdo dispostos nas Tabelas 23 e 26.
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Clorexidina

Tabela 21 - Valores da precisdo 1 do placebo contaminado com clorexidina (PD).

Precisdo PD 1- Concentracgdes da clorexidina nos trés niveis (ug mL™)

Nivel de Baixa (50%0) Média (100%0) Alta (150%0)
concentragao
N1 11,63 23,30 36,89
N2 11,44 24,57 38,00
N3 11,99 24,21 38,26
CV% 2,4 2,7 1,91
Meédia £ DP 11,69+0,28 24,03+0,66 37,71+0,72

Fonte: elaborada pela autora.

Tabela 22 - Valores da precisdo 2 do placebo contaminado com clorexidina (PD).

Preciséo PD 2- Concentracdes da clorexidina nos trés niveis (ug mL™?)

Nivel de Baixa (50%0) Média (100%0) Alta (150%0)
concentracdo
N4 12,08 23,59 39,40
NS 11,47 23,24 37,59
N6 12,15 24,79 37,07
CV% 3,16 3,42 3,21
Meédia £ DP 12,21+0,13 23,83+0,71 38,02+0,24

Fonte: elaborada pela autora..

Tabela 23 - Valores da precisdo interdia da clorexidina (PD).

Precisdo PD interdia- Concentracdes da clorexidina nos trés niveis nos dois dias (ug mL™?)

Nivel de Baixa (50%0) Média (100%) Alta (150%0)

concentragéo

N1 11,63 23,30 36,89

N2 11,44 24,57 38,00

N3 11,99 24,21 38,26

N4 12,08 23,59 39,40

N5 11,47 23,24 37,59

N6 12,15 24,79 37,07
CV% 2,69 2,79 2,41
Media £ DP 11,80+0,32 23,95+0,67 37,87+0,91

Fonte: elaborada pela autora.
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Timol

Tabela 24 - Valores da precisdo 1 do timol (PD).

Preciséo PD 1- Concentracgdes do timol nos trés niveis (ug mL™)

Baixa (50%0) Média (100%0) Alta (150%0)
N1 20,45 39,59 59,84
N2 19,74 40,31 62,22
N3 20,51 40,61 62,45
CV% 2,13 1,31 2,35
Média + DP 20,23+0,43 40,17+0,53 61,50+1,45

Fonte: elaborada pela autora.

Tabela 25 - Valores da precisdo 2 do timol (PD).

Preciséo PD 2- Concentragdes do timol nos trés niveis (ug mL™)

Baixa (50%) Média (100%) Alta (150%)
N4 19,41 39,28 60,19
N5 20,03 41,61 63,56
N6 20,12 41,16 60,20
CV% 1,96 3,04 3,17
Média + DP 19,85:0,39 40,68+1,24 61,31+1,94

Fonte: elaborada pela autora.

Tabela 26 - Valores da precisdo interdia do timol (PD).

Precisdo interdia PD- Concentracdes do timol nos trés niveis nos dois dias (ug mL™)

Baixa (50%0) Média (100%0) Alta (150%0)

N1 20,45 39,59 59,84

N2 19,74 40,31 62,22

N3 20,51 40,61 62,45

N4 19,41 39,28 60,19

N5 20,03 41,61 63,56

N6 20,12 41,16 60,20
CV% 2,11 2,21 2,50
Média + DP 20,04+0,42 40,43+0,89 61,41+1,53

Fonte: elaborada pela autora.
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5.4.5 Exatidao

A exatiddo diz respeito ao grau de concordancia entre os resultados individuais do
método em relacio ao valor considerado verdadeiro. E feita a partir de nove determinagdes de
acordo com o intervalo linear do método, sendo trés no nivel baixo, trés no médio e trés no
alto, com trés réplicas em cada nivel. A recuperacdo nos da a informacéo da quantidade real
da substancia contida na amostra e € por meio dela que se calcula a exatiddo. Abaixo,
encontramos o0s valores de recuperacdo da clorexidina e do timol tanto de forma livre, como
contaminando o placebo. A RDC 166/2017 preconiza que os valores de recuperacdo devem
estar de acordo com o objetivo do método. O nosso objetivo era conseguir uma maior
extragdo dos ativos da matriz e, consequentemente, uma maior recuperagao. Entdo, quanto
mais préximo de 100%, melhor o resultado. Todos os valores de recuperacdo estdo bem
préximos ao valor de 100%, tanto para a matéria-prima, quanto para o produto. Os resultados

estdo dispostos na Tabela abaixo.

5.4.5.1 Exatiddo da M-P

Tabela 27 - Valores de exatidao da clorexidina (M-P).

Recuperagdo da M-P nos trés niveis de concentracéo da clorexidina

Nivel % Concentragdo Area média Concentragéo Teor médio CV%
tedrica (ug mL™1) experimental (%)
média (g mL1)
50 12 508086 10,58 88,19 2,70
100 24 1165198 24,27 101,13 1,85
150 36 1745313 36,35 100,98 3,03

Fonte: elaborada pela autora.

Tabela 28 - Valores de exatiddo do timol (M-P).

Recuperacdo da M-P nos trés niveis de concentracéo do timol

Nivel % Concentragao Area média Concentragéo Teor medio CV%
tedrica (ug mL™?) experimental (%)
média (ug mL1)
50 20 347349 19,96 99,80 0,63
100 40 696388 40,02 100,04 2,28
150 60 1042551 59,91 99,85 1,13

Fonte: elaborada pela autora.



99

5.4.5.2 Exatiddo do PD

Tabela 29 - Valores de exatiddo da clorexidina (PD).

Recuperagdo do PD nos trés niveis de concentragéo da clorexidina

Nivel % Concentracéao Area média Concentracao Teor médio CV%
tedrica (ug mL- experimental (%)
1 média (ug mL1)
50 12 567887 11,80 98,21 2,69
100 24 1153420 23,95 99,81 2,79
150 36 1822953 37,87 105,19 2,41

Fonte: elaborada pela autora.

Tabela 30 - Valores de exatidao do timol (PD)

Recuperacgéo do PD nos trés niveis de concentracdo do timol

Nivel % Concentragdo Area média Concentracao Teor médio CV%
tedrica (ug mL™1) experimental (%)
média (ug mL1)
50 20 357423 20,04 100,22 2,11
100 40 720906 40,43 101,07 2,21
150 60 1095017 61,41 102,35 2,50

Fonte: elaborada pela autora.

5.4.6 Robustez

A robustez é o parametro utilizado para indicar a capacidade do método em resistir a
pequenas e deliberadas variacdes das condi¢Bes analiticas (BRASIL, 2017). As variagdes
utilizadas para a analise da robustez foram: mudanca do pH da fase (2,8+0,1), mudanca de
fluxo (0,8 0,1 mL min™?) e mudanca das proporgoes de solvente da fase moével (60+2% de
MeOH). As variacGes foram avaliadas uma de cada vez, ou seja, para a analise de cada

parametro, os outros ndo eram alterados.

5.4.6.1 Robustez da M-P

Na robustez da matéria-prima adicionamos mais um parametro de comparagéo, que foi

a utilizagéo de duas colunas do tipo C8 de marcas diferentes.
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Clorexidina

Tabela 31 - Valores de concentracdo da clorexidina na robustez (M-P).

Dados da CLX para as mudancas de parametros

Condicéo Concentracdo média CV% Teor (%) CV%

(ug mL™)
Fluxo 0,7 mL min™ 23,51 2,62 97,98 2,62
Fluxo 0,9 mL min?t 24,26 1,26 101,10 1,26
MeOH 58% 24,07 0,27 100,29 0,27
MeOH 62% 23,63 1,92 98,48 1,92
pH 2,7 23,22 2,96 96,75 2,96
pH 2,9 22,95 3,95 95,64 3,95

Fonte: elaborada pela autora.

Timol

Tabela 32 - Valores de concentracdo do timol na robustez (M-P).

Dados do timol para as mudancas de parametros

Condicéo Concentracao média CV% Teor (%) CV%

(Mg mL™)
Fluxo 0,7 mL min 39,99 0,03 99,99 0,03
Fluxo 0,9 mL min™ 40,12 0,31 100,31 0,31
MeOH 58% 40,06 0,17 100,16 0,17
MeOH 62% 40,10 0,24 100,25 0,24
pH 2,7 39,99 0,22 99,98 0,22
pH 2,9 40,00 0,02 100,01 0,02

Fonte: elaborada pela autora.
5.4.6.2 Robustez do PD

A robustez para o produto foi feita utilizando-se amostras de placebo contaminado,

gue passaram por um processo de extracdo. Os dados estdo expressos nas Tabelas 33 e 34.

Clorexidina

Tabela 33 - Valores de concentracéo da clorexidina na robustez (PD).

Dados da CLX para as mudangas de parametros

Condicéo Concentragdo média CV% Teor (%) CV%
(ug ML)

Fluxo 0,7 mL min‘? 25,23 3,75 105,32 3,75
Fluxo 0,9 mL min 24,93 1,26 103,87 1,26
MeOH 58% 27,66 0,02 115,24 0,016
MeOH 62% 26,63 2,49 110,95 2,49

pH 2,7 25,70 0,39 107,10 0,39

pH 2,9 25,25 0,29 105,21 0,29

Fonte: elaborada pela autora.
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Timol

Tabela 34 - Valores de concentracdo do timol na robustez (PD).

Dados do timol para as mudancas de parametros

Condicéo Concentracdo média CV% Teor (%) CV%
(ug mL™)

Fluxo 0,7 mL min™ 37,63 0,04 94,08 0,10
Fluxo 0,9 mL min™ 38,12 0,07 95,31 0,19
MeOH 58% 41,14 0,41 102,86 0,41
MeOH 62% 40,79 0,21 101,96 0,21

pH 2,7 39,17 0,76 97,93 0,76

pH 2,9 39,25 0,28 98,13 0,28

Fonte: elaborada pela autora.

Foi observado que a mudanca no tempo de retencdo, ocasionava em valores
maiores ou menores de area, tanto para o padrdo, quanto para a amostra. Quanto maior o
tempo de retencdo, maiores os valores de area apresentados, mas sem prejuizo para a
andlise, visto que os valores diminuiam e cresciam de maneira diretamente
proporcional. Assim, ao se comparar padrdo com amostra, os valores de recuperacao

permaneciam semelhantes.

Com a diminuicdo do fluxo para 0,7 mL min’, foi visto que houve um aumento
de 0,8 minutos e 4,0 minutos no tempo de retencdo da clorexidina e timol,
respectivamente. Ja no fluxo 0,9 mL min™, houve uma diminuigio no tempo de corrida
em 0,8 minutos para a clorexidina e 1,6 minutos para o timol. A pressdo da bomba

também variou em £20 mmHg. Quanto maior o fluxo, maior a pressao.

A mudanca de propor¢do também gerou uma mudancga nos tempos de retencao.
As analises em que a fase mdvel foi preparada com 2% a mais de metanol mostraram
uma diminuicdo de 1,3 minutos para a clorexidina e 1,1 minutos para o timol nos
tempos de retencdo. Ja a fase com 2% a menos do solvente organico aumentou em 1,3
minutos e 5,2 minutos 0s tempos de retencdo para clorexidina e timol, respectivamente.
Quanto maior a quantidade de MeOH utilizada, menor o tempo de retencdo dos dois
analitos. A alteracdo do pH da fase mdvel ndo mostrou mudanca significativa nos

tempos de retengdo de nenhum dos dois ativos.

Em relagdo ao teor da clorexidina e do timol, ndo foram observadas alteragdes
nos valores recuperados para nenhuma das condi¢des de mudanca avaliadas, visto que

os valores estdo dentro da normalidade e proximos entre si.
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De acordo com os resultados, 0 método de quantificacdo é capaz de quantificar
as substancias de forma linear e inequivoca, mesmo com pequenas mudangas dos
pardmetros de analise. Também mostrou que, no mesmo laboratorio e sob as mesmas
condicdes, fornece os mesmos resultados, independente das analises serem realizadas no
mesmo dia. O método demonstrou uma concordancia entre os resultados de medicdes
sucessivas de diferentes preparacGes da amostra. Além disso, os métodos de extracdo e
quantificacdo mostraram bons valores de recuperagdo para as duas substancias de
interesse. Desta forma, os métodos de extracdo e de quantificacdo cumpriram com todos

0s parametros exigidos pela RDC 166/2017.
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CAPITULO IV
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO II
6.1 DESENVOLVIMENTO DA PREPARACAO DA MICROPARTICULA

Além dos ativos, clorexidina e timol, a microparticula também foi preparada com
alguns outros excipientes a fim de melhorar a preparacéo e a eficiéncia da encapsulacdo. Os
excipientes utilizados foram MD, HPMC, LSS e CMC. A microparticula desenvolvida nesta

dissertacdo esta protegida sob o registro de patente de nimero BR1012019025899-3.

A MD e o HPMC foram utilizados como agentes encapsulantes. O LSS é um agente
surfactante anidnico, que consiste em uma molécula anfifilica, que aumenta a taxa de
dissolucdo de compostos pouco soltveis em agua. Também auxilia na miscibilidade fisica dos
ativos com polimeros hidrofilicos, evitando a sua precipitacdo em meio aquoso, na maioria
das vezes formando micelas carregadas com farmacos (JUNG et al., 2016). A CMC, também
derivada da celulose, foi utilizada para aumentar a viscosidade da emulsdo e,
consequentemente, a sua estabilidade. Este agente espessante € altamente utilizada nas

indUstrias de alimentos e de medicamentos (SINGH et al., 2016).

Alguns testes foram realizados para determinar a ordem e as quantidades de
excipientes que seriam adicionados na preparacdo da emulséo a ser congelada, para posterior
liofilizacdo. Percebeu-se que a ordem em que 0s excipientes sdo colocados e 0 tempo em que
eles permanecem em agitacdo sdo parametros que influenciam na preparacdo da
microparticula. Todos os excipientes eram adicionados mediante agitacdo magnética a 1000

rpm, em temperatura ambiente, num Erlenmeyer de 50 mL.

Em todos os testes, o LSS era o primeiro excipiente a ser adicionado na mistura, seu
contetido era despejado em 10 mL de agua, sob agitacdo. Era adicionado primeiro no intuito
de solubilizar o timol, que é uma substancia lipofilica. A agitacdo acontecia por 5 minutos e
observava-se a formacdo de espuma. Os proximos a serem adicionados eram 0s ativos. Ao
adicionar o timol puro, na forma solida, ele ndo se misturava ao sistema com até 5 minutos de
agitacdo, mostrando a necessidade de uma solubilizagdo anterior. Entdo, ele passou a ser
diluido num volume de 0,5 mL de etanol P.A. e sé entdo adicionado ao contetdo. Assim que
o timol era adicionado, a solucdo de digluconato de clorexidina era adicionada em seguida.
Dentro de alguns segundos, percebia-se que a espuma desaparecia completamente, e 0 sistema
ficava aparentemente homogéneo e de cor branco leitoso. Depois de adicionados 0s ativos, a

agitacdo continuava por mais 5 minutos.
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ApOls a agitacdo com 0s ativos, 0s outros excipientes eram misturados depois da
pesagem e adicionados todos juntos, aos poucos, com o auxilio de um funil de vidro.
Observou-se que em algumas das réplicas, eram formados alguns “grumos”, que ndo se
desfaziam facilmente e ndo secavam completamente no processo de liofilizacdo. As amostras
que possuiam esse tipo de estrutura, apés a liofilizacdo, foram aos poucos mudando de
aspecto com a presencga destes grumos. O que antes era apenas um pé seco se transformava

numa massa mais escura e completamente umedecida.

Para saber em que momento estes grumos estavam sendo formados, 0s excipientes
passaram a ser adicionados um a um. Adicionava-se entdo: LSS, ativos, HPMC, MD e CMC,
respectivamente. Percebeu-se que, ao adicionar a CMC, algumas amostras apresentavam estas
estruturas de aspecto gelatinoso, ou seja, ao entrar em contato diretamente com o sistema em
agitacdo, ela formava uma espécie de massa, com uma pelicula externa, e que ndo se
misturava ao resto do contetdo. Com o exposto, percebeu-se a necessidade de solubilizacéo
da CMC antes de ser adicionada ao sistema. Entdo, dos 10 mL de &gua, 5 mL foram separados
para solubilizar a CMC. Ela era colocada num Becker junto da dgua e, sem necessidade de

agitacdo, ela entumecia e solubilizava completamente, em pelo menos 30 minutos.

Ao adicionarmos os ativos percebiamos que, quando a espuma desaparecia, o sistema
ficava completamente fluido, e mesmo com uma pequena agitacdo, jorrava o contetido para
fora do Erlenmeyer. Decidiu-se, entdo, adicionar a CMC ap06s a agitacdo de 5 minutos dos
ativos, ndo mais no final do processo. Assim, o sistema conseguiria ficar um pouco mais
VisSC0s0 e 0s outros excipientes poderiam ser adicionados sem maiores perdas do conteldo e,
consequentemente, dos ativos. Com o doseamento, também encontramos valores discrepantes
de recuperacdo em pontos diferentes da mesma amostra onde a CMC foi adicionada no final.
Com a CMC sendo adicionado antes, obtivemos valores uniformes, mesmo em diferentes

pontos da mesma amostra e ainda resultou em valores mais altos da recuperacéo de CLX.

Inicialmente, o nivel baixo (-1) para o LSS era de 1%, mas essa proporcao nao foi
suficiente para permitir uma mistura homogénea. Os ativos eram adicionados e, na medida em
que a agitacdo acontecia, havia uma separacdo do contetdo: uma parte ficava liquida e
transparente, outras partes ficavam numa consisténcia semissélida e esbranquicada. Por isso,
aumentamos a propor¢do do LSS no nivel baixo em 0,5% (resultando em 1,5%) e,

consequentemente, nos outros dois niveis, que passaram a representar 2,0 e 2,5%.
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Depois de todos estes testes, a preparacao da microparticula resultou como mostram a
Tabela 35 e a Figura 23. Clorexidina: 0,048 g (240 pL da solucdo a 20%); timol: 0,075 g +
0,5 mL etanol; MD: 3 g; CMC 0,02 g; LSS e HPMC: trés valores diferentes para cada, de

acordo com o planejamento fatorial.

Tabela 35 - Ordem de preparacdo da microparticula.

5 mL de 4gua + CMC — apds 30 minutos entumecendo (separado num Becker a parte),
agitacao em agitador magnético por 5 minutos — deixar reservado

Num Erlenmeyer, adicionar 5 mL de agua e o0 LSS (sob agitacdo) — agitar por 2 minutos

Adicionar o timol diluido em etanol e, em seguida, adicionar a clorexidina —
agitar por 5 minutos
Adicionar a CMC ja diluida em agua — agitar por 2 minutos
Adicionar o HPMC — agitar por 2 minutos
Adicionar a MD aos poucos — agitar por 5 minutos
Fonte: elaborada pela autora.

Figura 23 - Sequéncia de preparagdo da microparticula.

5mlLde dgua +
CMC — deixar
reservado por 30
minutos

+ timol diluido
em 0,5 mLde
etanol P.A.

5mlde dgua + Agitacdo

LSS

2 minutos

+solucdo de
digluconato de

3 g
Deixar a CMC W& clorexidinaa
sob agitacdo @ 20%
B — + CMC Kl
magnética por 5
minutos
%A’i?:fﬁo
i.-?os_
tacs
+ HPMC rettact, +MD
2 minutos
\5‘?’?3;50

.‘,-)Q“O
Emulsdo pronta N
para

congelamento

Fonte: elaborada pela autora.

Logo apods a preparacdo, as emulsdes eram transferidas para recipientes de acrilico
(Figura 24 A), e levadas diretamente para um ultrafreezer, na temperatura de -80°C, depois
passavam 13+1 h nesta temperatura. Apds esse tempo de congelamento, as tampas eram
retiradas e as amostras eram colocadas nas bandejas do liofilizador, previamente ligado e na




107

temperatura entre -45+5°C (figura 24 B). A pressao do liofilizador, permanecia abaixo de 500
mmHg durante todo o processo. O tempo de liofilizagéo foi de 13h. Ao retirar as amostras do
liofilizador, uma pequena parte era separada em um recipiente vedado com plastico parafilm e
armazenada ao abrigo da luz. Estas amostras foram separadas para possiveis imagens em
microscopio eletrénico. A outra parte do material liofilizado era triturada com grau e pistilo, e
posteriormente utilizada para o teste de doseamento (figura 24 C). Todas as amostras foram
armazenadas em recipiente vedado, ao abrigo da luz e em dessecador com silica. As imagens
desta preparacao estdo a seguir na Figura 24 A) amostras recém preparadas, adicionadas ao
recipiente para congelamento; B) amostras no processo de liofilizacdo; C) amostras sendo

trituradas pos-liofilizagao.

Figura 24 - Fotos da preparacdo da microparticula.

Fonte: fotos da pesquisa.

6.2 RECUPERACAO DOS ATIVOS DA MICROPARTICULA POR CLAE-DAD

As amostras trituradas foram utilizadas para o doseamento dos ativos. Eram retiradas
guantidades referentes a 100% dos dois ativos, segundo o que havia sido adicionado dos dois
em cada preparacdo. Cada uma das amostras foi analisada em triplicata, onde nenhum CV%
foi maior do que 5%. Todas as amostras passaram pelo mesmo processo de extracdo. Os
valores de recuperacdo sdo referentes a média das trés leituras realizadas para cada condicdo

do planejamento, e estdo dispostos na Tabela 36:

Tabela 36 - Resultados da recuperacdo dos ativos nas microparticulas.

Experimentos LSS (%) HPMC (%) | Clorexidina (%) Timol (%)

1 1,0 1,67 95,8 56,43
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2 1,33 1,67 99,91 52,50
3 1,67 1,67 103,23 46,35
4 1,0 2,5 98,49 59,54
5 1,33 2,5 107,49 74,84
6 1,67 2,5 104,06 52,38
7 1,0 3,33 94,43 59,54
8 1,33 3,33 103,59 68,78
9 1,67 3,33 111,05 67,81

Fonte: elaborada pela autora.

6.3 ANALISE ESTATISTICA DO PLANEJAMENTO FATORIAL PARA A
CLOREXIDINA

Tabela 37 - Dados estatisticos obtidos no planejamento fatorial - CLX

Analise SQ GL QM F p
HPMC 4,33 2 2,17 6,56 0,007226
LSS 27,36 2 13,68 41,48 0,000000
HPMC*LSS 8,48 4 2,12 6,43 0,002138

Residuos 5,94 18 0,33 - -

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 25 - Gréfico de superficie da clorexidina.

Clorexidina (ug/mL) = 18,5167+0,0813"x+0,5925"y
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Fonte: elaborada pela autora.
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O gréafico de superficie foi utilizado para avaliar as influéncias das variaveis, tanto
interacBes primarias quanto secundarias, em relacdo a recuperagdo dos ativos nas diferentes
propor¢des no planejamento fatorial 32 da microparticula. Um plano de superficie de resposta

em 3D na Figura 25 nos permite uma melhor visualizacao destas influéncias.

A andlise estatistica dos dados experimentais (Tabela 37) mostrou que existe uma
grande influéncia na quantidade de ativos a ser utilizada, em relacdo a variavel independente,
que é concentracdo da clorexidina no interior da microparticula. Avaliando o gréfico de
superficie para a clorexidina (Figura 25), podemos ver que existe uma interagdo primaria, que
qguanto maior a quantidade de LSS e de HPMC, individualmente, maior a quantidade
recuperada do ativo na microparticula. Este efeito € maior para o LSS do que para o HPMC.
Também € possivel perceber uma interacdo secundéaria LSS (X1) x HPMC (X>), visto que o
efeito sinérgico é evidenciado no grafico de superficie. A medida que a proporcio dos dois
aumenta concomitantemente, é possivel também ver o aumento da concentracdo da
clorexidina. Os valores de p foram menores do que 0,05% para todos os dados, mostrando a

significancia dos resultados no nivel de 95% de confianga.

6.4 ANALISE ESTATISTICA DO PLANEJAMENTO FATORIAL PARA O TIMOL

Tabela 38 - Dados estatisticos obtidos no planejamento fatorial - timol.

Andlise SQ GL QM F p
HPMC 128,86 2 64,43 403,04 0,000000
LSS 64,68 2 32,34 202,30 0,05
HPMC*LSS 90,00 4 22,50 140,75 0,000000
Residuos 2,88 18 0,16 - -

Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 26 - Gréafico de superficie do timol.

Timol (ug/mL) = 16,9933+0,5107"x-0,2792"y
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Fonte: elaborada pela autora.

Para o timol, encontramos 0 mesmo aumento visto para a clorexidina, em especial a
interacdo priméria relacionada ao HPMC (Figura 26). A proporcdao de HPMC exerce uma
influéncia positiva e significativa em relacdo a quantidade de timol recuperada da
microparticula (Tabela 38). Este efeito pode ser explicado pela volatilidade do timol, onde
guanto mais agente encapsulante, maior interacdo, resultando em uma maior quantidade de
timol envolvido na microparticula. Os valores de p avaliados em relacdo ao HPMC foram
menores do que 0,05% para os dados, mostrando a significancia dos resultados no nivel de
95% de confianca. Em relacdo ao LSS, o aumento ndo foi estatisticamente significativo, com
p>0,05, na concentracdo do timol quando houve aumento na proporcao deste excipiente. 1sso
pode ser explicado pelo fato de que a menor propor¢do de LSS ja deve ser o suficiente para
solubilizar todo o timol adicionado na preparacdo. Ou seja, um aumento da concentragédo de
LSS acima de 2,5%, a solubilizacdo do insumo ativo ndo resultard& em melhoria de
solubilidade, visto que esta faixa estd acima da concentracdo micelar critica do agente

tensoativo.
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6.5 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

As Figuras 27, 28 e 29 mostram a comparagao entre as curvas dos ativos e excipientes,
bem como de suas misturas binarias 1:1. As Tabelas 39, 40 e 41 trazem os valores de Tonset,
Tpico e AH dos picos referentes aos insumos farmacéuticos ativos (IFA) nas misturas

binérias.

As curvas de DSC mostraram eventos tanto para a clorexidina, quanto para o timol,
como mostra a Figura 27. E possivel observar um evento endotérmico para a clorexidina, mas
que nédo pode ser considerado como pico de fusdo, visto que ndo tem forma definida e ndo se
assemelha a um pico que corresponde a fusdo de compostos. Como a clorexidina usada foi
preparada por meio da liofilizagdo da solucdo de digluconato de clorexidina a 20%,
possivelmente resultou em um material amorfo. Neste tipo de material, consequentemente, o
evento observado pode corresponder a uma transicdo vitrea (Tg) ou a uma degradagdo. No
entanto, ainda sim é possivel observar um evento da clorexidina sempre na temperatura de
170°C.

Priyadarshini et al. (2017) realizaram curvas de DSC com clorexidina base carregada
em nanoparticulas, e observaram que o pico de fusdo da clorexidina base na forma livre foi
em torno de 136°C. Além disso, também nédo observaram o pico de fusdo da CLX na andlise
nanoparticula. De Oliveira (2004) também analisou a associacdo de clorexidina a 0,12% com
quitosana (m/m), encontrando o seu pico de fusdo em 142°C, que é compativel com o valor de
ponto de fusdo da clorexidina, 142,9°C. No presente trabalho, a temperatura encontrada para
0 evento da clorexidina na faixa de 178,04°C, com Tonset em 155,12°C e Tpico em 178,04°C
e com caracteristicas de uma substancia amorfa. Isto mostra o processo de obtencdo
(secagem), diferente natureza (sal ou base) e a concentracdo do insumo podem influenciar nas

propriedades fisicas da clorexidina.

Na curva DSC do timol foi observado um evento endotérmico caracteristico de
substancias cristalinas com Tonset em 47,57°C e Tpico em de 55,04 °C, o qual representa a
fusdo do insumo farmacéutico ativo (IFA). O valor esta de acordo com os valores relatados na
literatura. Pochivalov et al. (2017) estudaram o timol e a sua utilizagdo em filmes com
atividade antibacteriana, com o DSC também encontraram um pico endotérmico em torno de
50°C na andlise do timol isolado. Mourtzinos et al. (2008) prepararam um complexo de
inclusdo de timol com B-ciclodextrina e confirmaram essa incluséo pela técnica de DSC. No

trabalho, o timol puro apresentou um pico endotermico em 61,6°C e, quando associado ao



Fluxo de calor

< Endo

L
-——Endo
1

112

complexo, este pico desaparece. Também € possivel observar dois eventos apds o pico de
fusdo do timol, na curva DSC deste insumo isolado, eles possivelmente correspondem a

degradacdo do mesmo (Tabela 39, evento T-2-3).

Podemos também perceber que ndo houve interacdo entre os insumos gquando
observamos a curva da mistura dos dois (Figura 27A). Também observa-se a diminui¢édo da
entalpia em cerca de 50% para os dois ativos na mistura binaria 1:1, quando se comparam as
entalpias nas curvas da sua forma pura, como mostra a Tabela 39. A entalpia da clorexidina
passa de 110,2 para 51,8 J/g e a do timol de 119,06 para 65,07 J/g. Isto acontece porque na
mistura binaria temos metade de cada ativo, quando comparado a quantidade utilizada na
analise das suas formas puras. Ainda € possivel observar os dois eventos endotérmicos de
forma separada, apenas com um adiantamento da temperatura dos picos que aparecem na
curva do timol, que possivelmente se trata da sua degradacdo. Estes picos apresentam-se entre
175 e 200°C na curva do timol puro, mas é adiantado para uma temperatura entre 125 e 150°C

quando ele estd em combinacdo com a clorexidina.

Na Figura 27B, nédo € possivel observar na curva da microparticula 0s mesmos eventos
que acontecem para a clorexidina e para o timol. Isso indica que os farmacos estdo
molecularmente dispostos na matriz desta microparticula, formando um complexo de
inclusdo (MOURTZINOS et al., 2008). Ainda é possivel observar um pequeno evento
exotérmico em 300°C, que pode ser referente a degradacdo da microparticula. Na Figura
27 A) curvas DSC de clorexidina, timol e da sua mistura binaria. B) Curvas de

clorexidina, timol e da microparticula contendo estes dois ativos.

Figura 27 - Curvas de DSC da CLX, T e MP.
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Tabela 39: Eventos do DSC para CLX, T, para a mistura binaria CLX:T e para 0s
quatro excipientes na forma isolada.

Eventos do DSC para CLX, T, CLX:T e excipientes isolados

Valores
Amostra | Eventos Tonset (°C) Tpico (°C) AH/Jg
1 41,90 62,60 12,98
CLX 2 155,13 178,04 110,2
1 47,57 55,04 119,06
T 2 110,00 171,79 139,70
3 181,00 211,59 73,61
1 46,45 53,11 64,91
CLXT 2 80,35 132,94 138,79
3 151,09 171,97 51,8
1 35,00 96,25 168,88
2 186,27 216,31 18,09
MD 3 238,00 249,14 61,39
4 (exo) 249,90 303,36 202,54
1 38,56 87,12 75,00
HPMC 2 223,01 255,87 21,67
3 331,95 356,31 92,76
1 99,87 105,52 21,62
2 166,00 182,97 12,29
Lss 3 188,00 194,83 6,08
4 200,00 242,01 52,57
5 250,00 261,75 9,92
6 268,00 275,78 10,51
7 315,16 323,33 4,98
1 32,65 95,79 293,57
cMmcC 2 (exo) 250,51 294,60 223,59

Fonte: elaborada pela autora.

Na Tabela 39 estdo representados os valores de Tonset (°C), Tpico (°C) e a entalpia de
fusdo (Jgt) para todos os eventos. Todas as linhas marcadas na cor verde sio referentes aos
eventos da clorexidina, e na cor azul, ao timol.Em relacdo as misturas binérias de clorexidina
com os excipientes, foram observados eventos da clorexidina em todas as curvas (Figura 28).
E possivel perceber uma maior supressdo da expressdo de clorexidina na curva da mistura
com LSS (Figura 2C). A Unica interacdo fisica encontrada € justamente nesta mistura, onde ha
um deslocamento do evento da clorexidina. Na mistura, houve um atraso de quase 30°C no
Tpico em relacdo a clorexidina isolada (Tabela 40, eventos CLX-2 e CLX:LSS-3). Ainda em
relacdo ao LSS, também houve uma diminuicdo da entalpia de 110,2 para 1,94 J/g (Tabela 40,
evento CLX:LSS-3). Em relacdo aos outros excipientes, ndo foram observadas interacdes
fisicas, as temperaturas de Tpico permaneceram proximas em relacdo a da clorexidina livre.

Os valores de entalpia do ativo quando em mistura com MD e CMC, ficaram na faixa de 32 J
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g e com o HPMC, o valor encontrado foi de 45,06 J g™ (Tabela 40). Estes dados de baixa
entalpia ndo necessariamente significam que hd uma interacdo farmaco-excipiente, visto que

ndo houve uma alteracdo significante das temperaturas da clorexidina (LIMA et al., 2014).

O maior evento endotérmico que aparece para 0 HPMC na sua curva individual
(Tabela 39, evento HPMC-3) também desaparece, bem como o evento da MD (Tabela 39,
evento MD-3). Na curva do LSS é possivel ver consecutivos eventos endotérmicos,
possivelmente referentes a recristalizagdo do mesmo (Tabela 39, eventos LSS2-6). Quando
em mistura, o LSS apresenta os eventos de forma suprimida, levando a crer que, em mistura
com a clorexidina, ha um aumento de carater amorfo do excipiente (Tabela 40, evento
CLX:LSS). Os pequenos picos encontrados na regido proxima a 100°C para 0s excipientes,
em especial o LSS (Figura 28C) (Tabela 39, evento LSS-1), sdo referentes a remoc¢do de
umidade, visto que eles s&o higroscépicos (PIRES, 2016).

As curvas de DSC sugerem que ndo houve nenhum tipo de interacdo fisica para a
clorexidina e seus excipientes, com exce¢do do LSS. Apesar de que, mesmo com 0 baixo
valor de entalpia e o deslocamento do evento, ainda sim foi possivel observa-lo na curva. Em
todas as misturas binarias, foi possivel observar de forma clara os eventos da clorexidina. No
entanto, este evento ndo corresponde necessariamente a um pico de fusdo, visto que ela esta
possivelmente na forma amorfa. Na Figura 28 A) curvas DSC de clorexidina, MD e da sua
mistura binaria; B) curvas DSC de clorexidina, HPMC e da sua mistura binaria; C) curvas
DSC de clorexidina, LSS e da sua mistura binaria; D) curvas DSC de clorexidina, CMC e da

sua mistura binéria.



115

Figura 28 - Curvas DSC da CLX na forma livre, comparado com as curvas DSC dos

excipientes e suas misturas bindrias.
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Na tabela 40 estdo representados os valores de Tonset (°C), Tpico (°C) e a entalpia de
fusdo (Jg!) de todos os eventos apresentados. Todas as linhas marcadas na cor verde sdo

referentes aos eventos do ativo.

Tabela 40 - Eventos do DSC para CLX na forma isolada e em mistura com os excipientes.

Eventos do DSC para CLX em suas misturas binarias

Valores
Amostra Eventos Tonset (°C) Tpico (°C) AH/Jg!
CLX 2 155,13 178,04 110,2
1 36,06 74,94 61,37
CLX:MD 2 164,96 177,87 32,44
3 (exo) 273,61 321,19 23,28
1 40,88 70,90 48,35
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CLX:HPMC 2 119,00 167,63 45,06
1 90,26 115,32 10,52

2 116,37 125,17 2,09

CLXLSS 3 159,17 200,09 1,94
4 229,75 269,02 96,52
1 39,59 115,29 280,21

CLX:CMC 2 162,19 175,60 32,09
3 (exo) 264,17 297,81 128,34

Fonte: elaborada pela autora.

Foi possivel avaliar os picos do timol em todas as misturas binarias em que ele esta
presente. Chamando atencdo apenas para uma grande diminui¢dao da sua expressdo na mistura
com HPMC, bem como o seu valor de entalpia, que diminui de 119,06 para 3,34 Jg* (Tabela
41). Em um trabalho de Pires (2016), é também possivel observar este mesmo efeito do
HPMC com ciprofibrato. A autora explica que o intumescimento do HPMC ocorre quando em
presenca de liquido e sob aquecimento, que acontece no inicio da fusdo do farmaco,
dificultando, entdo, a continuagdo do processo de fusdo. Isso pode explicar sua acdo em
envolver o HPMC, que corrobora com os resultados do planejamento fatorial, onde mostra
gue o aumento de HPMC, aumenta também a quantidade de timol no interior da

microparticula.

Em nenhuma das curvas observou-se o deslocamento do pico de fusdo para o timol,
sugerindo nenhuma interacdo fisica dele com os excipientes. Apesar da diminuicdo da
entalpia e da expressao dele em algumas misturas, isso pode ser justificado. Além disso, ndo
houve mudancas significativas nas temperaturas do pico de fusdo do timol em mistura, em

relacdo ao timol puro, como mostra a Tabela 41.

Nas misturas com MD e CMC ¢ possivel observar um adiantamento dos picos, que
provavelmente se referem a degradacdo do timol (Figuras 29B e 3D) (Tabela 41, eventos
T:MD- 2 e T:CMC-2). Isto também aconteceu na mistura binaria entre timol e clorexidina
(Figura 27A) (Tabela 39, evento CLX:T-2). Assim como para a clorexidina, o evento que
aparece para a MD sofre supressao quando em mistura com o ativo. Ja nos outros excipientes,
ndo mostrou alteracdo no perfil térmico, apenas diminuigdo da intensidade dos picos. Nao
houve diferenca nas temperaturas e nas entalpias para o timol nas misturas, com excecao da
entalpia quando misturado com HPMC (Tabela 41). E por fim, o pico em 100°C encontrado
na mistura com LSS, que também acontece com a clorexidina, é referente a perda de agua do

material.
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Figura 29. Curvas DSC do timol na forma livre, comparado com as curvas DSC dos

excipientes e suas misturas binarias
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A Figura 29 aponta A) curvas DSC do timol, MD e da sua mistura binéria; B) curvas
DSC do timol, HPMC e da sua mistura binéria; C) curvas DSC do timol, LSS e da sua mistura

binaria; D) curvas DSC do timol, CMC e da sua mistura binaria.
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Tabela 41: Eventos do DSC para timol na forma isolada e em mistura com os
excipientes.

Eventos do DSC para T em suas misturas binarias

Valores
Amostra Eventos Tonset (°C) Tpico (°C) AH/Jg*
T 1 4757 55,04 119,06
i 51,54 54,21 78,57
T:MD 2 79,73 132,39 915,98
1 50,98 53,27 3,34
2 232,89 237,03 1,68
[ELELS 3 244,83 248,29 33,60
4 344,57 357,02 26,69
1 52,53 58,74 70,16
2 97,58 103,75 4,11
T:LSS 3 176,73 189,57 3231
4 204,72 215,34 74,57
5 253,59 267,80 14,97
1 49,87 53,7 74,42
T:CMC 2 84,39 131,79 273,27
3 (exo) 260,87 296,12 68,71

Fonte: elaborada pela autora.

De acordo com Oliveira, Yoshida e Gomes (2011), pequenas alteragdes podem estar
relacionadas a presenca dos excipientes na formulacdo, mas ndo necessariamente caracterizam
a ocorréncia de interacGes ou reacdo quimica. Os eventos térmicos mais significativos nao
caracterizam uma incompatibilidade quando ocorrem nas mesmas faixas de temperatura. E
importante observar que na maioria das misturas avaliadas observa-se uma alteragdo no valor
da entalpia de fusdo dos farmacos quando em mistura fisica com os excipientes, porém este
valor equivale a praticamente a metade do valor de AH do farmaco isolado, isto se explica
pelo fato das misturas fisicas estarem na proporcdo 1:1, entdo a diminuicdo da entalpia, ja
esperada, estd relacionada a uma menor quantidade do farmaco na mistura (OLIVEIRA;
YOSHIDA; GOMES, 2011).
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CAPITULO V
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO I

7.1 CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Nos primeiros testes realizados, utilizou-se uma quantidade de microparticula
referente a 0,12% de clorexidina. Foi possivel observar que em todos os pocos, apés a
coloracdo com resazurina e cerca de uma hora de espera, ndo havia sinal de células viaveis de
microrganismos nas placas com S. aureus, S. mutans e C. albicans. A Figura 30 mostra as
placas testes dos referidos microrganismos com a microparticula e, como se pode observar,
todos 0s pocos estdo azuis. Nao foi possivel encontrar a concentracdo inibitoria minima
utilizando-se essa concentracdo da microparticula. A Figura 30 foi onde utilizamos a MP com
concentracOes de 0,12 e 0,18% de CLX e T, respectivamente. N&o foi possivel a observagao
de células viaveis em nenhum dos pocos e, consequentemente, ndo foi possivel encontrar a

CIM para nenhum dos microrganismos avaliados.

Figura 30 - Primeira investigacdo da CIM,
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Continuamos a investigacdo para descobrir a concentracdo inibitoria minima,
realizando a preparacdo da microparticula em uma concentracdo 10 vezes mais diluida. A
atividade antimicrobiana da microparticula contendo clorexidina e timol foi avaliada. Com
estes resultados, foi assim determinada, a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) frente a cada
microrganismo. Em todos os experimentos 0s controles positivos, negativo, do meio, da

salina, das solu¢Bes mées e do crescimento microbiano do in6culo foram adequados.

O controle positivo corresponde a substancias com atividade antimicrobiana. Os
controles positivos selecionados foram a clorexidina e o timol, exatamente nas mesmas
concentracdes dos ativos na MP, mas de forma livre. O controle da clorexidina mostrou-se
efetivo contra os trés microrganismos, em todas as concentracfes. Ja o controle do timol, foi
utilizado em concentragdes insuficiente para matar os microrganismos, pelo menos quando de
forma isolada. O controle negativo utilizado foi a solugdo de Tween 80 5% + DMSO 2,5%,
usado para dissolucao do timol, ele ndo apresentou nenhum tipo de atividade antimicrobiana

nas concentragdes testadas.

Tabela 42 - Resultados dos controles.

Controles
Controles Microrganismos
positivos e -
negativos S. aureus S. mutans C. albicans
Clorexidina livre | Positivo em todos os | Positivo em todos os | Positivo em todos 0s
0,012% pocos pocos pocos
Timol livre Concentracdo utilizada para o timol ndo foi suficiente para matar os
0,018% microrganismos nas placas testadas
Tween 5% + Negativo em todos | Negativo em todos os | Negativo em todos
DMSO02,5% 0S p0ocos pocos 0S pOcos

Fonte: elaborada pela autora.

E importante ressaltar que neste presente trabalho, todos os valores de concentragdes
minimas, sejam inibitorias, bactericidas ou fungicida é sempre da associacdo dos dois ativos,
buscando um sinergismo da atividade antimicrobiana. Os resultados estdo dispostos na Tabela
43. Para S. aureus, os valores de CIM encontrados sdo de 4,8 + 7,5 ug mL* da mistura de
CLX e T, respectivamente, na MP. Ja para S. mutans e C. albicans foram encontrados os
mesmos valores de 4,2 + 6,56 pug mL™* da mistura de CLX e T, respectivamente, na MP. A
MP testada continha 0,012% de CLX e 0,018% de T. A Figura 31 mostra as placas testes da
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investigacdo da CIM em triplicata. O S. aureus mostrou-se um pouco mais resistente quando
comparado aos outros microrganismos, com uma CIM mais alta, mas com uma diferenca

muito pequena entre eles.

Andrade et al. (2011) fizeram o estudo de enxaguatérios bucais, um deles era a base de
clorexidina e outro com 0Oleos essenciais, o timol em associacdo com o eucaliptol. O valor
apresentado de CIM para a clorexidina no enxaguatorio foi de 0,3 mg mL™* para S. aureus, S.
mutans e C. albicans. J& no enxaguatério que continha timol + eucaliptol, foram encontrados
os valores de 0,16 + 0,23 mg/mL para S. aureus, 0,32 + 0,46 mg mL* para S. mutans e 0,16 +

0,23 mg mL* para C. albicans.

Festuccia et al., 2013 investigaram a CIM da clorexidina pelo método de diluigdo em
agar e obteve valor de CIM de 0,24ug mL™* quando testada em S. aureus. Lee e Lee, (2018)
encontraram valores de CIM de 0,4883 e 0,9766 pug mL™* para duas diferentes cepas de S.
mutans e valores de CBM de 7,8125 e 15,6250 pug mL™, também para as respectivas cepas.
Teixeira (2012) também realizou preparagdes de inclusdo de clorexidina com ciclodextrinas
(0-Cd, B-Cd e Hp-B-Cd), a MIC variou de 0,25 a 4,0 ug mL™* nas diferentes preparacdes e a
CBM para C. albicans e entre 2,0 e 16 pug mL™, ambos para S. mutans. Neste Gltimo trabalho,

os valores de MIC encontram-se mais proximos dos resultados obtidos neste trabalho.

Fernandes (2015) estudou o timol e fez a investigacdo dos valores de CIM e CBM
para S. mutans em crescimento plancténico, a pesquisa mostrou valores de CIM 100 pg mL™?
e CBM 400 pg mL?t. As células plancténicas sio muito mais susceptiveis a agio dos
antimicrobianos do que as células de biofilme, visto que elas séo individuais e estdo livres
(OLIVEIRA, BRUGNETRA, PICCOLI, 2010). Almeida (2016) investigou a atividade de
Oleos essenciais (OE) extraidos de Lippia sidoides, onde o componente majoritario é o timol.
Os valores de CIM encontrados para S aureus, S. mutans e C. albicans foram 5,9; 2,4 e 7,1 ug
mL? de OE, respectivamente. Os valores de CIM encontrados no segundo trabalho, em
relacdo ao S. mutans, foram bem menores, visto que o timol estd em associacdo com outros
componentes do 6leo essencial, que também tem atividade antimicrobiana. Freire et al. (2014)
realizaram trabalho com 6leos essenciais de Thymus vulgaris, também rico em timol, a CIM e
CBM para S. mutans foi de 2,25 ug mL™, ja para S. aureus obteve valores de CIM e CBM de
0,5625 pug mL™,

E possivel avaliar que os valores de CIM da clorexidina sdo mais baixos do que para o

timol. Vale ressaltar que os valores encontrados na literatura ndo necessariamente devem ser
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compativeis ao deste trabalho, visto que os ativos estdo incorporados em uma microparticula.
Como ja dito, a MP libera uma parte do contetdo de forma imediata e outra parte durante um
tempo mais prolongado. Os valores de CIM da clorexidina na forma livre tendem a ser bem
menores. A investigacdo da microdiluicdo em caldo ocorre em um periodo de 24 horas para as
bactérias e 48 horas para a levedura, entdo nao necessariamente toda a quantidade de ativos da
MP foi liberada nos pogos. Os valores de CIM e CBM da literatura para extrato e dleos
essenciais, tendem também a ser menores, visto que existe uma quantidade muito grande de

componentes.

Os trés microrganismos avaliados neste trabalho mostraram-se susceptiveis a acao da
microparticula e com valores relativamente baixos de CIM e CBM. Sédo considerados
resultados promissores aqueles onde a CIM é menor do que 10 pg mL? em relagdo a
compostos isolados e 100 pg mL* quando se trata de extratos (RIOS; RECIO, 2005). Diante
disto, os resultados mostraram-se satisfatorios. E também interessante ressaltar uma proposta
em relacdo a acdo da bactéria S. mutans frente ao mecanismo de acdo da MP, visto que ela é
uma bactéria sacarolitica, o que significa que ela consome agulcares como fonte de energia.
Um dos mecanismos de formacao de carie por esta bactéria é justamente o rapido consumo
dos carboidratos, levando ao que se chama de pH sacarolitico, facilitando o aparecimento de
caries dentarias (SVENSATER et al., 2001). A MD, excipiente encapsulante presente em
maior quantidade na MP, deve ser consumido por esta bactéria quando presente, facilitando a

liberacdo do seu contetdo no local de acao.

Diante dos resultados, também € possivel perceber que a MD e 0 HPMC mostraram-se
favoraveis ao processo de preparacdo da microparticula, pois foram capazes de carrear 0s

ativos e libera-los quando em solucgéo para a sua atividade frente aos microrganismos.

Tabela 43 - Valores de CIM baseados na quantidade de ativos da MP.

MIC (ug mL™?)
Teste de MP Microrganismos
contendo :

0,012% CLX S. aureus S. mutans C. albicans

0,018% TIMOL
Ndmero do pogo B,E,H3 B,E,H4 B,E,H4
(em triplicata)
Clorexidina + 48+75 4,2 + 6,56 4,2 + 6,56
Timol

Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 31 - Placas teste CIM.
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Fonte: fotos da pesquisa.

Na Figura 31, (A) Placa teste de S. aureus, com CIM nos pogos B, E e H 4. (B) Placa
teste de S. mutans, com CIM nos pogos B, E e H 5. (C) Placa teste de C. albicans, com CIM
nos pogos B, Ee H 5.

7.2 CONCENTRACOES BACTERICIDA E FUNGICIDA MINIMAS (CBM E CFM)

Os testes de CBM e CFM (Tabela 44) foram realizados por meio de plaqueamento, ou
seja, recultivo dos pogos que tenham a concentracdo do agente antimicrobiano acima e abaixo
da CIM. As placas utilizadas continham agar BHI para as bactérias e agar Sabouraud dextrose
para a levedura. Para a placa de S. aureus, considera-se a CBM em H1, visto que ndo houve
um crescimento significante de células nesta porcao da placa. A partir de H2 até H6, observa-
se um crescimento mais acentuado. Para S. mutans, também considera-se H1, visto que houve
crescimento em todas as placas, de H2 a H7. Para as duas bactérias, o valor de CBM foi 6,0 +
9,38 ug mL* da associagdo de CLX + T, respectivamente, na MP. Em C. albicans, considera-
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se a CFM em H4, com a concentragéo de 4,2 + 6,56 pg mL™ da mistura de CLX + T na MP.

As placas preparadas para o teste estdo dispostas na figura 32.

Tabela 44 - Valores de CBM de S. aureus e S. mutans, e valores de CFM de C.

albicans.

CBM e CFM (ug mL™Y)

Teste de MP contendo
0,012% CLX
0,018% TIMOL

Pocos da CBM e CFM

H1

Microrganismos

H1 H4

Clorexidina + Timol

6,0 + 9,38

6,0 +9,38 4,2 +6,56

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 32 Placas teste de CBM e CFM.

Fonte: fotos da pesquisa.
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CAPITULO VI
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8 CONCLUSAO

Foi possivel o desenvolvimento de um método para quantificacdo simultanea de
clorexidina e timol. Também foi desenvolvido um método de extragdo dos ativos do produto.
A validacdo dos dois métodos atendeu a todos os parametros exigidos pela RDC 166/17.

O planejamento fatorial 32 auxiliou na preparagdo da microparticula, fornecendo
informacbes da eficiéncia dos excipientes LSS e HPMC visando otimizar o processo de

encapsulacao, tanto para a clorexidina quanto para o timol.

Os resultados de DSC mostraram um perfil amorfo para a clorexidina liofilizada e um
perfil cristalino para o timol. Entre as andlises das misturas binarias (1:1) de ativos e
excipientes, houve possivelmente uma interacdo fisica entre a clorexidina e o LSS, com um
atraso da temperatura do evento da clorexidina. Na curva da microparticula ndo foi possivel
observar 0s eventos que acontecem para a clorexidina e para o timol, indicando que o0s

farmacos formaram um complexo de inclusédo

O teste de microdiluicdo realizado com Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus
e Candida albicans mostraram resultados favoraveis para a CIM, CBM e CFM. A
microparticula apresentou CIM de 4,8 + 7,5, 4,2 + 6,56 € 4,2 + 6,56 pug mL™ para S. mutans,
S. aureus e C. albicans, respectivamente. Os resultados de CBM foram de 6,0 + 9,38 ug mL*
para as duas bactérias e CFM de 4,2 + 6,56 pug mL™ para C. albicans. Os valores foram
considerados promissores frente a estes trés microrganismos, também em comparagcdo com 0s

valores encontrados na literatura.
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9 PERSPECTIVAS

Os resultados da microparticula mostraram-se promissores nos testes microbioldgicos
realizados. O produto foi patenteado e o intuito é continuar a realizagdo de testes tanto na area
de tecnologia, quanto na area de microbiologia. Além também da producdo de trabalhos
cientificos em diversas areas, também incluindo o desenvolvimento de formas farmacéuticas
solidas e a realizacdo de pesquisa clinica que comprove a seguranca e eficacia da atividade

antimicrobiana.

O uso da clorexidina e do timol em sua forma livre pode acarretar efeitos
indesejaveis, a intencdo da microparticula é também tentar diminuir estes fatores, tendo como
objetivo o sinergismo de acdo dos dois, além da diminuicdo da dose individual. A
microparticula também permite mascarar o sabor dos ativos, melhorando a adesdo dos
pacientes ao tratamento. A utilizacdo deste produto em uma forma farmacéutica para uso em
pacientes com problemas bucais, da estética a carie e também outros acometimentos maiores,
deve também ser explorada. Diversas sdo as vantagens deste produto e os resultados obtidos

neste trabalho serdo fundamentais para a continuacao deste projeto.
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