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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A presente pesquisa propde entender melhor os mecanismos de difuséo do principal
agente clareador empregado nos consultérios. A compreensao da cinética quimica e
dos mecanismos de acdo do peroxido de hidrogénio ird permitir a otimizacao de
agentes clareadores potencializando sua eficacia e seguranca, e diminuindo os efeitos

adversos aos pacientes submetidos a essa modalidade de tratamento.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This research proposes to better understand the diffusion mechanisms of the main
bleaching agent used in dental offices. Understanding the chemical kinetics and
mechanisms of action of hydrogen peroxide will allow the optimization of bleaching
agents, enhancing their efficacy and safety, and reducing adverse effects for patients

undergoing this treatment modality.
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RESUMO

Barros PCA. Andlise do perfil de liberacdo do principio ativo peréxido de hidrogénio
por diferentes géis clareadores dentais [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2023

O objetivo desse estudo foi analisar o perfil de liberagéo do principio ativo peroxido de
hidrogénio por diferentes géis clareadores no decorrer do periodo de aplicacdo. Para
tal diferentes géis clareadores a base de peréxido de hidrogénio para uso na técnica
em consultorio foram levados a camara doadora de uma célula de difuséo vertical
(célula Franz). Foi empregado como meio de difusdo uma membrana de éster de
celulose com porosidade de 100-500 Daltons. A camara receptora foi preenchida com
agua ultrapura. Os seguintes géis foram testados: Whiteness HP (FGM), Whiteness
HP Blue (FGM), Whiteness HP Automix (FGM), Potenza Bianco (PHS do Brasil),
Opalescence Boost (Ultradent), e Pola Office Plus (SDI); solucao de peréxido 35%
controle. O peréxido de hidrogénio liberado pelo gel se difundiu através da membrana
e se misturou com a agua na camara receptora. Uma amostra de 40ul foi coletada da
camara receptora a cada 5 min, durante 45 minutos e foi reposto o mesmo volume de
40 pl em agua ultrapura. A concentracdo de peréxido na amostra (mg/ml) foi
determinada em triplicata a cada momento, utilizando um espectrofotémetro leitor de
microplacas e reagente enzimatico. A normalidade e homoscedasticidade dos dados
foram avaliadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene. Os dados de quantidade
acumulada de perdxido foram submetidos ao teste de analise de variancia ANOVA a
2 fatores (tipo de gel x tempo) e teste de Tukey. Para todas as analises foi adotado
um nivel de significancia de 5%. Diferencas significativas foram observadas para os
fatores agente clareador (p=0,0001) e tempo (p=0,0001), assim como para a interacao
entre eles (p=0,0001). Os resultados do teste de Tukey para o fator agente clareador
guanto a quantidade cumulativa de peroxido foram: WHPB-14,04(6,60)a, WHP-
19,51(8,61)b, WHPA-23,20(10,48)c, POP-26,53(11,13)d, PB-28,29(10,99)de, OPB-
31,03(11,81)e, Controle-79,12(32,27)f. Para o fator tempo, em minutos, os resultados
foram: 5-9,64(6,70)a, 10-17,42(11,60)b, 15-24,03(16,86)c, 20-29,50(20,44)d, 25-
33,93(23,00)e, 30-38,41(25,83)f, 35-41,52(27,32)fg, 40-44,11(28,47)gh, 45-
46,50(29,72)h. Os resultados do teste ANOVA de medidas repetidas mostraram
diferencas significativas (p=0,00) em relag&o a concentracao inicial e final de peroxido
para os fatores agente clareador, momento de leitura e para a interagcéo entre eles.
Agentes clareadores com maior concentracdo inicial de peroxido de hidrogénio
apresentaram maior liberagdo cumulativa do ingrediente ativo; a liberagédo de peroxido
de hidrogénio de diferentes géis clareadores ocorre de maneira gradual em relacao
ao tempo de aplicacdo, porém essa liberacdo ndo ocorre de maneira constante.

Palavras-chave: Célula de Franz; clareamento dental; perdxido de hidrogénio;
principio ativo.



ABSTRACT

Barros PCA. Analysis of the release profile of the active ingredient hydrogen peroxide
by different tooth whitening gels [dissertation]. S&o José dos Campos (SP): S&o Paulo
State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2023

The aim of this study was to analyze the release profile of the active ingredient
hydrogen peroxide by different bleaching gels over the course of the application period.
For this purpose, different bleaching gels based on hydrogen peroxide for use in the
in-office technique were taken to the donor chamber of a vertical diffusion cell (Franz
cell). A cellulose ester membrane with a porosity of 100-500 Daltons was used as
diffusion medium. The receiving chamber was filled with ultrapure water. The following
gels were tested: Whiteness HP (FGM), Whiteness HP Blue (FGM), Whiteness HP
Automix (FGM), Potenza Bianco (PHS do Brasil), Opalescence Boost (Ultradent), and
Pola Office Plus (SDI); 35% peroxide control solution. The hydrogen peroxide released
by the gel diffused through the membrane and mixed with the water in the receiving
chamber. A 40ul sample was collected from the receiving chamber every 5 min for 45
minutes and the same volume of 40 ul was replaced in ultrapure water. The peroxide
concentration in the sample (mg/ml) was determined in triplicate at each time point,
using a microplate reader spectrophotometer and enzymatic reagent. Data normality
and homoscedasticity were evaluated using the Shapiro-Wilk and Levene tests.
Accumulated amount of peroxide data was submitted to 2-way ANOVA test of variance
(type of gel x time) and Tukey's test. For all analyses, a significance level of 5% was
adopted. Significant differences were observed for the factors bleaching agent
(p=0.0001) and time (p=0.0001), as well as for the interaction between them
(p=0.0001). The results of the Tukey test for the bleaching agent factor regarding the
cumulative amount of peroxide were: WHPB-14.04(6.60)a, WHP-19.51(8.61)b,
WHPA-23.20(10 ,48)c, POP-26.53(11.13)d, PB-28.29(10.99)de, OPB-31.03(11.81)e,

Control-79.12(32.27) )f. For the time factor, in minutes, the results were: 5-9.64(6.70)a,
10-17.42(11.60)b, 15-24.03(16.86)c, 20- 29.50(20.44)d, 25-33.93(23.00)e, 30-

38.41(25.83)f, 35-41.52(27.32)fg, 40-44, 11(28.47)gh, 45-46.50(29.72)h. The results

of the repeated measures ANOVA test showed significant differences (p=0.00) in
relation to the initial and final peroxide concentration for the factors bleaching agent,
reading time and the interaction between them. Bleaching agents with a higher initial
concentration of hydrogen peroxide showed a greater cumulative release of the active
ingredient; The release of hydrogen peroxide from different whitening gels occurs
gradually in relation to the application time, but this release does not occur constantly.

Keywords: Franz cell; dental bleaching; hydrogen peroxide; active ingredient.
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1 INTRODUCAO

A busca pela beleza e estética € um aspecto comum da cultura humana,
sendo a aparéncia do sorriso um aspecto chave nesse contexto. Isso explica por que
o clareamento dentario é uma das modalidades de tratamento odontologico que tem
sido cada vez mais procurada no dia a dia dos consultérios. Ter dentes brancos é
considerada uma caracteristica atraente e desejavel, podendo ter impactos positivos
na autoestima, autoconfianca e bem-estar emocional de uma pessoa (Guth, Bacon,
2010.; Kovacevic Pavicic et al., 2020., 2019.). O clareamento dentério é uma técnica
utilizada para modificar a cor dos dentes, reduzindo ou eliminando manchas e
descoloracdes (van der Geld et al., 2007; Lecocq, Truong Tan Trung, 2014.). Ele pode
ser realizado pela técnica caseira supervisionada ou em consultorio.

O peroxido de hidrogénio é o principio ativo mais comumente empregado na
formulacdo dos agentes clareadores disponiveis comercialmente para a técnica em
consultério. (Marshall et al., 1995; Duque et al.,, 2014.). Em virtude do pequeno
tamanho de sua molécula, é capaz de penetrar nos espacos intercristalinos do
esmalte, atingir a dentina e eventualmente podendo alcancar o tecido pulpar (Ying et
al., 2004.). Ao entrar em contato com a estrutura dentaria se decompde e resulta na
formacao de espécie reativas de oxigénio (ROS), também conhecidas como radicais
livres. Esses radicais sdo capazes de promover a oxidacao e quebra dos grupamentos
cromoéforos das moléculas que conferem cor aos dentes, tornando os tecidos mais
claros (Bach et al., 1996.; Kawamoto, Tsujimoto, 2004.; Kwon, Wertz, 2015.; McEvoy,
1989.; Rodriguez-Martinez et al., 2019.; Watts, Addy, 2001.). Embora o efeito
clareador seja desejavel, a acdo dos radicais livres sobre o tecido pulpar pode causar
irritacéo e inflamacgéo, ainda que de baixa intensidade e curta duracao (Fugaro et al.,
2004.). O agente clareador também pode afetar a estrutura cristalina do esmalte
dental, resultando em desmineralizagéo que promove queda de dureza e aumento de
rugosidade superficial (Cvikl et al., 2016; Magalh&aes et al., 2012.).

Para que possa ser aplicado sobre os dentes, 0os agentes clareadores sao
disponibilizados na forma de gel. Isso é importante para evitar que o material escorra
ou se espalhe para outras areas da boca e promova irritacdes dos tecidos moles,

garantindo que figue em contato com os dentes por tempo suficiente para obter o
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resultado desejado (Allen, Zanowiak, 2014; Algahtani, 2014.). A consisténcia de gel é
obtida pela adicao de agentes espessantes as solugdes de peroxido. Estes podem ser
organicos e inorganicos, sendo 0os mais comuns as moléculas de polimero aniénico
sintético com alto peso molecular, derivados do acido acrilico, como os carbémeros.
Quando o pH do meio em que se encontram as cadeias poliméricas € neutralizado,
elas se expandem e se entrelacam, imobilizando os solventes, como a 4gua e o
préprio peroxido de hidrogénio, mantendo-os presos dentro de um labirinto
tridimensional. Além dos polimeros, sdo ainda bastante utilizados espessantes
inorganicos como a silica. Trata-se de diminutas particulas de diéxido de silicio sem
carga elétrica, mas que se atraem por meio de forcas de Van de Waals, formando
cadeias em forma de corrente que se entrelacam e imobilizam os solventes,
resultando na consisténcia de gel. Embora os mecanismos de espessamento variem
muito entre os diferentes tipos de espessantes, eles tém em comum o fato de
imobilizarem os solventes para promoverem a viscosidade caracteristica de um gel.

Ao se aplicar o gel clareador sobre os dentes, o principio ativo, que é o peroxido
de hidrogénio, precisa deixar a rede formada pelo espessante e se difundir para o
interior do esmalte. Ou seja, além de proporcionar a viscosidade necesséria para a
manipulacdo clinica, o gel precisa liberar o agente ativo de forma satisfatéria e em
uma velocidade adequada. Pesquisas recentes mostraram que mesmo ao se utilizar
géis contendo concentracdes iguais de peroxido, efeitos clareadores diferentes foram
observados (Alkahtani et al., 2020; Borges et al., 2015.) . Além do pH do gel, outros
fatores que influenciaram esse efeito foi o tipo de espessante e a viscosidade do gel
(Torres et al., 2022.). Géis mais viscosos tendem a produzir um efeito clareador menor
(Kwon et al., 2018.). A hipétese levantada é que de alguma forma o principio ativo,
embora presente, fique retido dentro do gel, deixando de penetrar no tecido alvo
(Torres et al., 2022.).

A quantificacdo da liberagcdo do principio ativo é tida como essencial na
avaliacdo da efetividade e controle de qualidade de produtos para aplicacdo topica na
industria farmacéutica, como cremes, pomadas e geéis, quer seja na pele ou mucosa.
A metodologia mais comumente empregada nesse processo utiliza um dispositivo
denominado “célula de difuséo vertical” ou “célula Franz” (Bolla et al., 2020; Das et al.,
2013; Fang et al., 2003; Hamed et al., 2018; Hussain Shah et al., 2013; Javaid et al.,
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2008; M. Jelvehgari et al., 2006; el Laithy, EI-Shaboury, 2002; Ruiz Martinez et al.,
2007; Salamanca et al., 20182., 2018b; Singh et al., 2013; Tas et al., 2003.).

Contudo, em odontologia, sdo muito raras as analises dessa propriedade
guando se analisa a efetividade dos agentes clareadores. Até onde foi possivel
verificar da literatura publicada, somente dois estudos do mesmo grupo de
pesquisadores realizou essa analise para géis experimentais (Kaewpinta et al.,
2018a., 2018b.). Eles demonstraram que certas formulacbes apresentavam uma
liberacdo do peréxido mais rapida do que outras, estando essa velocidade diretamente
relacionada ao efeito clareador observado. Contudo, pouco se sabe quanto a
velocidade da liberacao do principio ativo para os géis comercialmente disponiveis.

Além do espessante, 0s gé€is clareadores também possuem outros

ingredientes, como substancias alcalinas para ajuste de pH, corantes, surfactantes,
umectantes, dentre outros, que podem interferir na liberagdo dos principios ativos.
Porém, o efeito de cada substancia na liberacdo dos principios ativos também é
desconhecido. Além disso, ao se adquirir um produto, a formulacdo exata ndo é
declarada, sendo um segredo da industria.

Dessa maneira, compreender a dinamica de liberacao do principio ativo dos
géis clareadores pode ajudar a compreender os efeitos observados, além de contribuir

para uma analise da previsibilidade de acéo do produto.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Por se tratar de uma metodologia com raro uso na odontologia, mas com
grande potencial de estudo, a revisao de literatura focou na validacdo do método da
célula de difusdo no meio farmacéutico e sua importancia no controle de qualidade e

efetividade no desenvolvimento de formulacdes experimentais na forma de géis.

Fang et al. (2002) avaliaram a absor¢éao percutanea do flurbiprofeno a partir
de hidrogéis, que sdo formulacbes de liberacdo controlada de farmacos, e os efeitos
de varios aditivos como o0s potencializadores e retardadores, adicionados a
formulagces de medicamentos topicos para melhorar sua eficacia. Foram preparados
hidrogéis contendo os aditivos, ureia, acido lactico, dimetilsulféxido (DMSO), acido
salicilico, e alguns polimeros. Foram realizados testes para determinar a taxa de
absorcédo do flurbiprofeno em cada formulacdo e comparando com a absorcédo do
ingrediente ativo a partir de uma formulacéo padrédo sem aditivos. Os experimentos
de permeacdo cutanea in vitro foram realizados utilizando uma célula de difusédo de
Franz. Pele de rato foi utilizada como barreira de difusdo e montada na camara
receptora com o lado da camada cérnea voltado para cima no compartimento doador.
O meio doador continha 1 g de veiculo contendo flurbiprofeno, enquanto o meio
receptor era um tampao citrato/fosfato de Ph 7,4. A area de difusao disponivel entre
as células foi de 0,785 cm2. A taxa de agitacdo e temperatura foram mantidas em 600
rpom e 37°C, respectivamente. Em intervalos apropriados, foram retiradas aliquotas de
300 ml do meio receptor e imediatamente substituidas por um volume igual de tampéao
fresco. A quantidade de flurbiprofeno foi determinada pelo método de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). No final do experimento de permeacao cutanea in
vitro (12 h), a quantidade de flurbiprofeno retida na pele foi determinada. A pele foi
lavada 10 vezes com um pano de algodao imerso em metanol. Uma amostra da pele
foi pesada, cortada com tesoura, posicionada em um homogeneizador de vidro
contendo 1 ml de metanol e triturada por 5 min com um agitador elétrico. A solucao
resultante foi centrifugada por 10 min a 7000 rpm, e o0 sobrenadante foi analisado por

CLAE. O método analitico para a determinacao do flurbiprofeno utilizou um sistema
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de CLAE, com uma bomba Hitachi L-7110, um processador de amostras Hitachi L-
7200 e um detector UV Hitachi L-7400. Foi utilizado uma coluna C18 com 25 cm de
comprimento e 4 mm de diametro interno (LichroCart 250-4, Merck). A fase movel
consistiu em uma fase aquosa a 40% ajustada para Ph 2,6 com &cido acético e
acetonitrila a 60% em um fluxo de 1 ml/min. O comprimento de onda do detector UV
foi definido em 245 nm. Os resultados mostraram que a adi¢do de ureia, acido lactico
e DMSO aumentou significativamente a absorcdo percutdnea do flurbiprofeno,
enquanto a adicdo de acido salicilico e certos polimeros reduziu a absorcdo. Esses
aditivos podem alterar a estrutura da pele, facilitando ou dificultando a absorcéo do
farmaco. Os autores concluiram que o uso de potencializadores ou retardadores pode
ser uma estratégia eficaz para modular a permeacéo cutanea de farmacos e melhorar
sua eficicia terapéutica.

Tas et al. (2003) avaliaram a absorcéo percutanea in vitro e in vivo do maleato
de clorfeniramina (CPM) em diferentes formulacdes de hidrogel. Foram utilizadas
diferentes concentracdes de polimeros, incluindo hidroxipropilmetilcelulose (HPMC),
carboximetilcelulose sddica (NaCMC) e metilcelulose (MC) nas formulacdes, que
foram avaliadas quanto a estabilidade fisica e quimica, viscosidade, pH e liberacéo in
vitro com CPM. Para preparar as formulag6es de gel, o derivado de celulose hidrofilico
foi colocado em um béquer e umedecido com agua por 24 horas. Em seguida o CPM
e o timerosal foram dissolvidos em &gua e adicionados lentamente a base de gel
umedecida e misturados bem. As formulacdes de gel foram armazenadas em
recipientes de vidro bem fechados a 25°C e no escuro por seis meses, sendo
avaliadas quanto a estabilidade fisica e quimica, viscosidade e pH bimensalmente. A
liberacao in vitro do CPM foi medida através de uma membrana de dialise de acetato
de celulose empregando células de difusdo Franz. O receptor continha solucéo
tampdao fosfato salino a pH 6,0 e era agitado e a temperatura controlada a 37°C
durante os experimentos. Uma quantidade de 1g de cada formulacdo de gel foi
colocada na barreira de difusdo no compartimento do doador e amostras foram
retiradas em intervalos de tempo apropriados e substituidas por solucéo fresca. As
amostras foram analisadas espectrofotometricamente para determinar a
concentracdo de CPM em cada amostra. Foi calculada a taxa de fluxo do composto
através da membrana, que foi chamada de "fluxo em estacionario" (Jss). Também foi

calculado o coeficiente de permeabilidade da membrana (Kp) utilizando a equacgéo Kp
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= Jss/(cv * A), onde cv € a concentracao total do composto no gel e A € a area da
membrana. Por fim, os dados obtidos foram submetidos a testes estatisticos (ANOVA
e Kruskal Wallis) para avaliar se havia diferencas significativas entre as amostras
testadas. O tempo total de estudo foi de 4 horas. A formulacao de gel que apresentou
a melhor liberacdo de drogas através da membrana de celulose foi estudada com
diferentes barreiras de difuséo, incluindo membrana de poliuretano e pele de rato e
de humano, para avaliar sua permeacao in vivo. Os resultados do estudo de
estabilidade ndo mostraram alteracGes fisicas macroscopicas nos géis durante o
armazenamento, e os valores de viscosidade, pH e teor de droga das formulagbes
permaneceram estaveis apos 6 meses. Os estudos de liberagdo in vitro mostraram
que a liberacdo da substancia ativa diminuiu com o aumento da concentracdo do
polimero devido ao aumento da microviscosidade do gel e ao aumento da densidade
da estrutura da cadeia na microestrutura dos géis. Os valores do coeficiente de
permeabilidade também foram menores para a formulagdo com alta concentracdo de
polimero. A viscosidade dos hidrogéis desempenha um papel importante no controle
da liberacdo do farmaco se a difusdo do farmaco através da matriz polimérica for uma
etapa determinante da velocidade. A caracteristica de liberacdo do farmaco de todas
as formulacdes foi diferente quando comparadas entre si. As formulacées de NaCMC
apresentaram menor liberacdo de substancia ativa quando comparadas com o0s
demais derivados de celulose. Os estudos de permeacao com pele de rato excisada
e pele humana mostraram que a permeacdo de CPM de membranas naturais foi
menor do que aquelas observadas com membranas artificiais. Os autores concluiram
que a absorc¢do percutanea do CPM através da pele parece ser alcancavel por meio
da aplicacao tépica com bases em gel de derivados de celulose. Assim, alguns efeitos
colaterais, especialmente observados no uso de aplicacbes orais, podem ser
facilmente eliminados e a concentracdo terapéutica desejada no local de aplicacéo
pode ser alcancada. O tipo e a concentragcao do polimero na formulagéo tém um efeito
final na permeacdo do CPM. Ao trabalhar com o mesmo polimero em diferentes
derivados de viscosidade, o uso de baixa concentracdo de polimero, apesar de seu
valor de viscosidade mais alto, proporciona o perfii maximo de liberacdo do
medicamento. N&o foi encontrada correlacdo entre a transferéncia através de
membranas sintéticas e naturais. As membranas sintéticas podem ser usadas para

avaliar o desempenho do produto em garantia de qualidade, mas fornecem pouca
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indicacao de seu desempenho in vivo.

Jelvehgari et al. (2005) avaliaram o desenvolvimento de um sistema de
liberacdo em microesponja para o peroxido de benzoila (BPO) com microparticulas
de etil-celulose; seu preparo; caracterizacao e liberacao do principio ativo comparado
as formulacdes com a benzoila pura. Foram utilizados varios materiais, como BPO,
alcool polivinilico, diclorometano, acetona, metanol, benzofenona, parafina liquida,
trietanolamina, acido estearico, etilcelulose e membranas. O estudo envolveu a
otimizacao do tamanho de particula em relacdo a distribuicdo de tamanho e liberacéo
de drogas das microparticulas. Foram utilizadas diferentes proporcées em peso de
farmaco para etilcelulose para avaliar o efeito da relacdo farmaco:polimero nas
caracteristicas fisicas das microparticulas. Eles também usaram porosimetria de
intrusdo de mercurio para determinar o volume e o tamanho dos poros das
microparticulas. Para realizar o experimento de liberacdo do principio ativo do
peroxido de benzoila em diferentes concentracdes (2,5%, 5% e 10%), os
pesquisadores usaram células de difusdo Franz, que permite medir a quantidade de
medicamento que passa através de uma membrana para uma solucéo receptora. Para
simular as condicbes do corpo humano, a solucdo receptora era uma mistura de
acetona e agua, mantida a uma temperatura constante de 37°C e agitada a 700
rotacBes por minuto. O uso da mistura de acetona e agua foi necessario porque o
peréxido de benzoila tem baixa solubilidade em agua e solucdo salina. Foram
retiradas amostras em intervalos de tempo regulares para medir a quantidade de
perdxido de benzoila liberado de cada formulacdo. As amostras foram analisadas
usando HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia) para quantificar a quantidade
de perdxido de benzoila presente em cada amostra. Cada teste foi realizado trés
vezes para garantir resultados confiaveis, e a média das trés observacdes foi relatada.
Foi feita a comparacao da liberacdo de peroxido de benzoila de cada formulagéo de
creme para determinar qual concentracao era a mais eficaz para liberagdo controlada
do medicamento. Os resultados mostraram que a relacéo entre a propor¢ao de droga
e polimero utilizada na producdo de microesponjas pode afetar significativamente o
rendimento de producao, eficiéncia de carga de droga e tamanho médio de particula.
Foi observado que a producao de rendimento aumentou com o aumento da proporgéo
de droga para polimero, mas nao houve um aumento significativo quando a propor¢ao

foi aumentada de 11:1 para 13:1. Além disso, a eficiéncia de carga de droga foi maior
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em formulagdes com proporcdes mais elevadas de droga para polimero, e a média do
tamanho de particula diminuiu & medida que a propor¢cdo de droga para polimero
aumentou. Também foi observado que a taxa de agitacdo durante a producéo das
microesponjas afetou a eficiéncia de carga de droga, o rendimento de producéo e o
tamanho das particulas. Um aumento na taxa de agitacao resultou em uma diminui¢ao
do tamanho médio da particula, mas também reduziu o rendimento de produc¢é&o. Foi
necessario encontrar uma taxa de agitacdo adequada para otimizar o tamanho e a
distribuicdo das particulas e a liberacdo subsequente da droga das microesponjas. A
liberacdo do BPO foi constante ao longo do tempo, independentemente da
concentracdo de BPO na formulacdo do creme. O efeito da razdo de droga:polimero
na liberacdo do BPO das microesponjas mostraram que, em geral, uma maior
concentracdo de BPO levou a uma maior liberacdo do principio ativo das
microesponjas. No entanto, a relagdo nao foi linear, e os resultados mostraram que
outras variaveis, como o didametro dos poros nas microesponjas, também afetaram a
liberacdo do BPO. Os resultados também permitiram verificar que a liberagdo do BPO
foi mais rapida na primeira hora e, em seguida, diminuiu. ISSo ocorreu porque uma
porcdo do BPO néo estava encapsulada nas microesponjas e foi liberada mais
rapidamente. Os autores concluiram que um sistema de liberacdo controlada de
perdoxido de benzoila (BPO) pode reduzir a absorcdo percutanea e irritacdo cutanea
do farmaco sem comprometer sua eficacia antimicrobiana intrafollicular; e que a
liberacdo controlada de BPO também evita a acumulacédo excessiva do agente ativo
na epiderme, aumentando a seguranca das formulac¢des topicas contendo BPO.
Martinezet al. (2006) visaram identificar um gel com propriedades
organolépticas e reoldgicas adequadas (espalhabilidade, textura e viscosidade) para
administracao topica, projetado para permitir a liberacéo rapida do principio ativo. Foi
testada uma formulacdo de lipogel contendo meloxicam, um anti-inflamatério néao-
esteroidal, para uso tépico. A metodologia utilizada envolveu a adi¢do de surfactante
e etilcelulose a fase oleosa, que foi aquecida até 100°C e agitada constantemente até
a mistura ficar homogénea. Em seguida, o processo de aquecimento foi interrompido
e a mistura foi agitada continuamente até atingir a temperatura ambiente. Depois
disso, houve um periodo de 48 horas de repouso para permitir que a estrutura reticular
do lipogel se estabilizasse. Para a adicdo do meloxicam, foi criado um sistema de

suspensao gel utilizando o Carbopol, que permitiu incorporar o meloxicam em solucao.
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A analise reoldgica foi realizada em diferentes temperaturas usando um reémetro de
cisalhamento controlado por estresse. Os testes reoldgicos incluiram viscosimetria,
medidas oscilatérias em modo de varredura de estresse e de frequéncia, além de
ensaios de fluéncia-recuperacéao. O objetivo era avaliar a estabilidade, consisténcia e
outras propriedades organolépticas das diferentes formulacdes. Para testar a
liberacdo do farmaco meloxicam de diferentes formulag8es topicas foram utilizadas
células de difusdo Franz, que consistem em duas camaras separadas por uma
membrana artificial que simulava a pele. Foram utilizados dois tipos de membranas
artificiais, ambas hidrdéfilas: uma de ésteres mistos de celulose com porosidade de
0,45um e outra de polifluoreto de difenila com porosidade de 0,45um. As membranas
foram mantidas imersas em uma solucédo tampéao fosfato (PBS) com pH 5,5 por 24
horas antes de serem montadas na célula de difusdo. A solucdo de meloxicam foi
preparada dissolvendo o farmaco em PBS com pH 5,6 a uma concentracdo de
500ug/ml. Um volume de 1,5 ml dessa solugdo foi adicionado na camara doadora
sendo a superficie da membrana artificial coberta com a solucéo. A camara receptora
continha 17 ml de PBS livre de bolhas de ar. A célula de difusédo foi mantida a uma
temperatura constante de 32 + 1°C e sob agitacdo magnética continua. A quantidade
de meloxicam liberada através da membrana foi medida por espectrofotometria UV
em A = 362 nm. A liberacdo de meloxicam foi medida em diferentes momentos, até 6
horas ap6s a aplicacdo da formulacdo na célula de difusdo. O estudo também
investigou a influéncia da natureza e das caracteristicas reoldgicas das formulacdes
topicas na liberacao do meloxicam em diferentes viscosidades macroscoépicas. Para
iIsso, a formulagao foi espalhada uniformemente na membrana artificial da camara
doadora e a camara receptora continha PBS com pH 5,5, agitada continuamente para
garantir que a “sink condition” fosse mantida. As amostras foram coletadas em
intervalos de tempo pré-determinados e analisadas por espectrofotometria UV em A =
362 nm. Os resultados mostraram que a membrana a base de celulose permitia uma
resisténcia minima a liberacdo de drogas e era hidrofilica e, portanto, a escolheram
para ensaios subsequentes. Os pesquisadores usaram a equacao de Higuchi para
analisar os dados de liberacdo de drogas e descobriram que a raiz quadrada dos
graficos de tempo para liberacdo de drogas de ambas as membranas eram
semelhantes. Os pesquisadores também testaram diferentes formulacdes de gel,

incluindo lipogel e Carbopol, e descobriram que os dados experimentais se ajustam
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bem ao modelo de Higuchi. Eles observaram que a natureza lipéfila do lipogel 2
facilitou a liberacdo do farmaco e resultou em maior concentracdo de meloxicam
liberado em comparacdo com outras formulagdes. O Lipogel 1 teve uma taxa de
liberacdo ligeiramente mais lenta que o Lipogel 2, mas ainda teve uma alta taxa de
liberacdo percentual. Os pesquisadores observaram que a Vviscosidade das
formulacOes afetou as taxas de liberagdo da droga, com menor viscosidade levando
a uma maior constante de taxa de Higuchi. Eles também observaram que a afinidade
fisico-quimica entre o veiculo e o farmaco afetou as taxas de liberacdo do farmaco,
com a formulacdo de Carbopol apresentando menor concentracdo de meloxicam
liberado em comparacdo com as formulagfes de lipogel. Os autores concluiram que
o lipogel 2 é adequado para administracdo topica por sua compatibilidade com a
camada mais externa da pele, tendo a textura e a consisténcia corretas e possuindo
certas propriedades fisicas (como plasticidade) que o tornam eficaz. Embora o lipogel
2 fosse altamente viscoso (espesso), ele liberou o meloxicam mais prontamente do
gue o lipogel 1. Géis feitos com Carbopol podem néo ser tdo eficazes na entrega de
meloxicam, porque a natureza hidréfila do Carbopol impede a liberacao do ingrediente
ativo.

Javaid et al. (2009) avaliaram a liberacgao in vitro do diclofenaco sédico a partir
de diferentes formulagbes de gel, incluindo gel de alcool isopropilico, gel de
microemulsdo, hidrogel e gel hidroalcdolico. Foi projetado um tipo de célula de difusédo
gue simulava algumas partes da célula de Franz. A célula foi formada por um tubo de
vidro com 2,9 cm de diametro e 10 cm de altura, que foi utilizado como célula doadora.
Uma membrana semipermeével de celofane com peso molecular de corte de 25.000
foi cortada com um didmetro adequado para a célula. A seguir ela foi submetida a um
processo de lavagem e imersdo em solucao tampéo fosfato pH 7,4 durante a noite
para prepara-la para o experimento. A membrana foi entdo colocada no final liso da
célula doadora para a colocacao da amostra de gel. A célula doadora foi suspensa em
um béquer de 250 ml contendo 100 ml de solugcdo tampéo fosfato pH 7,4 (célula
receptora). A membrana da célula doadora foi mantida imersa a uma profundidade de
1 cm abaixo da superficie da solucdo tamp&o mantida a 37 °C e agitada por um
agitador magnético a 50 rpm durante todo o estudo de liberacdo. A liberacdo do
diclofenaco sédico foi avaliada ao longo do tempo, com amostras de 3 ml retiradas do

béquer em diferentes intervalos de tempo (0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas) e
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substituidas imediatamente por uma solucdo tampéao fresca. A Ultima amostra foi
retirada ap6s 24 horas. A quantidade de diclofenaco sédico liberada em cada amostra
foi medida por espectrofotometria a 285 nm, usando um padrédo de referéncia de
diclofenaco sodico para criar uma curva padrdo de absorbancia. As varias
formulagbes de gel foram preparadas e avaliadas utilizando este método, e os
resultados foram comparados para determinar a eficacia da formulacdo em termos de
liberacdo de diclofenaco sédico. As formulacfes iniciais continham uma mistura de
ingredientes, incluindo glicerina, NaCMC, acécia, PEG 600, PEG 3350, metilparabeno
e DS, mas apresentaram baixa liberacdo do farmaco (cerca de 10%) em 24 horas.
Portanto, mudancas foram feitas na composi¢cdo para incluir ingredientes que
forneceriam propriedades hidrofilas e amolecimento da consisténcia a temperatura
corporal. Foram testados diferentes tipos de gel com diferentes ingredientes e
concentracdes, e verificou-se que a liberacdo do farmaco era maior em formulacdes
que continham emulsificantes, solubilizantes e/ou solventes (IPA, ME, HDA) em
comparacao com aquelas sem esses aditivos (HD). A formulacdo de HDA mostrou a
maior liberacdo de Diclofenaco (90% em 6 horas) devido a presenca de etanol. Os
autores concluiram que o etanol diminuiu a alta viscosidade de Carbopol e, portanto,
melhorou a liberagdo do farmaco e penetracdo do gel na pele, e que o uso de
membranas pré-tratadas com surfactantes aniénicos (SLS) também ajudou a melhorar
a liberacdo do farmaco em algumas formulacoes.

Ng et al.(2010), avaliaram a influéncia de um protocolo de validacdo no uso
de células de difusdo de Franz em relacdo ao seu desempenho e eficiéncia na
obtencdo de dados. Foram utilizados o lbuprofeno, como modelo de farmaco e
membranas sintéticas. Os parametros investigados incluiram condicfes de agitacao,
guimica da membrana, efeitos da temperatura e a frequéncia de amostragem. Foram
utilizadas 27 células de difusdo jaquetadas montadas em um dispositivo e colocadas
sobre 4 agitadores magnéticos com aquecimento. O suprimento de agua de cada
conjunto de células foi conectado a um banho de agua controlado termostaticamente.
A Area de Difusdo Efetiva (ADE) foi calculada para as cAmaras doadoras e receptoras
de cada célula usando a férmula 1r2, sendo r o raio interno da cdmara doadora, mas
a media dos raios interno e externo da camara receptora. Células com ADE similares
nas duas camaras foram pareadas na validacdo dos testes de difusdo. Para verificar

e eficiéncia de agitacdo foram conduzidos experimentos diferentes. A influéncia da
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velocidade de agitacdo no tempo de mistura e homogeneizacao foi avaliada utilizando
uma barra de agitacdo magnética com a dimensdo 12x4.5 mm, 10 mg de
permanganato de potassio como soluto e agua destilada a temperatura ambiente
como solvente. O mesmo teste foi repetido, porém com barras magnéticas com
tamanhos diferentes (Tipo | — 10x3 mm, Tipo Il — 12x4.5 mm, Tipo Il — 12x6 mm) nas
condicdes de sem agitacdo e agitacdo de baixa, média e alta velocidade. O estudo de
caracterizacdo da membrana foi avaliado em relacdo a quantidade de glicerol
presente nas referidas membranas e em sua adequada remocao por procedimento
simples de lavagem. A quantificacéo de glicerol antes e depois da lavagem foi feita
utilizando coloragédo acido periédico + reativo de Schiff (PAS). Cada amostra de
membrana (n=3) foi lavada por imersdo em 5 ml de agua destilada em um frasco que
foi tampado e agitado por pelo menos 12 h a 37° C. Todas as amostras foram entédo
testadas para o glicerol adicionando 0.2 ml de reagente acido periédico recém-
preparado no frasco e incubado por 37° C por 120 minutos. Para validar o
procedimento de lavagem, as membranas foram enxaguadas com agua destilada
apos a retirada do frasco e submetidas novamente a todo processo de lavagem. A
permeacdo transmembrana do gel de lbuprofeno 5% foi medida antes e apés a
validac&o com estudos de transporte ao longo de 7h (n=6). A membrana de celulose
foi hidratada por 24h antes dos ensaios e montada entre os compartimentos da
camara doadora e receptora e 0,8-1,2 g de gel foi colocado na superficie da membrana
do lado doador. Todas as aberturas da célula de Franz, incluindo a interface doadora-
receptora foram vedados com Parafilm para impedir a evaporacdo. A camara
receptora foi agitada em alta velocidade utilizando agitador com aquecimento (37° C)
e barra de agitacdo magnética. Volumes das amostras (1-2 ml) foram coletados para
analise e o volume reposto na mesma temperatura para que se mantivesse a “sink
condition” (condi¢bes ideais de dissolucédo que validem pro in vivo 0 que se testou no
in vitro). Intervalos de amostragem variaram entre 5 e 30 min. Bolhas de ar que
aparecessem na membrana foram removidas inclinando cuidadosamente a célula de
Franz por seu braco lateral. O perfil de permeacéo foi obtido plotando-se o tempo
contra a quantidade cumulativa da droga permeada. O estudo foi repetido utilizando-
se solucdes saturadas de ibuprofeno ao invés de géis comerciais e verificado quanto
a influéncia da amostragem na manutengdo da “sink condition”. Toda a analise

estatistica foi feita utilizando o teste ANOVA. A homogeneizagdo se mostrou mais
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eficiente quando sob agitacdo utilizou-se a barra Tipo Il (12x4.5 mm), em alta
velocidade (200 rotagbes por minuto) e sem a formacédo de vértex. A impureza da
membrana (glicerol) foi completamente removida seguindo-se o procedimento de
enxague e repouso em agua por mais de 24 horas. A “sink condition” foi mantida
quando o volume da camara doadora foi mantido em 0.1 e 1ml (concentracdo do
Ibuprofeno menor que 0.218%). A taxa de amostragem na camara receptora nao
influenciou na permeacdo do ibuprofeno. Quando o protocolo de validacdo e
metodologia foram utilizados nos estudos de permeacdo, houve reducdo na
variabilidade dos dados de permeacédo de 25.7% para 5.3% (n=6). Os autores
concluiram que a variabilidade dos ensaios in vitro ndo € puramente consequéncia na
variabilidade da barreira biologica dos tecidos e que a validacdo da metodologia e o
treino do operador podem melhorar a reproducao desse tipo de estudo.

Biswarup et al. (2013) avaliaram o desenvolvimento de novos géis topicos
contendo 4% de lidocaina HCI usando goma de cajueiro e Carbopol 940. Os materiais
utilizados neste estudo foram lidocaina HCI, Carbopol 940, mentol, goma de caju, metil
parabeno e glicerina. Os géis de lidocaina HCI a 4% foram preparados com diferentes
concentragdes dos materiais, e o pH e a viscosidade foram medidos. A estabilidade
dos géis foi avaliada pelo método de ciclagem de congelamento e descongelamento.
No estudo de permeacdo cutanea in vitro, tanto os géis tépicos preparados de
lidocaina HCI a 4% quanto os géis topicos de lidocaina HCI comercializados a 4%
foram testados usando célula de difusdo de Franz. Pele suina extirpada foi
previamente preparada e utilizada como membrana de filtro, tendo sido montada entre
os compartimentos da célula de difusdo com o estrato cérneo voltado para o
compartimento doador e fixada na posicao. Tampao fosfato salino (PBS), pH 7,4, foi
usado como meio receptor e uma pequena concentracao de azida sodica (0,0025%,
p/v) foi adicionada para prevenir o crescimento microbiano. Todo o arranjo foi
colocado sobre agitador magnético, e a temperatura foi mantida a 37 + 0,5°C. Um
volume de 5 ml da formulag&o apropriada foram aplicados na superficie da pele. Um
mililitro foi coletado do compartimento receptor em intervalos predeterminados durante
0 periodo de estudo e substituido pela mesma quantidade de tampao fresco. A
guantidade de droga permeada foi medida usando um espectrofotdmetro UV-VIS a
274 nm. A andlise dos dados de permeacao da pele foi feita calculando os fluxos de

permeacado para cada gel. A quantidade de lidocaina HCI de varios géis topicos que
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permeou a pele suina foi plotada em funcdo do tempo. Os dados in vitro foram
analisados usando diferentes modelos mateméticos, incluindo equacdes de ordem
zero, primeira ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas. Os resultados mostraram que
todas as formulacGes preparadas apresentaram pH proximo ao da pele, fator
importante para evitar irritagbes. Além disso, as formulagcbes apresentaram
viscosidade adequada para aplicagdo topica. Quanto a permeacdo da lidocaina, as
formulacdes preparadas mostraram uma permeacéao sustentada ao longo de 7 horas,
e a adicdo de mentol como agente permeabilizante aumentou a permeacao da
lidocaina. Os resultados também indicaram que todas as formulacbes avaliadas
seguiram o modelo de Korsmeyer-Peppas para descrever a cinética de liberacdo da
lidocaina. A liberac&o da lidocaina das formulacdes € controlada principalmente pelo
inchaco e relaxamento dos polimeros hidrofilicos usados na formulacdo. Os autores
concluiram que o fluxo de permeacdo aumentou com a quantidade de Carbopol 940
no gel, e a adigdo de 0,01% de mentol aumentou ainda mais o fluxo de permeacgéo,
sendo que o maior fluxo (1568,15 + 14,03 ug/cm2/h) foi observado com a adigao de
0,01% de mentol, que foi superior ao do gel topico de lidocaina HCI 4% comercializado
(1355,41 £ 10,92 ug/cm2/ h).

Shah et al. (2013) descreveram o desenvolvimento de uma nova formulagéo
topica de diclofenaco dietilamina (DDA) contendo propileno glicol (PG) e dleo de
terebintina (TO) como intensificadores de permeacdo. Foram utilizados
propilenoglicol, etanol, acetato de sdédio, &alcool isopropilico, Carbopol 980, -
carragenina, 6leo de upentina e diclofenaco dietilamina. As formulacdes das lo¢cdes
foram preparadas misturando os ingredientes e a analise por HPLC foi usada para
qguantificar a quantidade de diclofenaco dietilamina. O pH e a viscosidade das
formulacbes de locdo foram medidos e a espalhabilidade foi determinada. A logcao
formulada foi avaliada quanto a homogeneidade por um exame a olho nu. A logéo
também foi submetida a testes de estabilidade acelerada. Foram realizados
experimentos de permeacdo usando células de Franz, e pele de coelhos machos
brancos da Nova Zelandia e, também, membranas de polidimetilsiloxano como
barreiras de difusdo. Graxa de silicone foi utilizada para criar uma boa vedacgéao entre
os dois compartimentos da célula de difusdo. Um volume de 1 ml de cada formulacao
de locao foi depositado na célula doadora enquanto o compartimento do receptor foi

preenchido com PBS mantido em ph 7,4, que é proximo ao pH do sangue. As células
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de difusédo foram colocadas em um leito e imerso em banho-maria em agua a 37,5°C
para manter uma temperatura de 32°C na superficie da membrana. Em intervalos de
tempo programados, uma aliquota de 0,5 ml do fluido receptor foi retirada pelo braco
doador da célula de difusdo, sendo ela reabastecida com 0,5 ml de PBS fresco. As
aliquotas retiradas foram analisadas imediatamente por HPLC para quantificacéo de
DDA. A “sink condition” foi mantida. Posteriormente foram feitas a caracterizagao in
Vivo e o teste de perceptibilidade sensorial. Os resultados mostraram que o0 aumento
do teor de propilenoglicol e dleo de terebentina nas lo¢cées reduziram a viscosidade e
a espalhabilidade das formulacdes. Além disso, todas as lo¢des foram consideradas
estaveis durante os seis meses de teste de estabilidade acelerado. Os estudos in vitro
de permeacdo através da pele e de uma membrana de polidimetilsiloxano mostraram
gue a locao contendo o diéxido de diclofenaco (DDA) teve uma maior permeac¢ao do
farmaco em comparacédo com a logdo sem DDA, e que a permeac¢ao aumentou com
o0 aumento do teor de propilenoglicol e éleo de terebintina. Estudos in vivo em ratos
mostraram que todas as lo¢cdes contendo DDA tiveram um efeito anti-inflamatério
significativo, e que a locdo com a maior permeacdo de DDA também teve o maior
efeito anti-nociceptivo. As locbes ndo causaram irritacdo cutanea e foram bem
avaliadas pelos voluntarios em termos de facilidade de aplicacdo, sensacao na pele e
suavidade. Os autores concluiram que PG e TO melhoraram efetivamente a
permeabilidade do DDA. Para todas as formula¢cdes estudadas, o melhor desempenho
de permeacéo efetiva foi alcancado quando as maiores concentracdes de PG e TO
foram usadas na formulagéo.

Singh et al. (2013) desenvolveram e avaliaram formulagdes de gel contendo
Diclofenaco de Sédio usando goma de guar sozinha e em combinacdo com diferentes
agentes espessantes ou gelificantes: Carbopol 934 P, hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC), gelatina, alginato de soédio, carboximetilcelulose sodica (CMC) e sua
comparacao com formulacdo em gel de uso comercial. Os géis foram testados para
varias propriedades fisicas, incluindo cor, homogeneidade, consisténcia,
espalhabilidade e separagdo de fases. Os géis foram preparados dissolvendo
diclofenaco sédico em alcool isopropilico e adicionando uma quantidade especificada
de propilenoglicol. Varios agentes gelificantes e suas combina¢gbes foram ent&o
adicionados a agua destilada contendo metabissulfito de s6dio como antioxidante. As

solugdes resultantes foram bem misturadas e o peso final foi ajustado para 100g. Os
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géis foram deixados em equilibrio por pelo menos 24 horas a temperatura ambiente
antes de realizar as medi¢fes reoldgicas. As propriedades fisicas dos géis foram
avaliadas visualmente quanto a cor, homogeneidade, consisténcia, espalhabilidade e
separacao de fases. O pH de cada gel foi medido usando um medidor de pH que foi
calibrado antes de cada uso com soluc¢des tampéo padréo. A viscosidade foi medida
usando um viscosimetro Brookfield. Estudos de contetdo de droga foram conduzidos
para assegurar a formulacdo uniforme do gel. O teor de farmaco dos géis foi
determinado pela dissolucdo de uma quantidade de gel pesada com precisdo em
cerca de 100 ml de tampé&o de fosfato de pH 6,8. Essas solu¢des foram transferidas
quantitativamente para baldes volumétricos e diluicdes apropriadas foram feitas com
a mesma solucdo tampao. As solucdes resultantes foram entéo filtradas através de
fitros de membrana de 0,45 mm antes de submeter a solucdo a analise
espectrofotométrica para aceclofenaco a 276 nm. O conteido da droga foi
determinado a partir da curva padrdo do diclofenaco sodico. Experimentos de
liberacao in vitro foram realizados utilizando células de difusdo de Franz de diferentes
formulacées. Uma quantidade exata de formulacdes (1,0 g) foi espalhada em uma
membrana posicionada entre as camaras doadora e receptora com uma area de
difusé@o disponivel. O compartimento receptor foi preenchido com tampéo fosfato pH
6,8 e agitado continuamente com uma pequena barra magnética a uma velocidade de
50 rpm durante os experimentos para garantir a homogeneidade e mantido a 37,2+0,5
0C. As amostras foram retiradas em varios intervalos de tempo e substituidas pelo
mesmo volume. A “sink condition” foi atendida em todos os casos. As amostras foram
analisadas espectrofotometricamente a 276 nm. O estudo de estabilidade para avaliar
as formulacdes foi conduzido por 3 meses. Os valores de pH de todas as formulacfes
mostraram-se aceitaveis para evitar o risco de irritacdo apos a aplicacdo na pele. A
espalhabilidade da formulacdo F9, que continha carbopol e goma guar como agentes
gelificantes na proporcao de 3:1, foi superior ao gel comercializado. A consisténcia
das formulacdes de gel desenvolvidas foi melhor do que o gel comercializado. Os
estudos de estabilidade mostraram que o0 aspecto era limpido, ndo sendo observada
variacdo significativa de pH. Verificou-se que a formulacdo numero F9 era mais
estavel do que a formulacdo comercializada F10. O estudo in vitro da liberacdo do
farmaco mostrou que a % de liberacdo encontrada foi de 84,67 na formulacdo F9,

enquanto a formulagcéo comercializada F10 apresentou uma liberacao de 90,06%. A
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formulacdo contendo carbopol com HPMC apresentou melhor liberacdo de 95,77 %.
A viscosidade € uma propriedade fisica importante das formulag@es tépicas que afeta
a taxa de liberacdo do farmaco; em geral, um aumento nos veiculos de viscosidade
causaria uma estrutura mais rigida com consequente diminuicdo da taxa de liberacéo
do farmaco. Os autores concluiram a formulagéo F9, que continha Carbopol e Goma
Guar na proporgao de 3:1, apresentou melhor espalhabilidade e consisténcia em
relacdo ao diclofenaco sodico gel comercializado. A formulacdo também apresentou
boa homogeneidade, estabilidade e bom estudo de liberacéo do farmaco. Além disso,
0S autores descobriram que uma combinacdo de agentes gelificantes,
especificamente Carbopol 934 e goma guar na proporgéao de 3:1, pode ser usada para
varias formulacdes topicas de gel para aplicacdo externa. No geral, o estudo sugere
que as formulacbes desenvolvidas tém potencial para serem utilizadas como
alternativas a formulacéo em gel comercializadas.

Kaewpinta et al. (2018)a avaliou o uso do arroz branco como um componente
principal na formulacdo de um gel clareador dental e seu efeito na liberacdo do
principio ativo Perdxido de Carbamida (PC). Foi preparado um gel base de arroz por
hidratacdo, adicionando pé de arroz modificado em agua destilada aquecida. Eles
entdo incorporaram o PC nesses géis de arroz para criar formulacdes com diferentes
concentracdes (10%, 20% e 35%). Os géis foram testados para verificar se houve
separacao ou precipitacdo da droga durante um periodo de 5 meses. Também foram
feitas medicdes da viscosidade e comportamento reoldgico dos géis, bem como testes
de aderéncia e liberacdo do principio ativo in vitro. Para a libera¢&o in vitro do farmaco
pelo gel foi utilizada uma bolsa de dialise com peso molecular cut-off de 12.000
Daltons e preenchida com 1g do gel. A bolsa foi colocada em 50mIL de saliva artificial
como meio de liberagao, com temperatura mantida a37 £ 1°C e velocidade de agitagao
de 100 rpm. As amostras foram coletadas em intervalos de tempo especificos (5, 10,
15, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos) sendo que o mesmo volume demeio fresco foi
adicionado a cada momento para substituir as amostras coletadas. Para determinar a
guantidade de droga liberada do gel, foi utilizada a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) com coluna de fase reversa e detecgédo UV em 225 nm. Foi injetado
1.000 ul de amostras misturadas com 1.000 ul de 0,1M TPP (um composto quimico)
no HPLC e medido o tempo de retencéo da droga na coluna. A vazéo foi ajustada para

1,0 ml/min e a curva de calibracgéo foi elaborada com solucéo de PC (droga) a 50-200
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Mg/ml, com resposta linear obtida com coeficiente de correlacdo de 0,9997. Além
disso, o estudo testou a eficacia de branqueamento dos dentes usando géis de arroz
com peroxido de carbamida como agente clareador. Os resultados mostraram que 0s
géis de arroz foram eficazes na liberacéo do PC e no clareamento de dentes extraidos.
Além disso, os géis de arroz modificados quimicamente apresentaram melhores
propriedades reoldgicas e adesivas em comparacdo com 0s géis de arroz nao
modificados. O gel de arroz modificado com o arroz Saohai (SH) mostrou melhor
capacidade de adeséo e maior viscosidade do que o gel de arroz modificado com o
arroz Jasmine (JM). Os resultados para liberacéo do principio ativo pelo gel mostraram
que todos os géis de arroz com PC liberaram o farmaco mais rapidamente do que os
géis comerciais (Controle Positivo) a base de Peréxido de Carbamida (CP-PC). Entre
0s géis de arroz com PC, o 35CP-JM mostrou a maior quantidade de liberacdo de
farmaco. Isso sugere que os géis de arroz com CP podem ser uma opcéao eficaz para
a administracdo de PC devido a sua capacidade de liberar o farmaco mais
rapidamente do que o CP-PC. Os autores concluiram que os géis de arroz
desenvolvidos contendo tém uma textura homogénea e eficacia no clareamento
dental. A variedade de arroz desempenha um papel nas caracteristicas e
propriedades dos géis derivados.

Kaewpinta et al. (2018)b avaliaram a eficacia do clareamento dental de géis
de arroz pigmentados contendo Perdxido de Carbamida (PC). Fora utilizados dois
tipos de arroz pigmentados da Tailandia: Homnil (HN) e Doisket (DS). Em seguida,
eles prepararam bases de gel de arroz aquecendo o arroz modificado em agua
destilada a 90°C por 1 hora com agitacéo suave. O PC foi gradualmente incorporado
nas bases de gel preparadas para obter concentracdes finais de 10%. Os géis de
arroz resultantes foram armazenados a 4 °C até o uso. As propriedades adesivas dos
géis de arroz foram avaliadas medindo o tempo necessario para que 0s géis se
soltassem da membrana mucosa intestinal porcina. A liberacéo in vitro do PC dos géis
de arroz foi analisada usando uma bolsa de dialise com peso molecular de corte de
12.000 Daltons. A bolsa de dialise foi ativada primeiro por imersao em agua destilada
e aguecimento, em seguida a amostra de gel foi colocada dentro da bolsa sem bolhas
de ar. A bolsa foi entdo imersa em 50 ml de saliva artificial a 37 £ 1°C sob agitacéo
constante, e as amostras foram coletadas em intervalos de tempo especificos. A

quantidade de PC liberada foi medida usando cromatografia liquida de alta eficiéncia
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(HPLC). As condi¢cBes de HPLC foram as seguintes: uma coluna de fase reversa foi
usada como fase estacionéria, a deteccao UV foi a 225 nm e a fase movel consistiu
de acetonitrila e gradiente de 4gua com uma taxa de fluxo de 1,0 ml/min. O volume de
injecao foi de 10 pl e a temperatura de operacgao foi de 25 £ 0,2°C. Uma curva de
calibragao foi preparada usando solugdo PC em uma faixa de concentragao de 50-
200 pg/ml. A curva padrdo forneceu uma resposta linear com um coeficiente de
correlacéo (r2) de 0,9997. Os resultados mostraram que a propriedade adesiva dos
géis foi ligeiramente diminuida depois que o PC foi inserido na formulacao. Isso pode
ser devido a interacdo entre o PC e a matriz polimérica, que afeta as propriedades
fisicas do gel. O estudo de liberagédo de drogas in vitro mostrou que gel contendo DS
teve a liberacdo de drogas mais rapida, seguido pelo gel de HN e o controle. As
guantidades da droga liberada de DS e HN apds 60 min foram 98,71 +2,11% e 89,48
+ 2,52%, respectivamente. Isso pode ser devido a diferente composi¢ao dos géis, que
afeta a taxa de liberacdo do farmaco. Apds A incorporacao do PC, o pH dos géis de
arroz diminuiu. Os autores concluiram que os géis de arroz pigmentados carregados
com PC tém potencial como agente de clareamento dental. Eles sdo biocompativeis,
faceis de preparar e apresentam boa estabilidade. Além disso, a eficacia dos géis de
arroz foi fortemente dependente do tempo de exposi¢cado. Para o regime de 1 hora, o
gel DS foi mais eficaz, enquanto no regime de tempo de 4h e 8h o gel HN foi mais
promissor.

Salamanca et al. (2018) avaliaram e compararam a liberacdo de Cetoprofeno
(KTP), em duas diferentes formulacdes — gel e suspensdo convencional, utilizando
célula de difusédo de Franz e através de dois tipos de membranas de dialise diferentes
(celulose regenerada e membrana Strat-MTM). A permeacao cutanea foi avaliada em
células Franz verticais independentes durante 24 horas, e os dados foram analisados
comparando a eficiéncia de liberacdo das diferentes formulagcdes. Os materiais
utilizados incluiram azul de metileno (AM), HCI, NaOH, KH2PO4, K2HPO4, KClI,
cloreto de calcio e alginato de sodio, bem como as membranas de celulose e Strat-
MTM. A agua ultrapura foi obtida a partir do sistema de purificacdo Ellix Essential
Millipore. As soluc¢des-tampéao foram preparadas com HCI/NaOH e KH2po4/K2HPO4
para atingir pH 5,6 e 7,4, respectivamente. A forca ibnica foi ajustada para 0,15 M
utilizando KCI, seguindo as metodologias descritas na Farmacopeia dos Estados

Unidos. As formulacdes semissolidas de KTP foram preparadas com 2,5% de KTP em
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agua ultrapura, glicerina e alginato de sédio. Para a formulacdo do gel, cloreto de
calcio foi adicionado para induzir a reticulagdo entre as cadeias poliméricas. A
caracterizacdo das formulagcbes foi realizada a 37°C, incluindo medicbes de pH,
condutividade e viscosidade. A permeacéo foi avaliada medindo o fluxo de massa (J)
em relac@o ao tempo em diferentes intervalos de tempo de 24 horas usando as células
Franz independentes e membranas de dialise diferentes. A quantificacdo do KTP nas
amostras foi realizada por espectrofotometria UV-visivel. A quantificacdo da
concentracdo de KTP demonstrou que a metodologia adotada teve alta repetibilidade,
com coeficientes de variagdo abaixo de 5%, e a metodologia se ajusta ao modelo
linear de Beer-Lambert. Os resultados também mostraram que a formulagdo em gel
apresentou maior estabilidade elétrica devido ao maior valor de potencial zeta,
enquanto a formulacdo em suspensao apresentou menor viscosidade devido a
auséncia de sal de calcio. Os perfis de permeacdo mostraram uma dependéncia
acentuada do tipo de matriz de dosagem usada, pH do meio e tipo de membrana
usada na célula de Franz. O tipo de matriz € importante no caso da forma farmacéutica
em suspensdo, que nao possui a mesma estrutura protetora contra o pH da
formulacédo em gel. Assim, a suspenséo ndo é um veiculo de encapsulamento para o
KTP, e a permeacdo do farmaco depende das propriedades fisico-quimicas da
molécula, pois a mudanca de pH do meio aceptor na célula de Franz afetou a maior
taxa de permeacdo do KTP. Quando as suspensofes foram avaliadas em membranas
Strat-M, a permeacéo foi muito baixa sob valores de pH de 5,6 e 7,4. Os resultados
mostram que o experimento da célula de Franz pode ser aplicado a comparacéo de
duas formas farmacéuticas semissolidas para KTP na fase de pré-formulacdo como
prova de conceito da alegacdo de permeacdo de membrana em formulacdes topicas.
Os autores concluiram que o uso de células de Franz representa um método confiavel
e reprodutivel para estudos de permeacao, o que pode fornecer informacdes valiosas
sobre o desempenho de produtos farmacéuticos semissolidos para administracao

tépica ou transdérmica.
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3 PROPOSICAO

O objetivo desse estudo foi analisar, por espectrofotometria, o perfil de

liberacdo do principio ativo peroxido de hidrogénio por diferentes géis clareadores

disponiveis no mercado no decorrer do periodo de aplicacdo de 45 minutos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento experimental

4.1.1 Unidade experimental

Amostras de géis clareadores a base de peréxido de hidrogénio indicados para

a técnica em consultério.

4.1.2 Fatores em estudo

Géis clareadores em 7 niveis:

e Whiteness HP — perdxido de hidrogénio a 35%;

e Whiteness HP Automixx — peroxido de hidrogénio a 35%;

e Whiteness HP Blue — perdxido de hidrogénio a 35%;

e Potenza Bianco — peroxido de hidrogénio a 38%;

e Opalescence Boost — peréxido de hidrogénio a 40%;

e Pola Office Plus — peroxido de hidrogénio a 37,5%;

e Solucéo de peréxido de hidrogénio 35% sem adicéo de espessantes
(Controle positivo).

Tempo de aplicacao: 45 minutos

4.1.3 Variavel de resposta
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e Perfil de liberacdo de peroxido de hidrogénio no decorrer do tempo de
aplicacao de 45 minutos;
e Concentracao inicial e apds o periodo de aplicacao;

e Quantidade cumulativa de peroxido.

4.2 Avaliacao inicial da concentracao de perdxido no gel clareador para verificar
a concentracao/disponibilidade inicial do peroxido de hidrogénio

Para a mensuracédo do teor de perdxido, um pote Becker de 10 ml contendo
um microtubo tipo Eppendorf foi inicialmente posicionado em uma balanca analitica
de precisdo modelo ATX 224 (Shimadzu, Kyoto,2Kyoto, Japdo) (Figura 1A) . Em
sequéncia a balanca foi realizada a tara para que o peso do Becker fosse desprezado.
Uma massa aproximada de aproximadamente 0,1g do gel clareador a ser analisada
foi coletada e transferida para o interior do microtubo usando uma espatula (Figura
1B). O valor exato da massa considerando quatro casas decimais foi registrado.

Em um pote Becker de 50 ml foi acrescentado 20 ml de uma solucao de acido
sulfarico a 1M utilizando um dispensador (Figura 1C). Em seguida, com o auxilio de
uma pipeta Pasteur, 1ml do acido no Becker foi transferida para o tubo Eppendorf, o
gue corresponde a aproximadamente metade do seu volume, encobrindo a amostra
de gel coletada (Figura 1D). O frasco foi entdo fechado e feita a agitacdo do mesmo
utilizando um misturador tipo Vortex (Maxi Mix Il, modelo M37615, Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA) durante 15 s (Figuras 1E e 1F). O tubo foi aberto e o
conteudo transferido de volta ao Becker contendo o acido (Figura 1G). Na sequéncia
1ml do liguido presente no Becker foi novamente levado ao tubo, para coleta de algum
residuo. O tubo foi agitado e o contetdo devolvido. Esse procedimento foi repetido
uma terceira vez. Uma barra magnética foi colocada no Becker e este foi posicionado
sobre um agitador magnético (Figura 1H). A titulacao foi realizada de forma automatica
empregando um titulador automatico potenciométrico modelo HI902C1-02 (Hanna
Instruments, Woonsocket, RI, EUA), por meio da injecao da solu¢do de permanganato
de potéassio a 0,1N, que foi previamente padronizada utilizando a solucéo de oxalato
de sédio a 0,67% (p/v) (padrdo primario). O ponto final foi determinado de forma

potenciométrica utilizando-se um eletrodo Redox (HI 3131B, Hanna Instruments,
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Woonsocket, RI, EUA) acoplado ao titulador, no momento em que se observasse que
a solucéo adquire a coloragéo résea (Figura 11). O método de permanganometria se

baseia na reacdo mostrada na formula a seguir:

2KMnO4 + 5H202 + 4H2S5% — 2KHSO4 + 2MnSOa4 + 902 + 16H

Figura 1— Processo de Titulacdo

Legenda: A) Balanca analitica; B) Colocacéo de amostra do gel clareador no tubo tipo Eppendorf; C)
Colocagéo de acido sulfarico (20ml) no Becker; D) Colocacao de acido sulfirico com pipeta pasteur; E)
Agitador tipo Vortex; F) Agitacdo da amostra; G) Colocacédo do gel no frasco Béquer; H) Béquer com a
barra magnética e sobre o agitador magnético, antes de iniciar a titulacéo; 1) Ponto final de saturacéo
do processo de titulagao.

Fonte: Elaborado pelo autor

A concentracao de peroxido (p/p) foi calculada com a seguinte formula:

C=Vx1,701 x Fc x 100/ m
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Onde:

C = concentracao (p/p) de perdxido de hidrogénio;

V = volume de permanganato de potassio 0,1N gasto na titulagcdo, em mililitros;
Fc = fator de correcdo da solucdo de permanganato de potassio 0,1N.

m = massa da amostra em gramas.

4.3 Preparo da célula de difus&o de Franz

Para essa analise foi utilizada uma célula de difusdo vertical, também
conhecida como célula de Franz. Trata-se de uma vidraria formada por duas partes,
uma peca superior que € basicamente um cilindro vazado que atua como camara
doadora (Figura 2A) e uma peca inferior que se assemelha a um pote tipo Becker e
atua como receptora (Figura 2B). Em ambas as extremidades das duas partes existe
uma junta de flange plana que serve para o acoplamento das duas camaras (Figura
2C). Na parte inferior existe uma porta de amostragem, que € um tipo de tubo que se
conecta em sua lateral (Figura 2B). No dispositivo utilizado nesse estudo a porcéo
inferior estd encamisada, apresentando duas conexdes laterais, que serve para a
circulacdo de agua em temperatura controlada, quando essa funcdo é empregada
(Figura 2B). Entre os flanges da porcdo superior e inferior € posicionada uma
membrana com porosidade que seja capaz de bloquear os excipientes da formulacéo
e deixar passar o0 principio ativo para o lado receptor, para que ele possa ser
guantificado. Para conectar as duas partes se utiliza um grampo especificamente

desenvolvido, que mantém as camaras unidas (Figura 2D e 2E)
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Figura 2— Componentes da Célula de difuséo de Franz

Legenda: A) Camara superior, ou doadora, da célula de Franz; B) Camara inferior, ou receptora, da
Célula de Franz com porta de amostragem a direita (seta amarela) e conexdes laterais para circulagao
de 4gua a esquerda (seta verde); C) Junta de flange plana da camara inferior; D) Grampo de fixagao;
E) Célula de Franz completa; F) Posicionamento da barra magnética na camara receptora; G)
Preenchimento da camara inferior, ou receptora, com agua ultrapura; H) Rolo de membrana de éster-
celulose; 1) Ativagdo da membrana por meio de imersdo em agua; J) Membrana ap0s ativagdo; K)
Colocagdo da membrana de éster-celulose entre as cAmaras doadora e receptora; L) Conjunto camara
doadora-membrana-camara receptora estabilizado.

Fonte: Elaborado pelo autor

Uma barra magnética revestida por Teflon com 10mm de comprimento foi
colocada no fundo do compartimento inferior da célula (Figura 2F), o qual foi entédo

preenchido com a agua ultrapura para funcionar como meio receptor (Figura 2G).
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Como barreira de difuséo foi utilizada uma membrana em celulose (Hamed et
al., 2018; Kaewpinta et al., 2018a., 2018b; Ng et al., 2010; Salamanca et al., 2018a.)
com uma porosidade de 100-500 Daltons (Spectra/Por® Biotech Cellulose Ester,
Modelo 131060T, Repligen, Waltham, Massachusetts, USA), que é a menor
porosidade disponivel (Figura 2H). A membrana foi preparada previamente utilizando
0 método recomendado pelo fabricante antes de iniciar o experimento. A membrana
foi mergulhada em um frasco Béquer com agua a temperatura ambiente durante 30
minutos para remover o conservante azida sédica. Em seguida foi feito o enxague da
membrana em agua deionizada (Figura 21 e 2J). Com o auxilio de uma pinca clinica,
a membrana foi entdo posicionada sobre o compartimento receptor e a porcéo
superior levada sobre ela (Figura 2K). A seguir o conjunto foi estabilizado entre as
flanges dos compartimentos doador e receptor utilizando um grampo de fixacéo
(Figura 2L). O agitador foi ligado, fazendo com que a haste comegasse a girar no
interior do liquido receptor a uma velocidade de 200 rpm (Hamed et al., 2018.; Ng et
al., 2010.). Essa agitacdo visou obter uma distribuicio homogénea dos elementos

permeados através da membrana no meio receptor.

4.4 Divisdo dos grupos experimentais

Para realizacao desse estudo, os seguintes géis clareadores foram testados.

e Whiteness HP (WHP) — Gel clareador a base de peroxido de hidrogénio a 35%.
O produto é fornecido na forma de dois frascos, um com 0 espessante e 0 outro
com o peroxido concentrado. Utilizando uma placa de mistura e espatula que
acompanham o kit, a manipulacdo do produto é feita misturando peroxido e
espessante na proporcao (em volume) de 3 gotas de perédxido para 1 gota de

espessante.

e Whiteness HP Automixx (WHPA) — Gel clareador a base de peroxido de
hidrogénio a 35%. O produto € fornecido como uma seringa de corpo duplo em

gue as fases peroxido e espessante sdo combinados através de uma ponteira de
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automistura, gerando um gel produto pronto para uso.

Pola Office Plus (POP) — Gel clareador a base de perdxido de hidrogénio a
37,5%. O produto é fornecido como uma seringa de corpo duplo em que as fases
peréxido e espessante sdo combinados através de uma ponteira de automistura,

gerando um gel produto pronto para uso.

Whiteness HP Blue (WHPB) — Gel clareador a base de peréxido de hidrogénio a
35%. O produto é fornecido como um conjunto de seringas separadas, uma
contendo o peréxido e a outra o espessante separados. Além disso existe um
dispositivo para acoplamento de seringas e a ponteira para aplicacdo. O gel é
preparado misturando as duas fases com as seringas conectadas, empurrando 0s
émbolos alternadamente por 8 vezes. O conteudo é entdo empurrado para uma

das seringas e acoplada a ponteira, estando pronto para aplicagéo.

Potenza Bianco (PB) — Gel a base de peréxido de hidrogénio a 38%. O produto
é fornecido como um conjunto de seringas separadas, uma contendo o peréxido
e a outra o espessante separados. Além disso existe um dispositivo para
acoplamento de seringas e a ponteira para aplicagcdo. O gel é preparado
misturando as duas fases com as seringas conectadas, empurrando os émbolos
alternadamente por 20 vezes, lentamente. O conteddo misturado deve ser
mantido na seringa que continha originalmente o peréxido de hidrogénio. As

seringas entdo sao desconectadas uma da outra e a ponteira acoplada.

Opalescence Boost (OB) — Gel a base de peréxido de hidrogénio a 40%. O
produto é fornecido como um conjunto de seringas separadas, uma contendo o
perdxido e a outra 0 espessante separados. Além disso existe um dispositivo para
acoplamento de seringas e a ponteira para aplicagdo. O gel é preparado
misturando as duas fases com as seringas conectadas, empurrando os émbolos
alternadamente 50 vezes. O conteldo devera ser mantido na seringa que continha

0 peroxido. A seringas sao desconectadas e a ponteira acoplada.

Peroxido de Hidrogénio 35% (Controle) — Solugcdo aquosa de peroxido de

hidrogénio a 35%. Foi realizada diluicdo de peroxido puro 50% em agua ultrapura



40

e feita a titulacdo até a obtencdo de uma nova solugcdo com concentracéo

equivalente a 35%.

O Quadro 1 apresenta a composi¢ao e caracteristicas quimicas dos produtos

avaliados, de acordo com os dados dos fabricantes.

Quadro 1 — Composicao e caracteristicas dos agentes clareadores empregados.

Nome Composicéo pH | Cor Fabricante
Whiteness Peroxido de hidrogénio 35%, espessante, Vermelho FG.M’.
. . - 6.5 . Joinville, SC,
HP corante, glicol e agua deionizada carmesim | o oo
Whiteness Perdxido de hidrogénio 35%, espessante, agua Verde FGM’.
. L . o 7.0 Joinville, SC,
HP Automixx | deionizada, glicol e agentes dessensibilizantes claro Brasil
' Perdxido de hidrogénio 37,5%, SDI L,
Pola Office A, L g . Melbourne,
polivinilpirrolidona, hidroxido de sédio, nitrato de | 7-8 | Azulclaro |, ..~ "
Plus otassio e corante azul marinho Victoria,
P Australia
Peréxido de hidrogénio 35%, espessante, agua
. L . - FGM,
Whiteness deionizada, corante violeta, glicol, agentes Roxo o
! - 8-9 . Joinville, SC,
HP Blue neutralizantes e  dessensibilizantes (3% violeta Brasil
Gluconato de célcio) :
Potenza Perdxido de hidrogénio 38%, Carbopol, glicerol, PHS .do Brasil,
) ) L 0 7.0 | Azulclaro | Joinville, SC,
Bianco nitrato de potassio, fluoreto de sddio e corante Brasil
Opalescence Per6xido de hidrogénio 40%, 20% agua, g:ggﬂﬁg
P Carbopol e agentes dessensibilizantes (3% | 7.0 | Vermelho '
Boost nitrato de potassio e 1.1% flGor) south Jordan,
P 70 Utah, EUA
Peréxido de QuimisulSC,
Hidrogénio Peroxido de hidrogénio 50% aquoso 7.0 | Incolor Joinville, SC,
9 Brasil

Fonte: Elaborado pelo autor

4.5 Analise da liberacdo do principio ativo pelos géis

Na camara doadora da célula de Franz foi colocada uma amostra de 1ml dos

respectivos geéis clareadores (Figura 3A) (Kaewpinta et al., 2018a., 2018b.; Ng et al.,

2010.) utilizando o sistema préprio com ponteira de automistura de cada gel, exceto

para o Whiteness HP. Todas as aberturas da célula de Franz foram vedadas com
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Parafilm (BemisCompany, Inc., Neenah, WI, EUA) para impedir a evaporacéo (Figura
3B). A cada 5 minutos, durante o tempo total de 45 minutos, uma amostra de 40pl
(Klang et al., 2011.) foi coletada do compartimento inferior pelo tubo de amostragem,
empregando uma mangueira de pvc pré-montada em uma pipeta monocanal (Kasvi,
Sao José dos Pinhais, Parana, Brasil) (Figuras 3C — 3E). No total foram obtidas 10
amostras a cada vez que um gel for inserido na camara doadora. O volume coletado
pela célula de difuséo foi depositado em uma microplaca de 96 pocos (CRAL, Cotia,
Séao Paulo, Brasil), para o armazenamento até o momento da leitura (Figura 3F). O
volume coletado foi reposto usando o mesmo volume de &gua ultrapura e a saida
novamente vedada com o Parafilm até a préxima coleta (Figura 5G). A placa foi

mantida fechada apds cada coleta.

Figura 3— Coleta das amostras de cada gel clareador

Legenda: A) Colocacgédo do gel clareador na cAmara doadora da célula de Franz; B) Célula de Franz
vedada com Parafilm; C) Micropipeta monocanal e mangueira de coleta adaptada; D) Coleta da amostra
de perdxido pelo braco de coleta da cAmara receptora; E) Coleta da amostra (ampliada); F) Amostra
depositada em microplaca com 96 pogos; G) Reposicdo do volume coletado com agua ultrapura.
Fonte: Elaborado pelo autor
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4.6 Mensuracéao da concentracdao final de peroxido no gel

Apbs a coleta da ultima amostra 45 minutos, o gel clareador remanescente na
camara doadora foi recolhido e levado em recipiente para ser feita a avaliagdo da

concentracao final de peréxido de hidrogénio pelo método de titulacao.

4.7 Mensuracao da concentracdo de peroxido nas amostras coletadas

O método proposto por Bauminger (Bauminger, 1974.) e modificado por
Hanning (Hannig et al., 2006., 2005., 2003.)foi aplicado para mensurar a concentracao
de peroxido de hidrogénio na solugcdo. Esse método é wuma analise
espectrofotométrica baseada na reacdo do 4-aminoantipirina e fenol com H202
catalisado por peroxidase. O peréxido inorganico é oxidado pela peroxidase, liberando
oxigénio que age oxidando liberadores de hidrogénio cromogénicos acromaticos,
modificando a cor da solucéo de transparente para rosa. A quantidade de peréxido de
hidrogénio na solucéo foi mensurada analisando a absorbancia em espectrofotémetro
com o comprimento de onda A = 510 nm, Aminofenazona (4- aminoantipirina;
4mmol/l), fenol (24 mmol/l) e peroxidase (0,4 U/ml) dissolvidos em tampéao fosfato 0.1
M com pH 7.0 foram utilizados como reagente enzimatico. Os reagentes foram
armazenados a 4°C.

A partir de cada uma das amostras de 40ul obtidas a cada momento, trés
subamostras de 0,5 pl foram transferidas a po¢os de uma outra microplaca, para que
fosse efetuada a leitura da concentracdo de peroxido em triplicata (Figura 4A). A esses
pocos foram adicionados 200 ul de agua ultrapura usando uma pipeta multicanal
(Figura 4B).

A partir de uma solucdo pura de peroxido de hidrogénio a 50%, com a
concentracéo confirmada pelo método de titulagdo ja descrito, uma solucdo padréo foi

preparada numa concentracéao de 0,5 mM. Ela foi obtida diluindo-se 0,0680g de H202
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em 2 | de agua. Uma curva de calibracéo foi preparada em triplicata na microplaca,
depositando-se nos pogos a seguintes massas de peroxido: 0 (branco); 0,425; 0,85;
1,275; 1,7; 2,125; 2,55 e 2,975 pl/poco. Quantidades proporcionais de agua ultrapura
foram inseridas a cada poco para que houvesse um volume final de 200ul. A seguir
foram adicionados 100ul de reagente enzimético em todos os poc¢os, contendo as
amostras e a curva de calibragcédo, usando uma pipeta multicanal (Figura 4C).

As amostras foram inseridas no Leitor de microplacas multi-modal (Synergy
HTX, BioTek, Winooski, Vermont, EUA) (Figura 4D). Ele realizou a agitacéo da placa
por 0.05 s, seguido por um periodo de repouso por 180 s, para entdo realizar a leitura
da absorbancia em um comprimento de onda de 507 nm. A leitura para cada tipo de

gel foi repetida dez vezes.

Figura 4— Leitura das amostras por espectrofotometria

Legenda: A) Subamostras de 0,5 pl; B) Adigdo de 4gua ultrapura; C) Aplicagdo do reagente enzimatico;
D) Microplaca em posi¢cdo no equipamento e antes da agitacéo.
Fonte: Elaborado pelo autor

O leitor de microplacas forneceu a informacdo sobre a massa de peréxido
presente no interior de cada pog¢o da microplaca. Considerando-se para cada poco foi
inserido uma aliquota de 0,5ul do material retirado da camara receptora da célula de
Franz, para o calculo da concentracdo de peroxido o valor da massa foi dividido pelo

volume utilizado na medida, segundo a férmula abaixo:
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C = Massa (ug) / volume (ul)

Para se calcular a quantidade acumulada de peréxido no interior da camara
receptora, a cada intervalo de medicéo, o valor da concentracdo foi multiplicado pelo
volume interno da camara, que era de 15ml (15.000 pl). A relagdo entre esse valor e
a érea de difusdo foi obtido dividindo-se a quantidade acumulada pela &rea da
membrana exposta ao agente clareador, que foi de 1,77cm2. Dessa forma, foi obtida
a quantidade cumulativa em pg/cmz2. Contudo, como os valores eram muito altos, eles
foram multiplicados por 1000, para que fossem convertidos em mg/cm2, que foram
entdo utilizadas nas andlises estatisticas.

4.8 Analise estatistica

As seguintes hipoteses de nulidade foram avaliadas nesse estudo:

o HOa — O tipo de gel clareador ndo influencia a quantidade cumulativa de
peréxido liberada e a modificacdo na concentracdo de peroxido no gel
clareador;

o HOb — O tempo de aplicacdo nédo influencia a quantidade cumulativa de
peréxido liberada e a modificacdo na concentracdo de peroxido no gel

clareador.

A normalidade e homoscedasticidade dos dados serdo avaliadas pelos testes
de Shapiro-Wilk e Levene. Os dados de quantidade acumulada de peroxido foram
submetidos ao teste de analise de variancia (ANOVA) a 2 fatores, sendo eles o agente
clareador e o tempo. A analise post hoc foi realizada utilizando-se o teste de Tukey.
Os dados de concentracéo de peroxido dentro dos agentes clareadores, no inicio e
no final do procedimento, foram analisados com o teste de ANOVA de medidas
repetidas, seguido pelo teste de Tukey. Para todas as andlises foi adotado um nivel

de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

Os resultados do teste ANOVA a 2 fatores podem ser observados na Tabela 1.
Podemos verificar que diferencas significativas foram observadas para os fatores

Agentes clareadores e tempo, assim como para a interacao entre eles.

Tabela 1 — Resultados do teste de Anova a 2 fatores para a quantidade cumulativa de
peroxido.

Fatores SQ GL QM F p
Agente
Clareador 25381 6 42302,2  1040,38 0,0001*
Tempo 89169 8 111461 27413 0,0001*
Agente Cl. .
Srempo 34976 48 728.7 17,92 0,0001

*diferencas significativas
Fonte: Elaborado pelo autor

Os resultados do teste de Tukey para o fator agente clareador podem ser
observados na Tabela 2. Podemos verificar que o grupo controle apresentou uma
guantidade cumulativa de peroxido dentro da camara receptora significativamente
maior que todos os demais grupos. O grupo Potenza Bianco n&do apresentou
diferencas significativas em relagédo ao Pola Office Plus e ao Opalescence Boost. O
grupo Whiteness HP Automix apresentou valores maiores que o Whiteness HP e
Whiteness HP Blue, embora menor que todos os demais. O grupo Whiteness HP
mostrou valores significativamente maiores que o Whiteness HP Blue, mas menores
gue todos os outros grupos. O grupo Whiteness HP Blue mostrou os menores valores

de quantidade cumulativa de peroéxido.
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Tabela 2 — Resultados do teste de Tukey para o fator agente clareador quanto a
quantidade cumulativa de peroxido.

Agentes Clareadores Média DP Conjuntos Homogéneos*

WHPB 14,04 6,60 a

WHP 19,51 8,61 b
WHPA 23,20 10,48 c

POP 26,53 11,13 d

PB 28,29 10,99 d e

OPB 31,03 11,81 e

Controle 79,12 32,27 f

* Os grupos seguidos das mesmas letras ndo apresentam diferencas significantes.
Fonte: Elaborado pelo autor

Os resultados do teste de Tukey para o fator tempo podem ser observados na
Tabela 3. Podemos observar que quantidade cumulativa de perdxido aumenta com o
decorrer do tempo, existindo diferencas significativas entre cada intervalo de 5 min,
até o tempo de 25 min. A partir desse momento, diferencas significativas foram

observadas somente a cada 10 min.

Tabela 3 — Resultados do teste de Tukey para o fator tempo quanto a quantidade
cumulativa de peroxido

Tempo Média DP Grupos Homogéneos*
5 9,64 6,70 a
10 17,42 11,60 b
15 24,03 16,86 c
20 29,50 20,44 d
25 33,93 23,00 e
30 38,41 25,83 f
35 41,52 27,32 f g
40 4411 28,47 g h
45 46,50 29,72 h

* Os grupos seguidos das mesmas letras ndo apresentam diferencgas significantes.
Fonte: Elaborado pelo autor

Na Figura 5 podemos observar a médias de quantidade cumulativa de peréxido
para todos os grupos, nos diferentes intervalos de tempo. Pode-se notar claramente
gue o grupo controle a 35% mostrou uma difusao significativamente maior do que 0s

demais grupos, enquanto o gel Whiteness HP Blue resultou nos menores valores.
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Figura 5— Médias de quantidade cumulativa de peréxido para todos 0s grupos nos
diferentes intervalos de tempo
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20

Quantidade cumulativa (mg/cm?)
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WHP WHPB WHPA PB OPB POP CON

Fonte: Elaborado pelo autor

Os resultados do teste ANOVA de medidas repetidas para a concentracao
inicial e final e peroxido podem ser observados na Tabela 4. Pode-se observar
diferencas significativas para o fator “agente clareador” e para o “momento da leitura”,

assim como para a interacao entre eles.

Tabela 4 - resultados do teste ANOVA de medidas repetidas para a concentracao
inicial e final e peroxido

Fatores SQ GL oM F p
Agente clareador 980 6 163 45 0,00*
Momento 7971 1 7971 1920 0,00*
Momento*agente 929 6 155 37 0,00*

*diferengas significativas
Fonte: Elaborado pelo autor
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Os resultados do teste de Tukey para a interacéo entre os fatores podem ser
observados na Figura 6. Pode-se observar que para todos os agentes clareadores
ocorreu uma reducao significativa da concentracao inicial. o grupo controle apresentou
a maior reducdo percentual, seguido do Opalescence Boost. Por outro lado, o
Whiteness HP Blue apresentou a menor reducéo.

Figura 6— Médias de concentracdo de perdxido de hidrogénio nos agentes

clareadores, no inicio e no final do procedimento
hi i
h
fg fg
ef
e
d
cd
C o

b ab

I I i
WHP PB OPB Controle

WHPB WHPA POP
Legenda: Os grupos que apresentam as mesmas letras ndo apresentam diferencas significativas.
Fonte: Elaborado pelo autor
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6 DISCUSSAO

Dentes saudaveis variam de cor entre diferentes tipos de graduacdo e em
intensidade, sendo determinada pela interacdo da luz com as duas estruturas
dentarias mineralizadas. O esmalte € a camada mais externa e mineralizada dos
dentes, possuindo como principal caracteristica a translucidez. Essa propriedade
permite a passagem da luz através da superficie do esmalte e a reflexdo parcial dessa
luz pela dentina subjacente. A dentina por sua vez corresponde a camada subjacente
ao esmalte, que possui cor natural amarelada. A cor final dos dentes é influenciada
por alguns fatores, como a espessura dos tecidos dentais, que podem apresentar
variacfes entre diferentes individuos (Baratieri & Monteiro Jr., 2010; Mondelli, 2018;
Torres, 2020). Desse modo, existem pessoas que nascem tendo dentes claros como
Al ou B1, segundo a escala Vita Classica, ou dentes mais escuros como A3 ou A4,
sem que isso deixe de ser uma coloracdao natural. No entanto, os dentes podem
escurecer além de sua coloracdo natural seja pelo processo de envelhecimento ou
guando na presenca de fontes de manchamento (Hassel et al., 2017.). Quando esse
manchamento é extrinseco, restrito a superficie do dente, como pelo consumo de
bebidas pigmentadas ou uso de tabaco, ele pode ser removido por meio da técnica
de profilaxia (Pereira et al., 2020.). H4 de se considerar, porém, que 0 consumo de
substancias pigmentadas e o fumo, além de produzirem manchamento extrinseco,
também podem causar manchamento intriseco pela penetragdo dos pigmentos nos
espacos intercristalinos. O manchamento intrinseco também pode ser causado por
fluorose, uso de tetraciclina ou por traumas, situacdes em que a profilaxia ndo é
suficiente, demandando um tratamento estético (Frysh et al., 1995.; Joiner, Luo, 2017.;
Kwon, 2016.; Watts, Addy, 2001.).

O clareamento dental é um procedimento comum na pratica odontoldgica para
a resolucdo de problemas de alterag6es crométicas nos dentes (Moraru et al., 2012.;
Slaska et al., 2015.; Vieira-Junior et al., 2017.; Wang et al., 2020.). O emprego dos
agentes clareadores para dentes com vitalidade pulpar pode ocorrer em duas
modalidades diferentes de tratamento, a técnica caseira ou a de consultério (De Geus
et al., 2016.; Gongalves et al., 2017.; Rezende et al., 2016.). Na técnica caseira, um

dentista cria uma moldeira personalizada para o paciente e fornece um gel clareador
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contendo baixa concentracdo de peréxido de hidrogénio ou carbamida. O paciente
aplica o gel na moldeira e a utiliza em casa por um periodo especifico, geralmente
algumas horas por dia ou durante a noite, seguindo as instru¢cdes do dentista. Essa
modalidade de tratamento pode levar algumas semanas para que se obtenha o
resultado desejado. Na técnica de consultério, o dentista aplica um gel clareador de
alta concentragéo de peroxido de hidrogénio diretamente na superficie vestibular nos
dentes do paciente. O tratamento é realizado sob supervisao profissional e geralmente
leva cerca de uma ou duas sessdes de 45 minutos cada para obter resultados
significativos (Frysh et al., 1995.; Kwon, 2016.). Embora os dois meios de tratamento
possam chegar ao mesmo resultado estético (Dourado Pinto et al., 2019.), os agentes
clareadores utilizados na técnica de consultorio foram escolhidos como referéncia
para o presente estudo devido ao menor tempo de protocolo para as analises.

Para que possa ser utilizado como agente clareador, o peroxido de hidrogénio,
utilizado como ingrediente ativo, € incorporado em uma formulacdo gel, possuindo
concentracfes que variam de 5% (uso caseiro) a 40% (uso em consultério). A forma
em gel é preferida porque permite que o produto permaneca em contato com 0S
dentes por um periodo prolongado sem escorrer, permitindo uma acéo clareadora
mais eficaz e segura (Allen, Zanowiak, 2014.; Algahtani, 2014.). Essa aplicacdo mais
controlada e precisa contribui com a protecdo dos tecidos moles da boca, como
gengivas e mucosa oral, minimizando o risco de irritacdes e queimaduras. Para que
se tenha o efeito clareador desejado, independente da modalidade de tratamento
adotada, é imperativo que haja a liberacdo do ingrediente ativo pelo gel (Bartlett,
Walmsley, 1992.; Kaewpinta et al., 2018a., 2018b.). Na técnica em consultério a
liberacdo deve ser rapida, devido ao curto tempo de aplicacdo, enquanto na técnica
caseira ela deve ocorrer lentamente, pelo maior tempo de contado do produto com a
superficie dental.

Para que seja verificada e quantificada a liberagdo de um principio ativo por
um determinado produto, a metodologia mais frequentemente utilizada pela industria
farmacéutica é a de difusédo pela célula de Franz, que consiste num dispositivo com
dois compartimentos, uma camara doadora e outra receptora, separadas por uma
membrana utilizada como filtro (Bronaugh’ And, Stewart, n.d.; Chattaraj et al., 1995;
Ng et al., 2010.; Salamanca et al., 2018a.; Sesto Cabral et al., 2015.; Vigata et al.,

2020.; Vlachou et al., 1992.). A metodologia aplicada nesse estudo fez uso dessa
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técnica, de modo que o agente clareador fosse colocado na camara doadora e, a
intervalor regulares, fossem coletadas amostras da camara receptora que permitisse
a quantificacdo do peroxido que foi liberado pelo produto. Desse modo, foi verificado
gue a liberac&o do principio ativo ocorreu para todos os agentes clareadores testados.
No entanto, verificou-se também que o grupo controle, contendo apenas o peroxido
de hidrogénio puro a 35%, foi o que permitiu a maior passagem do principio ativo
através da barreira de difusdo, mesmo considerando sua concentracao inicial inferior
a grupos como Opalescence Boost ou Potenza Bianco (Tabela 2). Isso demonstra o
impacto da forma farmacéutica gel no controle da liberacdo do principio ativo, em
comparacao a quando a substancia esta livre em uma solucao aquosa (Caneppele,
Torres, 2011.; Cavalli et al., 2019.; H Frysh et al., 1995.; Ito et al., 2019a.; Kwon et al.,
2018.; de Oliveira Ribeiro et al.,, 2022.; Torres et al., 2014., 2015., 2021., 2022.;
Wijetunga et al., 2021.). A formulacdo de um gel envolve a selecdo e combinacéo de
ingredientes para criar uma substancia com caracteristicas especificas de aplicacao
e estabilidade, como agentes espessantes, umectantes, conservantes e reguladores
pH, além do ingrediente ativo, propriamente dito (Ruiz Martinez et al., 2007.; Singh et
al., 2013.). Nesse contexto, 0s espessantes Sao 0S principais responsaveis por
conferir a caracteristica semissélida aos géis, atuando na formacdo de uma rede
tridimensional retendo agua e o proprio peréxido de hidrogénio, proporcionando a
estrutura necessaria para que a liberagcdo do agente clareador ocorra de forma
controlada e de maneira distinta ao peroxido puro (Rodrigues et al., 2007; Silva et al.,
2018; Torres et al., 2021, 2022). Essa rede ajuda a manter o gel estavel e coeso,
impedindo que ele se torne liquido ou escorra facilmente.

Contudo, apenas a presenca de um agente espessante é insuficiente para
explicar os diferentes resultados observados para cada grupo de agente clareador
comercial. Grupos com concentracdo inicial de ingrediente ativo similares
apresentaram padrdes de liberacdo diferentes, como observado entre os grupos
Potenza Bianco e Opalescence Boost (Figura 6), permitindo inferir que diferentes tipos
ou concentracdes de espessantes favorecem uma maior ou menor liberacdo de
peréxido de hidrogénio, como sugerem estudos anteriores (Torres et al., 2022.).
Existem diferentes tipos de espessantes disponiveis que podem ser empregados nas
formulacbes de géis clareadores pela industria odontologica, dependendo das

propriedades desejadas e da compatibilidade com outros ingredientes presentes
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(Publio et al., 2019.). Embora os fabricantes ndo declarem exatamente o tipo de
espessante em suas formulacgdes, sabe-se que eles podem ser de natureza organica
ou inorganica. Os espessantes organicos sao constituidos de cadeias de polimeros
de diferentes tamanhos e pesos moleculares que apresentam interagcdo com a agua.
Quando sofrem hidratacdo, essas cadeias se expandem e se entrelacam,
imobilizando a 4gua e o ingrediente ativo entre elas. Os espessantes ndo-organicos
por sua vez, como a silica, sdo constituidos de diferentes particulas de didéxido de
silicio sem carga elétrica e que se atraem por meio de forcas de Van de Waals,
formando corentes que se entrelagam, também imobilizando solventes. Essa
imobilizacdo dos solventes, comum aos diversos tipos de espessante, € responsavel
por criar uma estrutura viscoelastica, caracteristica de um gel e permitindo a liberacéo
gradual de seu ingrediente ativo (Remington, 2005.).

Uma das propriedades fundamentais na compreensao da dinamica e controle
de liberagdo do ingrediente ativo encontra-se na viscosidade dos geéis (Barkat Al
Khan, 2011.; Guo et al., 1998.; Shafiei et al., 2018.). Viscosidade € definida como uma
propriedade fisica que descreve a resisténcia de um fluido ao escoamento (Lee et al.,
2009.). Nos géis clareadores, esta relacionada a capacidade das cadeias organicas
ou inorganicas de se entrelacarem e formarem uma estrutura tridimensional mais
densa, conferindo resisténcia ao movimento das moléculas de peréxido de hidrogénio
dentro do fluido. Quando um fluido é mais viscoso, ele apresenta maior resisténcia ao
escoamento, 0 que significa que as moléculas de peréxido tém dificuldade em se
mover no interior da rede. Por outro lado, um fluido menos viscoso tem menor
resisténcia ao escoamento, podendo indicar que as ligacbes quimicas dentro da
estrutura do espessante sdo mais fracas ou menos densas, com as moléculas de
peréxido mais livres para se difundirem no interior do gel e eventualmente serem
liberadas para o ambiente externo (Kwon et al., 2018.; Torres et al., 2022.). Estudos
prévios mostraram que a viscosidade é afetada diretamente pela concentracdo do
agente espessante na formulagédo, de modo que um gel com uma concentragdo mais
alta de agente espessante sera mais denso e terd uma consisténcia mais espessa,
enquanto um gel com uma concentragdo mais baixa de agente espessante sera
menos denso e terd uma consisténcia mais proxima da de um liquido. As diferencas
estruturais dos espessantes e a viscosidade resultante em cada formulagéo gel

podem ser uma das explicacdes do motivo pelo qual o Opalescence Boost, quando
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comparado ao Potenza Bianco, apresentou uma maior queda em sua concentracao
de perdxido de hidrogénio em relacdo ao tempo e, consequentemente, uma maior
quantidade cumulativa desse ingrediente na camara receptora. Porém, o
comportamento de cada tipo de espessante na liberacdo do peréxido ainda precisa
ser explorado e verificado por estudos futuros.

Outra explicagéo para as diferengas observadas na liberacdo do peréxido de
hidrogénio por cada tipo de gel podem ser devido ao pH de cada um deles (Acufa et
al., 2022.; Alkahtani et al., 2020.; Cavalli et al., 2019.; Ito et al., 2019.; Kwon, 2016.;
Nicoll, Smith, 1955.; Wijetunga et al., 2021.). O pH, ou potencial hidrogenibénico, se
refere a quantidade de ions H* presentes no meio em relacdo aos ions OH". Quando
os dois ions estdo em igualdade num meio, essa solucao é considerada pH neutro;
quando a concentracdo de ions H* for superior considera-se uma solu¢gao com pH
acido, e quando for inferior, considera-se uma solucéo tem pH basico (Ucko, 1992.).
Dos géis testados nesse estudo, aqueles indicados como possuindo pH proximos da
neutralidade foram os que apresentaram os maiores resultados de liberacdo do
perdxido de hidrogénio em relagcdo ao tempo, como o Opalescence Boost e Potenza
Bianco. Dentre os trés géis da familia Whiteness, o grupo Whiteness HP Automixx,
também com pH indicado neutro pelo fabricante, foi o que apresentou a maior
liberacdo. Quando avaliamos o0s géis com pH n&o neutros, podemos observar que a
acidez do Whiteness HP pode ter sido também determinante para as diferencas
observadas em relacdo ao Whiteness HP Automixx para a quantidade cumulativa de
peréxido liberada pelo gel. Ao se avaliarem os outros dois géis, observou-se que a
alcalinidade do Pola Office Plus ndo impediu que o peréxido fosse liberado,
apresentando quantidade cumulativa similar ao Potenza Bianco, porém, para o
Whiteness HP Blue, uma maior alcalinidade do meio, se comparado a todos os demais
grupos, mostrou que o peroxido nao foi liberado de maneira eficiente (Tabela 2).

As diferencas de liberacdo de peroxido podem ter ocorrido devido a influéncia
do pH na viscosidade de cada tipo de gel. Para géis que contenham espessantes
organicos, o pH pode influenciar na carga elétrica das moléculas dos polimeros,
afetando sua capacidade de formar uma rede tridimensional e espessar a solugao,
enquanto para os espessantes ndo-organicos as mudancas de pH podem resultar em
precipitacdo das particulas responsaveis pelo espessamento, reduzindo sua eficacia

(Lee et al., 2009.). O aumento ou a diminuicdo de viscosidade devido ao pH ira
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depender dos componentes na formulacdo de cada gel e de suas interagbes com o
agente espessante (Carvalho et al., 2019.). Embora a literatura relate que o pH pode
influenciar na viscosidade e na eficacia dos géis clareadores (Ito et al., 2019.; Kwon
et al., 2018.; Torres et al., 2022.; Wijetunga et al., 2021.), essa propriedade ainda
requer que estudos de liberacéo de perdxido sejam feitos posteriormente para que se
estabeleca uma relagao.

Considerando os resultados observados para o fator tempo, observou-se que
a liberacdo do peréxido de hidrogénio ocorre de maneira gradual, porém ela nao
ocorre de maneira constante ao longo de um periodo de aplicacao clinico. Esse tipo
de comportamento € um fenbmeno comum em sistemas de difusdo quando testadas
diferentes formulacdes de um ingrediente ativo de um farmaco, correspondendo a um
perfil de liberacdo néo-linear (Bolla et al., 2020b.; Das et al., 2013.; Jelvehgari et al.,
2006.; Vlachou et al.,, 1992.). Existem algumas razbes que podem explicar o
comportamento observado pelos diferentes agentes clareadores, sendo eles relativos
a membrana utilizada ou ao préprio ingrediente ativo.

A primeira explicagdo poderia ser por mudancas na permeabilidade da
membrana, que se refere a facilidade com que uma substancia pode se difundir
através dela (Pusch, Walch, 1982.). Membranas com alta permeabilidade permitem a
passagem eficiente de substancias, enquanto membranas com baixa permeabilidade
restringem a difusdo das substancias. A permeabilidade da membrana pode ser
influenciada pelo tamanho e quantidade de poros presentes na sua estrutura, que séo
0S espacgos que permitem a passagem de uma substancia, de modo que membranas
com poros maiores tendem a ter maior permeabilidade em relacdo a substancias de
tamanho adequado (Bowen, Welfoot, 2002.; Joscelyne, Tragardh, 2000.). Outros
fatores que afetam a permeabilidade da membrana incluem a espessura, sendo que
membranas mais finas tendem a apresentar maior permeabilidade em relacdo a
membranas mais espessas, e as propriedades quimicas da membrana, como sua
polaridade e interagcbes com a substancia em estudo, de modo que alguns produtos
podem ter maior afinidade com certos tipos de membrana (Parisio et al., 2013.). O
material escolhido para que fossem feitas as andlises do presente estudo foi a
membrana a base de Ester Celulose da Spectra/Por - Repligen. O ester-celulose é
derivado da celulose e € modificada por meio da esterificagdo com grupos éster, sendo

um tipo de membrana amplamente utilizado em experimentos de difusdo em varias
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aplicacdes na industria farmacéutica, devido as suas propriedades permeaveis e
caracteristicas de compatibilidade com farmacos. Seu uso relatado na literatura
(Diamantoglou et al., 1994.; McKinnon, Avis, 1993.; Qaiser et al., 2009.; Runge et al.,
2005.) demonstra que a membrana possui alta estabilidade quimica para varias
condi¢cdes de pH, além de ser possivel sua fabricagdo em uma ampla faixa de
tamanhos de poros controlados, de forma a permitir a passagem de ingredientes
ativos de varios tamanhos moleculares enquanto restringindo a passagem de
moléculas maiores. Embora o uso da membrana de ester-celulose para analises com
perdxido de hidrogénio ndo sejam frequentes, seu uso € atestado pelo fabricante.

A segunda razdo poderia ser devido a saturacdo da membrana, que ocorre
guando a substancia que esta sendo avaliada se acumula ou se retém na superficie
ou nos poros da membrana ao longo do tempo. Isso poderia levar a uma reducéo na
taxa de difusdo, pois a substancia enfrenta uma resisténcia maior ao passar pela
membrana (Bowen, Welfoot, 2002.). Ao utilizar membranas com a menor porosidade
compativel com a substancia, como a membrana de 0.1kd — 0.5kd selecionada para
esse estudo, ela tem menos chances de ficar retida ou acumulada dentro dos poros
da membrana, o que diminui a probabilidade de saturacdo. Isso permite uma difusdo
mais livre e continua através da membrana ao longo do tempo. Essa propriedade da
membrana € importante de ser considerada previamente ao experimento, porque
embora o peréxido de hidrogénio seja uma molécula pequena, se 0s poros da
membrana forem muito estreitos em relacdo ao tamanho da molécula a passagem do
peréxido de hidrogénio pelos poros poderia ser bloqueada e ter uma taxa de difuséao
reduzida (Joscelyne, Tragardh, 2000.). Podem ainda ocorrer interacdes quimicas
especificas entre o peréxido de hidrogénio e os componentes da membrana, como
interacOes eletrostéaticas ou ligacdes de hidrogénio, levando a retencdo da molécula
nos poros da membrana. Essa explicagdo € improvavel de ter ocorrido. Foi observado
que a liberacdo maxima alcancada no grupocontrole foi de 120 mg/cm? no instante
45min, enquanto metade de sua liberagdo (60mg/cm?) ocorreu de maneira linear até
o instante 15min, delimitando um possivel ponto de saturacdo. Caso tivesse ocorrido
a saturacdo da membrana, esse suposto ponto de saturacao teria sido observado para
todos os demais grupos, de modo que até alcancar 60mg a liberagdo deveria ser linear
em todos os géis clareadores testados, o que ndo ocorreu. Até o instante 15min, todos

0s agentes clareadores testados apresentaram metade da quantidade liberada total
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de perdéxido, indicando uma mudanca do padrao de liberacdo com o tempo (Bolla et
al., 2020b.; Jelvehgari et al., 2006.).

Desse modo, a explicagdo mais provavel para o comportamento nado linear
observado para os diferentes grupos seria relativo a queda da concentracao inicial da
substancia (Ruiz Martinez et al., 2007.; Salamanca et al., 2018a.; Vlachou et al., 1992.;
Yang et al., 2017.). No inicio do experimento, quando a concentracdo da substancia é
alta na area doadora, a difusdo tende a ser mais rapida. Uma queda na concentragéo
inicial levaria a uma taxa de difusdo mais lenta ao longo do tempo, ja que a substancia
teria menos concentracdo para se difundir através da membrana. Os resultados
obtidos no experimento e confirmados pelo processo de titulacdo sdo compativeis com
essa explicacdo. Para todos os grupos pode-se observar a diminuicdo nas médias de
concentragdo do peroxido ao fim do procedimento. Considerando novamente a
liberacdo méaxima alcancada pelo grupo controle, podemos inferir que o instante 15min
€ 0 ponto em que ocorreu metade da queda observada da concentracao inicial, de
forma que a outra metade da liberacdo deveria ocorrer ao longo dos proximos 30
minutos. A liberacdo de 90mg tendo sido identificada no intervalo entre os instantes
25min e 30min corrobora para a explicagdo do comportamento nao linear no perifl de
liberacdo do peréxido de hidrogénio e justifica porque a partir de 25 minutos do
experimento s6 foram observadas diferencas significativas em intervalos maiores de
tempo.

Em sintese, o presente estudo permitiu que fossem rejeitadas as duas
hipéteses de nulidade testadas, de modo que tanto o tipo de gel clareador e o tempo
de aplicacdo influenciaram na liberacdo e, consequentemente, na quantidade
cumulativa do peréxido de hidrogénio. No entanto, devido a complexidade desse
fendbmeno, mais estudos sado necessarios para que se possa estabelecer como como
0 comportamento na liberacdo de perédxido € influenciado por diferentes tipos de
agentes espessantes e qual a compatibilidade em eficacia clinica dessa maior ou

menor liberacao.
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7 CONCLUSAO

Perante os resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que:

e O tipo de gel clareador testado e a presenca de espessante em sua
composicdo impactam na maior ou menor liberacdo de peroxido de
hidrogénio;

e Agentes clareadores com maior concentracdo inicial de peroxido de
hidrogénio apresentaram uma maior liberacdo cumulativa do ingrediente
ativo;

e A liberacdo de perdxido de hidrogénio de diferentes géis ocorre de
maneira gradual em relagéo ao tempo de aplicacéo;

e Aliberacéo de peroxido de hidrogénio ndo ocorre de maneira constante,

ou linear, em relacdo ao tempo.
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