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RESUMO 

 

O benznidazol (BZN) ainda é o único fármaco disponível para o tratamento da doença de 

Chagas na maior parte dos países endêmicos. Quando administrado por via oral, altas 

doses são necessárias devido a um alto metabolismo hepático e sua toxicidade é o maior 

motivo de abandono do tratamento. Além disto, estudos in vitro sugerem que a 

superexpressão das proteínas P-gp e Mrp-2 induzida pelo BZN poderia contribuir para o 

aumento do efluxo intestinal do fármaco, o que explicaria o declínio da eficácia 

terapêutica na fase crônica da doença. Devido a estas complicações, a administração 

transbucal do BZN foi investigada, considerando que esta rota evita o metabolismo de 

primeira passagem hepático e é caracterizada por uma alta permeabilidade. O BZN foi 

aplicado sobre a mucosa bucal suína em câmara de difusão de Franz (5 mg mL-1) após pré-

tratamento com monoterpenos naturais puros (eugenol, carvacrol e limoneno). Estes agentes 

foram selecionados devido a possibilidade de atuarem sinergicamente com o BZN frente 

ao Trypanossoma cruzi. Análises de DSC e FT-IR foram realizadas para investigar os 

mecanismos envolvidos no aumento da absorção do fármaco. O fluxo de permeabilidade do 

BZN aumentou em 2,5, 2,8 e 4,7 vezes após o pré-tratamento com eugenol, carvacrol e 

limoneno, respectivamente. As análises de DSC e FT-IR sugeriram que o transporte do 

BZN através da mucosa correlaciona-se com o log P e tamanho do monoterpeno. Limoneno, o 

promotor mais eficaz, apresentou maior interação com domínios apolares do epitélio 

bucal. A partir destes resultados, filmes bucais com base em álcool polivinílico (PVAL), 

contendo BZN, foram produzidos pelo método de termoprensagem. Formulações contendo 

propilenoglicol (PG) como plastificante e timol (TM) como promotor de absorção também 

foram preparadas. Os filmes foram caracterizados através de análises térmicas, espectrais, 

morfológicas, mecânicas, estudos de absorção de água e permeabilidade ex vivo. Os filmes 

obtidos se mostraram homogêneos, uniformes e não porosos e mantiveram o BZN em sua forma 

amorfa mesmo após 90 dias de armazenamento. Além disso, os filmes contendo PG e TM 

apresentaram propriedades mecânicas adequadas para aplicação bucal, sendo flexíveis, macios 

e resistentes, características relevantes para a aceitabilidade pelos pacientes. Os estudos de 

cinética de absorção de água mostraram que os filmes, em particular aqueles contendo PG, são 

capazes de absorver maiores quantidades de água em umidades relativas de 50 e 75 %, em um 

período de 24 h, uma informação relevante durante o armazenamento dos filmes. A adição de 

TM aumentou em cerca de 6 vezes a absorção do BZN em relação à solução controle, além de 

aumentar a erosão da matriz polimérica. Desta forma, é possível observar que a via transbucal 

se mostrou promissora como alternativa à administração oral do BZN, sendo que a sua absorção 

a partir de filmes bucais poliméricos é possível, e pode ser aumentada através do uso de 

monoterpenos com características mais lipofilicas e com pequena massa molecular. 
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ABSTRACT 

 

Benznidazole (BZN) represents the only drug available for the treatment of Chagas' disease in 

most endemic countries. When it is administered orally, high doses should be considered due 

to high hepatic metabolism and its toxicity has been the main reason for treatment withdrawal. 

Moreover, in vitro studies suggest that the P-gp and Mrp-2 protein overexpression induced by 

the BZN could contribute to the increase of the intestinal efflux of the drug, which would 

explain the decline in therapeutic efficacy in the chronic phase of the disease. Because of these 

complications, transbuccal administration of BZN was investigated, considering that this route 

avoids the first-pass hepatic metabolism and is characterized by a high permeability. BZN was 

applied on the porcine buccal mucosa in Franz-type diffusion chambers (5 mg mL-1) after the 

pretreatment with pure natural monoterpenes (eugenol, carvacrol and limonene). These agents 

were selected based on a possible synergistic action with BZN against Trypanosoma cruzi. DSC 

and FT-IR analyzes were performed to investigate the enhancing mechanisms of drug 

absorption. The permeability flux of BZN increased by 2.5, 2.8 and 4.7 times after pretreatment 

with eugenol, carvacrol and limonene, respectively. The DSC and FT-IR analyzes suggested 

that the transport of the BZN through the buccal mucosa may be correlated with the log P and 

molecular mass of the monoterpenes. Limonene, the most effective absorption chemical 

enhancer, showed greater interaction with nonpolar domains of the buccal epithelium. From 

these results, polyvinyl alcohol (PVAL) buccal films were development by the selecting the 

thermo-pressing method. Formulations containing propylene glycol (PG) as a plasticizer and 

thymol (TM) as an absorption chemical enhancer were also developed. The films were 

characterized by thermal, spectral, morphological and mechanical analysis, and also by water 

absorption and ex vivo permeability studies. Homogeneous, uniform and non-porous films were 

obtained and BZN was maintained in amorphous form even after 90 days of storage. In addition, 

films containing PG and TM showed mechanical properties suitable for buccal application. 

Flexible, soft and resistant films were obtained, relevant characteristics to improve patient 

acceptability. Water absorption kinetic studies have shown that the films, in particular those 

containing PG, may absorb greater amounts of water at 50 and 75% relative humidity over a 

24-hour period, a relevant information during the film storage. The addition of TM increased 

both buccal absorption of BZN (approximately 6 times when compared to the control solution) 

and the erosion of the polymer matrix. Taken together, these results suggest that the transbuccal 

route is a promising alternative to the traditional oral administration of BZN. Moreover, a 

significant drug absorption from polymeric buccal films may be achieved, which may be even 

improved after the inclusion of monoterpenes presenting more lipophilic characteristics and 

small molecular mass. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

Aproximadamente 8 milhões de indivíduos no mundo estão infectados pelo 

protozoário Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença de Chagas (DC), sendo esta uma 

doença endêmica na América Latina. Cerca de 10.000 mortes por ano são causadas pela DC, 

sendo que, no Brasil, esta é uma das quatro maiores causas de mortes por doenças infecciosas 

e parasitárias (CONITEC, 2018; OMS, 2018). A infecção ocorre após a transmissão vetorial 

por insetos da subfamília Triatominae (popularmente conhecidos como barbeiros), porém, 

também pode ocorrer através de ingestão, transfusão de sangue, transmissão congênita, 

transplante de orgãos e acidentes de laboratório (COURA; VIÑAS, 2010; PERDOMO et al., 

2013). A DC figura entre a lista de doenças tropicais negligenciadas (DTN) da Organização 

Mundial de Saúde por possuir um histórico de negligência e falta de investimentos, 

principalmente por atingir populações de baixa renda, em regiões sem estruturas adequadas de 

saneamento básico e em contato com os insetos vetores (OMS, 2020).  

Dois fármacos nitroheteocíclicos estão disponíveis para o tratamento da DC, 

nifurtimox e benznidazol (BZN). Apesar de ambos apresentarem eficácia limitada, 

especialmente na fase crônica da doença, o BZN costuma ser mais bem tolerado. Por conta 

disso, é recomendado pela OMS como o tratamento de primeira linha, tanto para crianças 

quanto adultos e é o único disponível na maior parte dos países endêmicos (PERDOMO et al., 

2016; VINUESA et al., 2017). O BZN é administrado pela via oral, na forma de comprimidos, 

em doses de 5 mg/kg/dia, com uma dose máxima de 300 mg por dia (CONITEC, 2018). É 

rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal, alcançando picos de concentração plasmática 

entre 3-4 h, com uma meia-vida de 12 h em humanos (MOLINA et al., 2017). Estudos 

farmacocinéticos e de distribuição tecidual, realizados após administração oral de BZN, 

sugerem um alto metabolismo primeira passagem, o que pode explicar a eficácia limitada do 

fármaco (PERIN et al., 2017). O BZN é metabolizado principalmente pelo sistema do citocromo 

P450, gerando como metabólitos majoritários o 2-amino-imidazol e o 2-hidroxi-imidazol, que 

são excretados na urina (RAETHER; HÄNEL, 2003). Diversos metabólitos são produzidos 

como consequência da redução do grupamento nitro do BZN, e o seu acúmulo, interação com 

outros componentes celulares, reações alérgicas ou a combinação destes fatores podem estar 

associados com o perfil tóxico deste fármaco (MOLINA et al., 2015). Estudos in vitro sugerem 

que a superexpressão das proteínas P-gp e Mrp-2, induzida pelo BZN, pode contribuir para um 

maior efluxo do fármaco, o que explicaria o declínio da eficácia terapêutica na fase crônica da 
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doença (PERDOMO et al., 2013). Consequentemente, altas doses de BZN seriam necessárias 

para atingir a concentração terapêutica, aumentando ainda mais os riscos de toxicidade. Cerca 

de 76 % dos pacientes tratados com BZN apresentam algum tipo de efeito adverso, que incluem 

desordens de pele, gastrointestinais e nervosas, e a toxicidade do fármaco representa a principal 

razão para abandono do tratamento (HASSLOCHER-MORENO et al., 2012; MOLINA et al., 

2015). Além disso, a falha terapêutica durante a fase crônica da doença pode estar relacionada 

à seleção de parasitas altamente resistentes (SANTOS et al., 2008). 

Frente às complicações associadas à administração oral de BZN, este estudo visou 

investigar a mucosa bucal como uma rota alternativa. Esta rota é facilmente acessível e a 

formulação pode ser prontamente removida caso necessário (SMART, 2005). Além disto, esta 

mucosa é caracterizada por uma baixa atividade enzimática, é altamente vascularizada e confere 

acesso direto à veia jugular interna, alcançando a circulação sistêmica sem metabolização 

prévia. Além disso, a administração de fármacos por essa via poderia permitir uma redução de 

dose, de forma a reduzir ou até mesmo evitar efeitos adversos. De forma geral, a via transbucal 

apresenta maior permeabilidade a fármacos que a via transdérmica (NICOLAZZO; REED; 

FINNIN, 2005), e o fato do BZN ocasionar distúrbios na pele como efeito adverso pode ser 

considerado como uma desvantagem para a aplicação do mesmo pela via transdérmica, outra 

justificativa para o direcionamento para a rota bucal. 

Diferentes tipos de formas farmacêuticas têm sido explorados a fim de incrementar a 

biodisponibilidade de fármacos e reduzir seus efeitos adversos. Recentemente, filmes bucais 

tem recebido maior atenção para ambos tratamentos locais e sistêmicos (ELEFTHERIADIS et 

al., 2019; MONTENEGRO-NICOLINI; MORALES, 2017; TIAN et al., 2019). Filmes bucais 

mucoadesivos são definidos como FFs constituídas por uma ou múltiplas camadas, projetadas 

para se fixarem à mucosa bucal, liberando o fármaco local ou sistemicamente, com início 

rápido, liberação controlada ou prolongada. Estes sistemas são bem aceitos pelos pacientes, um 

parâmetro-chave no desenvolvimento de novos produtos (TIAN et al., 2019). Um filme ideal 

deve ser flexível e forte o suficiente para resistir ao manuseio e aos movimentos bucais. 

Também devem apresentar forte capacidade de mucoadesão, ser biocompatíveis e, 

preferencialmente, biodegradáveis (BARUA et al., 2016; MORALES; MCCONVILLE, 2011).  
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Uma vez que os fármacos administrados com mais sucesso pela via bucal são pequenos 

e lipofílicos (log P = 1,3–3,3) (SMART, 2005), e que o BZN apresenta um valor de log P de 

0,772 (MAXIMIANO et al., 2010), o uso de promotores químicos de absorção foi considerado 

neste estudo, já que a expectativa era de baixa permeabilidade. Promotores de absorção são 

adicionados a formulações farmacêuticas com o intuito de aumentar a permeabilidade de 

membrana ou a taxa de absorção de um fármaco, sem danificar a membrana ou causar 

toxicidade (NICOLAZZO; REED; FINNIN, 2005). Apesar de poucos estudos sugerirem o uso 

de terpenos de origem natural como promotores de absorção de fármacos pela via transbucal, 

seu uso na administração transdérmica já é conhecido (CHEN et al., 2016). Estes agentes são 

considerados relativamente seguros e apresentam baixa toxicidade, sendo usados como agentes 

flavorizantes pelas indústrias farmacêutica e alimentícia (DRAGICEVIC; MAIBACH, 2015; 

THAKUR; MICHNIAK; MEIDAN, 2007). Os monoterpenos líquidos eugenol, caravacrol e 

limonento foram selecionados para a primeira etapa deste trabalho, considerando que são 

Geralmente Reconhecidos como Seguros (GRAS) pelo Food and Drug Administration (FDA) 

e apresentam valores de log P distintos. Para a segunda etapa do trabalho, o monoterpeno sólido 

timol (isômero ao carvacrol) foi selecionado. Estudos in vitro sugerem que estes compostos 

apresentam potencial tripanocida, sendo que o limoneno apresenta sinergismo com o BZN 

(AZEREDO; SOARES, 2013; MORENO et al., 2018; SOBRAL-SOUZA et al., 2014). 

Em resumo, este trabalho foi desenvolvido em duas etapas: a primeira visou investigar 

a administração bucal do BZN através do modelo ex vivo de difusão em câmaras de Franz, 

utilizando os terpenos eugenol, carvacrol e limoneno como promotores químicos de absorção. 

Os mecanismos de promoção de absorção foram elucidados através de análises de calorimetria 

exploratória diferencial (DSC) e espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 

(FT-IR). A segunda etapa teve como objetivo o desenvolvimento e caracterização de filmes 

poliméricos bucais contendo BZN, produzidos através do método de termoprensagem. O álcool 

polivinílico (PVAL) foi selecionado como polímero por apresentar uma temperatura de fusão 

próxima à do BZN, o que permitiria trabalhar com uma temperatura adequada na termoprensa 

sem que ocorresse degradação do fármaco. Além disso, o PVAL também apresenta 

propriedades mecânicas adequadas, além de ser biocompatível e biodegradável (ABRUZZO et 

al., 2017). Propilenoglicol foi selecionado como plastificante e o timol foi escolhido como 

promotor de absorção. Uma extensa caracterização físico-química foi realizada, incluindo 

análises térmicas, mecânicas, morfológicas e avaliações in vitro. Ainda, estudos de 

permeabilidade ex vivo foram realizados em modelo de mucosa esofágica suína. 



18 

 

OBJETIVOS 

 

1.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a permeabilidade bucal do benznidazol na ausência e presença de diferentes 

promotores de absorção (terpenos) através do modelo da câmara de Franz, com o subsequente 

desenvolvimento e caracterização de filmes bucais contendo este fármaco. 

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Desenvolver metodologia de quantificação do BZN por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE); 

• Avaliar  a solubilidade aparente do BZN a fim de selecionar os fluidos doador e receptor 

para estudo de permeabilidade em câmara de Franz; 

• Avaliar a taxa de transporte transbucal do benznidazol utilizando o modelo de difusão 

da câmara de Franz e mucosa bucal suína; 

• Investigar o efeito de terpenos como promotores químicos de absorção; 

• Avaliar a quantidade de fármaco retida na mucosa bucal na presença e ausência dos 

promotores de absorção; 

• Realizar estudos mecanísticos utilizando calorimetria exploratória diferencial (DSC) e 

espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) para identificar 

possíveis rotas de transporte do fármaco e mecanismo de ação dos promotores químicos; 

• Desenvolver filmes bucais contendo BZN utilizando o método de termoprensagem; 

• Realizar a caracterização físico-química dos filmes produzidos, através de análises 

térmicas como DSC e análise termogravimétrica (TG), análises espectroscopicas (FT-

IR) e difração de raios-X (DRX); 

• Analisar as propriedades mecânicas dos filmes através de ensaio de tração e 

percentagem de alongamento; 

• Realizar ensaios in vitro para determinar as propriedades de molhabilidade, 

intumescimento e cinética de sorção de água pelos filmes; 

• Avaliar a permeabilidade do BZN dos filmes utilizando o modelo de difusão em câmara 

de Franz e mucosa esofágica suína. 
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2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 DOENÇA DE CHAGAS 

 

A doença de Chagas (DC) é uma antropozoonose, causada pelo protozoário 

hemoflagelado Trypanosoma cruzi (família Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida). 

Encontra-se na lista de doenças tropicais negligenciadas (DTNs) da Organização Mundial de 

Saúde, um grupo de patologias que ocorrem predominantemente em climas tropicais e possuem 

um histórico de negligência e/ou falta de investimentos, já que atingem principalmente 

populações de baixa renda, em regiões sem estruturas adequadas de saneamento e com contato 

próximo a animais vetores (OMS, 2020). Estima-se que cerca de 8 milhões de indivíduos no 

mundo estejam infectados com este parasita, causando mais de 10.000 mortes por ano em 

decorrência de complicações da DC. A América Latina é a região mais afetada pela doença 

(OMS, 2018).  Dados obtidos em 2014 estimam entre 1,9 a 4,6 milhões de pessoas infectadas 

no Brasil, com estimativas de prevalência entre 1,0 a 2,4% da população, com elevada carga de 

mortalidade, sendo uma das quatro maiores causas de mortes por doenças infecciosas e 

parasitárias no país. Entre os anos 2000 e 2013, foram registradas 68.206 mortes pela DC, 

contabilizando uma média de 4.872 mortes por ano (CONITEC, 2018). 

 

2.1.1 Agente etiológico, vetor e formas de transmissão 

 

A principal forma de infecção se inicia quando formas tripomastigotas metacíclicas, 

presentes nas fezes de insetos hematófagos da subfamília Triatominae, alcançam as células do 

hospedeiro através da picada do inseto,  assumindo a forma amastigota do parasita (Figura 1). 

Após diversos ciclos de divisão binária no citoplasma, a forma amastigota se diferencia em 

tripomastigota, rompendo a membrana celular, atingindo a circulação sanguínea e infectando 

células em outros locais do corpo (SALES JUNIOR et al., 2017). Os insetos vetores da doença 

são encontrados principalmente em áreas rurais da América Latina e no Sul dos EUA, porém, 

o parasita também pode ser adquirido através de ingestão, transmissão congênita, transfusão de 

sangue, transplante de órgãos e acidentes de laboratório (PERDOMO et al., 2013). 
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2.1.2 Sintomas 

 

Na transmissão através de vetores, ocorre um período de incubação que tem duração 

entre 1-2 semanas, onde se inicia a fase aguda da doença. Os pacientes podem ser 

assintomáticos ou apresentar sintomas moderados e inespecíficos como febre, mal-estar, 

hepatoesplenomegalia e linfocitose atípica. Em alguns casos, um nódulo na pele (também 

conhecido por chagoma), ou um edema na pálpebra (sinal de Romaña) podem indicar o local 

da inoculação (BERN, 2015). Estes sintomas da fase aguda, quando observados, desaparecem 

espontaneamente em decorrência de uma resposta imune que controla a replicação do parasita, 

mesmo sem a administração de medicamentos tripanocidas (RASSI JR; RASSI; REZENDE, 

2012). Por conta disso, a grande maioria dos casos de infecção na fase aguda não são detectados. 

Sequencialmente, na fase indeterminada da doença, o indivíduo se mantém parasitêmico, 

porém, há ausência de sintomas clínicos. Essa fase pode se estender por meses ou por toda a 

vida (HEMMIGE; TANOWITZ; SETHI, 2012). Cerca de 20–30 % dos pacientes que passam 

pela fase aguda sem tratamento desenvolvem cardiomiopatia na fase crônica da doença, uma 

forma clínica com maior morbidade e mortalidade, enquanto que 15–20% progridem para 

Figura 1. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi 

Fonte: Bern (2011), traduzido e adaptado pela autora 
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formas digestivas da doença, que incluem megaesôfago e megacólon (HASSLOCHER-

MORENO et al., 2012; RASSI JR; RASSI; REZENDE, 2012). 

 

2.1.3 Tratamento 

 

Atualmente, as duas opções terapêuticas para o tratamento da doença de Chagas são 

os compostos nitroheterocíclicos nifurtimox e benzindazol (BZN). Apesar de ambos os 

tratamentos apresentarem eficácia limitada durante a fase crônica da doença, o BZN é mais 

tolerado (MOLINA et al., 2015). Por conta disto, representa o fármaco de primeira escolha para 

a DC e recomendado pela OMS para o tratamento da doença tanto em crianças quanto adultos 

(VINUESA et al., 2017). É também o único disponível em grande parte dos países endêmicos 

(PERDOMO et al., 2016). Embora o BZN tenha sido inicialmente desenvolvido pela indústria 

farmacêutica Roche, em 2003, esta concedeu a licença e direitos sobre o BZN para o 

Laboratório Farmacêutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) (HONORATO et al., 2014). 

Em 2008, o LAFEPE passou a ser a única empresa produtora do BZN. Em 2012, após um 

período de escassez mundial do medicamento, a produção foi também iniciada pela indústria 

farmacêutica argentina ELEA (DIAS et al., 2014). Atualmente, ELEA e LAFEPE permanecem 

como os únicos fornecedores de BZN no mundo. O BZN está incluído na Relação Nacional de 

Medicamentos Essenciais (RENAME), na forma de comprimidos de 12,5 e 100 mg 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2020). 

 

2.1.3.1 Esquema terapêutico 

 

De acordo com o Protocolo Clínico e Diretrizes Terapêuticas da DC (CONITEC, 

2018), o tratamento da DC é realizado com BZN, administrado pela via oral, na forma de 

comprimidos, em um regime de tratamento de 5 mg/kg/dia, uma a três doses por dia (dose 

máxima de 300 mg por dia), por 60 dias. Para indivíduos com mais de 60 kg, a alternativa é 

prolongar o tratamento para adequação à dosagem ideal, utilizando o esquema de 300 mg por 

dia pelo número de dias equivalente ao peso do indivíduo, limitando-se a um máximo de 80 

dias (por exemplo, um indivíduo com 70 kg utilizaria uma dose de 300 mg/dia por 70 dias). 

Para crianças, que demonstram maior tolerância ao tratamento, a dose utilizada é de 5-10 

mg/kg/dia, em duas tomadas diárias, por 60 dias (CONITEC, 2018; MOLINA et al., 2015). No 
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Brasil, o BZN é disponibilizado na forma de comprimidos de 12,5 mg (pediátrico) ou 100 mg 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2020). 

Em casos onde ocorre intolerância ao tratamento com BZN, ou se existe expectativa 

de maior benefício, a administração de nifurtimox pode ser considerada. Este medicamento é 

adquirido por demanda em casos específicos, sendo fornecido pela Secretaria  de Vigilância 

Sanitária do Ministério da Saúde. O nifurtimox está disponível em comprimidos de 120 mg, e 

é utilizado nas doses de 15 mg/kg/dia em crianças e 10 mg/kg/dia em adultos, sendo 

administrado 3x ao dia, por 60 dias (CONITEC, 2018; DIAS et al., 2016). 

 

2.2 BENZNIDAZOL 

 

2.2.1 Características físico-químicas 

 

O fármaco BZN é quimicamente denominado 2-nitro-N-(fenilmetil)-1H-imidazol-1-

acetamida (Figura 2), apresentando fórmula molecular C12H12N4O3 e massa molar de 260,25 g 

mol-1 (Farmacopeia Brasileira, 2010). 

 

 

Apresenta-se como um pó cristalino, levemente amarelado, inodoro, insípido e estável 

ao ar, com faixa     de fusão entre 188-190 ºC. De acordo com a 6ª edição da Farmacopeia 

Brasileira (ANVISA, 2019), o BZN é praticamente insolúvel em água, muito pouco solúvel em 

etanol e pouco solúvel em metanol. Valores experimentais mostraram divergências em relação 

à classificação farmacopeica, encontrando uma solubilidade de 0,237 mg mL-1 em água (muito 

pouco solúvel), 13,078 mg mL-1 em metanol (moderadamente solúvel), 4,989 mg mL-1 em 

etanol (pouco solúvel), 30,546 mg mL-1 em acetona (moderadamente solúvel) e um log P de 

Figura 2. Estrutura química do benznidazol 

Fonte: Autora 
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0,772. Estas informações, juntamente com dados de permeabilidade intestinal para este 

fármaco, permitiram sua inclusão na classe IV do Sistema de Classificação Biofarmacêutica, a 

qual engloba fármacos que apresentam baixa solubilidade e baixa permeabilidade 

(MAXIMIANO et al., 2010).  

 

2.2.2 Mecanismo de ação 

 

Atualmente, o mecanismo de ação do BZN ainda não está completamente elucidado. 

Acredita-se que o BZN (um pró-fármaco) seja ativado no interior do parasita por uma 

nitroredutase mitocondrial NADH-dependente de tipo 1 (TcNTR), utilizando riboflavina 5-

fosfato (FMN) como cofator (CAMPOS et al., 2014). Neste processo, a região 2-

nitroimidazólica do BZN é convertida em hidroxilamina que, por sua vez, é convertida em 

glioxal dialdeído. Este último é um produto altamente reativo que forma complexos 

moleculares a partir de ligações covalentes com DNA, RNA, proteínas e tióis de baixo peso 

molecular. A formação de glioxal-guanosina impede a síntese de novas fitas de DNA, enquanto 

a formação de glioxal-tiol inibe o sistema antioxidante do parasita, tornando-o mais suscetível 

à danos oxidativos (CALDAS; SANTOS; NOVAES, 2019). A resistência ao fármaco pode 

estar associada com a perda de uma cópia do cromossomo que contém o gene de TcNTR, assim 

como a mutações na região de ligação com o cofator FMN, o que resulta na perda de atividade 

enzimática responsável pela ativação do fármaco (MEJIA et al., 2012).  

 

2.2.3 Farmacocinética 

 

Os dados referentes à farmacocinética do BZN, especialmente em humanos, ainda são 

limitados. A sua administração é realizada pela via oral e o fármaco é rapidamente absorvido 

pelo trato gastrointestinal, apresentando picos de concentração plasmática entre 3-4 h, com 

tempo de meia-vida de 12 h (MOLINA et al., 2017). Sua biodisponibilidade relativa média é 

de 91,7% (comprimido oral versus solução oral) (RAAFLAUB; ZIEGLER, 1979). Não 

encontrados estudos disponibilizando o BZN na forma intravenosa e, desta forma, sua 

biodisponibilidade absoluta é desconhecida (SOY et al., 2015). Em estudo de revisão 

sistemática e meta-análise, Wiens et al. (2016) estimaram valores de diversos parâmetros 

farmacocinéticos, com resultados consistentes entre os estudos analisados. A área sob a curva 

(AUC) e a concentração plasmática máxima (Cmax) foram de 51,31 mg h L-1 e 2,19 mg L-1, 
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respectivamente. Os valores das constantes de eliminação (kel) e de absorção (Ka) foram de 

0,052 e 1,16 h-1, respectivamente. Os valores de meia-vida de absorção e de eliminação foram 

0,60 e 13,27 h, respectivamente. O clearance oral e volume de distribuição foram de 2,04 L h-

1 e 39,19 L, respectivamente. 

De acordo com Raaflaub (1980), a faixa terapêutica ideal encontra-se entre 3-6 mg L-1 

e esse valor ainda é usado como referência. No entanto, existem poucas informações acerca do 

desenho experimental deste estudo (MOLINA et al., 2017). A concentração de 6 mg L-1 é 

equivalente à 23 μM de BZN. A maior parte das cepas de Trypanosoma cruzi utilizadas em 

laboratório apresentam uma concentração inibitória média (CI50) muito abaixo desse valor. Em 

um estudo recente realizado por Mello et al., (2020), por exemplo, observou-se uma CI50 de 8,8 

± 1,0 μM frente as formas amastigotas do parasita. Entretanto, em estudo utilizando cepas 

provenientes de amostras clínicas, Moreno et al. (2010) encontraram valores mais elevados de 

CI50, tanto para epimastigotas quanto amastigotas. 

Estudos de farmacocinética e de distribuição tecidual após administração oral de BZN 

em ratos sugerem um alto metabolismo de primeira passagem, o que pode explicar a eficácia 

limitada. O fármaco é metabolizado principalmente pelo sistema citocromo P450, gerando 

como metabólitos majoritários o 2-amino-imidazol e o 2-hidroxi-imidazol, os quais são 

excretados na urina (RAETHER; HÄNEL, 2003). Como consequência do seu metabolismo, 

diversos metabólitos são produzidos pela redução dos grupamentos nitro do fármaco. O 

acúmulo destes metabólitos pode ser responsável por interações com componentes celulares, 

respostas alérgicas ou a combinação destes fatores, podendo estar associado ao perfil tóxico 

deste fármaco (MOLINA et al., 2015). Estudos in vitro sugerem que a superexpressão das 

proteínas P-gp e Mrp-2 induzida pelo BZN poderia contribuir para o aumento do efluxo do 

fármaco, o que explicaria o declínio da eficácia terapêutica na fase crônica da DC (PERDOMO 

et al., 2016). Consequentemente, altas doses de BZN seriam necessárias para atingir a 

concentração terapêutica, aumentando ainda mais os riscos de toxicidade. 

 

2.2.4 Efeitos adversos 

 

Reações adversas ao tratamento com BZN são frequentes, principalmente no primeiro 

mês de tratamento, sendo mais frequentes as desordens da pele (34 %), do sistema 

gastrointestinal (12,6 %) e do sistema nervoso (11,5 %) (CRESPILLO-ANDÚJAR et al., 2018). 

O efeito adverso mais comum é a dermatite devido a hipersensibilidade, não estando 
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relacionada à dose nem a destruição do parasita (HASSLOCHER-MORENO et al., 2012). 

Aproximadamente 76% dos pacientes tratados com BZN apresentam algum tipo de reação 

adversa, sendo que estas ainda são a principal razão para o abandono do tratamento (MOLINA 

et al., 2015). Entre 12-31% dos pacientes interrompem o tratamento com BZN, na maioria dos 

casos, por conta de exantema e prurido (HASSLOCHER-MORENO et al., 2012). Além disso, 

sugere-se que a falha terapêutica comumente observada em pacientes tratados com BZN na fase 

crônica da doença pode estar associada à seleção de parasitas altamente resistentes, que podem 

se propagar em áreas endêmicas onde a transmissão vetorial não foi controlada (SANTOS et 

al., 2008). 

 

2.3 MUCOSA BUCAL 

 

A administração oral de fármacos em formas farmacêuticas convencionais como 

comprimidos, cápsulas, soluções e suspensões apresenta limitações como a degradação 

prematura do fármaco no trato gastrointestinal devido ao pH ou enzimas digestivas e 

metabolismo de primeira passagem hepática. Frente a isto, altas doses de fármaco podem ser 

necessárias a fim de garantir que se atinja uma concentração terapêutica, o que frequentemente 

resulta em hepatotoxicidade e aparecimento de efeitos adversos indesejáveis (MACEDO et al., 

2020).  

Recentemente, a mucosa da cavidade oral, em especial na região bucal (região da 

bochecha) e sublingual, tem recebido maior atenção como uma via alternativa para a 

administração de fármacos, tanto para ação local quanto sistêmica. A mucosa bucal é uma via 

facilmente acessível e a formulação pode ser removida prontamente caso seja necessário 

(SMART, 2005a). Esta mucosa é caracterizada por uma baixa atividade enzimática, é altamente 

vascularizada e oferece acesso direto à veia jugular. Desta forma, a circulação sistêmica é 

facilmente alcançada, evitando-se o metabolismo de primeira passagem. A administração de 

fármacos por essa via pode permitir a redução da dose de forma a reduzir ou, até mesmo, evitar 

efeitos adversos. Além disso, a via transbucal apresenta maior permeabilidade do que a via 

transdérmica, não apenas pela diferença da organização lipídica intercelular, mas também pela 

diferença em sua composição (NICOLAZZO; REED; FINNIN, 2005). 
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2.3.1 Anatomia e fisiologia 

 

A mucosa bucal consiste no revestimento interno da bochecha, assim como a área entre 

a gengiva e os lábios superior e inferior. A área média da mucosa bucal é de aproximadamente 

100 cm2. Tem como função primária proteger os tecidos subjacentes da ação mecânica e 

química, além de evitar a entrada de substâncias estranhas (FONSECA-SANTOS; CHORILLI, 

2018). A mucosa bucal é composta de epitélio estratificado escamoso (camada mais 

superficial), que se apoia sobre uma membrana basal, lâmina própria, formada por tecido 

conjuntivo e submucosa (Figura 3). Nesta região da cavidade oral, o epitélio não é 

queratinizado, permitindo que este seja mais flexível para permitir o movimento bucal (DIAZ-

DEL CONSUELO et al., 2005; MACEDO et al., 2020). A espessura da mucosa bucal varia 

entre 200-800 mm, sendo o epitélio composto por 40-50 camadas de células, com um tempo de 

renovação celular entre 5-7 dias (MACEDO et al., 2020; SMART, 2005a). Nas camadas mais 

profundas do epitélio, as células ainda são mitoticamente ativas, diferenciando-se e aumentando 

de tamanho, com um formato mais achatado à medida que se aproximam da porção mais externa 

do epitélio. Esses estágios são representados por quatro camadas, ou seja, a camada basal, 

espinhosa, intermediária e superficial. A partir da camada espinhosa, é possível observar células 

com corpos lamelares, que secretam lipídeos no espaço intercelular da região mais externa do 

epitélio. Essa região contém grandes quantidades de colesterol e de fosfolipídeos 

(particularmente fosfatidiletanolamina), com poucas ceramidas (DIAZ-DEL CONSUELO et 

al., 2005; SATTAR; SAYED; LANE, 2014).  

As células epiteliais estão imersas em muco, um material intercelular secretado por 

glândulas salivares como constituinte da saliva. A camada de muco pode ter uma espessura 

entre 50-450 μm, sendo este constituído principalmente por glicoproteínas chamadas de 

mucina. Essas moléculas são caracterizadas por um alto peso molecular (0,5 - 20 g mol-1), e 

podem interagir umas com as outras para formar redes tridimensionais. Além disto, apresentam 

resíduos de sulfato e ácido siálico, carregados negativamente, que facilita a ligação na superfície 

de células epiteliais, formando uma camada gelationosa que ajuda a lubrificar e proteger a 

mucosa oral (MACEDO et al., 2020; SATTAR; SAYED; LANE, 2014).  
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Além do muco, as glândulas parótida, submandibular e sublingual, juntamente com 

glândulas salivares menores, produzem a saliva, um fluido aquoso moderadamente viscoso, que 

age como lubrificante, protetor, auxilia na mastigação de alimentos, previne a desmineralização 

dos dentes, participa na digestão de carboidratos e ajuda a modular a flora oral. A saliva é 

constituída de muco, proteínas, sais minerais e enzimas, e age como um sistema tampão fraco, 

com pH entre 5,5 e 7. O grau de estimulação e o horário do dia afetam ambos fluxo de saliva e 

sua composição, sendo que o fluxo de produção de saliva costuma ser de aproximadamente 0,5 

mL/min, produzindo, em média, 1 L de saliva por dia (MACEDO et al., 2020; SMART, 2005a). 

 

2.3.2 Rotas de permeabilidade 

 

Os fármacos administrados pela via bucal são absorvidos pelas veias jugulares 

acessando diretamente a circulação sistêmica. Entretanto, as camadas mais superficiais da 

mucosa bucal representam a maior barreira à absorção. Os lipídeos no meio intercelular das 

camadas mais externas do epitélio podem representar um papel importante na permeabilidade 

de fármacos por esta via. No caso do epitélio bucal, que não é queratinizado, há predominância 

de lipídeos mais polares (DIAZ-DEL CONSUELO et al., 2005). Além do epitélio, o próprio 

muco pode atuar aumentando ou diminuindo a absorção de fármacos, dependendo da natureza 

físico-química e do veículo (MACEDO et al., 2020). Por possuir tanto regiões hidrofílicas 

quanto lipofílicas, duas rotas de transporte de fármacos através da mucosa bucal foram 

Figura 3. Camadas da mucosa bucal 

Fonte: Adaptado de Smart et al. (2005). 
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postuladas – a rota paracelular (entre as células), e a rota transcelular (através das células) 

(Figura 4) (NICOLAZZO; REED; FINNIN, 2005). 

 

 

Os fármacos podem ser transportados pelas membranas do epitélio bucal através da 

difusão passiva, transporte especializado ou endocitose. A difusão passiva representa a 

principal rota de transporte, a qual pode ser categorizada em via paracelular e transcelular. 

Enquanto o espaço intercelular e o citoplasma das células apresentam natureza mais hidrofílica, 

atuando como barreira para a absorção de moléculas lipofílicas, as membranas celulares e os 

lipídeos intercelulares apresentam natureza mais lipofílica, atuando como barreira para 

moléculas hidrofílicas. A maioria dos fármacos é transportada pela rota paracelular devido à 

forma que os lipídeos intercelulares estão organizados. Fármacos mais hidrofílicos tem maior 

facilidade no transporte pela rota paracelular, enquanto os mais lipofílicos são carreados pela 

via transcelular. Em geral, o transporte acontece pela rota que oferece menor resistência à 

penetração do fármaco (PINTO; PINTADO; SARMENTO, 2019). Os fármacos administrados 

com mais sucesso pela via bucal são pequenos e lipofílicos por natureza (log P = 1,3 – 3,3) 

(SMART, 2005a). 

 

2.3.3 Modelos de avaliação de permeabilidade 

 

2.3.3.1 In vivo 

 

Apesar de algumas metodologias terem sido desenvolvidas para o estudo in vivo da 

permeabilidade bucal em humanos, estes estudos são pouco frequentes por encontrarem 

Figura 4. Vias de transporte de fármacos através da mucosa bucal. 

Fonte:  Caon et al. (2015) 
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diversas limitações. Em sua forma mais simples, uma solução contendo o fármaco em questão 

é agitada no interior da cavidade oral dos voluntários, cerca de 60 vezes por minuto. Após um 

período determinado de tempo, essa solução é ejetada e recolhida, e os voluntários então 

enxaguam a boca com solução tampão ou água destilada. As frações do enxague também são 

coletadas e combinadas com a solução de fármaco expelida, e a concentração do fármaco é 

determinada a fim de calcular a quantidade de fármaco perdida devido a absorção oral. Ainda 

que simples, esta técnica oferece limitações tais como a absorção por toda a mucosa oral (não 

apenas na região bucal), além da possibilidade de deglutição acidental e de diluição da solução 

com a saliva produzida durante o teste (PINTO; PINTADO; SARMENTO, 2019). Câmaras de 

perfusão bucal foram desenvolvidas para tentar superar estas limitações, principalmente a 

absorção por toda a superfície da cavidade oral. Essas células são conectadas na mucosa bucal 

e uma solução contendo o fármaco circula pela câmara. A solução é coletada em diferentes 

períodos de tempo a fim de determinar a quantidade de fármaco perdida. No entanto, ainda 

existe a possibilidade de vazamento da solução de perfusão para a cavidade oral, e a quantidade 

de fármaco absorvida normalmente é pequena, tornando difícil a detecção do fármaco na 

circulação sistêmica. Nesses casos, pode-se quantificar o fármaco na saliva e este resultado 

pode ser extrapolado para a concentração de fármaco no plasma (ADRIAN et al., 2006; PINTO; 

PINTADO; SARMENTO, 2019). 

 

2.3.3.2 Ex vivo 

 

As células de difusão são amplamente utilizadas para determinar a quantidade de 

fármaco capaz de permear a mucosa bucal e a taxa de difusão do fármaco. Nesses modelos, a 

mucosa bucal fresca de animais é montada em células de difusão verticais (células de Franz) ou 

horizontais (câmaras de Ussing). Ambos os sistemas são compostos por uma câmara doadora e 

uma câmara receptora, um local para coleta de amostras e um sistema de aquecimento, para 

manter a temperatura em 37ºC (Figura 5). A mucosa bucal da espécie animal escolhida deve 

ser similar à mucosa humana em termos da permeabilidade, aspectos bioquímicos e 

morfológicos. Por essas razões, as mucosas de porcos ou coelhos são as mais utilizadas, 

considerando que assim como a mucosa bucal humana, também são não-queratinizadas. Por 

outro lado, a mucosa de coelhos possui uma área muito pequena, o que limita o seu uso 

(NICOLAZZO; FINNIN, 2007; PINTO; PINTADO; SARMENTO, 2019). A mucosa esofágica 

suína também já foi proposta como modelo para estudos de absorção bucal, pois apresenta uma 



30 

 

estrutura e composição lipídica e características de permeabilidade similares à mucosa bucal 

humana (DIAZ-DEL CONSUELO et al., 2005).  

 

 

Nestes estudos, o fluido da câmara receptora deve ser capaz de solubilizar 

adequadamente o composto estudado, mantendo as condições sink ao longo do tempo de 

experimento. Entende-se por condição sink aquela onde o volume do meio de dissolução é 

suficiente para que o soluto encontre-se em concentração cerca de 10 vezes inferior à sua 

concentração de saturação, não influenciando a velocidade de dissolução (AULTON; 

TAYLOR, 2013). Para compostos hidrofílicos, pode-se utilizar uma solução salina em pH~7,4, 

simulando a circulação sanguínea, porém, no caso de compostos mais lipofílicos, uma solução 

de base aquosa pode subestimar a absorção do fármaco (FINNIN; WALTERS; FRANZ, 2012). 

Para este último caso, a OECD (2011) e Finnin et al., (2012) oferecem como sugestão a inclusão 

de etanol 50% em solução aquosa para a composição do meio receptor. 

 

2.3.3.3 In vitro 

 

Culturas de células epiteliais bucais podem também ser utilizadas para o estudo da 

permeabilidade de fármacos e para compreender o mecanismo de ação de promotores de 

absorção. As células TR146, originárias de carcinoma bucal humano, foram propostas como 

modelo para estudos in vitro tendo em vista a similaridade em termos da morfologia, função, 

atividade enzimática e estrutura (PINTO; PINTADO; SARMENTO, 2019). Por outro lado, há 

relatos que a função de barreira deste modelo é inferior a tecidos bucais humanos ou suínos 

Figura 5. Câmara de difusão de Franz 

Fonte: Autora 
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(SATTAR; SAYED; LANE, 2014). Um modelo de cultura tridimensional, derivado de 

queratinócitos bucais humanos saudáveis, foi desenvolvido, chamado EpiOralTM. Esse modelo 

possui maior similaridade a mucosa bucal humana no que se refere a estrutura, conteúdo 

lipídico e expressão proteica (PINTO; PINTADO; SARMENTO, 2019). 

 

2.3.4 Promotores de absorção 

 

Considerando que a absorção de fármacos é limitada pela barreira fisiológica presente 

no epitélio da mucosa bucal, alguns métodos podem ser utilizados para superar estas barreiras, 

facilitando a permeação de ativos através do tecido. Uma estratégia é a utilização de promotores 

químicos de absorção, afim de alterar as propriedades físico-químicas da barreira e abrir 

caminhos para a penetração do fármaco sem danificar a mucosa ou causar toxicidade 

(MACEDO et al., 2020; NICOLAZZO; REED; FINNIN, 2005). Além disso, o aumento da 

absorção deve ser imediato e unidirecional, e o seu efeito deve ser reversível (HASSAN et al., 

2010). Os promotores podem aumentar a absorção pelo aumento da partição do fármaco no 

tecido, pela interação com domínios proteicos nas células epiteliais, pela extração de lipídeos 

intercelulares, ou pelo aumento da solubilidade do fármaco no veículo ou sistema de 

administração (MACEDO et al., 2020). Diversas categorias de promotores químicos de 

absorção podem ser encontradas, sendo as mais conhecidas os surfactantes, sais biliares, ácidos 

graxos, complexos de inclusão, quelantes, polímeros, entre outros, como etanol e azona, por 

exemplo.  

 

2.3.4.1 Terpenos 

 

Apesar de poucos estudos terem sugerido o uso de terpenos de origem natural como 

promotores para a administração transbuccal de fármacos (SHOJAEI et al., 1999; WU et al., 

2012), seu uso na administração transdérmica já é conhecido (CHEN et al., 2016). Além disto, 

são considerados seguros para uso farmacêutico e apresentam baixa toxicidade (THAKUR; 

MICHNIAK; MEIDAN, 2007). Terpenos de origem natural também são utilizados pelas 

indústrias de alimentos e farmacêutica como flavorizantes (DRAGICEVIC; MAIBACH, 2015), 

o que poderia contribuir para aprimorar as características sensoriais de formulações bucais. 
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2.3.4.1.1 Eugenol 

 

O eugenol (Figura 6) é um monoterpeno que figura como principal componente do 

óleo essencial de cravo (Syzygium aromaticum), apresentando-se na forma líquida à 

temperatura ambiente. Possui massa molecular de 164,201 g mol -1 e log P de 2,2 (CHEN et al., 

2016). Estudos em modelo de pele abdominal murina mostraram que o eugenol em 

concentrações de 1 e 5% foi capaz de promover um aumento de 3 e 2,7 vezes na permeação 

cutânea de valsartan e de granisentron, respectivamente. O mecanismo de aumento de absorção 

proposto foi a extração de lipídeos do estrato córneo e quebra de ligações de hidrogênio 

(AHAD; AQIL; ALI, 2016; SAOJI et al., 2015). Informações sobre a citotoxicidade do eugenol 

ainda são limitadas e controversas (MOHAMMADI NEJAD; ÖZGÜNEŞ; BAŞARAN, 2017). 

 

 

2.3.4.1.2 Carvacrol 

 

O carvacrol (Figura 7) é um monoterpeno presente nos óleos essenciais de tomilho 

(Thymus vulgaris) e orégano (Origanum vulgare). É líquido a temperatura ambiente, apresenta 

massa molar de 150,22 g mol-1 e log P de 3,28 (CHEN et al., 2016). Em um estudo de 

permeação cutânea de corticosterona em modelo de epiderme humana utilizando carvacrol 

como promotor de absorção, concentrações entre 1,2 e 3,5 mM deste terpeno foram testadas. 

Observou-se um aumento na absorção da corticosterona entre 3,9 e 14,7 vezes, o qual mostrou 

ser dependente da concentração de terpeno utilizada. A fluidização dos lipídeos intercelulares 

do estrato córneo foi sugerida como mecanismo de aumento de absorção (CHANTASART et 

al., 2009). Em um modelo de pele de porco recém-nascido, 5% de carvacrol foi capaz de 

aumentar a absorção do hormônio liberador de gonadotrofina em 112,5 vezes (SONGKRO; 

RADES; BECKET, 2009). Uma baixa toxicidade do carvacrol em fibroblastos foi relatada. 

Para uma concentração de 100 μg mL-1, 26% de células não-viáveis foram encontradas 

Figura 6. Estrutura química do eugenol 

Fonte: Autora 



33 

 

enquanto nenhuma toxicidade foi observada para a redução da concentração a metade 

(SOBRAL-SOUZA et al., 2014). 

 

 

2.3.4.1.3 Timol 

 

O timol (Figura 8), monoterpeno isômero do carvacrol, se apresenta como o 

componente majoritário do óleo essencial de tomilho. É sólido a temperatura ambiente,  possui 

massa molar de 150,22 g mol-1 e log P de 3,28 (CHEN et al., 2016). Em concentrações entre 

1,0 e 4,0 mM, em modelo de epiderme humana, este terpeno foi capaz de aumentar entre 3,1 e 

17,2 vezes a permeação de corticosterona; provavelmente devido a um aumento na fluidização 

de lipídeos intercelulares no estrato córneo (CHANTASART et al., 2009). Além disso, quando 

utilizado na concentração de 5%, foi capaz de aumentar em 593 vezes a permeação do 

meloxicam em pele de rato (CHANG et al., 2007). Aydn e Türkez (2014) reportaram que o 

timol apresenta baixa citotoxicidade in vitro em células sanguíneas humanas, com redução 

significativa da viabilidade celular apenas em concentrações acima de 150 e 200 mg L-1. Ainda, 

não apresenta potencial mutagênico em linfócitos humanos em concentrações de até 200 mg L-

1. 

 

 

 

 

Figura 7. Estrutura química do carvacrol 

Fonte: Autora 

Fonte: Autora 

Figura 8. Estrutura química do timol. 
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2.3.4.1.4 Limoneno 

 

O limoneno é um monoterpeno encontrado no óleo essencial de diversas frutas cítricas, 

entre elas, a laranja. É líquido a temperatura ambiente, possui uma massa molar de 136,234 g 

mol-1 e log P de 4,45 (CHEN et al., 2016). Em uma concentração de 4,2% e modelo de mucosa 

bucal suína, aumentou em 2,62 vezes a absorção de ropinirol. Este resultado foi atribuído à 

fluidização dos domínios lipídicos da membrana, sugerindo que a absorção tenha ocorrido pela 

via transcelular (DE CARO et al., 2012). A adição de 5% deste terpeno em um adesivo 

transdérmico contendo galantamina foi capaz de aumentar em 1,7 vezes a permeação cutânea 

deste fármaco. O rompimento da bicamada lipídica, assim como fluidização e extração de 

lipídeos do estrato córneo foram propostos como mecanismo de ação do terpeno (AMEEN; 

MICHNIAK-KOHN, 2019). O limoneno apresentou uma concentração citotóxica a 50% (CC50) 

de 297 ± 2.4 µg mL−1 em células Vero, o que sugere uma baixa toxicidade. Além disso, 

apresentou atividade tripanocida sinérgica ao BZN (MORENO et al., 2018). 

 

 

 

2.4 FORMAS FARMACÊUTICAS BUCAIS 

 

A administração de fármacos em formas farmacêuticas bucais pode ser realizada 

através de sistemas não-adesivos ou mucoadesivos. Comprimidos de dissolução rápida, fibras 

microporosas e gomas de mascar representam alguns dos principais exemplos de preparações 

não-adesivas. Para sistemas mucoadesivos, existem formas farmacêuticas (FFs) sólidas tais 

como comprimidos, wafers, discos e pós; semissólidas, como géis adesivos, pastas e esponjas; 

filmes mucoadesivos e soluções, na forma de spray, por exemplo (BARUA et al., 2016). Além 

de evitarem a degradação de fármacos no trato gastrointestinal bem como o metabolismo de 

primeira passagem, estas FFs oferecem maior conforto ao paciente, podendo ser rapidamente 

removidas em caso de necessidade e serem administradas com baixas quantidades de água. 

Figura 9. Estrutura química do limoneno 

Fonte: Autora 
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Pacientes com necessidades especiais e com dificuldade de deglutição podem ser beneficiados 

com este tipo de formulação (BARUA et al., 2016; MORALES; MCCONVILLE, 2011; TIAN 

et al., 2019). FFs bucais costumam apresentar alta aceitabilidade pelos pacientes, sendo que 

este se tornou um parâmetro chave no desenvolvimento de novos produtos farmacêuticos, pois 

aumenta a adesão do paciente ao tratamento e minimiza erros na administração do medicamento 

(TIAN et al., 2019). 

 

2.4.1 Filmes poliméricos 

 

Dentre as formas farmacêuticas bucais com maior destaque encontram-se os filmes 

poliméricos mucoadesivos, que tem sido utilizados tanto para tratamentos locais quanto 

sistêmicos (MONTENEGRO-NICOLINI; MORALES, 2017). São definidos como FFs 

compostas por uma ou múltiplas camadas, projetadas para aderir à mucosa bucal, liberando o 

fármaco de forma local ou sistêmica, que pode acontecer de forma rápida, controlada ou 

prolongada (TIAN et al., 2019). Os filmes bucais possuem tamanho e espessura reduzidos em 

comparação a formulações bucais como comprimidos, por exemplo, sendo mais confortáveis 

ao paciente. Um filme ideal deve ser flexível, macio e forte o suficiente para resistir ao estresse 

causado pelos movimentos bucais, além de apresentar alta mucoadesão, para que consiga se 

manter no local de administração por períodos prolongados. Devem ser não-tóxicos, 

biocompatíveis e, preferencialmente, biodegradáveis (BARUA et al., 2016; MANSURI et al., 

2016; MORALES; MCCONVILLE, 2011). Podem proporcionar uma liberação multidirecional 

do fármaco; incluir uma camada superior impermeável de modo a minimizar a perda de fármaco 

para a saliva e cavidade bucal, ou ainda, apresentar uma liberação unidirecional, onde o fármaco 

é liberado apenas na direção da mucosa, reduzindo perdas (CAON et al., 2015). 

O principal desafio na administração de fármacos pela via bucal é o tempo de 

residência destas formas farmacêuticas na cavidade oral, considerando que é necessário que 

seja mantido contato com a mucosa para a liberação do fármaco. O fluxo salivar e movimentos 

de mastigação, deglutição e fala podem interferir na aderência à mucosa, podendo diminuir ou 

até mesmo eliminar os efeitos terapêuticos esperados para o fármaco (FONSECA-SANTOS; 

CHORILLI, 2018). 

A abordagem mecanística básica da mucoadesão envolve dois passos: o estágio de 

contato, onde ocorrem os fenômenos de molhagem e intumescimento pelo contato íntimo entre 

o polímero bioadesivo e a membrana; e o estágio de consolidação, onde ocorre a interpenetração 
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do polímero na superfície da mucosa (MANSURI et al., 2016). A interação entre polímeros 

bioadesivos e a mucosa ocorre através de uma série de eventos, sendo que as teorias de adsorção 

e difusão são as mais importantes para a sua compreensão. A primeira estabelece que as 

interações adesivas entre o polímero e a mucosa podem se dar por ligações de hidrogênio, forças 

de van der Waals ou interações covalentes (LAFFLEUR, 2014). A teoria da difusão, por sua 

vez, estabelece que as moléculas mucoadesivas e as glicoproteínas do muco interagem 

mutuamente por meio da interpenetração de suas cadeias e formação de interações secundárias 

(SMART, 2005b).  

Os polímeros mucoadesivos utilizados na produção de filmes bucais podem ser 

classificados conforme a sua carga (catiônicos e aniônicos ou sem carga), fonte (natural ou 

sintética), solubilidade (solúvel ou insolúvel em água) e mecanismo de ligação (eletrostática, 

covalente, pontes de hidrogênio, etc) (MANSURI et al., 2016). A primeira geração de 

mucoadesivos inclui polímeros da família do ácido poli(acrílico) (Carbopol) e derivados 

celulósicos, tais como a hidroxipropilmetilcelulose (hipromelose ou HPMC) (MORALES; 

MCCONVILLE, 2011), além de pululana, alginato de sódio, quitosana e derivados de 

poli(acrilato) e poli(metacrilato). Polímeros tiolados, também chamados de tiômeros fazem 

parte da segunda geração de mucoadesivos (MONTENEGRO-NICOLINI; MORALES, 2017). 

Os polímeros mais utilizados na produção de filmes bucais são derivados de celulose, como o 

HPMC e hidroxipropilcelulose, mas o álcool polivinílico (PVAL) também é frequentemente 

mencionado na literatura (TIAN et al., 2019). O PVAL é um polímero sintético, solúvel em 

água, preparado a partir da hidrólise parcial ou total de acetato de polivinila. Apresenta uma 

natureza elástica, não é tóxico e é biodegradável (PAVALOIU et al., 2014). Suas propriedades 

bioadesivas em potencial acontecem através de ligações de hidrogênio (FONSECA-SANTOS; 

CHORILLI, 2018).  

 

2.4.1.1 Métodos de preparo 

 

2.4.1.1.1 Evaporação do solvente 

 

Esta técnica, que tem sido a mais amplamente utilizada no preparo de filmes, consiste 

basicamente na solubilização do polímero e demais componentes do filme em um solvente 

adequado (ex.: água, etanol, acetona), formando uma solução homogênea, que é vertida em 

moldes, onde ocorre a evaporação do solvente. Após o processo de secagem, o filme pode ser 
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retirado do molde. Esta técnica é a mais adequada para o uso de fármacos sensíveis à 

temperatura, considerando que a temperatura de evaporação do solvente é baixa em comparação 

à necessidade de aquecimento em outras técnicas como a extrusão a quente (MONTENEGRO-

NICOLINI; MORALES, 2017; TIAN et al., 2019). Ao utilizar a técnica de evaporação do 

solvente, o comportamento de cristalização do fármaco no filme deve ser monitorado  

considerando a relação com a solubilidade, dissolução e uniformidade de conteúdo (TIAN et 

al., 2019). Uma outra preocupação recorrente do uso deste método é o uso de solventes 

orgânicos, que podem deixar resíduos indesejáveis (MORALES; MCCONVILLE, 2011).  

 

2.4.1.1.2 Extrusão à quente 

 

Outra forma de preparo  de filmes poliméricos bucais é pelo método de extrusão a 

quente, onde o fármaco e os excipientes são primeiramente fundidos, misturados e então 

forçados através de um orifício para obter um material homogêneo em diferentes formatos 

(MORALES; MCCONVILLE, 2011). O processo de extrusão à quente confere uma alta 

homogeneidade ao extrusado, garantindo FFs uniformes e altamente reprodutíveis. Além disso, 

evita o uso de solventes orgânicos, reduzindo preocupações em relação ao meio ambiente e a 

saúde. Entretanto, este processo não é indicado para substâncias termolábeis e há possibilidade 

de recristalização do fármaco durante o armazenamento do filme (MONTENEGRO-

NICOLINI; MORALES, 2017).  

 

2.4.1.1.3 Termoprensagem 

 

Apesar de não ser um método utilizado na literatura para o preparo de filmes poliméricos 

bucais, a termoprensagem apresenta vantagens similares à técnica de extrusão à quente, 

apresentando curto tempo de processamento, com poucas etapas, evitando também o uso de 

solventes orgânicos. A técnica consiste na mistura dos materiais, que são então prensados em 

prensa hidráulica acoplada à um sistema de aquecimento, com temperatura suficiente para que 

haja a fusão dos insumos sólidos (Figura 10) (PANDEY; HASHMI; AGRAWAL, 2008).  
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2.4.1.2 Caracterização físico-química 

 

Os filmes poliméricos bucais devem, idealmente, ser finos, flexíveis, macios, elásticos, 

apresentar alta estabilidade físico-química e resistir ao estresse do movimento bucal. Para isso, 

torna-se importante a caracterização dos mesmos a fim de averiguar as propriedades mecânicas, 

de hidratação e morfologia de superfície (NAIR et al., 2013). 

 

2.4.1.2.1 Força de tração e percentagem de alongamento 

 

A análise das características mecânicas de filmes bucais é baseada nas metodologias 

descritas na ASTM D882-1 (ASTM INTERNATIONAL, 2012). A flexibilidade dos filmes e 

resistência ao rompimento determinam características sensoriais da formulação, além de 

garantir que os filmes não serão danificados durante o armazenamento e manuseio (TIAN et 

al., 2019). Essas propriedades são aferidas através de ensaios mecânicos em equipamentos onde 

o filme é tracionado e se deforma até o seu rompimento. Os valores de força de tração e de 

alongamento são medidos gerando uma curva de tensão-deformação (LINDERT; 

BREITKREUTZ, 2017). 

 

2.4.1.2.2 Análises térmicas 

 

Um conjunto de análises complementares pode ser utilizado para identificar transições 

e interações entre os constituintes dos filmes. A análise termogravimétrica (TGA), por exemplo, 

Figura 10. Termoprensa 

Fonte: Autora 
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registra continuamente a massa de uma amostra em uma atmosfera controlada em função da 

temperatura ou do tempo, enquanto a temperatura da amostra é aumentada. É utilizada para 

compreender a degradação térmica de amostras, reações de desidratação e como componentes 

dos filmes afetam a estabilidade térmica das formulações (SAADATKHAH et al., 2020).  

A calorimetria diferencial exploratória (DSC), por sua vez, mede o fluxo de calor da 

amostra de interesse em relação a um material de referência após uma programação de 

temperatura (aquecimento, resfriamento ou isotérmica). Pode ser utilizada para analisar 

polimorfismo de constituintes da formulação (após identificação prévia por difração de raios 

X), reações de desidratação, assim como transição vítrea do polímero formador de filme e 

cristais de fármaco (PREIS et al., 2013). Deslocamentos de eventos térmicos que representam 

esses processos são indicativos de interação entre os componentes dos filmes. 

 

2.4.1.2.3 Difração de raios-X (DRX) 

 

A difração de raios-X (DRX) permite analisar os padrões que evidenciam as 

propriedades cristalográficas das amostras. Os cristais de fármacos produzem reflexões que são 

apresentadas em padrões de raios-X. Se não houverem cristais presentes, ou seja, não há um 

ordenamento de longo alcance, apenas “halos” são visíveis (PREIS et al., 2013).  

 

2.4.1.2.4 Espectroscopia na região do infravermelho (FT-IR) 

 

A espectroscopia no infravermelho considera as energias de transição entre estados 

vibracionais que ocorrem quando uma molécula absorve energia na região do infravermelho 

(4000–400 cm-1). As massas individuais dos átomos ou dos grupos funcionais que sofrem 

vibração ou rotação, bem como as forças das ligações determinam a frequência (e, portanto, o 

comprimento de onda) da absorção no infravermelho. A espectroscopia no infravermelho com 

transformada de Fourier (FT-IR) permite identificar interações químicas fármaco-polímero e 

com os demais componentes do filme (MEHER et al., 2016). 

 

2.4.1.2.5 Morfologia 

 

As imagens obtidas através de microscopia eletrônica de varredura (MEV) permitem 

adquirir informações sobre a superfícies dos filmes, bem como visualizar microestruturas e 
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possíveis cristais de fármacos. A falta de homogeneidade na superfície de filmes pode estar 

relacionada com uma baixa uniformidade de conteúdo, além de causar desconforto na utilização 

(LINDERT; BREITKREUTZ, 2017). 

 

2.4.1.2.6 Teor de água 

 

A capacidade de absorção de água está relacionada as propriedades de desintegração 

e mucoadesão dos filmes. Além disto, alta capacidade de absorção de água pode determinar o 

tipo de embalagem e condições de armazenamento dos filmes, considerando que a umidade 

pode afetar a estabilidade do produto/formulação final. O intumescimento pode ser analisado 

ao se verificar a massa da formulação antes e após a sua exposição a um determinado volume 

de saliva artificial. Os perfis de sorção e dessorção também podem ser determinados, 

permitindo avaliar a exposição do filme a diferentes umidades relativas (PREIS et al., 2013). 

 

2.4.1.2.7 Mucoadesão e tempo de residência in vitro 

 

Considerando a necessidade de manter os filmes no local de administração por um 

período de tempo suficiente para exercer uma ação local ou sistêmica, torna-se importante 

analisar a força de mucoadesão entre o filme e a camada de mucina presente na mucosa bucal, 

bem como as características de desintegração da formulação. Métodos como texturômetro, 

balança modificada ou tensiômetro de superfície podem ser utilizados para a determinação da 

força de mucoadesão. O tempo de residência pode ser determinado fixando o filme em mucosa 

de origem animal (suína, por exemplo) e submetendo a amostra à um stress mecânico, como 

agitação, por exemplo (LINDERT; BREITKREUTZ, 2017).  

 

2.4.1.2.8 Permeabilidade ex vivo 

 

  A permeabilidade ex vivo de fármacos a partir de filmes bucais pode ser avaliada 

utilizando tecidos de origem animal com o objetivo de simular a mucosa bucal humana. Os 

mais utilizados são as mucosas bucal e esofágica suínas, porém, a utilização de tecidos de outros 

animais tais como coelhos, galinha, ovelha e cabra já foi relatada na literatura (TIAN et al., 

2019). Células de Franz são utilizadas, conforme descrito anteriormente no item 2.3.3.2. 
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3 CAPÍTULO I – ARTIGO PUBLICADO 

 

Este capítulo trata da avaliação da permeabilidade do BZN em mucosa bucal suína, na 

presença e ausência de monoterpenos, que exerceriam função como promotores de permeação. 

Este estudo traz também uma abordagem a respeito dos possíveis mecanismos de aumento da 

absorção promovido pelos monoterpenos selecionados. O produto deste capítulo é um artigo 

científico, que foi publicado na revista European Journal of Pharmaceutical Sciences em 

dezembro de 2019. 
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4 CAPÍTULO II – ARTIGO A SER SUBMETIDO PARA AVALIAÇÃO 

 

Este capítulo trata do desenvolvimento e caracterização de filmes de polivinil álcool 

visando a liberação bucal do BZN. Os filmes foram preparados pela técnica de termoprensagem 

e, na etapa de caracterização físico-química, consideraram-se análises espectroscópicas,  

cristalográficas, morfológicas, assim como estudos das propriedades mecânicas, térmicas, 

sorção de água e estudos de permeabilidade em mucosa esofágica. O produto deste capítulo é 

um artigo científico, que será submetido para apreciação na revista European Polymer Journal. 
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ABSTRACT  

Given that oral preparations of benznidazole (BZN) have demonstrated limited efficacy in the 

treatment of Chagas' disease due to pharmacokinetic or toxicological problems, the 

development of buccal polymeric films was purposed in this study. These systems ensure high 

patient acceptability and direct access to the systemic circulation, improving drug 

bioavailability and toxicological profile. Polymer films were prepared through a 

thermopressing method by mixing BZN and polyvinyl alcohol (PVAL). In some preparations, 

propylene glycol (PG) and thymol (TM) were also included as plasticizer and chemical 

absorption enhancer, respectively. Morphology, X-ray diffraction, spectroscopic, thermal, 

mechanical, and water uptake properties as well as ex vivo permeability studies were performed 

to characterize the film formulations physicochemically. BZN remained stable and in an 

amorphous form over 90 days. The addition of PG and TM improved the mechanical properties 

of the films, making them soft, flexible and tear-resistant. Also, these additives increased the 

water sorption rate of the films at 50 and 75% relative humidity and the TM increased the film 

erosion properties and drug permeability (close to 6x) compared to control. It was hypothesized 

that the permeability improvement of thymol-based films that follow a drug release profile 

through erosion is also associated with the inhibition of BZN crystallization when the film is in 

contact with the buccal mucosa. Once the thymol has previously demonstrated a significant in 

vivo and in vitro trypanocidal action and even improved the film characteristics, these systems 

may be considered promising for Chagas' disease treatment. 

 

Keywords: buccal drug delivery; polymeric films; thermopress; benznidazole; thymol; 

polyvinyl alcohol. 
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1 INTRODUCTION 

 

The protozoan parasite Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas’ disease (CD), is 

responsible for more than 10,000 reported deaths per year [1], particularly in Latin American 

countries. CD is considered neglected by the World Health Organization, taking into account 

that low-income and rural populations are more affected [2]. Benznidazole (BZN) is considered 

the first-line treatment for CD, and represents the only available drug in most of the endemic 

countries [3]. BZN is administered orally, however, the drug undergoes a high first-pass hepatic 

metabolism after oral administration, which may explain its limited efficacy [4]. As a 

consequence, high BZN doses are used, which may be related to the manifestation of several 

adverse effects, the main reason for treatment withdrawal [5]. Moreover, treatment failures on 

the chronic phase of the disease could contribute to the selection of resistant parasites [6].  

Novel drug delivery systems are being explored aiming to enhance the bioavailability of drugs 

and reduce their side effects. In recent years, oromucosal films have received more attention to 

treating both local and systemic diseases [7–9]. These novel dosage forms could then be further 

explored to BZN delivery on an alternative administration route such as the transbuccal mucosa. 

This tissue is highly vascularized and provides direct access to the jugular vein, avoiding first-

pass hepatic metabolism [10], which could allow to reducing the dosage and toxic side-effects.  

Buccal mucoadhesive films are defined as single or multilayered pharmaceutical dosage forms, 

which are designed to attach to the buccal mucosa, releasing the drug for local or systemic 

action, either on a rapid onset, a controlled or a delayed drug delivery. These systems are 

characterized by high patient acceptability, which has become a key parameter to guide drug 

product development [8]. The film formulations present reduced size and thickness, are easy to 

transport and handle, easily removable if needed, can be administered without water, and are 

suitable for patients that present difficulties to swallow [8,11,12]. An ideal film formulation 

should be flexible, soft and strong enough to resist the stress from mouth movements. They also 

should present a strong mucoadhesion ability and be non-toxic, biocompatible and 

preferentially biodegradable [11,12]. Although different methods are available for film 

preparation [8,11], the thermopressing method has been underexplored for pharmaceutical 

dosage forms. This technique presents similar advantages as the hot-melt extrusion method, 

having a short processing time, with few steps, and no use of organic solvents. It results in lesser 

environmental and health concerns than the solvent casting method, which is the more widely 

used technique for film preparation [7,8].   
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In this scenario, the present study aimed to develop buccal films of BZN by using the 

thermopressing method, followed by a physicochemical characterization step. Polyvinyl 

alcohol (PVAL) was selected as the polymer matrix because it presents a melting temperature 

close to that of BZN and thus an appropriate press operating temperature could be selected to 

avoid drug degradation. PVAL also presents suitable mechanical, biocompatible and 

biodegradable properties [13]. Propylene glycol (PG) was used as a plasticizer, and thymol 

(TM) was selected because of its potential as a absorption chemical enhancer. An extensive 

physicochemical characterization of the formulated films was performed, including thermal, 

microscopy, X-ray diffraction, spectroscopic and mechanical assays as well as ex vivo 

permeability studies. 

 

2 MATERIALS AND METHODS 

 

2.1 MATERIALS 

 

BZN (99% purity) was kindly supplied by LAFEPE (Recife, PE, Brazil). Thymol (98.5% 

purity) and PVAL (for film preparation) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

USA) and VETEC (Duque de Caxias, RJ, Brazil), respectively. Potassium acetate, calcium 

chloride and sodium chloride were purchased from HONEYWELL (Charlotte, NC, USA), 

VETEC and DINAMICA (Indaiatuba, SP, Brazil), respectively. Artificial saliva buffer (ASB) 

was prepared with 136.9 mM NaCl, 1.77 mM Na2HPO4, 1.4 mM KH2PO4 and adjusted to pH 

6.8 with 1 M HCl. Krebs-Ringer bicarbonate buffer (KRB) was prepared with 119 mM NaCl, 

4.7 mM KCl, 1.2 mM KH2PO4, 25 mM NaHCO3, 2.5 mM CaCl2.2H2O, 1.0 mM MgCl2.6H2O, 

5.5 mM glucose and adjusted to pH 7.4 with 1 M HCl. Methanol (MeOH) and acetonitrile were 

of HPLC grade and all other chemicals and reagents were of analytical grade. Water was 

obtained from a Milli-Q water purification system (Millipore, Milford, MA, USA). 

 

2.2 PREPARATION OF BUCCAL FILMS 

 

The first attempt to prepare buccal films of BZN considered the solvent casting method. In this 

technique, a medium able to solubilize both drug and polymer needs to be selected, which is 

later removed. Acetone was selected as solubilization medium considering that BZN is slightly 

soluble in this solvent and presents very low aqueous solubility [14]. Surfactants such as 
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Pluronic® F-127, Pluronic® P-123 and lecithin were also individually tested to further improve 

drug solubility. When the solvent was removed by rotary evaporation, BZN recrystallized, 

suggesting that the surfactant could not encapsulate the BZN and the technique would not be 

suitable for film preparation. Recrystallization drug was also observed after inclusion in a 

cellulose acetate matrix. For this reason, the thermopressing method was alternatively selected.  

The preparation of thermopressed films was performed using a hydraulic press (Bovenau P15 

ST, Rio do Sul, SC, Brazil) coupled with a heating system (Expectron Tecnologia Industrial 

Ltda, São José, SC, Brazil). The compounds were manually mixed in the mass proportions 

according to Table 1, resulting in a final composition of 3.0 g. Then, the mixtures were 

thermopressed between Kapton® polyimide sheets at 200 ºC under 3 ton for 30 s, followed by 

gradual pressure during the next 30 s up to 12 tons. The films presented approximately 2.6 mg 

of BZN/cm2. Immediately after film preparation, the thickness was determined in 5 different 

regions of each sample using a Mitutoyo® outside micrometer, model M310-25 (Sakado, 

Japan). The films were then stored in aluminum foil packaging inside a desiccator containing 

dried silica gel to prevent the absorption of water. 

 

Table 1. Constitution of the different films. 

Films PVAL BZN 

(5%) 

PG 

(3%) 

Thymol 

(3%) 

PVAL 3.00 g    

PVAL-BZN 2.85 g 0.15 g   

PVAL-PG 2.91 g  0.09 g  

PVAL-BZN-PG 2.76 g 0.15 g 0.09 g  

PVAL-BZN-PG-TM 2.67 g 0.15 g 0.09 g 0.09 

 

 

2.3 PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION 

 

2.3.1 Differential Scanning Calorimetry (DSC) 

 

DSC assays were performed using a DSC-50 equipment (Shimadzu, Kyoto, Japan). Samples of 

6-10 mg of each film were sealed in aluminum pans with a pinhole in the lid, and the thermal 

properties were monitored at a heating rate of 5 ºC min-1 under a nitrogen atmosphere. The 
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samples were heated from room temperature to 110 ºC, maintained at 110 ºC for 15 min to 

evaporate the residual water, cooled to -60 ºC and then reheated to 250 ºC. 

 

2.3.2 Thermogravimetric analysis (TGA) 

 

Thermogravimetric analyses were performed in TGA-50 equipment (Shimadzu, Kyoto, Japan). 

Approximately 15 mg of each film sample were weighed and placed in platinum pans. The 

thermograms were recorded in the range of 25-600 ºC, with a heating rate of 10 ºC min-1, under 

a nitrogen atmosphere. 

 

2.3.3 ATR-FT-IR spectroscopy 

 

Spectra of BZN, PG, thymol and of the buccal films were recorded on IR Prestige-21 equipment 

(Shimadzu, Kyoto, Japan). BZN samples were diluted by mixing 10 mg of the drug with 300 

mg of KBr and the discs were prepared with a hydraulic press. The films were placed directly 

on the ATR sample holder. FT-IR spectra of each sample were recorded in a frequency range 

from 700 to 4,000 cm-1, at room temperature, with the collection of 20 scans at a resolution of 

2 cm-1.   

 

2.3.4 X-Ray Diffraction (XRD)  

 

X-ray diffraction measurements were performed at room temperature on an Ultima IV 

diffractometer (Rigaku, Tokyo, Japan), using Kα copper radiation (λ=1.5418 Å) and a D/teX 

Ultra detector. The X-ray generator was set to 40 kV and 30 mA. Samples were scanned in the 

range 3-40° 2θ at a 5°/minute speed with a step width of 0.0100°. The films were cut and placed 

on the sample holder’s aperture by the aid of an X-ray transparent tape (Kapton). The 

background arising from the sample holder was subtracted in the ultimate sample 

diffractograms. The crystallographic information files of BNZ [15] and PVAL [16] were 

obtained from the Cambridge Structural Database and the patterns were calculated in the 

Software Mercury 4.0.0 [17,18]. 
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2.4 MECHANICAL ASSAYS 

 

2.4.1 Tensile strength and percentile elongation at break 

 

The tensile properties of prepared materials were measured using a universal tensile testing 

machine (EMIC – DL200, São José dos Pinhais, PR, Brazil) coupled with a 50 kN load cell. 

The thickness of five rectangular specimens (90 x 12.3 mm) was determined by the average in 

three different film regions and the films were stored for 48 h at room temperature (25 ± 2 ºC) 

and 58 ± 5% of relative humidity before assays [19]. The gauge length and the crosshead speed 

were 50 mm and 12.5 mm min-1, respectively. The values of Young’s modulus, tensile strength 

and elongation at break were calculated from the stress-strain curves.  

 

2.5 IN VITRO EVALUATION 

 

2.5.1 Wettability 

 

The contact angle values were obtained by using a Ramé-Hart model 250-F1 Goniometer 

(Succasunna, USA). For the measurements, droplets of distilled water (5 μL) were placed gently 

onto the film surface at room temperature and pressure. The dynamic contact angle was 

evaluated each second for 10 seconds, starting 3 seconds after the droplet application. Ten 

measures were performed for each film formulation.  

 

2.5.2 Kinetics of water sorption 

 

After preparation, the films were stored in a desiccator containing dried silica gel. Each sample 

of the films was cut into the dimension of 1 x 1 cm squares and dried at 40ºC in an oven during 

1h to eliminate residual moisture before the water sorption studies. The initial mass of the pre-

dried films was then immediately measured, and the films were placed on different 

microclimates. The microclimates of 23 and 75% relative humidity (RH) were obtained by 

using saturated salt solutions of potassium acetate, and sodium chloride, respectively. A 

solution of 36% (w/w) calcium chloride was used to generate a 50% RH microclimate [20]. 

Acrylic containers with airtight lids, maintained at 23 ± 2 ºC were used in the assays. Each RH 

was periodically verified using a thermohygrometer. The water mass incorporated in each film 
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was determined every 2 h during the first 12 h, then at 24, 30, 48 and 144 h. The water sorption 

rate (k) from the water uptake by the films was calculated by the linear slope of the weight 

gained (mg g-1) versus time (h) plot.   

 

2.5.3 Swelling behavior 

 

Circular sections of films presenting 1.77 cm2 were weighed (W0) and placed in beakers 

containing 25 mL of artificial saliva buffer (pH 6.8) at 37 ºC. Considering the hydrophilic nature 

of the polymer, the films were taken from flasks after 10 min and the excess solvent was 

removed. The swelled films were then weighted (Wt). All assays were performed in triplicate. 

The swelling index (SI) of the films was calculated by using the following equation [21]:  

 

𝑆𝐼(%) =
(𝑊𝑡 − 𝑊0)

𝑊0
× 100 

 

2.6 EX VIVO EVALUATION 

 

2.6.1 Ex vivo permeability studies 

 

The porcine buccal mucosa has been extensively used as an in vitro model to study buccal 

permeability in view of the structural and enzymatic similarity to human mucosa as well as 

similar permeability characteristics [22]. On the other hand, this tissue is often damaged during 

the pig's mastication, and the separation of the buccal mucosa from the underlying tissue is 

time-consuming. Diaz-del Consuelo et al. (2005) found that the porcine esophageal mucosa can 

also be considered as a valid membrane model, presenting a larger area, being less prone to 

physical damage and is easier to separate from the muscular layer. Therefore, this animal tissue 

was selected for BZN transport studies. The porcine esophageal tissue was obtained from a 

local abattoir (Antonio Carlos, SC, Brazil) immediately after slaughter and was transported in 

cold KRB. The esophagus was cut longitudinally and rinsed with buffer. The mucosa was then 

separated from the muscular layer by cutting the connective fibers with a scissor. The 

esophageal tissue was maintained in cold KRB and used within 2 h after slaughter. Kulkarni et 

al. (2010) state that the porcine buccal tissue is able to maintain its permeability characteristics 

for up 24 h when stored in KRB at 4ºC. The permeability assays were performed in Franz-type 
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diffusion cells, which presented a diffusional area of 1.77 cm2. The receptor chambers were 

filled with 50% of propylene glycol in the PBS buffer solution to maintain the sink conditions 

[25]. 2.0 mL of BZN solution (2.5 mg mL-1 in propylene glycol) was used as control. The tested 

films were cut in 1.77 cm2 pieces and weighted. The films were placed over the esophageal 

mucosa, and 150 µL of simulated saliva solution were added over each film. The system was 

kept at 37 ºC under constant magnetic stirring at 765 rpm. Aliquots of 400 µL were taken from 

the receptor compartment every 1 h for 10 h with the replacement of fresh solution. Samples 

were diluted with an equal volume of acetonitrile to precipitate proteins, vortexed, centrifuged 

at 2,000 x g for 5 min and BZN from the supernatant was quantified by high-performance liquid 

chromatography (HPLC) (item 2.8). At the end of the permeability study, the control solution 

and the films were removed and the mucosa samples were placed in separated pre-weighed 

tubes, 3 mL of acetonitrile was added, and these flasks were kept overnight at 4 ºC. After 12 h, 

the samples were sonicated for 15 min, centrifuged at 2,000 x g for 5 min and BZN extracted 

from the mucosa was analyzed by HPLC. The results were normalized by the BZN amount 

proportional to the weight of each film piece. 

 

2.6.1.1 Calculations of the permeability data 

 

The cumulative amount of drug permeated (Qt) was calculated by the following equation [26]:  

 

𝑄𝑡 = 𝑉𝑟𝐶𝑡 + ∑ 𝑉𝑠𝐶𝑖

𝑡−1

𝑖=0

 

 

 

where Vr and Vs represent the volumes of the receptor solution and sample, respectively; Ct is 

the drug concentration on the receptor medium at each sampling time and Ci is the accumulated 

drug concentration at the ith time. Data were expressed as the cumulative amount of drug per 

area unit Qt/S (S = 1.77 cm2). 

The steady-state flux (Js) was calculated from the linear slope of the cumulative amount of BZN 

permeated versus time. The permeability coefficient (P) was determined by the relation 

between Js and the initial donor concentration (P = Js/Cd). Lag time was expressed as the time 

required to achieve the steady-state flux, which is represented by the intercept of the regression 

line with the abscissa.  
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2.7 SCANNING ELECTRON MICROSCOPY (SEM)  

 

SEM analysis were performed to evaluate the films' surface morphology before and after the 

permeation studies. A piece of film was fixed on stubs with double adhesive carbon tape and 

coated with gold palladium using a gold sputter module in a high vacuum evaporator. Samples 

were then observed with JSM-6390LV Scanning Electron Microscope (JEOL, Tokyo, Japan) 

using secondary electron imaging at 10 kV.  

 

2.8 HPLC ANALYSIS 

 

The HPLC method was optimized to obtain a short analysis time, good resolution and adequate 

sensitivity based on previous studies [27,28]. Concentrations between 0.1-100 µg mL-1 of both 

samples and standard solutions were assessed by using a Perkin-Elmer Series 200 HPLC 

(Waltham, MA, USA), equipped with a UV detector, pump, autoinjector and online degasser. 

The chromatographic separation of BZN was performed on a C18 column (Zorbax® ODS, 150 

x 4.6 mm, 5 µm particle size; Agilent, Santa Clara, CA, USA) preceded by a guard column of 

the same packing material (KJ0-4282, Phenomenex®, Torrance, CA, USA) at room 

temperature. The mobile phase was composed of 20 mM ammonium acetate (pH 6.5) and 

MeOH in a ratio of 55:45 v/v. Elution was performed isocratically at a flow rate of 1 mL min-1 

with a sample injection volume of 20 µL and a total sample acquisition time of 7 min. The 

wavelength of the detector was set to 324 nm. The method was validated according to guidelines 

on analytical method validation [29], and it showed to be linear (r > 0.999), precise (intraday 

relative standard deviation <2.25%), accurate (recovery values ranged from 99-100%) and 

specific. The detection and quantification limits were 0.03 and 0.10 µg mL-1, respectively.  

 

2.9 STATISTICAL ANALYSIS 

 

Results were analyzed by using GraphPad Prism software (version 6.01). One-way ANOVA 

followed by Tukey's post-hoc test was used for grouped analysis. 
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3 RESULTS 

  

3.1 PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION 

 

3.1.1 Thickness of films and macroscopic visual analysis 

 

The formulations presented similar thickness values (Table 2). PVAL-BZN-PG films, 

in turn, showed a lower thickness (p<0.05). The low standard deviation suggests that the tested 

film formulations are uniform. These systems had similar visual macroscopic features, with the 

PVAL-BZN-PG-TM films presenting a darker yellowish color. 

 

Table 2. Properties of PVAL film formulations: thickness, contact-angle, swelling index and 

water sorption rate at 50% and 75% RH. 

Sample 
Thickness 

(mm) 

Contact angle 

analysis  (º) 
SI (%) 

k (mg g1 h-1)  

50% RH 

k (mg g1 h-1) 

75% RH 

PVAL 0.41 ± 0.01 (a) 93.7 ± 10.0 (a) 143.7 ± 16.8 (abc) 3.27 ± 0.18 (a) 2.41 ± 0.03 (a) 

PVAL-BZN 0.43 ± 0.01 (a) 86.8 ± 6.17 (a) 159.5 ± 29.6 (b) 2.57 ± 0.19 (a) 2.15 ± 0.09 (a) 

PVAL-BZN-PG 0.37 ± 0.02 (b) 95.0 ± 7.69 (a) 100.9 ± 6.52 (c) 4.79 ± 1.50 (a) 4.87 ± 0.51 (b) 

PVAL-BZN-PG-TM 0.41 ± 0.03 (a) 98.3 ± 10.5 (a) 150.3 ± 23.0 (abc) 4.02 ± 1.02 (a) 3.57 ± 0.56 (ab) 

Data expressed as mean ± SD. One-way ANOVA followed by Tukey's test (p<0.05) was used to compare different 

formulations for each tested parameter. Different letters indicate significant difference among formulations. SI = Swelling 

Index.  

 

3.1.2 X-Ray Diffraction  

The X-ray powder diffraction patterns of the thermopressed film formulations 

containing BZN are shown in Fig 1. The films appear to be stable as no significant 

recrystallization, phase or crystallinity changes have been observed with aging. The diffraction 

patterns of the films demonstrated low crystallinity and the main crystallographic feature 

observed is a weak reflection at approximately 20° 2θ. This diffraction peak corresponds to the 

PVAL structure [16,30], which is the main film constituent. No diffraction characteristic peaks 

of BNZ were evidenced, suggesting that the drug is distributed in the solid films without 

crystalline periodicity [15]. For comparison, the diffraction pattern of crystalline PVAL and 
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BNZ were calculated and are shown in Fig. 2. The PVAL structure has been solved elsewhere 

in the monoclinic space group P21/m (a=7.81 Å, b=2.82 Å, c=5.51 Å, β=91.60°) [16] 

 

 

  

Fig. 1 X-ray powder diffraction patterns of freshly prepared films (left) and after 90 

days (right). “a”, “b” and “c” represent PVAL-BZN, PVAL-BZN-PG and PVAL-BZN-

PG-TM films, respectively. 

Fig. 2 Calculated X-ray powder diffraction pattern of crystalline PVAL (BUNN, 1948) and 

BNZ (SOARES-SOBRINHO et al. 2008). The reflections related to the (10-1) and the (101) 

planes of the PVAL structure are indicated. 
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3.1.3 DSC analysis 

 

The DSC analyses (Table 3; Fig. 3) were performed to observe possible interactions between 

BZN, PVAL and other constituents from the buccal film. BZN thermogram showed a sharp 

endothermic peak at 193.2 ºC (117.73 J g-1), which corresponds to its melting temperature [31]. 

This event is relatively close to the PVAL melting point, represented by the mean transition 

temperature (Tm) at 192.4 ºC, making it difficult to distinguish if BZN maintained its crystalline 

form or may be found in an amorphous form on the film blends by considering this analysis. 

The PVAL films presented a glass transition temperature (Tg) at 65.1 ºC. The PVAL-BZN and 

PVAL-PG films, in turn, presented a slight shift of the Tg and a more pronounced reduction of 

this parameter, respectively. Both films resulted in minor changes on Tm value of PVAL. On 

the other hand, the combination of BZN and PG in the PVAL-BZN-PG and PVAL-BZN-PG-

TM film blends shifted the Tg and Tm to even lower temperatures than the films with only one 

of these constituents. The presence of thymol in the PVAL-BZN-PG-TM film seemed to change 

the Tg and Tm to lower temperatures than the other films. An exothermic event was observed 

above 210 ºC, which was related to the decomposition of BZN [14].  

 

Table 3. Thermal characteristics of the film blends and BZN obtained from DSC analysis. 

 

Sample 

Temperature (°C) 
Range 

(Te -To) 

ΔH 

(J g-1) 
Tg onset Tg 

Tg 

endset 
To Tm Te 

BZN - - - 186.3 193.2 201.4 12.7 117.73 

PVAL 59.9 65.1 70.3 168.2 192.4 206.6 38.3 35.9 

PVAL-BZN 56.1 62.0 67.9 165.2 192.8 207.2 42.0 39.6 

PVAL-PG 49.0 55.8 62.5 164.5 191.7 206.5 42.0 33.1 

PVAL-BZN-PG 42.9 51.5 60.1 154.4 190.2 206.0 51.6 42.8 

PVAL-BZN-PG-TM 43.9 51.2 58.4 163.1 189.7 206.0 43.0 38.6 

Tg – Glass transition; To – Onset temperature; Tm – Mid-point temperature; Te – Endset temperature 
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3.1.4 TG analysis 

 

The effect of BZN and the film constituents on the thermal stability of PVAL films was also 

investigated by TG analyses. The TG curve (Fig. 4) of BZN presents a weight loss event of 

45.0% with a maximum rate at 293.4 ºC relative to its partial decomposition. The thermal 

decomposition of PVAL films presented three main stages: an initial weight loss of 6.0% at 

142.8 ºC, probably related to the removal of residual absorbed water (since PVAL is 

hydrophilic) and the degradation of the polymer chains to smaller fragments through primary 

decomposition; a second degradation at 365.9 ºC with 55.3 % of weight loss, due to 

decomposition of PVAL’s acetate and side chains; and the third degradation at 458.56 ºC with 

30.35% of weight loss, due to oxidation/combustion of the polymer main chain [32]. The 

PVAL-PG film displayed a similar profile to the PVAL film. The presence of BZN in the film 

blends PVAL-BZN, PVAL-BZN-PG and PVAL-BZN-PG-TM seemed to decrease the thermal 

stability of PVAL, particularly for the film without PG. PVAL-BZN-PG-TM films showed to 

be more thermally unstable.  

Fig. 3 DSC thermograms of the different films and BZN. (–) PVAL film; (···) PVAL-BZN; (-

--) PVAL-PG film; (–··) PVAL-BZN-PG film; (– – –) PVAL-BZN-PG-TM and (–·) BZN 

powder. 
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3.1.5 ATR FT-IR spectroscopy 

 

The chemical interactions between BZN, PVAL and other film constituents were also assessed 

by comparing the FT-IR spectra of the raw material and the film blends (Fig. 5). The IR 

spectrum of the PVAL film showed the following characteristic bands: a large band between 

3550-3200 cm-1, which is associated with the O-H stretching from intramolecular and 

intermolecular hydrogen bonds; two bands at ~2840 and ~2910 cm-1 that refer to C-H stretching 

from alkyl groups; bands at ~1730 cm-1, which correspond to C=O stretching from acetate 

groups [33]. Considering that the polymer is the major constituent of the films, and the other 

constituents are present in low concentrations, more reliable information on polymer chemical 

interactions may be obtained. Interestingly, small BZN characteristic bands at 1661 cm-1 

(carbonyl stretching) and 3276 cm-1 (N-H stretching vibrations) are observed only in the 

spectrum of the PVAL-BZN-PG-TM film.  

Fig. 4 Thermogravimetric analysis the different films and BZN. (–) PVAL film; (---) PVAL-

BZN; (–··) PVAL-PG film; (– – –) PVAL-BZN-PG film; (–·) PVAL-BZN-PG-TM and (--- ---

) BZN powder. 
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3.2 MECHANICAL PROPERTIES 

 

PVAL films were rigid and brittle, showing Young’s modulus and tensile strength around 1740 

and 45 MPa, respectively, and elongates only 10% before breaking point (Fig. 6; Table 4). 

PVAL-BZN films, in turn, presented only a slight reduction in these parameters in comparison 

to the PVAL films; however, they were able to elongate 95% before breaking point. The 

addition of PG as a plasticizer significantly changed the mechanical properties of the material. 

PVAL-PG-BZN and PVAL-PG-BZN-TM films virtually lost the elastic characteristics of the 

PVAL, becoming an elastomer-like material [34,35]. In this way, Young’s modulus 

determination of these films was difficult to obtain once the samples did not present a well-

defined elastic region. The modulus of elasticity values highly decreased (approximately 97%) 

and the elongation at break increased to almost 380%, particularly in PVAL-BZN-PG-TM 

films.  

Fig. 5 FT-IR analysis of the isolated constituents of the films and the different film blends. 
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Table 4 Tensile data of different compositions of PVAL-based films. 
 Young's modulus Tensile strength Elongation at break 

Sample (n = 5) (MPa) (MPa) (%) 

PVAL 1737.8 ± 190.3 (a) 45.4 ± 4.8 (a) 10.0 ± 6.4 (a) 

PVAL-BZN 1571.2 ± 146.8 (a) 37.7 ± 3.3 (b) 95.2 ± 17.2 (b) 

PVAL-BZN-PG 52.9 ± 12.8 (b) 20.1 ± 1.6 (c) 288.2 ± 23.9 (c) 

PVAL-BZN-PG-TM 37.4 ± 5.9 (b) 17.9 ± 0.54 (c) 379.8 ± 22.1 (d) 

Data expressed as mean ± SD. One-way ANOVA followed by Tukey's test (p<0.05) was used to compare different 

formulations for each tested parameter. Different letters indicate significant difference among formulations. 

 

3.3 IN VITRO EVALUATION 

 

3.3.1 Wettability analysis 

 

The water contact angle measurements were performed to investigate the surface wettability of 

the films (Table 2). Lower contact angle values indicate a tendency of the water to spread and 

adhere to the surface, while higher values indicate the surface's tendency to repel the water [36]. 

Although no statistical difference has been observed between the different samples (p>0.05, 

ANOVA/Tukey's test), the PVAL-BZN and PVAL-BZN-PG-TM films showed to have a 

Fig. 6 Stress-strain curve for different PVAL-based films: (–) PVAL; (···) PVAL-BZN; 

(---) PVAL-BZN-PG and (–··) PVAL-BZN-PG-TM 
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higher and slightly lower wetting tendency, respectively. Thymol presents a log P value of 3.28, 

which would contribute to increasing the film hydrophobicity. 

 

3.3.2 Kinetics of water sorption 

 

At 23 % RH, the water uptake was <1% of the initial film mass for all the samples and thus 

water sorption rate was not calculated. At 50 and 75% RH, the films adsorbed water at a linear 

rate during the first 24 h, and after this period, the weight of the films seemed to have stabilized. 

At 50 % RH, PVAL-BZN-PG and PVAL-BZN-PG-TM tend to adsorb more moisture whereas 

PVAL-BZN films seem to adsorb less moisture; however, no statistical differences among the 

water sorption rates were found (Table 2). At 75% RH, PVAL-BZN-PG films presented a 

higher water sorption rate whereas the other samples preserved the same behavior observed at 

50% RH. Overall, the films containing PG seemed to adsorb a higher amount of moisture, which 

corroborates with the hygroscopic nature of this plasticizer. 

 

3.3.3 Swelling behavior 

 

Given that PVAL films are characterized by a rapid disintegration, the swelling behavior of 

film formulations was evaluated 10 min after hydration. Only PVAL-BZN and PVAL-BZN-

PG films were statistically different (p<0.05) (Table 2). While the PVAL-BZN films absorbed 

the highest amount of water (159.5% of the initial weight), a reduced amount of water (100.9% 

of the initial weight) was absorbed by PVAL-BZN-PG films.   

 

3.4 EX VIVO PERMEABILITY STUDIES 

 

The permeability assays were performed to compare the absorption of the BZN from the PVAL-

based films and control solution through the esophageal mucosa (Fig. 7). The permeability flux 

of BZN (control) was 0.54 ± 0.15 μg cm-2 h-1 (Table 5), presenting a permeability coefficient 

of 2.17 x 10-4 ± 0.58 x 10-4 cm h-1, and a lag time of 4.49 ± 0.80 h. PVAL-BZN and PVAL-

BZN-PG films displayed similar permeability parameters as the control solution (p>0.05). The 

addition of thymol as a permeability enhancer (PVAL-BZN-PG-TM film) improved the buccal 

absorption of BZN 5.9x and 3.0x when compared to the control solution and PVAL-BZN, 
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respectively. No interference on lag time was observed after the inclusion of this absorption 

enhancer.  

 

 

 

Table 5 Buccal permeability parameters of benznidazole (control) and of PVAL-BZN films. 

Sample Js (μg cm-2 h-1) TL (h) P (cm h-1) 

BZN 

permeated 

(%) 

Control 0.54 ± 0.15 (a) 4.49 ± 0.80 (a) 2.17 x 10-4 ± 5.82 x 10-5 (a) 0.11 ± 0.05 (a) 

PVAL-BZN 1.07 ± 0.22 (a) 4.97 ± 1.07 (a) 4.28 x 10-4 ± 8.76 x 10-5 (a) 0.20 ± 0.07 (a) 

PVAL-BZN-PG 1.38 ± 0.17 (a) 4.21 ± 0.77 (a) 5.52 x 10-4 ± 6.71 x 10-5 (a) 0.30 ± 0.07 (a) 

PVAL-BZN-PG-TM 3.19 ± 1.01 (b) 4.23 ± 0.86 (a) 12.8 x 10-4 ± 4.04 x 10-4 (b) 0.72 ± 0.26 (b) 

Data expressed as mean ± SD. One-way ANOVA followed by Tukey's test (p<0.05) was considered for each permeability 

parameter separately. Different letters indicate significant difference among treatments. JS = flux; TL = lag time; P = 

permeability coefficient. 

 

3.5 SEM 

 

The physical appearance of the buccal films before permeation is smooth, non-porous and 

uniform (Fig. 8). Drug and thymol particles are embedded in the polymeric matrix and are 

homogeneously dispersed in the films. After the permeability studies, the side of the films in 

contact with the mucosal surface presented erosion of the polymeric matrix, demonstrating the 

Fig. 7 Permeability profile of BZN on esophageal mucosa from control solution (2.5 mg mL-1) 

(●) and the different film formulations: PVAL-BZN (○); PVAL-BZN-PG (▼) and  PVAL-

BZN-PG-TM (△). (n=6) 
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presence of BZN crystals. Interestingly, BZN crystals were not observed on PVAL-BZN-PG-

TM eroded films, on either side of the sample (mucosal or air facing sides). Also, the side of 

the PVAL-BZN and PVAL-BZN-PG films in contact with the air does not present any BZN 

crystals, and are smoother than the side facing the mucosa. 

 

 

4 DISCUSSION 

 

As already mentioned, this study aimed to develop a formulation suitable for the buccal 

administration of BZN. Among the techniques used to prepare buccal mucoadhesive films, the 

solvent casting technique is the most widely used in the literature. A recurrent concern of this 

method, however, is the use of organic solvents, which may leave undesired residuals in 

formulations [12]. Additionally, the solubility, dissolution and uniformity of content may be 

Fig. 8 SEM images of BZN powder and film formulations before and after the permeability 

studies. 
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affected by the crystallization of the active pharmaceutical ingredient when this method is used 

[8]. Indeed, BZN presents low aqueous solubility and is only slightly soluble in organic solvents 

such as acetone [14]. This characteristic favored the formation of crystals during the drying step 

of the film preparation (results not shown). In contrast, the thermopressing method does not use 

solvents and presents a shorter processing time. In our experiments, the press temperature was 

strictly controlled to allow the melting of the film constituent (polymer) but also preventing the 

degradation of the BZN since TGA results demonstrated that BZN degradation onset is at 

~250ºC. The thermopressing method resulted in homogenous, uniform and non-porous films. 

BZN was maintained in its amorphous form, even after 90 days of storage, as observed in the 

XRD analyses. Experimental PXRD patterns reported in the literature have already 

demonstrated that the two strongest reflections in semi-crystalline PVAL samples are the 10-1 

and 101 reflections at 19.4° and 20° 2θ, respectively [30]. This result indicates the anisotropy 

of the PVAL crystallites in film samples. This lattice orientation and the low crystallinity, 

however, were not disrupted by changing the film constitution (i.e. addition of PG and thymol). 

The addition of BZN, PG and TM on the PVAL films reduced the Tg of PVAL, particularly 

when these components were combined (as in PVAL-BZN-PG-TM films), demonstrating that 

they have a synergic plasticizer property. PVAL-BZN films presented only a slight decrease in 

Young’s modulus and tensile strength when compared to the pure PVAL film due to the 

presence of the small BZN molecule, which probably reduces polymer-polymer interactions. 

Cho et al. (2009) have reported that PG plays a role as a hydrogen bond breaker in PVAL films, 

affecting its thermal and mechanical properties. Indeed, the addition of PG as a plasticizer 

(PVAL-BZN-PG and PVAL-BZN-PG-TM) changed drastically the elastic properties of the 

PVAL films, increasing up to 380% the elongation at break in the films also containing thymol. 

This behavior occurs because the PG plasticizer increases the spacing between polymer chains 

and significantly decreases polymer-polymer interaction, improving the shear behavior 

between these chains [34]. Similar conclusions were obtained by Tian et al. (2017) in another 

study involving the plasticization of PVAL films with sorbitol. These results demonstrate that 

it is possible to prepare PVAL films containing BZN, PG and thymol with the intended 

mechanical characteristics, such as flexibility, softness and tear-resistance, which could 

improve patient acceptability. 

The moisture absorption by the films can affect the stability as it may interact with the active 

pharmaceutical ingredient, contribute to the growth of microorganisms and change the film 

mechanical properties considering the role of the water as a plasticizer [38]. The PVAL-BZN 
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films seem to be prone to moisture uptake, considering they presented a higher wettability and 

swelling index. The addition of BZN to the films probably reduces the interaction of polymer 

chains by disrupting the PVAL hydrogen bonds, leaving more free space for hydration. Other 

studies have already reported an increased swelling index of hydrophilic polymer-based films 

by the addition of hydrophobic drugs [39,40]. Once the BZN would increase the polymer chain 

free spaces, greater film thickness is observed in this situation. PVAL-BZN-PG films, in turn, 

presented a lower swelling index, which could be attributed to the interaction of PG with PVAL 

via hydrogen bonding, reducing the effective water uptake by the polymer [41]. On the other 

hand, the PVAL-BZN-PG films seemed to have a higher water sorption rate through 24 h at 50 

and 75 % RH, which may be due to the hygroscopic nature of the plasticizer. 

Thymol was added in PVAL films to play a role as an absorption chemical enhancer once its 

isomer carvacrol has already demonstrated to improve the buccal permeability of BZN in a 

previous study performed by our research team [25]. It also presents trypanocidal action, both 

in vitro, against epimastigote forms of the parasite [42], and in mice, reducing significantly the 

counting of amastigote nests after 28 days of infection [43]. In addition, thymol seems to be 

able to provide other important film characteristics, reduce the thermal stability of PVAL films 

and increase flexibility. Similarly, Villegas et al. (2019) have previously reported the effect of 

thymol as a plasticizer on poly(lactic acid)-based bio-nano composite films.  

Modifications in the mechanical properties may likely affect the mechanism of drug release 

from polymeric formulations. In fact, the films containing thymol showed considerable erosion 

of the polymeric network on both film surfaces in the permeability studies. The thymol-free 

formulations, however, seem to present a drug release mechanism dominated by the chemical 

potential gradient and the drug diffusion from film towards the biological tissue. These 

characteristics may justify the greater absorption of BZN through the buccal mucosa observed 

in the thymol-containing films. The balance between diffusion and erosion is known to affect 

the rate of drug delivery from polymer matrices enriched with excipients [45]. In the study, the 

change in the dominant mechanism of drug release to erosion have also avoided the 

crystallization of BZN within the film, contributing to its promotion effect on permeation. In 

contrast, BZN crystallizes along the assays in the thymol-free films, which follow a release 

mechanism dominated by diffusion. The absorption of water within the film could generate an 

environment able to reduce the BZN solubility, resulting in crystallization. It is unclear if the 

thymol presents a direct effect as a crystallization inhibitor in combination to the promotion of 

erosion. In any case, however, the results here presented highlight that physicochemical 
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characteristics, other than the interactions between formulation constituents with mucosa, are 

also relevant and should be considered in the delivery of drugs through biological barriers. 

As a future perspective, these film formulations can be further improved by adding layers with 

polymers that present stronger mucoadhesion properties, such as chitosan using spin-coating, 

for example. The addition of an impermeable layer to the external part of the films is an 

alternative for future studies targeting an unidirectional releasing film [11] and, perhaps, 

decreasing the crystallization of BZN in diffusion-dominated formulations. 

 

5 CONCLUSIONS 

 

The thermopressing method showed to be suitable to prepare PVAL films containing BZN, 

providing homogenous, smooth and non-porous films. BZN remained stable and amorphous in 

polymer films over 90 days. PVAL films prepared with PG and thymol showed more suitable 

mechanical properties (soft, flexible and tear-resistant), characteristics that improve the patient 

acceptability. Moreover, the addition of thymol as a chemical absorption enhancer increased 

film erosion and inhibited the formation of BZN crystals in the film. It also presented a role as 

film plasticizer and may act synergistically with the BZN by considering its already reported 

trypanocidal action. The addition of a stronger mucoadhesive layer, or even an impermeable 

layer to target the release of BZN to the buccal mucosa, should be considered in future studies. 
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5 DISCUSSÃO GERAL 

 

Apesar de o BZN ser considerado um fármaco de primeira linha para o tratamento da 

doença de Chagas, efeitos adversos advindos da sua administração oral podem ser observados 

em quase 40% dos pacientes (FERREIRA et al., 2019). Fruto disto, pelo menos um quarto 

destes pacientes abandonam o tratamento, o que contribui para agravar ainda mais os problemas 

de resistência ao parasita. As altas doses necessárias para que o fármaco atinja a concentração 

terapêutica plasmática e a geração de metabólitos tóxicos pelo sistema citocromo P450 após a 

absorção do BZN pela via gastrointestinal explicam desordens de pele bem como complicações 

no sistema gastrointestinal e nervoso. Assim, a administração deste fármaco por rotas 

alternativas se mostra relevante a fim de possibilitar a redução da dose e diminuir o surgimento 

e intensidade de efeitos adversos. 

Em um primeiro momento, testou-se a absorção do BZN pela via transdérmica em 

modelos de pele de orelha suína e de pele humana obtida de cirurgias de abdominoplastia. Após 

várias tentativas, incluindo triagens com diferentes promotores de absorção (α-bisabolol, 

limoneno, CTAB e Tween 80), intervalos experimentais (7, 10 e 12 h), composições de fluido 

receptor (etanol:PBS 20:80; PBS com 2% de Tween 80 e PG:H2O 50:50), diferentes 

concentrações de fármaco (0,5; 2,5 e 5 mg mL-1), além de testes com o fármaco em solução 

supersaturada, quantidades não significativas de fármaco foram encontradas no fluido receptor. 

Frente a isto, concluiu-se que a rota transdérmica não era apropriada para a administração do 

BZN, o que fez com que o estudo fosse direcionado para a via transbucal, que possui maior 

permeabilidade (NICOLAZZO; REED; FINNIN, 2005).  

Nos ensaios de permeabilidade bucal, foram selecionados quatro monoterpenos (três 

utilizados na primeira etapa do trabalho, e um na segunda etapa) já conhecidos como agentes 

flavorizantes pela indústria farmacêutica e alimentícia. Além de apresentarem ação promotora 

de absorção, estes monoterpenos já apresentaram atividade tripanocida em estudos prévios, com 

destaque para o limoneno, que apresentou sinergismo com o BZN frente o Trypanosoma cruzi 

e, o timol, que demonstrou atividade em estudos in vivo em ratos (AZEREDO; SOARES, 2013; 

MORENO et al., 2018; SOBRAL-SOUZA et al., 2014).  

Na primeira etapa deste estudo, foi realizado um pré-tratamento com os monoterpenos 

eugenol, carvacrol e limoneno com o objetivo de verificar qual destes compostos era mais 

efetivo no aumento da absorção do BZN e o tipo de interação com o epitélio bucal. O pré-

tratamento com eugenol, carvacrol e limoneno, aumentou em 2,6, 2,9 e 4,9 vezes, 
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respectivamente, o coeficiente de permeabilidade do BZN. Observou-se também uma relação 

direta entre o aumento da absorção do BZN e a quantidade de fármaco retida na mucosa bucal. 

Ainda, foi possível perceber que, quanto menor a massa molecular e maior a lipofilicidade do 

monoterpeno, maior a retenção do fármaco no tecido e a sua absorção. Estudos de DSC e FT-

IR sugeriram que o eugenol, o monoterpeno mais polar e de maior tamanho, afetou 

principalmente os domínios proteicos do epitélio bucal, enquanto o limoneno, monoterpeno 

mais apolar e de menor tamanho, responsável pelo maior aumento na absorção do fármaco, 

interagiu preferencialmente com os domínios lipídicos mediante aumento da desordem e 

fluidização lipídica. Esses achados sustentam a hipótese de que o BZN seria transportado pela 

via transcelular, ou seja, através das células. 

A partir desta triagem inicial, realizou-se o desenvolvimento e caracterização de filmes 

bucais de PVAL contendo BZN. O método de termoprensagem foi selecionado para a produção 

destes filmes por se mostrar mais adequado a formulações com BZN já que a formação de 

cristais de fármaco era observada quando da utilização do método de evaporação de solvente. 

O fármaco se mostrou estável nas condições selecionadas para a operação da termoprensa. 

As imagens obtidas através de microscopia eletrônica de varredura mostraram que os 

filmes obtidos são caracterizados por uma superfície homogênea, uniforme e não-porosa. Estas 

características são relevantes durante a aplicação, pois uma textura macia (devido à superfícies 

mais uniformes) evita irritação do tecido e desconforto ao paciente (TIAN et al., 2019). Da 

mesma forma, a flexibilidade dos filmes não traz desconfortos durante os movimentos bucais e 

dificulta o rompimento dos mesmos (BARUA et al., 2016). As características mecânicas dos 

filmes foram analisadas através de ensaios de força de tração e percentagem de alongamento. 

A presença de propilenoglicol e timol aumentou em 288 e 380 % o alongamento dos filmes 

antes do seu rompimento, tornando-os mais flexíveis. 

A análise da morfologia dos filmes prontos por MEV, anteriormente ao estudo de 

permeabilidade, não demonstrou a presença de cristais de fármaco. De fato, mesmo após 90 

dias de armazenamento, não foi possível observar padrões cristalográficos relativos a formas 

cristalinas do BZN nos filmes, sugerindo uma amorfização do material após a termoprensagem. 

Apesar de não ser mandatória, a completa solubilização do fármaco na matriz polimérica é 

vantajosa, pois permite uma distribuição mais homogênea do mesmo nos filmes (PREIS et al., 

2013). Ainda, a recristalização do fármaco poderia influenciar na sua solubilidade e dissolução 

(TIAN et al., 2019), o que poderia afetar também a absorção do fármaco pelo tecido.  



94 

 

Os estudos de cinética de absorção de água mostraram que os filmes, em particular 

aqueles contendo propilenoglicol, são capazes de absorver maiores quantidades de água em 

umidades relativas de 50 e 75 %, em apenas 24 h, mostrando a importância de promover um 

armazenamento adequado para que as formulações não venham a apresentar problemas de 

estabilidade ou mudanças em suas propriedades.  

A permeabilidade bucal do BZN administrado através dos filmes bucais foi 

investigada através de modelo de mucosa esofágica suína e, assim como o uso de outros 

monoterpenos na primeira etapa do trabalho, a adição de timol como promotor químico 

mostrou-se eficaz, aumentando em aproximadamente 6 vezes o coeficiente de permeabilidade 

do BZN em relação à solução controle. Além disso, durante os estudos de permeabilidade, os 

filmes contendo timol apresentaram maior erosão da matriz polimérica, evidenciada através de 

análises microscópicas, e não foi possível visualizar cristais do fármaco nestas amostras, o que 

poderia justificar o aumento de absorção observado.  

Desta forma, é possível observar que a via transbucal se mostrou promissora como 

alternativa à administração oral do BZN, sendo que a sua absorção a partir de filmes bucais 

poliméricos é possível e pode ser aumentada através do uso de monoterpenos. Apesar de não 

ser possível estimar a concentração plasmática através dos resultados de estudos de 

permeabilidade ex vivo, devido à lacunas de estudos de biodisponibilidade do BZN, estudos 

recentes apontam que cepas de Trypanosoma cruzi utilizadas em laboratório apresentam uma 

CI50 muito abaixo da concentração terapêutica plasmática máxima de 23 μM (6mg mL-1) já 

estabelecida na literatura (MELLO et al., 2020). Esse achado sugere que, mesmo que a absorção 

do BZN pela via bucal não venha a resultar em concentrações plasmáticas equivalentes aquelas 

obtidas pela administração oral do fármaco, ainda assim este pode ser efetivo como tratamento, 

considerando que não haveria uma real necessidade de concentrações terapêuticas tão altas 

quanto as que são descritas na literatura. Além disso, a possibilidade de sinergismo de ação já 

relatada do BZN com pelo menos um dos monoterpenos estudados também ofereceria suporte 

para uma redução de dose.  

De qualquer forma, tornam-se necessários estudos in vivo adicionais para confirmar 

essas suposições. Ainda, as formulações de filmes bucais podem ser futuramente aprimoradas 

com a adição de camadas poliméricas que proporcionem maior força de mucoadesão, como a 

quitosana, ou até mesmo de camadas impermeáveis, de forma com que a liberação do fármaco 

seja unidirecional (apenas na direção da mucosa bucal). 

  



95 

 

6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

- Alta permeabilidade transbucal do BZN foi encontrada, particularmente na presença 

de terpenos, sugerindo que a mucosa bucal é promissora para a sua administração. 

 

- O limoneno, monoterpeno de menor massa molecular e maior valor de log P (maior 

lipofilicidade) foi o promotor de absorção mais efetivo, aumentando o coeficiente de 

permeabilidade do BZN em 4,9 vezes em relação à solução controle, além de aumentar a 

retenção do fármaco no tecido em 3,1 vezes. 

 

- Estudos mecanísticos de FT-IR e DSC sugerem que o aumento da permeabilidade do 

BZN na presença de promotores de absorção está relacionado a interações com domínios 

lipídicos do epitélio bucal, promovendo maior desordem e fluidização dos mesmos. Este achado 

aponta para a possibilidade de absorção do fármaco pela rota transcelular. 

 

- Os filmes bucais de BZN baseados em matriz polimérica de PVAL produzidos pelo 

método de termoprensagem mostraram ter uma superfície homogênea, uniforme e não porosa 

durante a análise microscópica. 

 

- A espessura dos filmes mostrou baixa variabilidade para diferentes regiões de cada 

filme, o que também sugere a obtenção de sistemas uniformes. 

 

- Análises de DRX mostraram que o BZN permaneceu em sua forma amorfa na matriz 

polimérica, sem apresentar recristalização mesmo após 90 dias de armazenamento, o que sugere 

que o método de termoprensagem foi eficiente para o preparo de filmes de PVAL com BZN. 

 

- A adição de propilenoglicol e timol em concentrações de 3% confere aos filmes as 

características mecânicas desejadas de flexibilidade, resistência e suavidade, aumentando em 

até 380% o alongamento dos filmes antes do rompimento.  

 

- A adição de timol proporcionou maior erosão dos filmes, sem formação visível de 

cristais durante os estudos de permeabilidade ex vivo, o que pode estar relacionado ao aumento 

de absorção do fármaco.  
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- A presença de propilenoglicol e timol também trouxe um aumento na taxa de sorção 

de água pelos filmes em umidades relativas de 50 e 75% em período de 24 h, mostrando a 

necessidade de um armazenamento adequado para os filmes. 

 

- A presença de timol nos filmes foi capaz de aumentar em cerca de 6 vezes o 

coeficiente de permeabilidade do BZN em relação à solução controle. 

 

- Os resultados sugerem que a administração de BZN através de filmes bucais 

poliméricos baseados em PVAL se mostrou promissora como alternativa para evitar os 

problemas relacionados à administração oral deste fármaco. A adição de propilenoglicol como 

plastificante e do monoterpeno timol se mostrou vantajosa tanto no aumento de absorção do 

fármaco quanto na melhora das propriedades mecânicas dos filmes. 
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