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RESUMO

INFLUENCIA DE PROMOTORES QUIMICOS NA PERMEACAO UNGUEAL DE
TIOCONAZOL ASSOCIADO A NANOCAPSULAS POLIMERICAS

AUTOR: Thamiris Coimbra Paines
ORIENTADOR: Profa. Dra. Cristiane de Bona da Silva

O presente trabalho objetivou investigar a influéncia de dois promotores quimicos (N-acetil-L-
cisteina e ureia) na permeagdo ungueal in vitro do tioconazol associado a nanocépsulas
poliméricas. Cada promotor foi adicionado a uma suspensao de nanocépsulas nas concentragdes
de 0,5 % (p/v) e 5% (p/v) para a N-acetil-L-cisteina e ureia, respectivamente. As suspensoes
foram preparadas pelo método de deposicdo interfacial do polimero pré-formado e foram
caracterizadas fisico-quimicamente quanto as caracteristicas organolépticas, didmetro médio de
particulas, indice de polidispersdo, pH, potencial zeta, teor de farmaco e eficiéncia de
encapsulamento. Como resultados, as suspensdes apresentaram caracteristicas macroscopicas
satisfatorias, pH levemente acido ou proximo a neutro, no caso das que continham ureia,
tamanho de particulas na faixa nanométrica (186 — 189 nm), indice de polidispersao <0,1,
potencial zeta negativo (-7,5 a -11,9 mV), teor de farmaco proximo ao tedrico (1 mg/mL) e
eficiéncia de encapsulamento em torno de 100%. As suspensdes contendo ureia mantiveram-se
estaveis durante 120 dias de armazenamento, ao passo que as que continham N-acetil-L-cisteina
foram estaveis por sete dias. O estudo de liberagdo in vitro do tioconazol, realizado pela técnica
de difusdo em sacos de didlise, demonstrou um controle de liberacdo por parte das
nanocapsulas, com relagdo a solu¢do do farmaco livre, para ambas as formulacdes. A permeagao
ungueal in vitro foi avaliada com fragmentos de unhas humanas utilizando células in /ine. Como
resultado, foi possivel quantificar o farmaco no meio receptor a partir das formulagdes
desenvolvidas e das solu¢des contendo o farmaco livre em presencga dos promotores, obtendo-
se concentragdes entre 20 a 25 pg/cm? ao final do experimento. A quantidade de tioconazol
retida nas unhas foi calculada. O percentual de fAirmaco retido foi superior para as formulagdes
contendo N-acetil-L-cisteina (1,13 *+ 0,32), corroborando com as imagens obtidas por MEYV, as
quais mostraram alteracdes na superficie dorsal das unhas mantidas em contato com as
formulagdes. Tais alteracdes foram mais pronunciadas para as unhas tratadas com N-acetil-L-
cisteina. A atividade antifungica in vitro das formulacdes foi avaliada frente a C. albicans pelo
método de difusdo em 4&gar com pocinhos. Os resultados obtidos demonstraram que a
vinculacdo do tioconazol as nanoestruturas ndo interferiu em sua atividade, bem como a
presenca dos promotores.

Palavras-chave: Tioconazol. Nanoparticulas. N-acetil-L-cisteina. Ureia. Permeagao ungueal.



ABSTRACT

INFLUENCE OF CHEMICAL ENHANCERS ON THE NAIL PERMEATION OF
TIOCONAZOLE ASSOCIATED WITH POLYMERIC NANOCAPSULES

AUTHOR: Thamiris Coimbra Paines
ADVISOR: Profa. Dra. Cristiane de Bona da Silva

The present study aimed to investigate the influence of two chemical enhancers (N-acetyl-L-
cysteine and urea) in the in vitro nail permeation tioconazole associated with polymeric
nanocapsules. Each enhancer was added to a nanocapsules suspension at concentrations of 0.5%
(w/v) and 5% (w/v) for N-acetyl-L-cysteine and urea, respectively. The suspensions were
prepared by the interfacial deposition of pre-formed polymer method and were physico-
chemically characterized as the organoleptic characteristics, average diameter of particles,
polydispersion index, pH, zeta potential, drug content and encapsuling efficiency. As results,
the suspensions presented satisfactory macroscopic characteristics, slightly acid pH , close to
neutral, in the case of containing urea, particle size in the nanometric range (186 — 189 nm),
polydispersion index <0.1; negative zeta potential (-7.5 to -11.9 mV), drug content close to
theoretical and encapsulation efficiency around 100%. Suspensions containing urea remained
stable during 120 days of storage, while those containing N-acetyl-L-cysteine were stable for
seven days. The in vitro release study of tioconazole, conducted by diffusion technique in
dialysis bags, demonstrated a release control by the nanocapsules, with respect to the free drug
solution, for both formulations. The in vitro nail permeation was evaluated on fragments of
human nails using in line cells. As result, it was possible to quantify the drug in receiver medium
from the developed formulations and of solutions containing the free drug in the presence of
enhancers, obtaining concentrations between 20 and 25 pg / cm? at the end of the experiment.
The amount of tioconazole retained in the nails was calculated. The percentage of drug retained
was better from formulations containing N-acetyl-L-cysteine (1,13 £ 0,32), corroborating with
the images obtained by SEM, which showed changes in the dorsal surface of nails maintained
in contact with the formulations. Such changes were most pronounced for nails treated with N-
acetyl-L-cysteine. The in vitro antifungal activity of the formulations was evaluated against C.
albicans by method of diffusion in agar with wells. The obtained results showed that the
incorporation of tioconazole to the nanostructures did not interfere in its activity, as well as the
presence of the enhancers.

Keywords: Tioconazole. Nanoparticles. N-acetyl-L-cysteine. Urea. Nail Permeation.
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1 INTRODUCAO

A onicomicose € uma doenga que acomete as unhas devido a infeccdo por fungos
dermatofitos, filamentosos ndo dermatéfitos e leveduras do género Candida. Dentre as
desordens ungueais, a onicomicose representa aproximadamente 50%, sendo a mais comum em
individuos adultos (ELSAYED, 2015). Além do comprometimento estético, as onicomicoses
podem causar dor e desconforto nos pacientes, podendo, também, prejudicar as fun¢bes motoras
(BIESBROECK; FLECKMAN, 2015).

O tratamento das onicomicoses inclui o uso de antifingicos topicos, sistémicos, terapias
topica e sisttmica combinadas ou a remocdo (quimica ou cirdrgica) da unha acompanhada ou
ndo do tratamento farmacolégico (COLEMAN; FLECKMAN; HUANG, 2014). Além da
aceitabilidade dos pacientes, a terapia topica apresenta vantagens quando comparada a terapia
sistémica no que se refere a auséncia de efeitos colaterais (ALBERT; WEIS, 2004). No entanto,
a monoterapia topica atual se limita aos casos em que a doenca afeta ndo mais que 80% da
extremidade distal das unhas ou quando a terapia sistémica nao pode ser indicada (VLAHOVIC,
2016). Isso se deve a barreira imposta pelas unhas a permeacdo de farmacos, uma vez que a
placa ungueal é formada por fibras de queratina unidas por pontes dissulfeto totalmente estaveis
gue as mantém fortemente coesas (MURDAN, 2002), dificultando a penetracdo/alcance das
substancias.

Alternativas acerca da problematica que envolve o tratamento tdpico das onicomicoses
tem sido exploradas, com destaque para 0os promotores quimicos de permeacdo ungueal, cujos
diferentes mecanismos envolvem a fragilizacdo da queratina ungueal (MURTHY'; MAIBACH,
2013), a exemplo da N-acetil-L-cisteina, cujo grupo tidlico presente em sua estrutura quimica
atua rompendo as ligacOes dissulfeto da queratina, e da ureia, a qual promove a permeacao
ungueal por dois mecanismos distintos: acdo queratolitica, a qual causa desdobramento,
solubilizacdo e desnaturacdo da queratina, e acdo emoliente, que favorece a permeacdo por
acentuar a hidratacdo da placa ungueal (SHIVAKUMAR et al., 2011; SANER; KULKARNI;
PARDESHI, 2014).

O tioconazol é um antifngico imidazélico que possui amplo espectro de acdo contra
leveduras e fungos filamentosos dermatofitos e ndo dermatofitos (MUNOZ et al., 2010). E
indicado no tratamento tdpico das onicomicoses sob a forma de solucdo ou esmalte a 28%
(SILVA et al., 2013; COLEMAN; FLECKMAN; HUANG, 2014). A caracteristica lipofilica

desse farmaco limita sua absor¢do cutédnea, sendo necessario 0 seu emprego em altas
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concentracdes nas formulacGes tdpicas e isto pode estar relacionado ao aparecimento de efeitos
adversos locais, tais como a alergia de contato (FROMTLING, 1988; PIRACCINI,;
ALESSANDRINI, 2013).

Os sistemas nanoestruturados merecem destaque na area farmacéutica como carreadores
de farmacos. O seu tamanho reduzido (<1 um) confere vantagens importantes as formulacdes,
como por exemplo, a vetorizacdo de farmacos e o controle de liberagdo (MISHRA; PATEL;
TIWARI, 2010). As nanocapsulas poliméricas sdo sistemas vesiculares constituidos por um
nucleo, geralmente oleoso, envolto por um invélucro polimérico, onde o farmaco pode estar
dissolvido no nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003). A
presenca do polimero garante as nanocépsulas algumas vantagens com relagdo aos demais
nanocarreadores. Com relacdo a via tdpica, essas nanoparticulas podem melhorar a permeacédo
e prolongar a liberacdo de moléculas lipofilicas na pele (FRIEDRICH et al., 2015).

Tendo em vista a baixa permeabilidade da placa ungueal, este trabalho objetivou
desenvolver suspensdes de nanocapsulas poliméricas contendo tioconazol e incorporar a estas
promotores quimicos de permeacdo ungueal (N-acetil-L-cisteina e ureia), buscando melhorar a

eficacia do farmaco no tratamento tdpico das onicomicoses.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho consiste no desenvolvimento de suspensdes de nanocapsulas

poliméricas de tioconazol em associagdo com promotores quimicos de permeacao ungueal, N-

acetil-L-cisteina ou ureia, e avaliar a influéncia destes na permeagdo ungueal in vitro do

farmaco.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar suspensdes de nanocapsulas poliméricas contendo tioconazol associadas a N-

acetil-L-cisteina ou ureia;

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas das formulagdes, tais como: perfil
granulométrico, didmetro médio de particulas, indice de polidisperséo, potencial zeta,

pH, teor de farmaco e eficiéncia de encapsulamento;

Avaliar a estabilidade das suspensdes de nanocapsulas frente ao armazenamento a

temperatura ambiente;

Avaliar a liberacdo in vitro do farmaco a partir dos nanocarreadores utilizando o método

de difusdo em sacos de didlise;
Avaliar a permeacdo ungueal in vitro do farmaco em fragmentos de unhas humanas;
Avaliar a morfologia da placa ungueal ap0s a aplicacdo das formulacGes desenvolvidas;

Avaliar a atividade antifangica in vitro das formulagdes frente a C. albicans pelo método

de difusdo em agar com pocinhos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 UNHAS

As unhas humanas séo apéndices cutaneos que se caracterizam como uma estrutura
epitelial queratinizada, altamente inervada e vascularizada, localizada sobre o periosteo da
falange distal dos dedos dos pés e das méos (Figura 1) (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2009;
BARAN, 2014). Suas principais funcgdes consistem na protecdo das pontas dos dedos contra
traumas, no aumento da sensacdao de toque fino, em permitir segurar e manipular objetos,
arranhar, cocar, além de exercerem uma fungdo social, uma vez que o estado em que se
apresentam pode predizer o cuidado do individuo quanto a higiene pessoal e a beleza,
exercendo, assim, um importante papel na industria cosmética (DRAELOS, 2013; MURDAN
2016).

Dentre as principais estruturas que compdem a unidade ungueal, pode-se citar: placa
ungueal, matriz, lunula, leito, cuticula, pregas (proximal e laterais) e banda onicodermal (Figura
1). A placa ungueal é a porcdo visivel do aparelho ungueal. Consiste em uma estrutura
retangular convexa, fina (0,25 - 0,6 mm), rigida, porém ligeiramente elastica e translicida, que
se desenvolve a partir da matriz ungueal e apresenta um crescimento de, em média, 3 mm por
més para as unhas das maos e 1 mm ao més para as unhas dos pes (MURDAN, 2002; BERKER;
ANDRE; BARAN, 2007). E formada por, aproximadamente, 80 a 90 camadas de células mortas
queratinizadas (onicécitos) achatadas circundadas por uma massa intercelular a qual é
provavelmente constituida por proteinas e/ou mucopolissacarideos (MURDAN, 2016). E
predominantemente hidrofilica, contendo pequenas quantidades de lipidios (0,1 - 1%) sendo
que o conteudo de agua é o seu principal plastificante, podendo variar de 10-25% em condicdes
normais, dependendo da umidade relativa (ELSAYED et al., 2015). A matriz ungueal é um
tecido epidérmico altamente proliferativo em forma de cunha que da origem a placa ungueal,
tendo inicio abaixo da prega proximal e término na extremidade correspondente a borda da
lunula. As pregas ungueais, por sua vez, sdo invaginagdes da pele que delimitam as margens
laterais e proximal da placa. A lunula é a margem convexa da matriz vista através da placa; €
mais palida que o leito adjacente da unha, sendo mais comumente visivel no polegar e no dedo
maior do pé, podendo estar escondida pela prega proximal. O leito ungueal ¢ um tecido
vascularizado sobre o qual a placa ungueal repousa. A cuticula é um tecido descamativo

formado pelo estrato corneo da prega proximal, que sela a unha em sua parte posterior. Por fim,
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a banda onicodermal, localizada na extremidade distal da unidade ungueal, é a primeira barreira
a penetracdo de materiais e microrganismos exogenos para debaixo das unhas (BERKER,;
ANDRE; BARAN, 2007; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2009; SANER; KULKARNI;
PARDESHI, 2014).

Cabe salientar que a rigidez da placa ungueal e a sua propriedade de barreira se devem
a orientagdo em sanduiche das fibras de a-queratina que a compBdem, unidas por pontes de
dissulfeto de cistina totalmente estaveis que atuam como uma “cola” para manté-las em
conjunto (MURDAN, 2002; ELSAYED et al., 2015). Este conjunto se subdivide
macroscopicamente em trés camadas fortemente coesas e fisicamente diferentes: dorsal,
intermedidria e ventral, cuja proporcdo de espessura € 3:5:2, respectivamente. A camada dorsal
é formada por poucas células, enquanto que a camada intermediaria é mais flexivel e mais
grossa, e representa em maior grau a espessura da unha; a camada ventral é a mais fina (apenas
1-2 células ) e liga a placa ao leito ungueal (SHIVAKUMAR et al.,, 2011; SANER;
KULKARNI; PARDESHI, 2014).

Figura 1 — Representacdo esquematica da unidade ungueal.

Lunula Banda

Cuticula onicodermal

Pregas
ungueais ‘
: ' Placa ungueal

& Falange
distal

Fonte: (MURDAN, 2008)

3.2 ONICOMICOSES

As estruturas da unha podem sofrer alteraces em termos de aparéncia e fungdes, tanto
por fatores idiopaticos, como por doencgas locais ou sistémicas. Dentre as desordens ungueais,

pode-se citar como mais frequentes: unhas quebradicas, onicolise (queda/desprendimento da
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placa ungueal do leito), paroniquia (inflamacdo dos tecidos periungueais), psoriase,
onicomicoses, eczema periungueal, verrugas periungueais de origem viral (tumores causados
pelo papiloma virus humano) e, raramente, tumores dos tipos carcinoma e melanoma maligno
(BERKER, 2004; IORIZZO et al., 2015).

Em meio as doencas que acometem as unhas, as onicomicoses configuram grande
relevancia clinica, visto que sdo as mais comuns nos adultos, representando, aproximadamente,
50% de todas as patologias ungueais e, a nivel global, sua incidéncia e prevaléncia variam de
2% a 13%, de acordo com a localizagdo (COLEMAN; FLECKMAN; HUANG, 2014,
ELSAYED, 2015). O termo tinea ungueal é utilizado para descrever as infeccdes ungueais
causadas por fungos dermatofitos, ja o termo onicomicose é menos especifico, referindo-se as
doencas fungicas das unhas causada por dermatofitos, leveduras e fungos filamentosos néo
dermatdfitos (WELSH; VERA-CABRERA; WELSH, 2010).

Séo fatores que contribuem para a ocorréncia das onicomicoses: umidade, uso de
calcados fechados, higiene inadequada, tabagismo, traumas repetidos nas unhas, uso de
materiais de manicure/pedicure contaminados, predisposicdo genética, diabetes, virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), assim como outras formas de imunossupressdo (WELSH;
VERA-CABRERA; WELSH, 2010; SANER; KULKARNI; PARDESHI, 2014; VLAHOVIC,
2016). Em geral, as unhas dos pés sdo as mais atingidas pelos microrganismos devido,
provavelmente, ao seu crescimento lento, em média duas vezes menor que as unhas das maos,
e a exposicdo aumentada a lesdes e organismos infecciosos (MURDAN, 2002; BARAN;
KAOUKHOV, 2005).

A maior parte das onicomicoses (90-95%) sdo causadas por fungos dermatofitos
pertencentes aos géneros Trichophyton, Microsporum, e Epidermophyton, sendo que trés
espécies predominam mundialmente como agentes causais: Trichopyton rubrum, Trichopyton
mentagrophytes e Epidermophyton floccosum. Os demais agentes causadores sdo os fungos
filamentosos ndo-dermatdfitos (Scopulariopsis brevicaulis, Scytalidium hyalinum e
Scytalidium dimidiatum) e leveduras do género Candida, especialmente a espécie Candida
albicans (WELSH; VERA-CABRERA; WELSH, 2010; SANER; KULKARNI; PARDESHI,
2014).



23

3.2.1 Diagnéstico e classificacdo

A fase inicial do diagnostico de uma onicomicose se da pelo exame clinico, pelo qual é
possivel identificar alteracfes nas unhas passiveis da doenca. No entanto, apenas o exame fisico
ndo é o suficiente para diferencid-la de outras desordens ungueais as quais podem causar
alteracdes semelhantes, como por exemplo, psoriase (JOSHI; SHARMA; PATHAK, 2015),
liquen plano (PINTER; PATZOLD; KAUFMANN, 2011), alopecia areata (FERREIRA et al.,
2016), carcinoma de células escamosas (ORMEROD; BERKER, 2015), sindrome das unhas
amarelas (MACHADO et al.,, 2009) ou até mesmo alteracdes poOs-traumaticas. Para uma
determinacédo exata de onicomicose, o diagndstico precisa, além de demonstrar a presenca de
hifas flngicas na placa ungueal, determinar se a matéria é viavel para identificar quais espécies
estdo presentes. Para atender a estes critérios € necessario, no minimo, dois testes de diagnostico
convencionais. Usualmente, empregam-se a cultura do fungo somada a microscopia direta
(GUPTA; SIMPSON, 2013; AMEEN et al., 2014). Apesar de especifica, a cultura fungica pode
apresentar resultados negativos em até 40% dos casos em que a microscopia direta é positiva,
prejudicando, assim, sua sensibilidade e, consequentemente, abrindo espago para novas
técnicas de biologia molecular capazes de revelar e identificar adequadamente os agentes
causadores de onicomicose.Como exemplo dessas técnicas pode-se mencionar os métodos
baseados na reagcdo em cadeia da polimerase (PCR), 0s quais permitem uma detec¢do rapida
precisa da presenca do fungo (PETINATAUD, et al., 2014).

Dado o diagndstico de onicomicose, é possivel classificar clinicamente a doenca pela
forma como os fungos acometem a placa ungueal. Esta classificacdo é de extrema utilidade,
uma vez que auxilia na escolha do tratamento mais adequado a necessidade do paciente. Os
principais tipos de onicomicose sdo (ROBERTS; TAYLOR; BOYLE, 2003; WELSH; VERA-
CABRERA; WELSH, 2010; HAY; BARAN, 2011; AMEEN et al., 2014; VLAHOVIC, 2016):

1) Onicomicose subungueal distal e lateral (OSDL): é a forma mais comum de invaséao flngica.

Afeta mais comumente as unhas dos pes. Origina-se na superficie inferior distal ou lateral da
placa ungueal. A unha se torna espessa, devido a producdo exacerbada de queratina,
despigmentada (geralmente branca ou amarelada) e apresenta um grau variavel de onicélise
(Figura 2A). A infecgéo pode ser confinada a um lado da unha ou se espalhar para o leito
ungueal. O agente causador mais comum € o T. rubrum. Pode ocorrer comprometimento das

pregas ungueais associado a paroniquia quando o género Candida for o causador desta infeccao;
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2) Onicomicose branca superficial (OBS): inicia-se na parte superior da placa ungueal e se

espalha para as camadas mais profundas, geralmente, causando lesdes de cor branca em
desintegracdo, particularmente nas unhas dos pés (Figura 2B). E mais comum em criancas,
sendo causada principalmente pelo T. interdigitale;

3) Onicomicose subungueal proximal (OSP): tem inicio a partir da superficie inferior da prega

proximal e penetra na placa ungueal em formacao. A infeccao se estende distalmente de forma
lenta, gerando uma coloracdo branca, porém, sem o espessamento da unha (Figura 2C). T.
rubrum, Fusarium, Aspergillus e C. albicans sdo agentes causadores deste tipo de infeccao.
Este tipo de onicomicose € comum em pacientes com AIDS, podendo servir como um marcador
atil de infeccédo por HIV;

4) Onicomicose endonix (OE): a invasdo do fungo ocorre diretamente na queratina da placa

ungueal. Ha auséncia de inflamac&o e de fungos no leito ungueal, no entanto, a placa ungueal
é densamente povoada por hifas fungicas (Figura 2D). T. soudanense e T. violaceum sdo 0s
principais causadores.

Estes quatro tipos de onicomicose podem, ainda, progredir para a distrofia total da unha
em que a placa ungueal é quase completamente destruida. Além disso, a unha pode ser
acometida por uma onicomicose de padrdo misto, ou seja, por mais de um tipo de onicomicose
concomitantemente, ou ainda pode ocorrer uma onicomicose dita secundaria, em que o fungo
invade a unha secundariamente a outra patologia nao fungica, como por exemplo a psoriase e
a distrofia ungueal causada por trauma (HAY; BARAN, 2011). Alguns autores fazem, ainda,
uma classificacdo a parte para as manifestacdes causadas por Candida: paroniquia crénica com
distrofia secundaria da unha, infec¢do distal nas unhas, candidiase mucocutanea cronica e
candidiase secundaria (ROBERTS; TAYLOR; BOYLE, 2003; AMEEN et al., 2014).
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Figura 2 - Principais formas clinicas das onicomicoses. OSDL (a); OBS (b); OSP (c); OE (d).

Fontes: (WELSH; VERA-CABRERA, WELSH, 2010; BARAN, 2011)

3.2.3 Tratamento topico das onicomicoses

Além do comprometimento estético, sabe-se que aproximadamente metade dos
pacientes com onicomicose ja sentiram algum tipo de dor ou desconforto, o que pode refletir
em dificuldade para vestir calgados e caminhar, além de comprometer atividades que envolvam
a funcdo motora fina, como por exemplo, manipular pequenos objetos (BIESBROECK;
FLECKMAN, 2015). Tais razdes apontam para a importancia de tratar a doenga. Nos casos em
gue o comprometimento das unhas € minimo e ha auséncia de sintomas clinicos, ndo ha
necessidade de terapia medicamentosa, apenas cuidado e higiene adequados. Mas, se
tratamento farmacolégico for indicado, as opg¢des existentes incluem a terapia antifungica
topica, sistémica (via oral), topica e sistémica combinadas ou a remog&o (quimica ou cirdrgica)
acompanhada ou ndo dos antiflngicos topicos e orais (COLEMAN; FLECKMAN; HUANG,
2014).

Vérios fatores devem ser considerados antes da escolha do tratamento: a
susceptibilidade do agente causador aos fa&rmacos antiflngicos, os efeitos adversos da terapia e
a interacdo com outros farmacos ou alimentos; a idade e a comorbidade do paciente; a
probabilidade da sua adesdo ao tratamento, bem como o custo do mesmo (WELSH; VERA-
CABRERA; WELSH, 2010). Além disso, deve-se considerar a condicdo de todo o aparelho
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ungueal, visto que o tipo clinico de onicomicose influencia consideravelmente na resposta a
terapia (CHAUVIN, 2011). Quando hd o comprometimento das bordas laterais da placa
ungueal, da matriz e/ou a presenca de hiperqueratose (maior que 2 mm de espessura), 0
tratamento se torna mais dificil. Na hiperqueratose subungueal h& espagos onde artrosporos
fangicos (esporos resultantes da fragmentacdo de hifas) podem sobreviver semanas ou até
meses em repouso e, por ndo originarem novas hifas, sabe-se que varios farmacos sdo ineficazes
frente a esta condicdo (GROVER; KHURANA, 2012).

A terapia sistémica apresenta desvantagens em comparagao com a terapia topica devido
a possiveis interacdes medicamentosas e efeitos adversos, especialmente em pacientes com
doencas cronicas, que fazem o uso de varios medicamentos. Em contrapartida, a terapia topica
permite a aplicacdo direta na area afetada, diminuindo os riscos potenciais associados aos
agentes antifngicos orais, além da melhor aceitabilidade pelo paciente (ALBERT; WEIS,
2004). No entanto, o tratamento antifungico topico é, por vezes, ineficaz pela barreira a
penetracdo e a permeacao de farmacos conferida pela conformacao das fibras de queratina que
formam a placa ungueal. Além disso, a natureza hidrofilica da mesma impede a absorcéo da
maior parte das moléculas lipofilicas com pesos moleculares elevados (AMEEN et al., 2014).
Assim, a monoterapia tépica atual se delimita as OBS e as OSDL, quando ndo mais que 80%
da extremidade distal da unha estiver comprometida e nos casos em que a terapia sistémica ndo
é indicada (VLAHOVIC, 2016).

Os medicamentos topicos usados para tratar as onicomicoses podem ser divididos em
dois grupos: aqueles que possuem propriedades fungistaticas in vitro, incluindo os polienos (por
exemplo, a nistatina) e os imidazois (por exemplo, clotrimazol, tioconazol, econazol,
cetoconazol, miconazol, sulconazol e oxiconazol), e aqueles que tém propriedades fungistaticas
e fungicidas in vitro, incluindo as alilaminas/benzilaminas (por exemplo, naftifina, terbinafina
e butenafina) (ALBERT; WEIS, 2004). Dentre estes, 0s mais comumente usados séo: ciclopirox
olamina (esmalte a 8%), mais comum nos Estados Unidos (EUA), amorolfina (esmalte a 5%),
tioconazol (esmalte a 28%) e terbinafina gel, indicados para a OBS localizada no terco distal
da unha, ou como adjuvantes para as terapias sistémica e de remoc¢éo da unha (COLEMAN;
FLECKMAN; HUANG, 2014). Destes, sdo aprovados pelo FDA o esmalte de ciclopirox
olamina, o eficonazol, da classe dos antifingicos azélicos, e o tavaborol, classificado
quimicamente como um oxaborol (ELKEEB et al., 2010; POULAKOS et al., 2017).
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3.3 PERMEACAO UNGUEAL DE FARMACOS

Apo6s a aplicagdo tdpica na unha, espera-se que o farmaco particione para fora da
formulacdo, difunda-se através da placa e chegue ao leito ungueal. A permeabilidade
transungueal do farmaco sofre influéncia tanto das propriedades fisico-quimicas da molécula
(tamanho, forma, carga e polaridade), como das caracteristicas da formulacao (natureza e pH
do veiculo), das propriedades da unha (hidratagdo, estado de doenca) e também da interagdo da
molécula permeante com a rede de queratina da placa ungueal (MURDAN, 2008).

Objetivando melhorar a permeacdo ungueal de farmacos, estratégias fisicas e quimicas
tém sido desenvolvidas em substitui¢do a antigos métodos mecanicos de abrasdo e avulsao das
unhas, extremamente invasivos e dolorosos (SANER et al., 2014). Como métodos fisicos tém-
se a abrasdo, na qual a superficie dorsal da placa ungueal é perturbada por meio de um abrasivo
(&cido tartarico e acido fosfdrico) para facilitar a passagem da substancia para as camadas mais
profundas; o uso de laser pulsado, o qual a energia gerada € absorvida pela queratina e 0
espalhamento de calor leva a vaporizacdo e, assim, a remoc¢do das camadas da unha; a
microporagdo, que consiste em perfuragdes na placa ungueal utilizando um dispositivo
(PathFormer) que controla a profundidade dos orificios formados por meio da resisténcia
elétrica, de modo a ndo atingir o leito ungueal; o ultrassom de baixa frequéncia cujo mecanismo
de aumento da penetracdo transungueal, embora ainda ndo elucidado, pode ser devido a
cavitacdo que ocorre pela formacéo e colapso de bolhas de gas quando o ultrassom é aplicado
em um meio liquido e resulta em ondas de chogue que impactam a membrana e permitem a
penetracdo do liquido; a iontoforese que consiste em aplicar uma corrente elétrica na placa
ungueal por meio de um Phoresor® causando a permeabilizagdo da membrana de modo a
favorecer o transporte transungueal de farmacos (MURDAN, 2008; ELKEEB et al., 2010;
SHIVAKUMAR et al., 2011; SANER; KULKARNI; PARDESHI, 2014).

3.3.1 Promotores quimicos de permeacdo ungueal

Muitos promotores quimicos reconhecidos por facilitarem a penetracéo transdérmica de
farmacos ndo sdo capazes de aumentar a permeacdo ungueal de substancias, uma vez que 0
conteddo lipidico da placa ungueal € minimo e estes promotores atuam pela fluidizacdo dos
lipidios da pele (MURDAN, 2008). Assim, a potencializacdo quimica da permeacdo ungueal
consiste em desestruturar a barreira imposta pela placa das unhas por meio de agentes capazes

de clivar as ligacdes quimicas e fisicas responsaveis por manter a conformacao da queratina
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que compde a placa ungueal (SHIVAKUMAR, et al., 2011). Estes promotores podem ser
aplicados topicamente anterior ao tratamento ou em concomitancia com a formulacao

farmacéutica. Quanto ao mecanismo de acdo, podem ser divididos nas seguintes categorias:

1) Agentes que clivam as pontes de dissulfeto das unhas:

a) Tidis: sdo compostos que possuem o grupo sulfidrila (-SH) em sua estrutura quimica. Este
grupamento causa uma reducdo da ligacdo dissulfeto na matriz da queratina, conforme a reacao:
Unha-S-S-Unha+R-SH < 2Unha-SH+R-S-S-R
Essa reacdo provoca amolecimento, inchaco e aumento da porosidade da placa ungueal
(MURDAN, 2008; SHIVAKUMAR et al., 2011; SANER; KULKARNI; PARDESHI, 2014).
Os tiois sdo vistos como 0s mais eficazes promotores de permeacéo ungueal, sendo os principais
representantes deste grupo: N-acetilcisteina, 2-mercaptoetanol, N-(2-mercaptopropionil)
glicina e o &cido tioglicdlico (ELSAYED, 2015). Um estudo in vivo avaliou a penetracdo
ungueal do oxiconazol coadministrado topicamente com a acetilcisteina. Como resultado, o
promotor aumentou a penetracdo do farmaco nas camadas superiores da unha (HOODGALEM
etal., 1997). Em 2011, Nogueiras-Nieto e colaboradores demonstraram o potencial da N-acetil-
I-cisteina como promotor de permeacdo ungueal por meio de técnicas que detectaram
parametros micro estruturais (rugosidade e porosidade superficial aparente) aumentados ap6s o
tratamento com o tiol em amostras cascos bovinos e unhas humanas. Além disso, houve um
aumento significativo na permeagao da triancinolona nos cascos, conhecidamente mais porosos

que as unhas humanas.

b) Sulfitos: sabe-se que a incubacao de proteinas e peptideos contendo pontes dissulfeto com
sulfito de sodio gera ruptura da ligacdo dissulfeto produzindo tiois e tiossulfatos, conforme a
reacao representada abaixo e que, hipoteticamente, isso diminuiria a propriedade de barreira da
placa ungueal (MURDAN, 2008; SHIVAKUMAR et al., 2011; SANER; KULKARNI,
PARDESHI, 2014).

R-S-S-R+NaSO3 - R-S-H+R-S-SO3H

c) Peroxido de hidrogénio: atua pela oxidacdo e clivagem das pontes dissulfeto da placa
ungueal, e é utilizado isoladamente (KHENGAR et al., 2007) ou em combinacdo com a ureia
(BROWN et al., 2009).

2) Agentes queratoliticos: a ureia e o acido salicilico sdo os principais representantes deste

grupo. Além da atividade queratolitica, estas substancias sdo emolientes e hidratantes e, quando
em contato com a placa ungueal, tornam-na mais inchada e hidratada, o que aumentaria a

permeacdo de substancias, como consequéncia da formacgdo de uma estrutura menos densa e
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com poros maiores. Além disso, a propriedade queratolitica da ureia se deve ao desdobramento,
solubilizacdo e desnaturagéo da queratina. O desdobramento da queratina pela ureia, decorrente,
provavelmente, de sua interacdo com as ligagbes de hidrogénio, facilitaria a clivagem das
pontes dissulfeto, promovendo a ruptura da barreira da placa ungueal e, consequentemente,
aumentando a permeabilidade ungueal (SHIVAKUMAR et al., 2011; SANER; KULKARNI;
PARDESHI, 2014). Em 2005, Baran e Coquard avaliaram a resposta de esmaltes contendo 1%
de fluconazol e 20% de ureia em pacientes com onicomicose e obtiveram um resultado
favoravel, indicando tal formulagéo para tratar pacientes que tenham até dois tercos distais da
unha afetada pela doenga. Em estudos anteriores, a ureia (40%) foi utilizada para a avulséo
quimica das unhas (BARAN; TOSTI, 2002).

3) Agua: o contetido de agua presente na placa ungueal confere certo grau de flexibilidade as
unhas (MURTHY; MAIBACH, 2013). A hidratacdo da unha pela &gua j& foi relatada como
uma possivel razdo para o maior fluxo de farmacos a partir de certos veiculos (MURDAN,
2008). Em um estudo realizado por Gunt e Kasting em 2007, houve melhora na permeacéo do
cetoconazol em fragmentos de unhas analisados por ensaio de difusdo apés 40 dias submetidos
a diferentes regimes de umidade relativa (aumento a partir de 15 a 100% de UR ambiente). Em
outro estudo, foi possivel constatar que o tratamento com &gua aumentou a porosidade
superficial aparente de unhas humanas e cascos bovinos, conforme a analise de imagens por
microscopia eletrnica e pela técnica de porosimetria por intrusdo com mercurio. Os autores
concluiram que as alteracdes micro estruturais detectadas nas unhas e nos cascos podem ser
relacionadas com a difusdo de farmacos através destes (NOGUEIRAS-NIETO et al., 2011).

4) Enzimas queratoliticas: as enzimas queratoliticas hidrolisam a queratina da placa ungueal de

modo a alterar as suas propriedades de barreira e aumentar a permeacéo transungueal. Como
exemplo, a papaina, uma endopeptidase que contém um grupo sulfidrilico altamente reativo. A
incubacédo de unhas em uma solugdo da enzima durante um dia, seguida por imersdo em uma
solucdo de &cido salicilico por 10 dias aumentou a permeacdo de agentes antifungicos cujos
niveis detectados foram menores sem o tratamento enzimatico (MURDAN, 2008;
SHIVAKUMAR et al., 2011).

Além das categorias supracitadas, existem outros promotores quimicos de permeagdo ungueal
gue agem por mecanismos diversos, dentre 0s quais pode-se citar os sais inorganicos (NAIR et
al., 2009), as proteinas hidrofobinas (VEJNOVIC; SIMMLER; BETZ, 2010) e os dioxolanos
(HUI et al., 2003).



30

3.4 TIOCONAZOL

Os azois sdo farmacos antiflngicos classificados em dois grupos, os triazois e 0s
imidazdis, os quais diferem pela estrutura quimica. Os triaz6is possuem trés atomos de
nitrogénio no anel azolico (C2HsNz), enquanto que os imidazois possuem dois (CsHsN>)
(GEORGOPAPADAKOU, 1998). Os imidazdis sdo predominantemente utilizados em
preparacOes topicas para tratar infecgdes fungicas superficiais. Por sua vez, os triazois séo
utilizados, principalmente, para o tratamento de infecgdes sistémicas, devido & maior afinidade
por enzimas fangicas do que mamiferas, tais como as isoenzimas do citocromo P450, o que
Ihes confere maior seguranca para a administracdo interna, dado que a interacdo com tais
enzimas pode resultar em efeitos colaterais e interacbes medicamentosas (YANG;
WIEDERHOLD; WILLIAMS, 2008).

O mecanismo de acdo dos derivados azolicos consiste na inibicdo da enzima 14-a-
esterol-desmetilase do citocromo P450 fungico na via de biossintese do ergosterol, uma
molécula essencial da membrana celular flngica, que exerce influéncia tanto nas fungdes desta
quanto em sua permeabilidade (GUPTA; TU, 2006).

O tioconazol (Figura 3) é um derivado imidazolico sintetizado e desenvolvido pela
Pfizer (Sandwich, U. K.) (FROMTLING, 1988). Esta substancia se caracteriza como um pé
cristalino branco ou quase branco, muito pouco solGvel em agua, facilmente solGvel em etanol
e muito soltvel em cloroférmio (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2010). Sua férmula
molecular é C16H13CIzN20S; massa molecular de 387,71 g/mol (USP, 2012), pKa de 6,5
(FERGUSON; GOODALL; LORAN, 1996) e log P de 4,29 (VRAKAS; GIAGINIS;
TSANTILI-KAKOULIDOU, 2006). No Brasil, € comercializado nas formas de creme, logéo,
solucéo, solucdo em spray e po dermatologicos (1%), pomada (6,5%) e 6vulo vaginais (300

mg) e, também, em associa¢do com o tinidazol na forma de creme vaginal (SILVA et al., 2013).

Figura 3 - Estrutura quimica do tioconazol.

Cl
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O tioconazol possui amplo espectro de acdo contra leveduras e fungos filamentosos
dermatofitos e ndo dermatofitos, contra o parasita Trichomonas vaginalis, Chlamydia spp.,
Gardnerella vaginalis, Corynebacterium minutissimun, Staphylococcus epidermidis e outras
bactérias gram-positivas. E indicado no tratamento das tineas (Tinea corporis, Tinea pedis,
Tinea cruris, Tinea versicolor), onicomicoses, candidiase e tricomoniase vaginais, e vaginose
bacteriana (FROMTLING, 1988; MUNOZ et al., 2010). Em um estudo realizado por Jevons e
colaboradores (1979), o tioconazol foi comparado com outro derivado imidazdlico (miconazol)
com relacdo a atividade in vitro contra Candida spp., Torulopsis glabrata, Cryptococcus
neoformans, Aspergillus spp. e fungos dermatofitos (Trichophyton spp. e Microsporum spp.),
mostrando-se um potente inibidor dos fungos analisados, com atividade superior ou similar ao
miconazol. Quanto a eficicia clinica, Hay e colaboradores (1985) avaliaram a acdo do
tioconazol frente a 27 pacientes com onicomicose. Os pacientes foram tratados duas vezes ao
dia com solucéo de tioconazol a 28%, por um periodo de até 12 meses. Melhoras significativas
foram registradas em mais de 11 pacientes, sendo que desses, seis alcangaram remisséo clinica
completa e estavam livres da infeccdo ap0s trés meses de tratamento.

Apesar do grande potencial terapéutico do tioconazol, h& relatos na literatura
envolvendo alergias de contato causadas por este farmaco, o que pode ser justificado pela
necessidade do uso de altas concentracfes nas formulacGes topicas (a exemplo, solucéo topica
comercial Trosyd® 280 mg/mL), devido a sua baixa capacidade de absor¢io (FROMTLING,
1988; MUNOZ et al., 2010; PIRACCINI; ALESSANDRINI, 2013; AMEEN et al., 2014),
decorrente de sua lipofilia (VRAKAS; GIAGINIS; TSANTILI-KAKOULIDOU, 2006).
Heikkila, Stubb e Reitamo (1996) avaliaram, durante trés anos e meio, 72 pacientes por meio
de testes de sensibilidade e detectaram alergia de contato em todos eles decorrente da
administracdo topica de tioconazol. Adicionalmente, 56 destes pacientes foram avaliados frente
a administracdo concomitante de tioconazol com outros quatro derivados imidazolicos e 34
deles apresentaram reagéo cruzada.

Frente ao exposto, novas estratégias se fazem necessarias para melhorar os efeitos
adversos locais causados pelo tioconazol. Neste sentido, Ribeiro e colaboradores (2016)
desenvolveram produtos secos a partir das nanocapsulas poliméricas e nanoemulsdes de
tioconazol. Os pds apresentaram atividade contra cepas de C. albicans e as nanocapsulas foram
capazes de controlar a liberacdo in vitro do farmaco a partir dos mesmos.

No ano anterior, Cossetin (2015) desenvolveu supositérios vaginais a partir de pos

contendo tioconazol associado a nanoesferas. Os supositdrios constituidos pelas nanoestruturas
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apresentaram maior controle de liberacéo in vitro frente aos supositorios contendo o farmaco
ndo associado aos nanocarreadores. Além disso, as caracteristicas fisico-quimicas dos
supositorios foram compativeis com a via de administracdo pretendida, apresentando-se, assim,
como uma alternativa tecnoldgica para o tratamento topico de vulvovaginites.

Recentemente, Flores e colaboradores (2017) desenvolveram formulagdes ungueais a
base de pullulan a partir de nanocapsulas catiénicas bioadesivas contendo tioconazol. Quando
comparadas a formulagdo comercial (Trosid®), tanto as nanocapsulas quanto as formulagoes
ungueais apresentaram menor potencial de irritacdo in vitro. Além disso, as formulacOes
ungueais apresentaram viscosidade adequada a aplicacdo pretendida e, em um modelo in vitro
de onicomicose, preveniram a infeccdo por T. rubrum de forma equivalente a formulagéo

comercial, a qual apresenta uma concentragéo de tioconazol 280 vezes maior.

3.5 NANOCARREADORES DE FARMACOS

Os sistemas nanoestrutrados caracterizam-se como estruturas de diametro inferior a 1
um. Devido a extensa area de superficie, esses sistemas conferem vantagens as formulagdes
farmacéuticas, as quais se pode citar: melhora na solubilidade de substancias lipofilicas, o que
permite uma liberacdo mais homogénea de farmacos lipofilicos (GUTERRES; ALVES;
POHLMANN, 2007), bem como melhora na farmacocinética e na biodistribuicdo dos agentes
terapéuticos, reduzindo a toxicidade dos mesmos, uma vez que as nanoestruturas tendem a se
acumular preferencialmente no sitio de acdo (MISHRA; PATEL; TIWARI, 2010). Além disso,
esses sistemas coloidais promovem uma liberacdo reprodutivel e sustentada do principio ativo
no local de ag&o, o que permite reduzir a frequéncia de administracdo de formulagées (SAHOO;
PARVEEN; PANDA, 2007).

No ambito farmacéutico, as nanoestruturas de maior relevancia séo as nanoparticulas
poliméricas (nanocapsulas e nanoesferas), as nanoemulsdes, as nanoparticulas lipidicas (NLS e
CLN) e os lipossomas.

O termo nanoparticula inclui as nanocépsulas e as nanoesferas, as quais diferem entre si
pela presenca do 0Oleo, existente apenas na nanoesfera, a qual se caracteriza como um sistema
matricial onde o farmaco pode ficar retido ou adsorvido (SCHAFFAZICK et al., 2003).

As nanoemulsdes correspondem a um sistema constituido por goticulas de 6leo em agua,
estabilizadas por tensoativos, que apresentam um tamanho médio de goticula até 500 nm,
geralmente (ANTON et al., 2008).
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As nanoparticulas lipidicas solidas sdo sistemas coloidais geralmente constituidos por
um nucleo hidrofébico sélido contendo o farmaco dissolvido ou disperso; o lipideo fundido é
dispersado em um tensoativo aquoso por homogeneizacdo de alta pressdo ou micro
emulsificagdo (MISHRA; PATEL; TIWARI, 2010). J& os carreadores lipidicos
nanoestruturados sdo produzidos a partir de uma mistura controlada de lipidios sélidos com
lipidios liquidos, levando a nanoestruturas com propriedades de incorporacdo e liberagcdo de
farmaco melhoradas (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002).

Os lipossomas sdo nanovesiculas compostas de bicamadas de fosfolipidos que cercam
um compartimento aquoso, permitindo o encapsulamento tanto de farmacos lipofilicos como
hidrofilicos (ELQOY et al., 2014).

3.5.1 Nanocapsulas poliméricas

As nanocépsulas se caracterizam como vesiculas constituidas por um fino involucro de
polimero biodegradavel disposto ao redor de um nucleo, geralmente oleoso, onde o farmaco
pode estar dissolvido neste nucleo (Figura 4A), dai a definicdo de sistema reservatério, e/ou
adsorvido a parede polimérica (Figura 4B) (SCHAFFAZICK et al., 2003; SCHMALTZ;
SANTOS; GUTERRES, 2005).

Figura 4 - Representacdo esquematica das nanocapsulas. A) Farmaco dissolvido no nicleo

oleoso; B) Farmaco adsorvido a parede polimérica.

A) B)

Involucro polimérico

Farmaco

Nicleo oleoso

Fonte: Autores.

Esta nanoestrutura se destaca por carrear e distribuir substancias ativas de maneira
diferenciada, oferecendo vantagens as formulacdes farmacéuticas, relacionadas a presenca do

involucro polimérico, dentre as quais cabe salientar: protecdo de substancias frente a
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volatilizacdo (FLORES et al., 2011) e a fotodegradacdo ( MOTTA, 2016); diminuicdo do
potencial de irritacdo de farmacos (SAVIAN et al., 2015; WEBER, 2015; FLORES et al.,
2017); promocéo de liberacdo gradual e controlada de substancias ativas (FONTANA et al.,
2011; KATZER et al., 2014); direcionamento da retencdo de fdrmacos no estrato cérneo,
epiderme e derme (ALVES et al., 2007; DETONI et al., 2012); aumento da mucoadesao
(CHAVES et al., 2017; LIMA et al., 2017).

A escolha do polimero deve ser considerada quando na composi¢do das nanocépsulas,
uma vez que ele deve ser biodegradavel para maximizar a compatibilidade com os tecidos e
minimizar a toxicidade, além de proporcionar maxima eficiéncia de encapsulamento do
farmaco (KUMARI; YADAYV, S. K; YADAV, S. C, 2010; MISHRA; PATEL; TIWARI, 2010).
Os polimeros mais empregados para compor as nanoparticulas sdo os polimeros sintéticos
poli(acido latico) (PLA), poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA), poli(e-caprolactona)
(PCL); copolimeros derivados de ésteres de acido acrilico e metacrilico (Eudragits®), além dos
polimeros de origem natural (quitosana, alginato, gelatina e albumina) e dos copolimeros:
poli(latico)-poli(etilenoglicol) (PLA-PEG), poli(latico-co-glicdico)-poli(etilenoglicol) (PLGA-
PEG) (VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009). Dentre eles, a PCL é comumente empregada; sua
degradacdo ocorre pela hidrélise das ligacdes éster em condicdes fisioldgicas e, por isso,
destaca-se quanto ao seu emprego em sistemas de liberacdo de farmacos. Além disso, por ser
um polimero semicristalino, a sua degradacéo é mais lenta em comparagdo com os poliésteres
amorfos, como 0 PLA e 0 PLGA (SCHMALTZ; SANTOS; GUTERRES, 2005; GUTERRES;
ALVES; POHLMANN, 2007; KUMARI; YADAV, S. C; YADAYV, S. C, 2010).

Os métodos de preparacdo das nanocapsulas convergem para a obtencéo de suspensoes
coloidais aquosas (SCHMALTZ; SANTOS; GUTERRES, 2005). Dentre os métodos mais
usuais, a tecnica de polimerizacdo interfacial consiste na adicdo de uma fase organica
constituida por monémeros dispersos (cianoacrilato de alquila), o farmaco, um solvente
organico, um tensoativo (opcional) e o 6leo em uma fase aquosa composta por dgua e um
tensoativo, sob agitacdo, ocorrendo a formacéo das nanocapsulas pela polimerizagéo in situ. O
solvente e 0 excesso de agua sdo evaporados a pressdo reduzida (GUTERRES; ALVES;
POHLMANN, 2007). O método de deposicdo interfacial do polimero pré-formado difere do
primeiro pela presenca do polimero na fase orgénica ao invés dos mondmeros; neste caso, a
formacéo das nanocapsulas se da pela precipitacdo do polimero (FESSI et al., 1989). Na técnica
de emulsificacdo-difusdo do solvente, uma emulsdo O/A € preparada com a fase organica

contendo o farmaco, o polimero, o éleo e um solvente organico. Esta € homogeneizada em alta
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velocidade (ultra-turrax) com a fase aquosa constituida por agua e um tensoativo. Neste
processo adiciona-se agua para induzir a difusdo do solvente e a formacao das nanoparticulas
(MISHRA; PATEL,; TIWARI, 2010).

Estudos envolvendo a entrega de substancias lipofilicas pela via topica, especialmente
antifangicos imidazélicos, tém evidenciado que as nanocapsulas podem ser uma alternativa
promissora frente a problematica que envolve o tratamento topico de doencas causadas por
fungos. Em 2013, Flores e colaboradores evidenciaram a superioridade de nanocapsulas de 6leo
essencial de Melaleuca alternifolia, frente a nanoemulsdes e emulsdes grosseiras do ativo, em
modelos in vitro de infeccdo por T. rubrum simulados em fragmentos de unhas humanas. As
nanocapsulas foram mais eficientes na reducao do crescimento do fungo e preveniram as unhas
da infeccdo causada pelo dermatofito nas condi¢bes simuladas in vitro.

No mesmo ano, Santos e colaboradores (2013) desenvolveram nanocapsulas de
Eudragit® RS100 contendo o derivado imidazdlico clotrimazol as quais foram capazes de
prolongar a liberacdo do farmaco, protegé-lo frente a fotodegradacéo induzida por radiacdo UV
e manter a sua atividade frente a cepas de C. albicans e C. glabrata sensiveis e resistentes ao
fluconazol.

No presente ano, Lima e colaboradores (2017) desenvolveram hidrogéis a partir das
nanocapsulas de clotrimazol previamente desenvolvidas por Santos (2013) com a associacao
inovadora de dois polimeros bioadesivos: Pemulen® TR1 e Pullulan. O ensaio in vitro de
permeacédo/penetracdo em mucosa vaginal de vaca mostrou que o hidrogel contando os
nanocarreadores permaneceu aderido a superficie da mucosa vaginal, sendo uma alternativa
promissora para o tratamento da candidiase vulvovaginal.

Em 2016, Chiu e colaboradores avaliaram o comportamento de nanoparticulas de PCL
apos a sua aplicacdo em unhas previamente submetidas ao microagulhamento. Inicialmente, foi
incorporado um marcador fluorescente as nanoparticulas e, por meio de microscopia confocal
de varredura a laser foi possivel visualizar a disposi¢ao das nanoestruturas nos poros formados
pelo microagulhamento. Em uma segunda bateria de testes, foram utilizadas microscopias de
dispersdo de fluorescéncia e estimulagdo Raman em combinacdo para investigar o destino das
nanoparticulas marcadas fluorescentemente e associadas a um ativo lipofilico. Os resultados
mostraram que 0s poros criados forneceram locais de seqliestro para as nanoparticulas, a partir
das quais o composto lipofilico foi liberado ao longo de varios dias, e permitiram a ocorréncia
de uma difusdo lateral do ativo mais rapidamente nas regides mais profundas da unha. Ao

mesmo tempo, em contraste, nenhum movimento das nanoparticulas foi percebido,
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demonstrando que estas podem funcionar como reservatorios para compostos lipofilicos e

manter sua liberacdo local sustentada.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

O tioconazol foi adquirido na Pharma Nostra (Sdo Paulo, Brasil). Os promotores N-
acetil-L-cisteina (NAC) e ureia foram obtidos da Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brasil) e da Nova
Quimica do Sul (Porto Alegre, Brasil), respectivamente. O polimero poli(€-caprolactona) (PCL,
Mn= 70,000-90,000) e o monooleato de sorbitano (Span® 80) foram, também, obtidos da
Sigma-Aldrich (S&o Paulo, Brasil). O 6leo, triglicerideos de cadeia média (TCM), foi adquirido
da Delaware (Porto Alegre, Brasil) e o polissorbato 80 (Tween® 80) da Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil). A acetona foi obtida da Quimica Moderna (Sdo Paulo, Brasil); o metanol grau
cromatografico e a solucdo de hidroxido de aménio (28-30%) que compunham a fase movel
foram adquiridos da Tedia (Rio de Janeiro, Brasil) e da Sigma-Aldrich (S&o Paulo, Brasil),
respectivamente. A &gua ultrapura foi purificada no aparelho MegaPurity Mega UP (Rio de
Janeiro, Brasil). As cepas de C. albicans (isolado clinico) e T. rubrum foram doadas pelo
Laboratorio de Pesquisas Micoldgicas (LAPEMI) da Universidade Federal de Santa Maria
(Brasil) em colaboragdo do Professor Sydney Hartz Alves. Todos 0s demais reagentes possuiam

grau analitico ou farmacéutico.

4.1.1 Amostras de unha

Fragmentos de unha saudaveis dos dedos das maos, medindo de 6 a 8 mm de
comprimento, foram obtidos de doadores do sexo feminino sob o consentimento informado e
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Santa Maria (parecer
n° 901.451). Apds a coleta, as unhas foram lavadas com agua ultrapura e congeladas a -20°C
até a sua utilizacdo. Os fragmentos foram imersos em agua ultrapura 30 minutos antes da

realizacéo do ensaio de permeacao.

4.2 METODOS

4.2.1 Preparacao das suspensdes de nanocapsulas

Neste trabalho, os promotores de permeacdo ungueal NAc e ureia foram incorporados

as suspensodes de nanocapsulas poliméricas. A preparacdo desses sistemas foi feita em triplicata
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pelo método de deposicao interfacial de polimero pré-formado (FESSI et al., 1989) da seguinte
forma: a fase orgéanica contendo o polimero (PCL — 0,25 g), o farmaco (0,025 g), TCM (0,4 g),
Span® 80 (0,1925 g) e acetona (67 mL) foi aquecida durante uma hora, & temperatura de 40 °C,
sob agitacdo magnética, para a solubilizacdo dos componentes. Apos, esta foi adicionada a uma
fase aquosa composta por Tween® 80 (0,1925 g) e agua ultrapura (134 mL), mantida sob
agitacdo moderada. A agitacdo foi mantida por 10 minutos e, em seguida, a formulacdo foi
levada ao evaporador rotatério para a eliminacdo do solvente organico. Apos, uma aliquota de
uma solucéo aquosa contendo NAc (2,5%, p/v — pH 5,0 ajustado com solucéo de hidroxido de
sodio 1 M) ou ureia (25%, p/v) foi adicionada as suspens@es e o volume final (25 mL) foi
ajustado com agua ultrapura para se obter uma concentracao de 0,5 %, p/v de NAc ou 5% p/v
de ureia. A concentracdo de tioconazol para ambas foi Img/mL. As formulac¢6es contendo NAc
foram denominadas TIO-NC-NAc e as que continham ureia, TIO-NC-U. Para fins de
comparacao, formulacbes sem farmaco (NC-NAc e NC-U) também foram preparadas e
avaliadas.

4.2.2 Caracterizacao fisico-quimica das suspensdes e estudo de estabilidade

Inicialmente, foi realizado um estudo de pré-formulacéo a fim de otimizar a associacdo
dos promotores de permeacdo as suspensdes de nanocapsulas e a concentracdo dos mesmos a
ser empregada nas formulacdes. Apés a preparacdo, as suspensdes foram acondicionadas em
frascos ambar e armazenadas a temperatura ambiente. As suspensdes foram avaliadas com
relacdo as suas caracteristicas organolépticas (cor, odor e aspecto) e as suas propriedades fisico-
quimicas no que se refere: pH, perfil granulométrico e tamanho medio das particulas, indice de

polidispersdo, potencial zeta, teor de farmaco e eficiéncia de encapsulamento.

4.2.2.1 Determinagéo do pH

O pH foi verificado diretamente nas suspensées (n = 3) por meio de um potencidmetro

(Seven Easy, Metler Toledo, Brasil) previamente calibrado com solug¢des tampdao pH 4,0 e 7,0.
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4.2.2.2 Determinacdo do perfil granulométrico

Para descartar a presenca simultanea de particulas de tamanho micrométrico, o perfil
granulométrico das suspensdes foi avaliado (n = 3) por difracéo a laser (Mastersizer® 3000E,
Malvern Instruments, UK). Para as analises, as amostras foram dispersas em agua (indice de
refracéo 1,33) com agitagdo de 1750 rpm. Os resultados foram determinados com base na teoria

de difusdo da luz de Mie, empregando-se o indice de refracdo da PCL (1,590).

4.2.2.3 Determinacdo do tamanho das particulas e do indice de polidisperséo (PDI)

O diametro médio das particulas e o PDI foram determinados pela técnica de
espectroscopia de correlacdo de fotons (Zetasizer® Nano ZS, Malvern Instruments, UK) apds

diluicdo de uma aliquota das amostras em agua UP, na proporcao de 1:500 (v/v) (n = 3).

4.2.2.4 Determinacao do potencial zeta

O potencial zeta foi determinado por mobilidade eletroforética (Zetasizer® Nano ZS,
Malvern Instruments, UK) apdés diluicdo das suspensdes em solucdo de NaCl 10 mM (1:500,
v/iv) (n =3).

4.2.2.5 Determinacao do teor de farmaco

O teor de tioconazol foi determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), de acordo com metodologia previamente validada (HARTER et al., 2014). As analises
foram realizadas em um cromatégrafo Shimadzu LC-20A (Kyoto, Japdo), equipado com bomba
LC-20AT, detector de arranjo de diodos (PDA) SPD-M20A e sistema controlador CBM-20A.
Como fase estacionaria empregou-se uma coluna Gemini® Cis (150 x 4,6 mm, 5 pm,
Phenomenex, USA), associada a uma pré-coluna Cis (4,0 x 3,0 mm, 5 um, Phenomenex, USA).
A fase moével foi composta de metanol:adgua:NH4OH (80:20:0,18 - v/v), vazdo de 1,0 mL/min
e comprimento de onda de 219 nm. Para as analises, 400 uL de cada formulacao (TIO-NC-U e
TIO-NC-NACc) foram diluidos em 20 mL metanol para obter a concentracdo de trabalho de 20
pug/mL de tioconazol e, para a extracdo do farmaco, as amostras foram submetidas a
ultrassonicacdo por 30 minutos. Apo6s, as amostras foram filtradas em filtro quantitativo (0,45

um) e injetadas no cromatografo (20 uL) (n = 3).
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4.2.2.6 Determinacéao da eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento foi determinada pela técnica de ultrafiltragdo-
centrifugacdo. Para tal, uma aliquota de 400 pL das suspensdes (TIO-NC-U e TIO-NC-NAc)
foram pipetados em um dispositivo de filtragdo (Ultrafree®-MC 10.000 MW Ultra, Merck
Millipore, Bedford, EUA) e este submetido a centrifugacdo (microcentrifuga SL-5AM, Spinlab,
Ribeirdo Preto, Brasil) por 10 minutos, a 2200 xG. A concentracdo de farmaco presente no
ultrafiltrado foi analisada por CLAE e a eficiéncia de encapsulamento foi calculada pela
diferenca entre a concentracdo total de farmaco e a concentracdo obtida no ultrafiltrado

(concentragéo livre).

4.2.3 Estudo de estabilidade frente ao armazenamento

Afim de avaliar a estabilidade das formulagdes, pardmetros fisico-quimicos das
suspensdes de nanocapsulas (pH, tamanho de particula, PDI, potencial zeta e teor) foram
monitorados por um periodo de 15 dias para as formulaces contendo N-acetil-L-cisteina (NC-
NAc e TIO-NC-NAC) e, durante 120 dias, para as que continham ureia (NC-U e TIO-NC-U),

em intervalos de tempo pré-determinados.

4.2.4 Estudo de liberacéo in vitro do farmaco a partir das nanocépsulas

O perfil de liberacdo do tioconazol a partir das nanocapsulas (n = 3) foi avaliado pela
técnica de difusdo em sacos de didlise (MWCO = 12,000 a 14,000 Da, Sigma-Aldrich
Corporation, MO, USA). O meio de liberacdo empregado foi etanol:dgua (30:70, v/v),
obedecendo a condig¢do de ndo saturacdo (condicdo Sink). O experimento foi conduzido nas
seguintes condicbes: 1,5 mL de cada formulagcdo (TIO-NC-NAc e TIO-NC-U) foram
introduzidos no saco de dialise e este foi imerso em 200 mL de meio de liberacdo, a uma
temperatura de 32 °C, sob agitacdo constante, por um periodo de 72h. Para comparacgdo, uma
solucdo metanolica contendo o farmaco livre (1,0 mg/mL) foi, também, avaliada sob as mesmas
condic¢des. Em tempos pré-determinados (0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 34, 48 e 72 h), aliquotas de
meio receptor foram coletadas e analisadas por CLAE conforme metodologia previamente
validada (RIBEIRO et al., 2016). A cada coleta, a mesma quantidade foi imediatamente reposta
por meio fresco. Os perfis de liberacdo in vitro do farmaco a partir das formulages foram

analisados por modelagem matematica (MicroMath Scientist® para Windows™), empregando-
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se 0s seguintes modelos: ordem zero, monoexponencial, biexponencial e Lei das Poténcias. O
modelo escolhido para melhor representar o perfil de liberacdo in vitro do tioconazol foi
selecionado com base no melhor coeficiente de correlacdo (r), maior critério de selecdo do

modelo (MSC) e melhor ajuste gréafico.

4.2.5 Estudo de permeacéao ungueal in vitro

Com o objetivo de avaliar o efeito dos promotores na permeacédo ungueal do tioconazol
a partir das formulagdes desenvolvidas, o estudo foi conduzido com fragmentos de unhas
humanas, conforme metodologia realizada por Flores (2016). As unhas foram colocadas em um
adaptador (area de difusio de 0,2 cm?) com sua parte ventral voltada para o compartimento
receptor e a parte dorsal para o compartimento doador (Figura 5A). Os adaptadores, por sua
vez, foram fixados entre os compartimentos doador e receptor de células in line (figura 5B). O
meio receptor foi preenchido com 0,5 mL de meio de liberacéo (tampéo fosfato pH 7,4 + 0,5%
de Tween® 80). Uma aliquota de 0,3 mL de cada formulacio (TIO-NC-NAc e TIO-NC-U) foi
aplicada (n=3) no compartimento doador. Os aparatos foram incubados a 32 °C por 7 dias. As
formulacgdes foram reaplicadas, uma vez ao dia, durante 7 dias. Antes de cada reaplicagéo, o
excesso das suspensdes foi cuidadosamente removido com agua ultrapura e hastes de algodé&o.
Para comparacdo, solucdes contendo o farmaco livre e o promotor de permeacdo (TIO-S-NAc
e TIO-S-U) foram, também avaliadas. O meio receptor foi coletado (0,5 mL), diariamente,

durante 7 dias e analisado por CLAE. A mesma quantidade foi reposta por meio fresco.

Figura 5 - Aparatos utilizados no estudo de permeagdo. A) Fragmento de unha no adaptador;
B) Adaptador posicionado na célula in line.
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4.2.5.1 Avaliacao da quantidade de tioconazol retido na placa ungueal

Ao final dos 7 dias de incubacéo, os fragmentos de unha foram retirados dos adaptadores
e secos com papel absorvente. A area de difusdo da unha, a qual foi exposta as formulacoes
durante o estudo foi cortada em fragmentos menores e estes imersos em 2 mL de uma solucéo
de metanol:agua (80:20 v/v) mantida sob agitacdo por 7 dias para promover a extracdo do
farmaco retido na placa ungueal. A quantidade de tioconazol retida foi quantificada por CLAE.

O percentual de farmaco recuperado (TIOR%) foi calculado considerando-se a
quantidade total de farmaco aplicada em sete dias (TIOA7) e o total de farmaco quantificado
na unha (T10) conforme a Equagéo 1:

TIOR% = T10 x 100 (1)
TIOA7

4.2.6 Andlise morfoldgica da placa ungueal ap6s o tratamento com as formulagdes

Com o objetivo de avaliar possiveis alteracdes estruturais na superficie da placa ungueal
apos aplicacdo das suspensbes de nanocapsulas, fragmentos de unhas foram imersos nas
formulacbes (TIO-NC-U e TIO-NC-NACc) e mantidos em contato com as mesmas durante 7
dias, a 32 °C. Passado este periodo, as unhas foram retiradas da imerséo e, apos estarem secas,
foram fixadas em stubs de aluminio com o auxilio de fita de carbono dupla-face e analisadas
por microscopia eletronica de varredura (MEV) (Sigma 300 VP, Carl Zeiss, Inglaterra). Como

controle, fragmentos de unha saudaveis sem tratamento foram, também, analisados.

4.2.7 Avaliacéo da atividade antifungica in vitro do farmaco a partir das nanocapsulas

A avaliacdo da atividade antifungica foi realizada pelo método microbiolégico de
difusdo em agar com pocinhos (FB 5, 2010). O microrganismo empregado foi a levedura
Candida albicans ATCC 24433, cultivada em agar Sabouraud-dextrose 4% (SAD), por 48 h, a
temperatura de 25 £ 2 °C (tubo inclinado). O inéculo a 1% (v/v) foi preparado a partir da
suspensdo da levedura em solucéo salina estéril, cuja concentracao foi padronizada em 25 + 2%
de transmitancia, lida em espectrofotémetro (Pré-Anélise, modelo UV-1800 PC, Porto Alegre,
Brasil), a 580 nm, o que corresponde a 7,0 x 10* UFC/mL aproximadamente. Uma aliquota das

nanocapsulas (TIO-NC-NAc e TIO-NC-U) foi diluida em &gua ultrapura estéril afim de obter
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uma concentragéo de 4,0 pg/mL de tioconazol. Para comparacao, solugdes do farmaco contendo
(TIO-S-NAc e TIO-S-U) ou ndo (TIO-S) os promotores foram empregadas, na mesma
concentracdo. Adicionalmente, nanocapsulas sem o farmaco (NC-NAc e NC-U) e a mistura de
solventes (metanol e &gua) utilizada na preparacdo das solucdes do farmaco livre foram,
também, analisadas para descartar a interferéncia dos excipientes no ensaio. Para cada amostra
foram utilizados grupos de seis placas de Petri, as quais continham 20 mL de meio SAD como
camada base e 5 mL de in6culo. Apds a solidificacao, orificios (9,5 mm de diametro) foram
feitos e, nestes, 100 puL das amostras foram pipetados, individualmente. As placas foram
incubadas em estufa, a temperatura de 25 + 5 °C, por 48 h. Apds este periodo, o diametro dos
halos de inibicdo foi determinado (mm) com o auxilio de paquimetro digital (Paquimetro
Digital Mitutoyo® 150 mm/6 CD-6).

4.2.8 Andlise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em triplicata, exceto o ensaio microbioldgico,
realizado em sextuplicata, e expressos como media £ DP (desvio padrdo). Os dados foram
analisados por Analise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida do Teste de Tukey, em
nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS SUSPENSOES COLOIDAIS

No estudo de pré-formulagéo, testou-se, primeiramente, a incorporacdo dos promotores
diretamente na fase aquosa. No entanto, as suspensdes tornaram-se visivelmente mais viscosas
e, alem disso, a analise por difracdo a laser demonstrou a presenca de microparticulas. Logo,
optou-se por preparar solugdes aquosas dos promotores e adiciona-las as suspensdes apos a
evaporacdo do solvente em rotaevaporador. Com base na literatura, a concentracdo de ureia
testada inicialmente foi de 5% (p/v), a qual permitiu caracteristicas fisico-quimicas satisfatorias
as formulac@es. Ja para a N-acetil-L-cisteina, foram testadas as concentracdes de 0,5, 1 e 2%
(p/v), optando-se pela menor. Porém, mesmo em baixa concentracdo, esta substancia conferiu
as formulacdes um pH em torno de 2, valor este incompativel com a caracteristica basica do
tioconazol. Assim, a solugdo de N-acetil-L-cisteina passou a ter o pH ajustado para 5, com base
no ponto isoelétrico das unhas que é de 4 a5 (MURTHY; MAIBACH, 2013).

Apos a preparacao, as suspensdes se mostraram macroscopicamente homogéneas, com
aspecto branco leitoso e reflexo azulado (efeito Tyndall), decorrente do movimento Browniano
das particulas coloidais em suspensdo (SCHAFFAZICK et al., 2003). Os parametros fisico-

quimicos obtidos estdo expressos na Tabela 1.

Tabela 1 - Pardmetros fisico-quimicos das nanocapsulas poliméricas contendo tioconazol (T10-
NC-NACc e TIO-U-NC, 1 mg/mL) e das nanocépsulas sem o farmaco (NC-NAc e NC-U) (n=3,
média + desvio padrao)

Formulacgéo pH Tamanho PDI PZ (mV) (ng(;ger)

() EE (%)

TIO-NC-NAc  5,21+0,03  187+1 0,10+0,01 -11,2+0,6 0,97+0,3 99+1,1

NC-NAc 5,29+0,06  186+1 0,08+0,05 -14,1+0,7 - -
TIO-NC-U 7,01+0,02  191+2 0,09+0,02 -7,5%+1,0 0,99+0,8 100+0,4
NC-U 6,95+0,06  189+3 0,09+0,01 -11,9+1,0 - -

PDI: indice de polidisperséo; PZ: potencial zeta; EE: eficiéncia de encapsulamento.

As nanocépsulas apresentaram tamanho médio de particula na faixa nanométrica (186

—191 nm) e indice de polidisperséo <0,1, o que indica adequada uniformidade de tamanho das
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particulas do sistema. Tais resultados corroboram com trabalhos anteriores de nosso grupo de
pesquisa para 0 mesmo tipo de particula contendo tioconazol (COSSETIN, 2015; RIBEIRO et
al., 2016). Além disso, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre o tamanho das
nanocapsulas contendo tioconazol (TIO-NC-NAc e TIO-NC-U) e suas respectivas
nanocépsulas brancas (NC-NAc e NC-U), indicando que a presenc¢a do farmaco néo influenciou
neste parametro, assim como ja relatado por outros autores (SAVIAN et al., 2015; MOTTA,
2016). Adicionalmente, se pdde verificar que o tipo de promotor de permeacdo presente nas
suspensdes nao exerceu influéncia no tamanho das particulas (p>0,05).

A distribuicdo granulométrica foi, também, avaliada pela técnica de difracéo a laser,
adequada para detectar a presenca de microparticulas no sistema. Os resultados obtidos por esta
técnica confirmam os encontrados por espectroscopia de correlacdo de fotons (Figura 6). As
amostras demonstraram uma distribuicdo nanométrica, com pico unimodal, sem a presenca de
microparticulas (Figura 7) e valores de Span préximos a unidade (0,999 para TIO-NC-NAc e
0,975 para TIO-NC-U), indicando adequada homogeneidade do sistema. Os valores de D [4;3]
(diametro médio em volume) foram 0,862 e 0,799 um para TIO-NC-NAc e TIO-NC-U,

respectivamente.

Figura 6 — Distribuicdo do tamanho de particula das nanocapsulas poliméricas contendo ou néo
tioconazol, pela técnica de espectroscopia de correlacdo de fotons. NC-NAc (A), TIO-NC-NAc
(B), NC-U (C) e TIO-NC-U (D).
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Figura 7 — Distribuicdo granulométrica das nanocapsulas poliméricas contendo tioconazol (1
mg/mL) pela técnica de difracdo a laser. TIO-NC-NAc (A), TIO-NC-U (B).
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A distribuicdo do potencial zeta esta representada na figura 8. As amostras apresentaram
valores negativos (-7,5 a -11,9 mV) devido a presenca de grupos carboxilicos terminais na
estrutura quimica da PCL. A incorporacéo do tioconazol nos sistemas nanoestruturados reduziu

0 potencial zeta (p<0,05), corroborando com os resultados obtidos por Héarter (2013).
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Figura 8 — Distribuicdo do potencial zeta das nanocapsulas poliméricas com (1mg/mL) ou sem
tioconazol, determinado por mobilidade eletroforética. NC-NAc (A), TIO-NC-NAc (B), NC-U
(C) e TIO-NC-U (D).
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Quanto ao pH, as suspensGes contendo ureia apresentaram valores proximos a
neutralidade devido as caracteristicas dos componentes das formulacdes. As suspensdes
contendo NAc apresentaram valores em torno de 5 devido ao pH da solucdo de NAc que foi
adicionada as mesmas. Vale ressaltar que testes preliminares apontaram que o pH da solucgéo
de NAc, cujo valor era de, aproximadamente, 2, predominava quando esta era adicionada as
suspensdes de nanocapsulas e, por isso, optou-se por um ajuste no pH dessa solucdo para 5,
evitando, assim, uma possivel mudanca drastica na ionizacdo do tioconazol, uma vez que ele
se trata de uma base fraca (pKa = 6,5) (HARTER et al., 2014).

A eficiéncia de encapsulamento foi proxima a 100% para ambas as formulagdes (p>
0,05). No que se refere ao teor de farmaco, ambas as nanocapsulas apresentaram valores
préximos ao tedrico (1 mg/mL), sendo o teor das TIO-NC-NAc discretamente menor (97%) do
gue as nanocapsulas de ureia (99%) (p<0,05), demonstrando que o tipo de promotor de
permeacdo empregado ndo influenciou consideravelmente na concentragéo do tioconazol. Cabe
salientar que para a quantificacdo do tioconazol, a especificidade do método analitico foi
avaliada e 0 mesmo se mostrou especifico para ambas as suspensdes de nanocapsulas, uma vez
que ndo houve interferéncia dos promotores e dos excipientes no pico cromatografico. Além
disso, 0 método se mostrou preciso e os valores de DPR% obtidos foram 0,21% e 0,79% para
TIO-NC-U e TIO-NC-NAc, respectivamente).
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5.2 ESTUDO DE ESTABILIDADE FRENTE AO ARMAZENAMENTO

As suspensdes de nanocapsulas foram acondicionadas em frascos &mbar e armazenadas
a temperatura ambiente, e avaliadas durante 120 dias para as formulagdes que continham ureia
(TIO-NC-U e NC-U) e por 15 dias para TIO-NC-NAc e NC-NAc. Ambas mantiveram suas
caracteristicas macroscopicas iniciais, sem a presenca de precipitados ou mudanca de cor. As
suspensdes contendo NAc apresentavam um cheiro caracteristico de enxofre que se tornava
mais acentuado ao longo do tempo de armazenamento.

O tamanho médio das particulas (Figura 9) se manteve estavel para ambas as
formulacGes de ureia (p>0,05) ao longo dos 120 dias; contudo, houve uma diferenca (p<0,05)
para formulacdes de NAc. Em 15 dias de armazenamento, o tamanho das NC-NAc sofreram
um pequeno aumento: de 186 para 190 nm, enquanto que TIO-NC-NAc variou de 187 para 189
nm em 7 dias, mantendo-se estavel por 15 dias. O indice de polidispersdo (Figura 10) nédo
apresentou diferenca significativa (p>0,05) para ambas formulaces durante o periodo em que

foram armazenadas, indicando a manutencdo da homogeneidade do sistema.

Figura 9 — Tamanho médio das particulas das nanocapsulas contendo tioconazol (1 mg/mL)
(TIO-NC-NACc e TIO-NC-U) e das nanocapsulas brancas (NC-NAc e NC-U) no estudo de
estabilidade. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 10 — indice de polidispersdo das nanocépsulas contendo tioconazol (1 mg/mL) (TIO-
NC-NAc e TIO-NC-U) e sem o farmaco (NC-NAc e NC-U) determinado no estudo de
estabilidade.
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Referente ao potencial zeta (Figura 11), houve um aumento (p<0,05) em médulo para
as nanocépsulas brancas de NAc (NC-NAc) em 7 dias de armazenamento, 0 qual se manteve
estavel até o 15° dia (de -14,1 para -21,2 mV). Um aumento também foi observado para as
nanocapsulas contendo tioconazol (TIO-NC-NACc) no 7° dia de armazenamento, mantendo-se
estavel até 15 dias (de -11,2 para -15,7 mV). As nanocapsulas brancas contendo ureia (NC-U)
apresentaram um aumento (p<0,05) em 60 e em 90 dias de armazenamento, contudo, em 120
dias, houve uma diminuicao, sendo o valor obtido semelhante (p>0,05) ao tempo zero (de -11,9
para-11,2 mV); ja as formulag¢6es contendo ureia e tioconazol (TIO-NC-U) mantiveram estavel

0 potencial zeta durante os 120 dias de armazenamento, com um valor final de -6,7 mV.
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Figura 11 — Potencial zeta das nanocapsulas de tioconazol (1 mg/mL) (TIO-NC-NAc e TIO-
NC-U) e das nanocapsulas brancas (NC-NAc e NC-U) determinado no estudo de estabilidade.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Quanto ao pH, ndo houve diferenca significativa para as nanocapsulas brancas de NAc
(NC-NAC); ja para as que continham o farmaco (TIO-NC-NAc), uma leve diferenca foi
observada em 7 dias (p< 0,05), permanecendo estavel até o 15° dia (de 5,21 para 5,23). As
nanocapsulas brancas de ureia sofreram um aumento gradativo no pH durante 90 dias de
armazenamento (p< 0,05) e, em 120 dias houve uma discreta diminuicao, sendo o valor final
de 8,35. Este aumento gradativo foi também observado até o tempo de 90 dias para as
nanocapsulas que continham o farmaco (TIO-NC-U) e, em 120 dias o valor de pH foi 8,3. De
acordo com esses resultados € possivel inferir que a presenca da NAc ndo exerceu influéncia
no pH das formulagdes, uma vez que ndo houve diferenca para as nanocapsulas brancas e 0s
valores referentes as nanocapsulas com farmaco, apesar de estatisticamente diferentes,
permaneceram muito proximos. Ainda, € possivel inferir que o aumento de pH observado para
as formulacgdes que continham ureia pode ser atribuido a presenca deste promotor, visto que
tanto as nanocépsulas brancas quanto as que continham o tioconazol sofreram tal aumento,

ambas com um valor final de pH em torno de 8,3.
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Figura 12 — pH das formulac@es contendo tioconazol (1 mg/mL) (TIO-NC-NAc e TIO-NC-U)
e sem o farmaco (NC-NAc e NC-U) determinado no estudo de estabilidade. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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No que se refere ao teor de tioconazol (Figura 13), as amostras contendo ureia se
mantiveram estaveis (p>0,05) durante os 120 de analise. No entanto, as formulacGes que
continham NAc apresentaram um decréscimo no teor de farmaco (p< 0,05): em 7 dias de
armazenamento, o teor diminuiu de 97% para 92% e, em 15 dias, diminuiu para 88%. Nao
foram encontrados dados na literatura envolvendo a estabilidade de formulagdes contendo NAc
junto a outros farmacos. Neste sentido, novos estudos envolvendo a estabilidade da formulacéo

desenvolvida neste trabalho se fazem necessarias.
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Figura 13 — Teor de tioconazol determinado por CLAE a partir das nanocapsulas (TIO-NC-
NAc e TIO-NC-U) durante o estudo de estabilidade. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica (p<0,05).
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5.3 ESTUDO DE LIBERACAO IN VITRO DO FARMACO A PARTIR DAS
NANOCAPSULAS

O estudo de liberacdo in vitro foi realizado pelo método de difusdo em sacos de diélise,
usual para avaliar a cinética de liberacdo de farmacos a partir de sistemas nanoestruturados
(SILVA et al., 2012; SANTOS et al., 2014; VIEIRA et al., 2016; FLORES et al., 2017; YAO
etal., 2017). O perfil de liberacdo do tioconazol a partir das formulacdes teste esta representado

na figura 14.
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Figura 14 — Perfil de liberacdo in vitro do tioconazol a partir das nanocapsulas poliméricas
(TIO-NC-NACc e TIO-NC-U) e da solugdo metanolica (T10-S) em sacos de dialise.
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Na primeira coleta (1 hora), uma discreta diferenca (p<0,05) foi observada: as
suspensdes contendo ureia (TIO-NC-U) liberaram 1% do farmaco, enquanto as que continham
N-acetil-L-cisteina (TIO-NC-NAc), 1,5%. Nos tempos 2, 4, 6 e 8 h ndo houve diferenca
(p>0,05) entre as nanocapsulas; ja em 10 h de experimento, as formulacGes contendo ureia
liberaram 18% de tioconazol, enquanto as que continham NAc, 26% (p<0,05). Em 24 h, ambas
as formulacGes liberaram em torno de 30% do farmaco (p>0,05); nos tempos 34, 48 e 58 h, 0
percentual de liberacdo do tioconazol foi, respectivamente, de 46, 51 e 52% (T10-NC-U) e 34,
38 e 47% (TIO-NC-NAC) (p<0,05). No entanto, ao final do experimento (72 h), a concentracédo
de tioconazol liberada pelas nanoestruturas praticamente se igualou (55%) (p>0,05). Além
disso, ficou evidente o controle da liberacdo por parte das nanocédpsulas quando comparadas a
solucéo do farmaco livre, corroborando com a elevada taxa de eficiéncia de encapsulamento do
farmaco obtida para as nanoestruturas. Em 6 h de experimento, praticamente 100% do farmaco
foi liberado a partir de TI10-S, enquanto TIO-NC-NAc e TIO-NC-U haviam liberado apenas
8% e 10%, respectivamente.

No que se refere & modelagem matematica do perfil de liberacdo do tioconazol, as
formulacBes apresentaram cinética de liberacdo de primeira ordem, seguindo o modelo
monoexponencial (TIO-NC-U: r= 0,984; MSC= 3,13 + 0,12; k= 0,014 + 0,001 h!; TIO-NC-
NAc: r= 0,968; MSC= 2,24 + 0,04; k= 0,012 + 0,012 hY). O modelo monoexponencial indica
que a liberacdo do farmaco ocorre em um Unico estagio, ou seja, ndo ha uma liberagdo inicial

mais rapida (efeito burst). Entretanto, para a soluc¢do do farmaco livre (T10-S), o0 modelo que
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melhor se adequou foi o de ordem zero (r= 0,99 + 0,00; MSC= 3,1 £ 0,20; k= 17,08 £ 0,28 h
D,

Com relagdo a meia-vida (t12), constatou-se que o farmaco quando em solugdo (T10-S)
apresentou uma difusdo mais rapida através da membrana de dialise (t12=2,93 + 0,05 h) quando
comparado a sua associa¢do as nanoestruturas (TIO-NC-U: t12=49,06 £ 2,15 h; TIO-NC-NAc:
te = 58,11 = 1,29 h) (p< 0,05), indicando, assim, um controle de liberagdo maior por parte das
formulacBes contendo NAc, apesar da quantidade de farmaco liberada ao final das 72 h de
experimento ter sido praticamente a mesma para ambas as formulacdes (55%) (p> 0,05).

O mecanismo de liberagdo do tioconazol a partir das formulagdes desenvolvidas foi
avaliado pelo modelo da lei das poténcias (Power Law), o qual avalia o mecanismo de liberagédo
de farmacos a partir de sistemas poliméricos, estabelecendo valores limites para o expoente de
liberacdo (n): n = 0,43 corresponde a difusdo Fickiana; 0,43 <n <0,85 indica transporte anémalo
e n > 0,85, transporte de caso Il (PEPPAS, 1985). Os valores obtidos foram 0,59 e 0,65 para
TIO-NC-NACc e TIO-NC-U, respectivamente, indicando que o mecanismo de liberago a partir
das nanocéapsulas se deu pelo transporte anémalo, ou seja, a liberacdo foi controlada pelo
relaxamento das cadeias do polimero seguido da difusdo do tioconazol. Este resultado corrobora
com o obtido por Weber e colaboradores (2015), o qual demonstrou o controle de liberagao in
vitro do dipropionato de betametasona por parte de nanocapsulas desenvolvidas com o emprego
do mesmo polimero (PCL), quando comparadas a solucdo do farmaco livre. Neste estudo, as
nanoestruturas liberaram o farmaco pelo mesmo mecanismo (transporte anémalo), seguindo,
também, um modelo monoexponencial. Neste sentido, cabe salientar a importancia da PCL nos
resultados obtidos, visto que a nanoencapsulacdo de farmacos utilizando este polimero tem
como vantagem o controle temporal e espacial da liberacdo e distribuicdo do farmaco de
maneira a proporcionar uma liberagéo prolongada e um aumento da concentragdo do mesmo

em células e tecidos especificos, respectivamente (POHLMANN et al., 2013).

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO DAS NANOCAPSULAS

A atividade antifingica das formulacdes foi avaliada frente a levedura Candida
albicans, reportada como uma das principais espécies do género Candida causadora de
onicomicose (FIGUEIREDO et al., 2007; AMEEN et al., 2014). O objetivo do ensaio foi
verificar se a incorporagdo do farmaco nas nanoestruturas, bem como a adi¢cdo dos promotores

de permeacdo ungueal, alterariam a sua atividade antifungica in vitro. Para tal, o diametro dos
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halos de inibicdo formados a partir da difusdo das amostras foi mensurado (Figura 17) para

posterior anélise comparativa das formulagdes.

Figura 17 - Diametro médio dos halos de inibicdo (mm) (n=6) determinados na avaliacdo da
atividade antifungica in vitro das suspensdes de nanocépsulas (TIO-NC-NAc e TIO-NC-U) e
das solucdes do farmaco livre contendo (T1O-S-NAc e TIO-S-U) ou ndo (T10-S) os promotores
de permeacdo ungueal.
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Os didmetros do halos de inibigdo variaram de 35 a 36 mm e ndo houve diferenca
significativa entre as solucdes do farmaco livre contendo os promotores (TIO-S-NAc e T1O-S-
U) frente a TIO-S (p>0,05), indicando que estes ndo interviram na atividade antifungica das
formulacGes. Além disso, ndo houve diferenca significativa entre as nanocapsulas e as solucdes
do farmaco com e sem os promotores, indicando que a vinculacdo do tioconazol as
nanoestruturas ndo interferiu em sua atividade. As nanocapsulas brancas e a mistura de metanol
e 4gua ndo apresentaram halos de inibicao.

O método de difusdo em agar com pocinhos tem sido empregado por nosso grupo de
pesquisa para avaliar a atividade de farmacos antifungicos incorporados a sistemas
nanoestruturados, especialmente o tioconazol. Em 2013, Harter avaliou a atividade do
tioconazol incorporado em nanoemulsdes e nanocapsulas poliméricas de TCM e 6leo de café
verde, frente a cepas de C. albicans, isolado clinico de C. albicans e C. glabrata. As
nanoestruturas mantiveram a atividade antifungica do farmaco entre 93,64 e 97,49% para todas
as especies, em comparag¢do com a solucdo do farmaco livre (100%), a qual obteve halos

levemente maiores. Cabe salientar que os nanocarreadores apresentaram maior agao contra as
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espécies de C. albicans. Em 2015, Paines e colaboradores avaliaram a atividade antifungica de
nanoemulsdes contendo clotrimazol e 6leo de melaleuca e constataram que as nanoestruturas
ndo interferiram na atividade antifungica do farmaco, uma vez que ndo houve diferenca
estatistica entre os halos de inibicdo formados pelas nanoemulsdes frente a solucdo do
clotrimazol ndo associado as nanoestruturas. No ano seguinte, Flores avaliou a atividade
antifungica de nanoparticulas lipidicas (mangosferas) de tioconazol e 6leo de melaleuca frente
a C. albicans. A atividade antifungica do farmaco livre foi significativamente maior, no entanto,
a atividade das nanoparticulas se manteve em 93% para as que continham o farmaco e o 6leo,
provavelmente pelo efeito sinérgico deste ativo, e em 84% para as que continham apenas o
tioconazol. Ainda, Ribeiro e colaboradores (2016) testaram a atividade antifingica de
nanoemulsdes e nanocéapsulas de tioconazol e de seus respectivos p6s submetidos a dois
métodos diferentes de secagem. Tanto as nanoemulsdes e suspensdes de nanocapsulas quanto
0s seus pds mantiveram a atividade antifungica quando em comparagdo com a solucdo do
farmaco livre. Esta apresentou um halo médio de inibicdo levemente maior do que aquelas, o
que pode ser justificado pelo fato de que, em solucdo, o farmaco encontra-se prontamente
disponivel para difundir no meio de cultura.

Logo, as formulagGes desenvolvidas neste trabalho se mostraram promissoras quanto a
manutencdo da atividade antiflngica in vitro, visto que os halos de inibicdo das mesmas foram

similares ao da solucédo de tioconazol em sua forma livre (ndo associado as nanoestruturas).

5.5 ESTUDO DE PERMEACAO UNGUEAL IN VITRO

Estudos envolvendo a combinagdo de promotores quimicos de permeagdo ungueal e
farmacos antifungicos em formulagbes para unhas sdo recorrentes na literatura
(HOOGDALEM et al., 1997; MALHOTRA; ZATZ et al., 2002; BARAN; COQUARD, 2005;
VEIJNOVIC; SIMMLER; BETZ, 2010; NOGUEIRAS-NIETO; DELGADO-CHARRO;
OTERO-ESPINAR, 2013), assim como os sistemas coloidais, 0os quais se tornaram alvo de
pesquisa para melhorar a penetracdo transungueal de farmacos (PANNU et al., 2009;
GHANNOUM et al., 2011; NAUMANN et al., 2014; CHIU et al., 2015; FLORES et al., 2017).
As formulacdes desenvolvidas neste trabalho apresentam uma associacdo inovadora de
promotores quimicos de permeacdo ungueal com nanocarreadores de farmacos para o
tratamento de onicomicoses.

O estudo de permeacéo in vitro foi conduzido com fragmentos de unhas humanas (placa

ungueal) com o auxilio de adaptadores e células in line, proprias para a coleta de pequenos
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volumes de meio receptor. Os aparatos foram mantidos a 32 °C por 7 dias e, durante este
periodo, as formulacBes (TIO-NC-NAc e TIO-NC-U) foram aplicadas diariamente, assim como
suas respectivas solugdes controle (T1O-S-NAc e TIO-S-U), e 0 meio receptor coletado e a
analisado por CLAE.

De posse dos resultados, foi possivel verificar que os promotores de penetracéo
presentes nas suspensdes coloidais possibilitaram a deteccdo do tioconazol no meio receptor de
forma crescente ao longo do experimento (Figura 15). Cabe salientar que a deteccao de farmaco
no meio receptor € um resultado inédito em meio aos estudos de permeacdo ungueal
encontrados na literatura.No primeiro dia de coleta, ndo houve deteccdo de farmaco no meio
receptor para as amostras contendo ureia (TIO-NC-U e T10-S-U), enquanto as que continham
NAc (TIO-NC-NAc e TIO-S-NAc) liberaram em torno de 2 pg/cm? de tioconazol (p>0,05). A
partir do segundo dia, foi possivel detectar o tioconazol no meio receptor em todas as amostras;
as nanocapsulas (T10-NC-U e TIO-NC-NAc) liberaram aproximadamente 4 pg/cm? (p>0,05)
e ndo houve diferenca significativa com relacdo a quantidade liberada por suas respectivas
solucdes (TIO-S-NAc e TIO-S-U). Ainda, no decorrer do experimento, uma liberacdo gradual
do tioconazol foi observada para todas as formulagdes, obtendo-se concentragdes entre 20 a 25
ug/cm?no Gltimo dia de experimento e diferencas no foram observadas entre as suspencoes de

nanocapsulas e as solucdes do farmaco (p>0,05).

Figura 15 - Teor de tioconazol detectado no meio receptor durante sete dias no estudo de
permeacédo ungueal in vitro em fragmentos de unhas humanas.
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A detecgdo de tioconazol no meio receptor é um resultado de suma importéncia, dada a

barreira a permeacdo de ativos estabelecida pela conformacéo das fibras de queratina da placa
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ungueal, a qual continua sendo um grande desafio aos pesquisadores no que tange o
desenvolvimento de formulagGes efetivas para o tratamento tdpico das onicomicoses
(BHUPTANI; DESHPANDE; PATRAVALE, 2016). Além disso, em um estudo de permeacéo
ungueal in vitro (FLORES, 2016), cuja metodologia foi empregada neste trabalho, o tioconazol
ndo foi detectado no meio receptor. As amostras testadas foram nanocépsulas revestidas (162
nm) e ndo revestidas (155 nm) com quitosana, além de formulagdes ungueais desenvolvidas a
partir destas, contendo tioconazol na concentracdo de 1 mg/mL (FLORES et al., 2017). Quanto
a liberacdo in vitro, ambas as formulacdes liberaram cerca de 60 % do tioconazol em 72 h de
estudo utilizando saco de dialise.

Cabe salientar que os resultados obtidos ndo sdo conclusivos, tendo em vista alguns
obstaculos encontrados durante a execucdo dos experimentos, como variaces entre as
guantidades de farmaco liberadas pelas nanocépsulas de ureia e de NAc ao longo dos dias de
coleta, dificultando estabelecer uma conclusao precisa a respeito da influéncia ou ndo do tipo
de promotor de permeacdo ungueal empregado nas formulagfes. Cabe salientar que novas
repeticdes deste ensaio se fazem necessarias, uma vez que os desvios-padrao obtidos entre 0s
resultados das amostras foram consideravelmente elevados devido, provavelmente, a fatores
como a falta de agitacdo dos aparatos durante os 7 dias de incubacdo e a impossibilidade de
determinacdo da condicdo de ndo saturacdo do meio receptor (condicdo sink) devido a
capacidade das células in line (0,5 mL de meio) e a quantidade de farmaco aplicada (300 ug)
que resultaram em uma concentragéo de tioconazol demasiadamente elevada (600 ug/mL) para
0 alcance desta condicdo (SELZER et al., 2013). Tais fatores podem ter interferido tanto na
homogeneidade do farmaco presente no meio receptor como, também, pode ter ocorrido a

precipitacdo do mesmo.

5.5.1 Avaliacéo da quantidade de tioconazol retido na placa ungueal

Com base na quantidade total de tioconazol aplicada em sete dias (TIOA7) e o total de
farmaco quantificado na unha (TIO), o percentual de farmaco recuperado (TIOR%) foi
calculado (Tabela 3). Para os valores de TIOA7, considerou-se o teor das formulacdes

desenvolvidas para o ensaio.
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Tabela 3 - Quantidade total de tioconazol aplicada em sete dias (TIOA7), quantidade de
farmaco retida na unha (T10), quantidade de farmaco retida por grama de unha (T10/unha) e
percentual de farmaco recuperado (n=3, média £ DP)

TIO-NC-U TIO-S-U TIO-NC-NAc  TIO-S-NAc
TIOAT (ug) 1992 2100 1746 1725

TIO (ug) 328+044  13,10+151 19,77 +554 28,30 +3,59
TIO/unha (ug/g) 217 +21 904 + 113 1217 + 346 1755 + 313
TIOR% 0,16 + 0,02 0,62 + 0,07 1,13+ 0,32 1,64 +0,21

De posse dos resultados, foi possivel observar a superioridade das formulacdes de NAc
com relacdo ao percentual de farmaco recuperado (p<0,05). TIOR% foi cerca de 7 vezes maior
para TIO-NC-NAc em comparagdo a TIO-NC-U. O mesmo ocorreu para as solugfes do
farmaco livre: TIO-S-NAc apresentou percentual de farmaco recuperado cerca de trés vezes
maior que o de TIO-S-U. A superioridade da NAc como promotor de permeacdo ungueal em
comparacao com a ureia ja foi relatada por outros autores. Chouhan e Saini (2012) avaliaram
diversos promotores de permeacgédo ungueal durante 24 horas, por meio da determinagdo dos
fatores de hidratagdo (HEF24) e de absorgdo (UEF24) em unhas. Na primeira bateria de testes, a
qual se avaliou o fator de hidratacdo de 23 promotores em solucao, a ureia obteve HEF24 = 1,07,
enquanto a NAc obteve 1,59, dentre valores que variaram de 0,91 a 4,13. Desta forma, apenas
a NAc foi selecionada entre os sete melhores promotores eleitos para a segunda bateria de testes,
a qual avaliou o fator de absorcdo do ciclopirox olamina a partir de solugbes contendo os
promotores de escolha. A NAc apresentou um UEF24 = 1,62 entre valores de 1,31 a 4,43,
ficando entre os quatro melhores promotores dentre os 23 testados. Cabe salientar que a
concentracdo de NAc utilizada neste estudo foi de 1% (p/v), enquanto as formulagdes testadas
no presente trabalho continham 0,5% (p/v).

Além disso, a quantidade de farmaco retida por grama de unha (Tabela 2) foi
substancialmente superior a CIM requerida para dois dos principais agentes causadores de
onicomicoses: T. rubrum (0,5 ug/mL) ¢ C. albicans (4,7 ug/mL) (JEVONS et al., 1979). Com
relacdo ao farmaco livre, o percentual de tioconazol retido a partir de TIO-NAc-S foi
semelhante ao valor obtido para as nanocapsulas (TIO-NC-NAc) (p>0,05) (Tabela 2), ao passo

gue as nanocapsulas contendo ureia (T10-NC-U) obtiveram um valor significativamente menor



62

ao da respectiva solugédo (T10-S-U). Este resultado confirma o que foi obtido na quantificacdo
do tioconazol no meio receptor no que tange os resultados das nanocéapsulas quando
comparadas as solugdes do farmaco ndo associado, ratificando a necessidade de novas
repeticdes do ensaio para a obtencao de resultados mais precisos.

Flores (2016) avaliou o percentual de farmaco recuperado a partir de suspensdes de
nanocapsulas de tioconazol (revestidas e ndo revestidas com quitosana) e da formulacdo
ungueal desenvolvida a partir das nanoestruturas revestidas, frente a uma solucdo do farmaco
livie e uma formulagdo comercial do mesmo (Trosid®). Os resultados apresentados
demonstraram a superioridade das suspensfes de nanocapsulas e da formulacdo ungueal frente
a solucdo do farmaco ndo associado e a formulacdo comercial, obtendo valores 1,4 e duas vezes
maiores para as nanocapsulas nao revestidas e revestidas, respectivamente, frente ao farmaco
em soluc3o, e 43 vezes maior, no caso da formulacio ungueal frente ao Trosid®. Ainda assim,
o percentual de farmaco recuperado a partir das nanocapsulas de NAc foi maior: Flores obteve
0,21 e 0,30% para as nanocapsulas de tioconazol ndo revestidas e revestidas, respectivamente,

enguanto as nanocapsulas de NAc desenvolvidas neste trabalho apresentaram TIOR% = 1,13.

5.6 ANALISE MORFOLOGICA DA PLACA UNGUEAL

As imagens da superficie dorsal das unhas ap6s aplicacdo das suspensdes coloidais estdo
expressas na Figura 16. Nas unhas tratadas com ureia (2a e 2b) é possivel observar a formacéo
de escamas na superficie da placa ungueal. Nas unhas tratadas com NAc também é possivel
observar a formacdo de escamas (3a) e, em maior aumento (3b), nota-se a formacdo de
caminhos tortuosos semelhantes a impressdes digitais, 0s quais poderiam propiciar uma
retencdo maior de farmaco, corroborando com os resultados anteriormente descritos para
TIOR%.
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Figura 16 - Imagens da superficie dorsal das unhas: 1) unhas intactas, 2) apds a aplicacdo de
TIO-NC-U, 3) TIO-NC-NAc, em dois diferentes aumentos: (a) 1.50 K e (b) 8.00 K,
determinadas por MEV.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foram desenvolvidas suspensdes de nanocapsulas poliméricas
associadas a dois promotores quimicos de permeac¢do ungueal: N-acetil-L-cisteina e ureia. As
formulagdes apresentaram caracteristicas organolépticas satisfatorias e pardmetros fisico-
quimicos adequados como tamanho nanometrico, teor de farmaco proximo ao valor tedrico e
eficiéncia de encapsulamento em torno de 100%. As formulacdes contendo ureia foram estaveis
por um periodo de 120 dias, ao passo que as formulaces de NAc mantiveram-se estaveis
durante sete dias (teor de farmaco igual a 92%). O estudo de liberagdo in vitro demonstrou um
controle de liberacdo do tioconazol a partir das formulagdes desenvolvidas com relacdo a
solucdo do farmaco livre, independente do promotor de permeacdo empregado. No ensaio de
permeacao ungueal in vitro, conduzido com fragmentos de unhas humanas, foi possivel a
quantificacdo do farmaco no meio receptor de forma crescente durante os sete dias de analise,
tanto para as nanocapsulas, quanto para o farmaco livre em solucdo. Ao final do experimento,
o farmaco retido nas unhas foi extraido e a quantidade de farmaco retido por grama de unha foi
superior a CIM requerida para T. rubrum e C. albicans. Além disso, as amostras contendo NAc
apresentaram o maior percentual de farmaco recuperado, demonstrando sua superioridade com
relacdo as formulacdes de ureia e corroborando com as imagens obtidas por MEV, as quais
mostraram alteracGes mais pronunciadas na superficie dorsal das unhas tratadas com as
formulagdes contendo NAc. Um ensaio microbioldgico de difusdo em &gar com pocinhos foi
realizado para avaliar a atividade antiflngica in vitro das nanocapsulas frente a C. albicans.
Com base nos halos de inibicdo obtidos a partir das mostras se constatou que, tanto a vinculagao
do tioconazol as nanoestruturas, como a presenca dos promotores de permeacdo ndo
interferiram na atividade do farmaco. Assim, novos estudos visando a obtencdo de formulacgdes
contendo NAc mais estaveis sdo propostos, além da necessidade de repeticdo do estudo de

permeacdo ungueal para a obtencdo de resultados mais precisos.
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