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Este trabalho objetivou a preparacdo de suspensbes de nanocapsulas contendo clotrimazol
para o tratamento de infec¢fes fungicas vulvovaginais. Pela primeira vez, o 6leo de coco
virgem e os triglicerideos de cadeia média foram empregados como ndcleo oleoso de
nanocapsulas poliméricas contendo clotrimazol. A metodologia analitica para a quantificacéo
do farmaco nas nanoparticulas foi desenvolvida e validada. O método mostrou-se seletivo,
linear, preciso, exato e robusto. A partir do método de deposicao interfacial do polimero pré-
formado, as nanoparticulas foram preparadas com sucesso em trés concentracdes diferentes de
clotrimazol (1, 2 e 3 mg/mL). Os pardmetros fisico-quimicos avaliados foram pH, didmetro de
particula, indice de polidispersdo, teor, eficiéncia de encapsulamento, potencial zeta e
estabilidade frente ao armazenamento por 60 dias. A eficiéncia de encapsulamento foi
préxima a 100%, o valor do potencial zeta foi positivo devido ao polimero catibnico
empregado, valor de pH em torno de 5,6 e teores de farmaco proximos aos tedricos. A
distribuicdo de tamanho foi nanométrica (140-200 nm), com indice de polidispersdo menor
que 0,2. As formulacbes apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas e foram
estaveis durante o armazenamento. Estudos de fotodegradacdo mostraram que o
nanoencapsulamento melhorou a estabilidade do clotrimazol sob radiacdo UVC, em
comparagdo com a solucdo do farmaco livre, ap6s 14 horas de experimento. A liberagdo do
farmaco in vitro, a partir da técnica de sacos de dialise, foi caracterizada como uma liberacédo
prolongada sem efeito burst, que foi mediada por transporte anémalo e seguiu cinética de
primeira ordem, independente do dleo utilizado. As suspensdes foram capazes de diminuir a
velocidade de liberacdo do clotrimazol nas 24 horas de experimento. A partir do método de
microdiluicdo, procedeu-se a avaliacdo microbioldgica in vitro das suspensdes de
nanocapsulas contra Candida albicans e Candida glabrata sensiveis e resistentes ao
fluconazol. Em combinacdo com o clotrimazol nas nanoparticulas, os triglicerideos de cadeia
média apresentaram valores de CIMs semelhantes a solu¢do metandlica contendo o 6leo e o
farmaco. Além de apresentar atividade antifingica em solucgéo, o 6leo de coco ndo perdeu sua
atividade apés a incorporagdo na nanoestrutura e, em associa¢do com o farmaco, apresentou
maior inibigdo do crescimento microbiano do que as nanocépsulas de triglicerideos de cadeia
média com clotrimazol. Por fim, as suspensdes nanoparticuladas foram incorporadas em
hidrogéis contendo polimeros com propriedades mucoadesivas, Pemulen® e Pullulan, que
apresentaram teor, pH e espalhabilidade adequados. As formulacbes desenvolvidas neste
estudo representam alternativas promissoras para o tratamento da candidiase vulvovaginal.

Palavras-chave: nanocapsulas, candidiase vulvovaginal, éleo de coco virgem, clotrimazol,
hidrogéis.
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This work aimed the preparation of clotrimazole-loaded nanocapsule suspensions for
vulvovaginal fungal infections treatment. For the first time, virgin coconut oil and medium
chain triglycerides were used as an oil core of polymeric nanocapsules containing
clotrimazole. The analytical method for quantification of this drug into nanoparticles was
developed and validated. The method proved to be selective, linear, precise, accurate and
robust. Using the method of interfacial deposition of preformed polymer, the nanoparticles
were successfully prepared at three different concentrations of clotrimazole (1, 2 and 3
mg/mL). The physicochemical parameters measured were pH, particle diameter,
polydispersity index, drug content, encapsulation efficiency, zeta potential and stability in
storage during 60 days. The encapsulation efficiency was near to 100%, zeta potential was
positive due to the cationic polymer employed, the pH was around 5.6 and drug contents were
close to the theoretical values. The size distribution was nanometer (140-200 nm) with
polydispersity index lower than 0.2. The formulations had adequate physicochemical
characteristics and were stable during storage. Photodegradation studies have shown that the
nanoencapsulation improved the stability of clotrimazole against UVC radiation compared to
free drug solution after 14 hours of experiment. The in vitro drug release using the dialysis
bag technique was characterized by a prolonged release. No burst effect was observed.
Profilesare based on an anomalous transport and first order kinetics, regardless of the oil used.
The in vitro microbiological test of nanocapsules suspensions was performed against Candida
albicans and Candida glabrata susceptible and resistant to fluconazole by microdilution
method. In combination with clotrimazole into nanoparticles, medium chain triglycerides was
reported to have similar MICs of methanolic solution containing the oil and the drug. In
addition to the antifungal activity in solution, coconut oil did not lose its activity after
incorporation into the nanostructures and, in combination with drug, showed greater inhibition
of microbial growth than the nanocapsules of medium chain triglycerides with clotrimazole.
Finally nanoparticle suspensions were incorporated into hydrogels containing polymers with
mucoadhesive properties, Pemulen® and Pullulan, which presented appropriate drug content,
pH and spreadability. The formulations developed in this study represent promising
alternatives for treatment of vulvovaginal candidiasis.

Keywords: nanocapsules, vulvovaginal candidiasis, virgin coconut oil, clotrimazole,
hydrogels.
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INTRODUCAO

A candidiase vulvovaginal é um distdrbio ocasionado pelo crescimento anormal de
fungos do tipo leveduras do género Candida na mucosa do trato genital feminino. Trata-se de
uma infeccdo da vulva e da vagina, causada por leveduras comensais que habitam a mucosa
vaginal, bem como as mucosas digestiva e respiratdria. Essas leveduras podem tornar-se
patogénicas quando o sitio de colonizacdo do hospedeiro passa a ser favoravel ao seu
desenvolvimento. Cerca de 80 a 90% dos casos sdo devidos a Candida albicans (SOBEL;
FARO; FORCE, 1998; ADAD; LIMA; SAWAN, 2001; NAGLIK et al.,2011).

Os antifangicos imidazolicos, por seu largo espectro de acdo e baixa toxicidade, séo
usados em um grande numero de formulagdes para uso topico e sistémico. Dentre esses, 0
clotrimazol é um dos farmacos mais prescritos para o tratamento da candidiase vulvovaginal
(SAWYER et al., 1975; SOBEL, 2007). Seu mecanismo de acdo esta baseado na sua ligagdo
com o ergosterol da membrana fungica, fato que ocasiona alteracdo na permeabilidade celular
promovendo, assim, a morte do microrganismo (KATZUNG, 2006; NAGLIK et al.,2011).
Com relagdo as formas farmacéuticas contendo clotrimazol, estdo disponiveis no mercado
6vulos, comprimidos e cremes para o tratamento local da candidiase (NYIRJESY et al.,1997;
SOBEL, 2007).

Apesar do tratamento tépico com clotrimazol constar entre as terapias mais usadas no
combate a candidiase, a sua administracdo pela via vaginal apresenta algumas limitacdes, tais
como sensagdo de ardéncia, irritacdo e erupgdo cutanea (SOBEL, 2007), bem como baixo
tempo de residéncia do farmaco no local de aplicacdo, devido a elevada tendéncia de escape
da formulacdo a partir da cavidade vaginal (NEVES & BAHIA, 2006). Considerando esses
aspectos, torna-se relevante o desenvolvimento de uma formulacéo tdpica para o clotrimazol
que proporcione sua permanéncia por longos periodos e permita que o farmaco atue no local
da infeccdo de maneira sustentada, tornando, assim, o tratamento mais eficaz.

Nas ultimas décadas, as nanoparticulas poliméricas tem-se destacado como sistemas
carreadores de farmacos por conferirem vantagens importantes, tais como liberagédo
controlada, vetorizacdo terapéutica, protecdo do farmaco e protecdo de mucosas do contato
com a substancia ativa (RAVI KUMAR, 2000; MORA-HUERTAS et al., 2010). Essas
nanoestruturas apresentam dimensdes situadas entre 10 e 1000 nm e diferem entre si de
acordo com a composicdo qualitativa e organizacdo em nivel molecular (COUVREUR,;
DUBERNET; PUISIEUX, 1995). As nanocapsulas sdo formadas por um involucro polimérico
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disposto ao redor de um nucleo oleoso, enquanto que as nanoesferas sao sistemas matriciais
nanoestruturados constituidos de polimero (MORA-HUERTAS et al., 2010).

De acordo com a literatura, as nanocapsulas, por apresentarem nucleo oleoso,
sobressaem-se por terem maior capacidade de incorporacdo de farmacos, conferirem melhor
protecdo da substéncia ativa e diminuirem a liberacdo abrupta do farmaco (efeito burst)
(COUVREUR et al., 2002). Dentre os 6leos empregados para constituir o ndcleo das
nanocapsulas, os triglicerideos de cadeia média sdo os mais utilizados. Esses 0leos sintético
destacam-se, principalmente, pela sua biocompatibilidade e capacidade de solubilizar uma
grande quantidade de farmacos lipofilicos (MORA-HUERTAS et al., 2010).

Atualmente, no preparo de sistemas nanoestruturados, o interesse por produtos de
origem natural, principalmente vegetal, e pelo emprego de produtos biodegradaveis é
crescente  (ALMEIDA et al., 2009). Nesse contexto, alguns trabalhos relatam o
desenvolvimento de nanocapsulas utilizando diversos 6leos de origem vegetal, tais como 6leo
de girassol (FRIEDRICH et al., 2008), 6leo de semente de uva e améndoas doce (ALMEIDA
et al., 2009), castanha do Para, oliva, rosa mosqueta e cenoura (CONTRI et al., 2012).

Dentre as plantas oleaginosas de grande interesse econémico pode-se destacar o
coqueiro, Cocos nucifera Linné (familia Palmae). De seu fruto, o coco, é extraido um 6leo de
alto valor nutricional e farmacéutico (YONG et al., 2009). Tradicionalmente, o 6leo de coco é
utilizado na industria farmacéutica como emoliente, em bases de pomadas, xampus, sabonetes
e sabonetes liquidos (FARMACOPEIA BRITANICA, 2010). Embora ainda existam poucos
relatos na literatura, alguns trabalhos indicam que esse 6leo apresenta atividade antioxidante
(NEVIN; RAJAMOHAN, 2006; MARINA et al., 2009; DEBMANDAL; MANDAL, 2011) e
antifungica. (OGBOLU et al., 2007; AGARWAL; LAL; PRUTHI, 2010; DEBMANDAL,;
MANDAL, 2011). Dessa forma, a combinacdo de 6leo de coco e clotrimazol em um sistema
nanoestruturado poderia conduzir ao desenvolvimento de uma formulacdo com atividade
antifungica superior.

Considerando a potencialidade dos sistemas nanoestruturados em controlar a liberagado
e o transporte de principios ativos, aliado a possibilidade de reducéo da irritagcdo e sensagdo de
ardéncia causada pelos farmacos imidazélicos, este trabalho foi conduzido no sentido de
desenvolver nanocapsulas poliméricas contendo clotrimazol, usando triglicerideos de cadeia
média ou 6leo de coco como nucleo oleoso. Para tanto, o Eudragit® RS100, um polimero
catiénico com potencial bioadesivo foi empregado nas prepara¢@es. Além disso, com o intuito

de obter uma forma farmacéutica final para os sistemas nanoestruturados desenvolvidos, a
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preparacdo de hidrogéis a partir de dois polimeros mucoadesivos, Pemulen® e Pullulan, foi
estudada.

Finalmente, € relevante mencionar que, até 0 momento, ndo ha relatos na literatura
sobre a preparacdo de nanocapsulas poliméricas contendo clotrimazol, assim como ndo ha
registros da utilizagdo do 6éleo de coco para constituir o nlcleo das nanocapsulas. Além disso,
a combinacdo de Pemulen® e Pullulan para obtencdo de hidrogéis com propriedades

mucoadesivas superiores é inédita.



OBJETIVOS
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OBJETIVOS

1.1. Objetivo geral

Desenvolver nanocapsulas de Eudragit® RS100 contendo clotrimazol, usando

triglicerideos de cadeia média ou 6leo de coco virgem, e preparar hidrogéis de Pemulen® e

Pullulan para a incorporacdo dos nanocarreadores, visando a obtencdo de uma forma

farmacéutica final para o tratamento local da candidiase vulvovaginal.

1.2. Objetivos especificos

Validar um método analitico para a determinagdo do clotrimazol em nanocépsulas
poliméricas;

Preparar, pelo método de deposicdo interfacial do Eudragit® RS100, nanocpsulas
contendo clotrimazol, usando como nucleo oleoso Oleo de coco virgem ou
triglicerideos de cadeia média;

Caracterizar as formulages quanto ao teor de farmaco, eficiéncia de encapsulamento,

tamanho de particula, indice de polidispersdo, potencial zeta, pH e estabilidade;

Avaliar a fotoestabilidade do clotrimazol incorporado nos sistemas nanoestruturados
frente a radiacdo UVC,;
Avaliar o perfil de liberagdo in vitro do clotrimazol a partir dos sistemas

nanoestruturados;
Avaliar a atividade antifangica in vitro dos sistemas nanoestruturados;

Preparar géis a partir de Pemulen® e Pullulan contendo os nanocarreadores de

clotrimazol;

Caracterizar os géis quanto ao teor de clotrimazol, pH e espalhabilidade.



REVISAO BIBLIOGRAFICA
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Sistemas nanocarreadores de farmacos

Nanocarreadores sdo sistemas de tamanho submicrométrico de atual interesse
farmacoterapéutico e dentre os principais estdo as nanoparticulas poliméricas, nanoemulsdes,
dendrimeros, nanoparticulas lipidicas e lipossomas. Cada um com sua particularidade, esses
nanosistemas sdo 0s principais componentes no mercado futuro da alta tecnologia
biofarmacéutica (ALONSO, 2004; KIM; MARTIN, 2006). O interesse nas nanoparticulas esta
relacionado com as propriedades de controle da liberacdo e direcionamento do farmaco ao
alvo terapéutico, com consequente aumento da eficacia terapéutica. Esses sistemas sdo
capazes de carrear os farmacos sem comprometer sua integridade, protegendo-os frente a
degradacdo enzimaética, quimica ou imunoldgica (RAVI KUMAR, 2000; ALONSO, 2004).
Devido ao seu tamanho reduzido, essas particulas sdo capazes de permear as barreiras
bioldgicas tendo potencial aplicacdo oftalmica (GUPTA et al., 2010), topica (FONTANA et
al., 2011), intravenosa (THOMAS et al., 2011) e oral (PANDEY et al.,, 2005). O
nanoencapsulamento pode também levar a reducdo dos efeitos adversos como, por exemplo, a
protecdo das mucosas de efeitos lesivos induzidos pela administracdo de anti-inflamatorios
ndo-esterdides (RAFFIN et al., 2003).

A liberacdo de farmacos em seus respectivos receptores bioldgicos apresenta
obstaculos que impedem que o principio ativo das formula¢Ges convencionais alcance o local
especifico de acdo devido a sua baixa estabilidade e o transporte limitado através dos
epitélios. A especificidade entre o carreador e o local de agdo pode ser aumentada por meio da
preparacdo e composicdo da particula. Sistemas nanoparticulados tém sido explorados para
vetorizacdo de farmacos em diversas vias de administracdo e podem proporcionar a liberacdo
controlada de substéncias ativas, o que reduz a frequéncia de administragcdo para manter 0s
niveis terapéuticos (BARRATT, 2000; NIMESH et al., 2006).

A partir dos diversos métodos de preparacdo obtém-se sistemas com diferentes
propriedades, podendo empregar-se diversos agentes terapéuticos por meio de uma adequada
selecdo de matérias-primas.

Os lipossomas representam a primeira geracdo de carreadores coloidais, sendo
sistemas vesiculares formados a partir de bicamadas de membranas fosfolipidicas
concéntricas em torno de um nucleo aquoso. A vantagem da presencga dos fosfolipidios € de

conferir um carater anfifilico a essas particulas, podendo encapsular substancias hidrofilicas
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na cavidade aquosa interna ou hidrofobicas na membrana da bicamada. Todavia, esse sistema
apresenta algumas desvantagens, tais como alto custo de producgéo, dificuldades de
transposicdo de escala e estabilidade fisico-quimica limitada (GABRIELLE-MADELMONT;
LESIEUR; OLLIVON, 2003; JOSHI; MULLER, 2008).

Além dos lipossomas, foram desenvolvidas as nanoparticulas poliméricas e as
nanoparticulas lipidicas, estas ultimas abrangem os carreadores lipidicos nanoestruturados
(CLN) e as nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS). Além de possuirem as vantagens dos
sistemas nanométricos, 0s CLN e as NLS apresentam baixa toxicidade, boa compatibilidade,
capacidade de encapsulamento de farmacos hidrofébicos, auséncia de solvente organicos na
preparacao e, principalmente, facilidade em transposicdo de escala, a partir de métodos como
homogeneizagio a alta pressio (JOSHI; MULLER, 2008; PARDEIKE; HOMMOS;
MULLER, 2009).

Nanoparticulas poliméricas podem ser classificadas em nanocapsulas e nanoesferas,
dependendo do método de preparacdo, diferentes tipos de particulas podem ser obtidos.
Nanocapsulas sdo estruturas vesiculares heterogéneas compostas por um nucleo oleoso ou
aquoso confinado por uma parede polimérica, nas quais o farmaco pode estar dissolvido ou
disperso no nucleo e/ou adsorvido no material polimérico. Sdo formuladas na presenca de
tensoativo para assegurar a estabilizacdo das particulas. Por sua vez, nanoesferas configuram-
se como sistemas matriciais, nos quais o farmaco pode ficar retido ou adsorvido
(SOPPIMATH et al., 2001; SCHAFFAZICK et al., 2003; BOUCHEMAL et al., 2004;
KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010).

As nanocéapsulas tem demonstrado serem sistemas adequados para a incorporacao de
farmacos lipofilicos devido ao ndcleo, geralmente oleoso, compativel com a solubilidade do
farmaco e ao uso de polimeros de natureza hidrofébica. A parede polimérica pode ser uma
protecdo a mais aos farmacos labeis e contra outros fatores externos, como luz, oxidacao e
hidrélise (OURIQUE et al., 2008, ALMEIDA et al., 2009, FONTANA et al., 2009), em
comparacdo as nanoemulsdes, as quais sdo dispersdes de goticulas oleosas estabilizadas por
uma combinacédo de tensoativos, sem a presenca do polimero (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Em 2009, um novo tipo de nanoparticula polimérica foi descrito na literatura chamada
de nanocépsulas de nucleo lipidico produzidas pelo método de deposicdo interfacial de
polimero pré-formado. Estas se caracterizam por apresentarem um nucleo composto por um
lipidio sélido (monoestearato de sorbitano) disperso em um lipidio liquido (triglicerideos de
cadeia média) envolto por uma membrana polimérica, a poli(e-caprolactona) (PCL) (JAGER
et al., 2009).



20

As formulacGes de nanoparticulas sdo caracterizadas a partir de métodos fisico-
quimicos, sendo os seguintes pardmetros normalmente avaliados: pH, didmetro médio e
distribuicdo de tamanho das particulas, potencial zeta, concentracdo de farmaco associado as
nanoestruturas (eficiéncia de encapsulamento) e cinética de liberacdo in vitro. Em geral, as
particulas coloidais, apds a preparacdo, apresentam o efeito Tyndall, um reflexo azulado
resultante do movimento browniano das nanoparticulas em suspensdo. Diferencas no pH
durante o tempo de armazenamento podem sugerir a degradacdo polimérica ou oxidacdo de
outros componentes da formulacdo, sendo uma informacdo importante quanto a estabilidade
do sistema. A distribuicdo de tamanho de particulas é determinada a partir dos métodos de
espectroscopia de correlacdo de fotons (PCS) e microscopia eletrbnica (varredura ou
transmissédo), buscando-se uma distribuicdo de tamanho nanométrica e estreita da formulacgéo.
Os fatores que influenciam o tamanho das nanoparticulas poliméricas sdo: a concentracao e a
natureza quimica do polimero, do farmaco, do dleo e do tensoativo, 0 método de preparacéo e
a presenca ou auséncia do 6leo (nanocapsula e nanoesfera) (SCHAFFAZICK et al., 2003;
GUTERRES et al., 2007; MORA-HUERTAS et al., 2010).

Quando um sistema coloidal entra em contato com outro meio, adquire cargas de
polaridade inversa formando uma bicamada de cargas. A diferenca de potencial entre essas
duas camadas é o potencial zeta. A caracterizacdo da superficie das nanoestruturas reflete o
potencial elétrico e é importante que o valor em modulo do potencial zeta seja diferente de
zero, 0 que conduz a sistemas mais estaveis. Os fendmenos de instabilidade que normalmente
ocorrem nesses sistemas sdo a unido de particulas que podem levar a formacdo de
aglomerados, causando uma varia¢do no tamanho de particula, cremagem ou sedimentacéo,
que correspondem a migracdo de particulas para o topo e para fundo da suspensdo,
respectivamente, além da coalescéncia, que é um fenémeno irreversivel (MENGUAL et al.,
1999; LEMARCHAND et al., 2003). Para a determinacéo da eficiéncia de encapsulamento do
farmaco nas nanoestruturas € necessario determinar a concentragdo de farmaco livre e
associado por meio de uma técnica que consiste na centrifugacéo e separacdo das duas fases
da nanodispersdo. A quantidade de fa&rmaco associado é a diferenca entre o teor total e o teor
livre, este ultimo quantificado no ultrafiltrado (GUTERRES et al., 2000).

De uma maneira geral, para os sistemas contendo farmacos, os experimentos de
liberacdo in vitro podem predizer o comportamento in vivo da substancia ativa a partir dos
nanocarreadores. A liberagdo do farmaco pode depender do polimero, podendo ocorrer
relaxamento das cadeias poliméricas, erosdo ou dissolucdo da matriz polimérica, para a

subsequente difusdo do farmaco ou pela combinacéo destes processos (SOPPIMATH et al.,
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2001; CRUZ et al., 2006). Além disso, a cinética de liberacdo do farmaco pode ser
influenciada pela viscosidade do nucleo oleoso (CRUZ et al., 2006). Alguns dos métodos
utilizados para estes experimentos sdo as membranas de dialise, as células de Franz e os
experimentos que envolvam ultracentrifugacdo ou ultrafiltracdo-centrifugacdo (GUPTA et al.,
2010; SOPPIMATH et al., 2001).

Dentre os diversos métodos de preparacdo de nanocapsulas, destaca-se o método de
deposicdo interfacial do polimero pré-formado (FESSI et al., 1988). Essa técnica utiliza
solvente organico miscivel com a agua, tensoativos de alto e baixo EHL, 6leo, farmaco e
polimero. Este ultimo deve ser insolvel tanto no 6leo quanto na fase aquosa para a formacgédo
de uma estrutura vesicular. A fase organica é lentamente vertida na fase aquosa e, por meio da
emulsificacdo espontanea, ha a formacéo das vesiculas e o polimero precipita na interface dos
dois componentes imisciveis com a retirada do solvente organico por evaporacdo a pressao
reduzida. As nanocapsulas formadas por esse método apresentam tamanho médio entre 200 e
350 nm e alta eficiéncia de encapsulamento para farmacos lipofilicos (GUTERRES et al,
2007b).

1.2 Nanoparticulas poliméricas e aplica¢éo tdpica contra microrganismos

O desenvolvimento de nanoparticulas objetivando a administracéo topica tem recebido
atencdo especial. Para que 0s sistemas nanoestruturados tenham aplicacdo segura, deve-se ter
cuidado ao escolher os componentes da formulacdo. Por exemplo, os polimeros utilizados
devem ser biocompativeis e, se possivel, biodegradaveis. Os sistemas nanométricos
apresentam uma grande &rea superficial que os torna aptos para importantes aplicacGes
topicas (KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010). Além disso, apresentam algumas vantagens,
como a liberagdo sustentada, suprindo a pele com o farmaco por um periodo prolongado de
tempo com efeitos sistémicos diminuidos (ALVES et al., 2007). Entre os principios ativos

associados a esses sistemas estdo os antimicrobianos.

Nanoparticulas poliméricas e outros carreadores coloidais podem aumentar o efeito
antimicrobiano sobre alguns microrganismos devido ao seu tamanho diminuido e por
apresentarem capacidade de carrear o farmaco mais proximo do alvo de a¢do ou mesmo
intracelularmente (MOHAMMADI et al., 2011). De modo geral, as nanoparticulas associadas
a antimicrobianos promovem uma melhora nos indices terapéuticos, reduzem a toxicidade

local sem perda da eficacia de agdo em comparagdo com as formas farmacéuticas usuais.
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Dillen e colaboradores, em 2006, formularam nanoparticulas poliméricas a partir de
Eudragit® RS100, RL100 e do copolimero poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA)
contendo ciprofloxacina e avaliaram a sua atividade antimicrobiana por meio do método de
microdiluicdo frente a Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. As nanoparticulas
mostraram atividade bactericida, independente do polimero e das proporces empregadas.
Para ambas as bactérias, os resultados foram semelhantes. Considerando que o farmaco em
solucdo apresentou concentracdo inibitéria minima igual ou inferior a das formulacGes
preparadas, os autores concluiram que a incorporacdo da ciprofloxacina nas nanoparticulas
n&o acarretou em perda da sua atividade antimicrobiana.

Esmaeili e colaboradores (2007) formularam nanoparticulas de PLGA contendo
rifampicina a partir do método modificado de emulsificacdo/difusdo do solvente. A avaliacdo
antibacteriana dessas particulas foi feita pelo método de difusdo em agar utilizando-se trés
bactérias Gram-positivas (Staphylococus aureus sensivel e resistente a meticilina e Bacillus
subtilis) e duas Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli). As
nanoparticulas apresentaram atividade antimicrobiana contra os trés microrganismos Gram-
positivos, no entanto, nenhum efeito foi observado contra os Gram-negativos. Na
determinacdo das concentragfes inibitérias minimas (CIM) contra as bactérias Gram-
positivas, as nanoparticulas aumentaram em quatro vezes a atividade antimicrobiana da
rifampicina contra o S. aureus resistente a meticilina. I1sso se deveu a possivel penetracdo das
nanoparticulas nas células bacterianas e a liberacao do farmaco diretamente no local de acéo.

O desenvolvimento, as caracteristicas microbiolégicas e a citotoxicidade de
nanoparticulas de poliacrilato com diferentes tipos de tensoativos foram estudadas por Garay-
Jimenez e colaboradores em 2009. As formulagdes com tensoativos catidnicos apresentaram
uma maior inibicdo do crescimento da S. aureus resistente a meticilina e citotoxicidade,
provavelmente devido a interacdo com as membranas das células, que tem caracteristica
anionica. As formulagdes contendo tensoativo ndo-ibnico ndo demonstraram efeito
antimicrobiano, entretanto, quando associadas a um antibidtico, as CIMs apresentaram-se
relativamente baixas comparadas com as da solucdo do farmaco livre. Os autores atribuem o
efeito antimicrobiano & presenca do antibiético em si, € ndo aos outros componentes da
formulacéo.

Empregando a técnica de leitura de halos, Gupta e colaboradores (2010) avaliaram a
capacidade antimicrobiana de nanoparticulas de PLGA contendo esparfloxacina para a
aplicacdo oftdlmica. Foram feitas leituras apos 12 e 24 horas, comparando-se a formulagao

nanoparticulada e a comercial contra Pseudomonas aeruginosa, microrganismo responsavel
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pela conjuntivite. Os resultados sugeriram que as nanoparticulas, além de apresentarem uma
maior eficacia antimicrobiana, mostraram-se eficazes e com efeito duradouro nas duas
leituras. A cinética de liberacdo in vitro dessas particulas mostrou uma liberacdo inicial
abrupta (efeito burst), seguida de uma segunda fase mais lenta e constante de liberacdo. Os
autores consideraram esta caracteristica interessante para o efeito antimicrobiano, pois o
farmaco atinge uma concentracao terapéutica inicial minima e, ap6s o efeito burst, o farmaco
é liberado em uma velocidade menor e sustentada, o que mantém o efeito do farmaco sobre a
bactéria testada.

Para Patel e colaboradores (2010), a provavel explicacdo para as nanoparticulas de
PLGA contendo itraconazol desenvolvidas apresentarem melhor eficacia antimicrobiana que a
solucdo de farmaco livre € que, uma vez que as nanoparticulas sdo sollveis em agua, o
contato com os esporos de fungos sobre a superficie da placa ocorre em maior grau. Esse
evento € também facilitado pelo tamanho reduzido de particula, pois elas podem acumular-se
na superficie da parede celular e se internalizar com maior facilidade em comparagdo com
particulas de tamanhos maiores. Essas caracteristicas podem auxiliar na liberacdo do
itraconazol mais perto da superficie da célula, resultando numa répida internalizacdo do
farmaco, ou pode ocorrer também a internalizacdo celular da particula, seguida pela liberacdo
do itraconazol no citosol.

Mohammadi e colaboradores (2011) avaliaram, por meio da técnica de diluicdo
seriada, a acdo antimicrobiana de nanoparticulas de PLGA contendo claritromicina contra
Staphylococcus aureus. As nanoparticulas apresentaram concentracdo inibitéria minima oito
vezes menor do que a solucdo de farmaco livre e a mistura fisica dos componentes da
formulacdo. Os autores atribuem esse melhor desempenho a aderéncia das nanoparticulas as
ceélulas bacterianas.

Nanocapsulas poliméricas e nanoemulsdes foram desenvolvidas a partir do 6leo
essencial de Melaleuca alternifolia no trabalho de Flores (2011) pelos métodos de deposicdo
interfacial do polimero pré-formado e emulsificacdo espontéanea, respectivamente. O perfil de
inibicdo do crescimento da Candida albicans pelas nanoestruturas foi estudado durante 72
horas e demonstrou uma maior inibi¢cdo e manutengédo do crescimento do que os tratamentos
controle. A suspensdo de nanocapsulas apresentou um melhor desempenho antimicrobiano
que a nanoemulsdo, resultado atribuido a presenca do polimero ao redor do 6leo volatil,

tornando-o todo disponivel para manter o efeito inibitdrio.
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1.3 Clotrimazol, atividade no tratamento de candidiase e desenvolvimento de

formulacdes

O tratamento da maioria das micoses mucocutaneas superficiais pode ser feito com
medicamentos topicos. O clotrimazol (Figura 1), um antifungico imidazélico, conhecido por
ser muito eficaz, age pela inibicdo da sintese do ergosterol, causando dano estrutural e
funcional ao fungo. Este farmaco é caracterizado por ser um p6 branco, inodoro, insipido e
solido cristalino e seu nome quimico é 1-[(2-clorofenil) difenilmetil]-1H-imidazol
(BURGESS; BODEY, 1972; PRABAGAR et al., 2007; HASHEM et al., 2011). O
clotrimazol tem amplo espectro de atividade antimicética, € usado topicamente para
dermatomicoses (Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton) e infeccdes fungicas da
vagina, inibindo o crescimento e a multiplicacdo de células como leveduras, geralmente
espécies de Candida, outros fungos e algumas bactérias (KATZUNG, 2006). Além disso, o
estudo de Borhade e colaboradores em 2012 sugere que o clotrimazol tem acdo in vitro contra
Plasmodium falciparium, o agente etioldgico da malaria. Para o tratamento de vulvovaginites,
o clotrimazol é usualmente administrado na forma de creme a 1% usando-se um aplicador,
uma vez ao dia ao deitar-se (GINO-CANESTEN, BAYER).

Figura 1- Estrutura quimica do clotrimazol (C»,H37CIN,)

A candidiase vulvovaginal, causada por leveduras do género Candida, na maioria dos
casos devido a C. albicans, caracteriza-se por prurido, ardor, dispareunia e pela eliminacao de
corrimento vaginal branco e espesso. Observa-se, geralmente, eritema vulvovaginal, que em
casos mais graves pode estar acompanhado de escoriagbes e fissuras (ADAD; LIMA;
SAWAN, 2001). As vulvovaginites sdo doencas sexualmente transmissiveis muito
recorrentes, constituindo um problema para a mulher. As mais frequentes sdo a vaginose
bacteriana e a vulvovaginite fungica (SOBEL; FARO; FORCE, 1998).
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Estima-se que 75% das mulheres sofrerdo de candidiase pelo menos uma vez em suas
vidas, enquanto que 40-50% apresentardo, no minimo, dois episodios de infec¢do (ODDS,
1982; SOBEL; FARO; FORCE, 1998). A Candida pode também ser isolada no trato genital
de cerca de 20% das mulheres em idade fértil em casos assintomaticos (SOBEL, 2007).

Os agentes antimicoticos topicos para o tratamento da vaginite aguda por Candida
estdo disponiveis em forma de cremes, logBes, sprays aerossois, comprimidos vaginais,
supositorios e tampdes revestidos (KATZUNG, 2006). Porém, durante o tratamento com
derivados imidazolicos, as mulheres relatam sensacdo de dor, irritacdo, ardéncia e
aparecimento de erupcdes cuténeas, além de extravasamento da formulagéo e baixo tempo de
residéncia no local de acdo (SOBEL, 2007). Para que o tratamento tépico da candidiase seja
eficaz, a formulacdo deve liberar o antifungico de maneira sustentada ou residir no sitio de
acao por um longo periodo de tempo (CHANG; OH; KONG, 2002).

O clotrimazol é praticamente insolivel em &gua (FARMACOPEIA BRITANICA,
2010), entretanto, a sua incorporagcdo em nanoparticulas poderia resultar em uma formulacéo
aquosa contendo um farmaco lipofilico. Vaérias estratégias visam melhorar a eficacia
terapéutica e aumentar a solubilidade do clotrimazol, entre elas a incorporacdo em
comprimidos vaginais (KAST et al., 2002), géis (SHAHIN et al., 2011a; SHAHIN et al.,
2011b), lipossomas (PAVELIC; SKALKO-BASNET; JALSENJAK, 1999), complexagédo
com ciclodextrinas (MEMISOGLU et al., 2003, PRABAGAR et al., 2007), nanoemulsdes
(BORHADE et. al., 2012) e nanoparticulas lipidicas sélidas (SOUTO et al., 2004).

Pavelic e colaboradores, em 1999, desenvolveram lipossomas contendo clotrimazol a
partir de dois tipos de lipidios (fosfatidilcolina e distearoil fosfatidilcolina) e dois métodos de
preparacdo (método de diluicdo do poliol e método do pré-lipossoma), com o objetivo de criar
um novo sistema de liberacdo vaginal prolongada capaz de liberar o farmaco diretamente no
sitio de acdo. Os lipossomas preparados com a fosfatidilcolina e pelo método de diluicdo do
poliol apresentaram tamanho de particula menor (295 nm) e eficiéncia de encapsulamento
maior (93,7%). No geral, os sistemas foram estaveis frente a diferentes valores de pH e em
mucosa vaginal de vaca. Em 2005, os mesmos autores incorporaram lipossomas contendo
clotrimazol e metronidazol em géis & base de Carbopol® para liberagdo intravaginal. A
liberacdo in vitro foi conduzida mimetizando-se as condi¢des vaginais e, ap0s 24 horas, 30%
do clotrimazol encapsulado ainda estava intacto no gel.

Com o mesmo objetivo de desenvolver uma formulacdo vaginal de liberacdo
controlada, Kast e colaboradores (2002) desenvolveram um comprimido bioadesivo contendo

clotrimazol a partir da quitosana, com o intuito de promover por mais tempo a liberacéo do
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farmaco no sitio de acdo em concentracdes terapéuticas. Estes comprimidos apresentaram
maior tempo de retencdo e liberacdo controlada do clotrimazol, comparado com o grupo
controle.

Shahin e colaboradores (2011b) utilizaram Pemulen® (TR1 e TR2) para preparacdo de
géis com clotrimazol para liberagdo tdpica. A incorporagdo do clotrimazol na base hidrofilica
foi a partir da solubilizacdo do farmaco no 6leo de jojoba. As formulagBes apresentaram
caracteristicas reoldgicas apropriadas, porém a liberacdo do farmaco foi mais rapida do que a
proporcionada pela pomada comercial.

Em um dos estudos associando clotrimazol a nanocarreadores, SOUTO e
colaboradores (2004) desenvolveram NLS e CLN para liberacdo tdpica do clotrimazol. As
formulacGes foram estaveis por 90 dias a trés temperaturas diferentes: 4 °C, 20 °C e 40 °C. Ao
final do periodo da estabilidade, o diametro das particulas foi maior a temperatura de 4°C
comparada com as mesmas formulagdes nas outras temperaturas, porém todas permaneceram
com didmetro menor que 300 nm. A eficiéncia de encapsulamento de 55 a 72% foi atribuida a
elevada lipofilia do clotrimazol. A liberacdo do farmaco a partir das nanoestruturas foi
prolongada por mais de 10 horas, sendo que as CLN apresentaram um perfil de liberacdo mais
lento.

Pandey e colaboradores, em 2005, nanoencapsularam dois antifingicos (clotrimazol e
econazol) usando dois diferentes polimeros (PLGA e alginato) para aumentar a
biodisponibilidade oral destas substancias. As particulas com alginato apresentaram maior
tamanho médio (235 nm) e eficiéncia de encapsulamento superior (clotrimazol = 90 = 3%,
econazol = 95 + 2,5%) que as de PLGA (tamanho médio = 217 nm; clotrimazol = 48,33 *
5,21%, econazol = 52,27 + 3,80%). Os estudos de biodisponibilidade e farmacocinética
demonstraram que os antifingicos nanoencapsulados, apds administracdo oral, foram
detectados no plasma de camundongos de 3 a 5 dias (PLGA) até 6 dias (alginato), ao passo
que as solucdes do farmaco livre, ap6s administracdo intravenosa, permaneceram no
organismo por 3 a 4 horas. As formulacGes de alginato com ambos os farmacos apresentaram
melhor resultado neste estudo pelo efeito mucoadesivo deste polimero, permanecendo por
mais tempo liberando os farmacos na mucosa intestinal. Os resultados indicam que é possivel
obter uma liberacdo lenta e controlada destes antifingicos a partir do nanoencapsulamento e

aumentar a biodisponibilidade oral que é muito baixa (0,35 pug/mL para o clotrimazol e 0,37

ug/mL para o econazol).
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1.4 Oleos vegetais em sistemas nanoestruturados

Diversos tipos de 6leos sdo utilizados no preparo de nanocapsulas poliméricas e
nanoemulsdes, entre eles, destacam-se os triglicerideos de cadeia média (TCM). Este 6leo €
amplamente utilizado devido a sua capacidade de solubilizar diversos tipos de farmacos e
também, devido a sua biocompatibilidade (MORA-HUERTAS et al., 2010).

A escolha adequada do 6leo é de fundamental importancia para a formulagcdo de
nanocapsulas, quanto maior a afinidade do 6leo com o farmaco, maior o percentual de
encapsulamento e menor a tendéncia de problemas de instabilidade dos sistemas. Os 6leos
utilizados na preparacdo de nanocéapsulas poliméricas possuem fungdes importantes, como
solubilizar substancias ativas, melhorar a estabilidade das formulagdes, aumentar a eficiéncia
de encapsulamento e controlar a liberacdo do farmaco (SCHAFFAZICK et al., 2003;
BOUCHEMAL et al., 2004). Esse importante componente da formulagdo de nanocépsulas,
dependendo da quantidade, pode influenciar a estabilidade, o tamanho de particula e a
polidispersdo devido a suas caracteristicas hidrofobicas, viscosidade ou tensdo superficial. No
caso das nanocapsulas poliméricas, o 6leo deve ser compativel com a substancias ativa e ndo
deve interagir com o polimero (GUTERRES et al., 2000; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Nesse contexto, os 0leos de origem vegetal vem ganhando importancia como matérias-
primas alternativas no desenvolvimento de sistemas nanoestruturados e alguns estudos
relatam sua utilizacdo. Conforme descrito por Santos-Magalhdes e colaboradores (2000), o
6leo de soja e de girassol foram empregados na preparacdo de nanoemulsdes (175 nm) e
nanocapsulas de PLGA (180 nm), respectivamente, contendo penicilina, por meio do método
de emulsificacdo espontanea e deposicdo interfacial do polimero pré-formado. As
formulacBes apresentaram distribuicdo de tamanho nanométrico e caracteristicas fisico-
quimicas adequadas, porém no teste de estabilidade acelerada, a suspensdo de nanocapsulas
de 6leo de girassol apresentou maior estabilidade do que as nanoemulsdes de 6leo de soja.
Ourique e colaboradores, em 2008, utilizaram o 6leo de girassol no preparo de nanocapsulas
de PCL e nanoemulsfes contendo tretinoina com o objetivo de aumentar a estabilidade deste
farmaco fotolabil. O estudo demonstrou que as nanocapsulas e as nanoemulsdes preparadas
apresentaram tamanho de particula de 222 e 227 nm, potencial zeta de -5,72 e -6,26 mV,
respectivamente, e protegeram eficientemente o farmaco da fotodegradacéo.

Friedrich e colaboradores (2008) utilizaram o 06leo de girassol com o objetivo de
melhorar a eficiéncia de encapsulamento do farmaco dexametasona em nanocapsulas

poliméricas. Para fins comparativos, o 0leo triglicerideos de cadeia média foi utilizado e trés
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diferentes concentragdes de farmaco (1,0; 0,5 e 0,25 mg/mL). Nao foi possivel o preparo com
a concentracdo mais alta de dexametasona e ndo houve diferenga significativa entre os valores
de distribuicdo de tamanho (227 a 253 nm) e eficiéncia de encapsulamento (80 a 90%) entre
as formulacgdes contendo 6leo de girassol e triglicerideos de cadeia média (0,5 e 0,25 mg/mL).
O oleo ndo alterou a eficiéncia de encapsulamento do farmaco, porém, foi possivel
demonstrar a viabilidade do uso deste no preparo de tais nanoparticulas.

Almeida e colaboradores (2009) elaboraram nanocépsulas de PCL e nanoemulsdes a
partir dos dleos de semente de uva e améndoas doce, empregando a benzofenona-3, um
fotoprotetor que foi usado como substdncia modelo. As nanocépsulas e nanoemulsdes
contendo 6leo de semente de uva apresentaram menor tamanho de particula (228 e 239 nm) e
maior potencial zeta (8,22 e 8,88 mV) em modulo que as formula¢es com 6leo de améndoas
doce (243 e 275 nm; 7,34 e 6,64 mV). Além disso, também foi realizado um estudo de
fotodegradagdo da benzofenona-3 nestes sistemas nanoestruturados, a fim de avaliar a
estabilidade frente a radiacdo UVC. O fotoprotetor foi eficientemente associado em ambos 0s
sistemas nanoestruturados, independente do dleo vegetal utilizado, e houve protecdo da
benzofenona-3 frente a fotodegradacdo nestas formulacdes por sete dias. Mais tarde, em 2010,
0S mesmos autores desenvolveram nanocéapsulas (124,3 nm) e nanoemulsdes (124,2 nm) a
partir do 6leo de semente de uva empregando, desta vez, a rutina, um flavonoide com
propriedades antioxidantes. As formulacGes levaram a um aumento na fotoestabilidade da
rutina durante 30 minutos de exposicao a radiacdo UV e demonstraram prolongar a atividade

antioxidante da rutina em testes in vitro.
1.4.1 Oleo de coco

O oleo de coco virgem € obtido do Cocos nucifera Linné (familia Palmae) e
tradicionalmente utilizado na industria farmacéutica como emoliente, em bases de pomadas,
supositorios, xampus, sabonetes e sabonetes liquidos e é rico em &cidos graxos de cadeia
média (ROWE et al., 2009). O 6leo de coco é muito importante para a economia de paises
como Indonésia, Filipinas e india, sendo este Gltimo responsavel pela maior producio desse
6leo no mundo. A medicina popular acredita que esse Oleo possa curar ou auxiliar no
tratamento de diversas doencas, com alguns efeitos comprovados pela literatura
(DEBMANDAL; MANDAL, 2011). O oleo de coco virgem demonstrou efeito cardioprotetor
(NEVIN; RAJAMOHAN, 2005), repelente de insetos (SYLLA et al., 2003), antitrombotico
(NEVIN; RAJAMOHAN, 2008), antiviral (ARORA et al.,2011), entre outros.
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O oleo de coco apresenta-se como uma massa branca com ponto de fusdo entre 23 e 26
°C e 0s principais &cidos graxos presentes sdo o acido laurico (40-50 %) e o &cido miristico
(15-20 %) (FARMACOPEIA BRITANICA, 2010). O 6leo de coco virgem é obtido a partir de
cocos frescos por meio do método umido utilizando-se o leite de coco, extraido da prensagem
da polpa do coco, evitando-se, assim, a utilizacdo de solventes. O método de extracdo a partir
do leite mais comum e de baixo custo envolve a desestabilizagdo da emulsdo por cremagem,
floculacdo ou coalescéncia, seguida de centrifugacao. Através do método de via umida, foram
desenvolvidas outras maneiras de obtencdo do 6leo de coco virgem. Além da centrifugacéo
pode-se empregar a fermentacdo, a refrigeragdo seguida de descongelamento e processos
enziméaticos. O Oleo virgem ndo passa pelo processo de refino, branqueamento e
desodorizacdo, pois exigem altas temperaturas e tratamentos quimicos que levam a alteracéo e
perda dos constituintes biologicamente ativos. O 6leo que passa por esses processos é
chamado de copra (MARINA et al., 2009b).

Em média, dois ter¢os dos acidos graxos do 6leo de coco séo triglicerideos de cadeia
média e, aproximadamente, 90% dos acidos graxos do 6éleo de coco virgem sdo saturados.
Comparando-se com outros 6leos vegetais, 0 6leo de coco possui, aproximadamente, 4% de
acidos graxos insaturados (oleico, linoléico e linolénico), enquanto que o0
6leo palma, amendoim, milho, sojae linhaca conttm de 53 a 90% (GUARTE;
MFIHLBAUER; KELLERT, 1996; MARINA et al., 2009). O 6leo de coco virgem, com
este tipo Unico de acidos graxos saturados de cadeia média, pode fornecer beneficios para a
salde, tais como protecdo contra doencgas cardiacas e acidente vascular cerebral, pois ndo
tendem a ser armazenados, e sim usados como energia pelo organismo (NEVIN;
RAJAMOHAN, 2008; ZAMIRI et al., 2011).

O estudo de MARINA e colaboradores (2009) atribui o efeito antioxidante do 6leo de
coco virgem aos compostos fendlicos presentes, ao contrario do 6leo refinado, que devido aos
processos quimicos do refino perde essa importante propriedade. O 6leo de coco também é
conhecido pela sua atividade antifingica, porém existem poucos relatos na literatura
comprovando este efeito (DEBMANDAL; MANDAL, 2011). OGBOLU e colaboradores
(2007) relataram que o 6leo de coco foi mais ativo contra espécies de Candida (C. albicans,
C. glabrata, C. stellatoidea, C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis) em relacdo ao fluconazol
pela técnica de difusdo em agar. Os autores relataram que o 0leo de coco pode ser usado no
tratamento de infec¢Bes fungicas em vista de novas espécies resistentes aos medicamentos

convencionais. Por outro lado, o trabalho de AGARWAL e colaboradores (2010) mostrou
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moderada efetividade desse 6leo contra Candida albicans utilizando o método de dilui¢cdo em
agar.

Bergsson e colaboradores (2001) testaram a susceptibilidade de Candida albicans
frente a acidos graxos e monoglicerideos. Os resultados mostram que tanto o acido caprico
quanto o laurico sdo ativos contra C. albicans e sugerem que estes podem ser (teis para 0
tratamento de infeccdes causadas por esse patdégeno ou outros que infectam a pele e mucosa,
possivelmente em conjuncdo com terapia antibidtica durante um longo periodo de tempo.
Cabe ressaltar que estes acidos graxos sdo 0os mesmos que compdem o 6leo de coco.

Sd0 poucos o0s relatos na literatura empregando este 6leo em sistemas
nanoestruturados. Lee e colaboradores (2008) prepararam NLS com diferentes quantidades de
6leo de coco e curdlana para liberacdo topica do &cido all-trans-retindico (ATRA). Este
farmaco é caracterizado pela baixa estabilidade quimica, por ser fotolabil e ter baixa
solubilidade em &gua. Essas nanoparticulas demonstraram-se potenciais carreadores para 0
ATRA, apresentando tamanho de particula de 50 a 100 nm e eficiéncia de encapsulamento de
96 a 99%, proporcionando, inclusive, a fotoestabilidade do mesmo frente a luz UV. Apds 5
horas de experimento, 82,9% do ATRA associado as nanoestruturas permaneceu intacto,
enquanto que para a solucdo metandlica este valor ficou em 55%. A liberacdo in vitro do
farmaco a partir das NLS foi avaliada em 4 °C e 37 °C. Considerando-se que a temperatura de
fusdo do 6leo de coco é de 20 a 23 °C, o experimento foi conduzido com o 6leo no estado
solido e liquido, respectivamente. Apds 96 horas de liberacdo, observou-se que a temperatura
influenciou na liberacdo do ATRA. Em 4 °C a liberacdo do farmaco foi de apenas 15%,
enquanto que em 37°C, 60% do farmaco foi liberado.

Kang e colaboradores (2009) também formularam NLS (A/O/A), porém com trés
diferentes tipos de 6leos: 6leo de coco, 6leo de jojoba e 6leo de macadamia incorporando um
farmaco hidrofilico (éster peguilado do &cido lipoico). A formulacdo contendo apenas o 6leo
de coco apresentou maior eficiéncia de encapsulamento, com menor tamanho de particula

(220 nm) e liberagdo mais controlada do que os outros 0leos.
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CAPITULO 1: Validacio de metodologia analitica por cromatografia
liquida de alta eficiéncia para determinacdo do clotrimazol em suspensfes de

nanocapsulas de Eudragit® RS100

1.1 Apresentacdo

O desenvolvimento de uma forma farmacéutica requer a utilizacdo de uma
metodologia analitica validada que permita o doseamento do farmaco incorporado na
formulacdo (AULTON, 2005). No entanto, em algumas situacdes, ndo ha monografia da
substancia ativa descrita em compéndios oficiais, ou, ainda, os métodos relatados em artigos
cientificos ndo sdo aplicaveis a determinacdo do farmaco nas formulagdes em
desenvolvimento. No caso do clotrimazol, alguns métodos de cromatografia e
espectrofotometria tém sido relatados na literatura para a sua quantificacdo em diversas
preparacdes farmacéuticas (ABDEL-MOETY et al.,, 2002; ADLNASAB et al., 2010,
FARMACOPEIA BRITANICA, 2010). Entretanto, tentativas de utilizar tais métodos no
doseamento do clotrimazol em nanocdpsulas de Eudragit® RS100 mostraram que estes,
muitas vezes, careciam em especificidade ou sensibilidade. Além disso, as metodologias
relatadas apresentam importantes desvantagens analiticas, como a utilizacdo de solventes
organicos de alto custo e de solucdes tampdo (PANDEY et al., 2005, FARMACOPEIA
BRITANICA, 2010), longos tempos de retencdo (GAGLIARDI et al., 2003), além de
apresentarem etapas laboriosas na preparacdo das amostras e das fases moveis.

Diante do exposto, o objetivo deste capitulo foi desenvolver e validar uma nova
metodologia analitica para a quantificacdo do clotrimazol nas nanoestruturas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa. Os resultados foram publicados no

periddico Latin American Journal of Pharmacy.



PUBLICACAO 1: A Simple RP-HPLC Method for the Determination of
Clotrimazole from Acrylic Nanocapsule Suspensions

Short communication publicada no periodico Latin American Journal of Pharmacy




Latin American Journal of Pharmacy
S (formerly Acta Farmacéutica Bonaerense)

Lat. Am. J. Pharm. 31 (3): 482-6 (2012)

Short communication
Received: March 7,2012
Revised version: April 9, 2012
Accepted: April 12,2012

A Simple RP-HPLC Method for the Determination
of Clotrimazole from Acrylic Nanocapsule Suspensions

Sara S. SANTOS, Luana M. FERREIRA, Scheila R. SCHAFFAZICK & Leticia CRUZ*

Departamento de Farmdcia Industrial, Universidade Federal de Santa Maria,
Avenida Roraima, 1000, 97105-900, Santa Maria - RS, Brasil.

SUMMARY. A simple and fast HPLC method has been validated for the determination of clotrimazole in
nanocapsule suspensions prepared from an acrylic polymer, Eudragit RS100®, Chromatographic runs
were performed on a RP C18 column with a mobile phase comprising methanol and water (90:10, v/v) at a
flow rate of 1.0 mL/min with UV detection at 229 nm. The method was shown to be specific, linear (r =
0.9987), precise and accurate in a concentration range of 2.0-10.0 pg/mL. The proposed method can be
successfully used to quantify clotrimazole content in acrylic nanocapsule formulations, as well as to esti-

mate drug encapsulation efficiency.

INTRODUCTION

The imidazole antifungals, for its broad spec-
trum of activity and low toxicity, are employed
in a large number of formulations for topical
use. Among these, clotrimazole is one of the
most prescribed drugs for the treatment of vul-
vovaginal candidiasis 12, Clotrimazole, (1-[(2-
chlorophenyl) diphenylmethyl]-1H-imidazole
(Fig. 1), is a white or pale yellow crystalline
powder practically insoluble in water but solu-
ble in ethanol and in methylene chloride 3. It is
an inhibitor of ergosterol biosynthesis and a
broad-spectrum antimycotic agent effective
against pathogenic dermatophytes, yeasts and
several species 12 Topical treatment with this
drug is safe and well tolerated, although some
patients report a burning sensation, irritation
and rash 2. For the topical treatment of candidia-
sis to be effective, the formulation should re-
lease the drug in a sustained manner or reside
in the site of action for a long period of time. In
this sense, the development of a suitable topical

KEY WORDS: Clotrimazole, HPLC, V alidation.

e

Figure 1. Chemical structure of clotrimazole.

delivery system containing clotrimazole from the
appropriate raw materials, could promote a pro-
longed release of the drug at the site of infec-
tion, thereby making the treatment effective.
Polymeric nanocapsules are colloidal drug
carriers which have been extensively studied for
controlled release with consequent increase in
therapeutic efficacy and reduced side effects 4.
This delivery system is formed by a polymer
shell wrapped around an oily core, where the
drug can be dissolved in this core and/or ad-
sorbed at polymer wall 5. In this context, Eu-
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dragit RS100® is an acrylic polymer frequently
employed due its sustained release and bioad-
hesive properties.

Although nanoencapsulation is considered a
promising approach for clotrimazole delivery,
there is no report in the literature about the de-
velopment of polymeric nanocapsules contain-
ing the referred drug. In this way, studies on the
development of Eudragit RS100®-based
nanocapsules containing clotrimazole are in
progress in our laboratory.

Some methods of chromatography and spec-
trophotometry ©7 had been reported in the liter-
ature to quantify clotrimazole in several pharma-
ceutical preparations 389, However, most report-
ed methods are laborious, employ expensive or-
ganic solvents such as acetonitrile, buffer solu-
tions 31011 and present a long retention time 12,
factors that are not convenient when a quick
and simple analysis is looking for. Moreover, it
is noteworthy that most of these methods are
not applicable to the determination of clotrima-
zole-loaded nanocapsules, thereby being re-
quired to validate a new analytical method suit-
able for the assay of the nanostructured drug.

Taking all of this into account, the aim of
this work was to validate a simple RP-HPLC
method for the assay of clotrimazole from
acrylic nanocapsule suspensions. The experi-
ments were conducted in accordance with the
International Conference Harmonization (ICH)
guidelines 13 parameters.

MATERIALS AND METHODS
Materials

Clotrimazole (99.22 %, w/w) was obtained
from Pharma Nostra (Sio Paulo, Brazil). Eudrag-
it RS 100® (Rohm Pharma, Germany) was Kind-
ly donated by Almapal (Sdo Paulo, Brazil). Span
80® (sorbitan monooleate) was purchased from
Sigma Aldrich (Sao Paulo, Brazil) and Tween
80® (polysorbate 80) was supplied by Delaware
(Porto Alegre, Brazil). Medium chain triglyc-
erides mixture was obtained from Brasquim
(Porto Alegre, Brazil). HPLC-grade methanol
was acquired from Tedia (Sao Paulo, Brazil). All
other solvents and reagents were of analytical
grade and used as received.

Apparatus and chromatographbic
conditions

The experiments were performed on a Shi-
madzu LC-10A HPLC system (Kyoto, Japan)
equipped with a model LC-20AT pump, an UV-
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VIS SPD-M20A detector, a CBM-20A system con-
troller, and a Rheodyne valve sample manual in-
jector with 20 pL loop. Separation was achieved
using a RP Cg Phenomenex column (250 mm x
4.60 mm, 5 pm; 110 A) at room temperature.
The isocratic mobile phase consisted of
methanol and water (90:10 v/v) at flow rate of 1
mL/min. The injection volume was 20 pL, and
the detection was performed at 229 nm. The
peak areas were integrated automatically by
computer employing a Shimadzu LC solution
software program. For protect the analytical col-
umn, a guard column (SecurityGuard C18 4 x
3.0 mm) was used. A photodiode array (PDA)
detector was employed to select the wave-
length.

Preparation of nanocapsule suspensions

Clotrimazole-loaded nanocapsule suspen-
sions were prepared by interfacial deposition of
preformed polymer method as described by
Fessi et al. 14, A solution of Eudragit RS 100®
(0.100 g), clotrimazole (0.010 g), medium chain
triglycerides (0.300 g) and sorbitan monooleate
(0.077 g) in acetone (27 mL) was added into an
aqueous solution (53 mL) of polysorbate 80
(0.077 g) under magnetic stirring at 40 °C. After
00 min, the acetone was eliminated and the
aqueous phase concentrated under reduced
pressure. The final volume was adjusted to 10
mL. The sample was named NC-CTZ. Another
formulation was also prepared omitting the
drug, which was called NC-B (blank nanocap-
sules).

Preparation of standard solutions

A stock standard solution of 1.0 mg/mL of
clotrimazole was prepared by accurately weigh-
ing 25 mg of drug, transferring to 25 mL volu-
metric flask and making up to volume with
methanol. This solution was further diluted to
prepare five different standard solutions ranging
to 2.0-10.0 pg/mL, which were used in the lin-
earity study. The resultant solutions were fil-
tered (regenerated cellulose membrane, 0.45
um) before being injected into the HPLC system.

Preparation of sample solutions

For the determination of drug content and
evaluation of the validation parameters the sus-
pensions were diluted with methanol and soni-
cated for ten minutes to extract the drug. Then,
the sample was filtered through a 0.45 pm re-
generated cellulose membrane and injected into
the HPLC system (n = 3).
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Method validation

The method was validated according to the
guidelines set on the ICH 13 for the validation of
analytical procedures. The parameters which
were used to validate the method of analysis
were specificity, linearity, range, accuracy, preci-
sion, limit of detection (LOD), limit of quantifi-
cation (LOQ), and robustness.

The specificity of the chromatographic
method was evaluated by comparison of chro-
matograms of nanocapsule suspensions without
drug (blank nanocapsules) and formulations
containing clotrimazole in order to confirm that
none of the excipients used in the preparation
of nanocapsule suspensions interfered with the
quantification of the drug. In order to assess the
linearity of the method five concentration levels
of clotrimazole (2.0, 4.0, 6.0, 8.0, and 10.0
pg/mL), in three replicates each, were analyzed
in the chromatographic system. The calculation
of regression line was employed by the method
of least squares. The accuracy of the method
was determined by the recovery test, by spiking
nanocapsule suspensions of known concentra-
tions with three different concentrations of stan-
dard solution (3.0, 5.0, and 7.0 pg/mL) corre-
sponding to clotrimazole final concentrations of
5.0, 7.0, and 9.0 pg/mL (n = 3; lower, medium,
and high concentrations). The analyses were
performed in triplicate in three different days.
The repeatability (intra-day precision) and inter-
mediate precision (inter-day) were carried out
by assaying six different samples at the same
concentration (6.0 pg/mL; n = 12), under the
same experimental conditions, during the same
day and in two different days, respectively. The
relative standard deviation was calculated.
Range was derived from linearity, accuracy, and
precision studies. Limit of detection (LOD) and
quantification (LOQ) were determined based on
the standard deviation of the response () and
the slope (S) obtained for the calibration curves,
where LOD and LOQ were 3.30/S and 100/S,
respectively. The robustness of the chromato-
graphic method was studied by deliberately
varying the flow and composition of mobile
phase. Samples were assayed in triplicate for
each variation of the method conditions.

Evaluation of encapsulation efficiency

Free clotrimazole was separated from
nanocapsules by ultrafiltration/centrifugation
technique (Amicon® 10,000 MW, Millipore). En-
capsulation efficiency (%) was determined from
the difference between the total and the free
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drug concentrations assayed in the nanocapsule
suspension (drug content) and in the ultrafil-
trate, respectively, using the HPLC method.

RESULTS AND DISCUSSION

Preliminary investigations about the detec-
tion wavelength and the composition of mobile
phase were conducted to optimize the chro-
matographic conditions. The initial trials were
carried out by using a mixture of methanol and
water in three proportions (70:30, 80:20, and
90:10, v/v). Methanol was selected as organic
modifier because it is much more cost-efficient
than acetonitrile. The mobile phases were tested
at flow rates of 0.8, 1.0, and 1.2 mL/min. Based
on peak symmetry, peak width and run time,
the mobile phase of methanol and water (90:10,
v/v) at 1.0 mL/min of flow rate was considered
satisfactory (theoretical plates = 7.793.950 and
tail factor = 1.098). With the help of photodiode
array the wavelength of 229 nm was sclected
considering the maximum absorbance and the
best peak resolution. In contrast to other meth-
ods 810, the proposed method avoids the use of
buffers in the mobile phase, increasing the life-
time of the column and of the HPLC system, be-
sides reducing the washing time due to the ab-
sence of buffer.

The retention time was 5 min (Fig. 2), being
faster than that described in the United States
Pharmacopoeia. This low retention time enables
a quick determination of the drug, which is im-
portant for routine analysis. Consequently, the
optimum chromatographic conditions described
above were applied for all measurements.
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Figure 2. UV Chromatogram (A = 229 nm) obtained
from the analysis of sample solution (clotrimazole-
loaded nanocapsules, a) and without the drug (blank
nanocapsules, b), using the mobile phase methanol:
water (90:10).
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Regarding the validation of the analytical
method, the specificity test showed that no in-
terference from the constituents of nanocapsules
in the drug peak was observed (Fig. 2). In addi-
tion, the purity of the clotrimazole peak was
proven by analyzing the samples using a photo-
diode array (PDA). The PDA detector showed
that the clotrimazole peak was free from any ex-
cipients peaks, with values of peak purity index
higher than 0.9999, demonstrating that the pro-
posed method is specific for the analyses of
clotrimazole.

Considering the linearity evaluation, a linear
relationship between the peak area and the con-
centration of clotrimazole was observed in a
concentration range of 2.0-10.0 pg/mL. The av-
erage regression equation (# = 3) was calculat-
ed by the method of least squares and found to
be y = 42648x-14382 with a correlation coeffi-
cient of 0.9987. Analysis of variance (ANOVA)
confirmed that the regression equation was lin-
ear (Fcalcu]ated = 204976 > Fv:rincal = 496\ P < 0.5).

The precision of the assay for clotrimazole
nanocapsules at 6.0 pg/mL is displayed in Table
1. The experimental data showed an adequate
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intermediate precision since the RSD values
were lower than 2.8 %. In its turn, accuracy was
evaluated by recoveries studies shown in Table
2. The obtained average recoveries for the three
levels of concentration (low, medium and high)
was found to be in the range 98-103 %. Thus,
the proposed method was considered accurate.

The lowest concentration at which clotrima-
zole was detected (LOD) and quantified (LOQ)
with acceptable precision and accuracy was 0.26
and 0.88 ng/mL, respectively.

Regarding the robustness, parameters such
as the composition and flow rate of the mobile
phase were deliberately varied in the narrow
range compared to their optimal values. At first,
a flow rate of 1.2 mL/min was tested, but the
pressure of the system was too high (more than
160 kgf), what can cause damage to the column,
to the chromatograph apparatus and to the peak
profile. The variations on the flow rate showed
a low change in the retention time of the sam-
ple. Satisfactory recoveries were observed when
the proportion of the mobile phase was
changed. The results are summarized in Table 3.
In both cases, RSD values were lower than 3 %.

Theoretical amount Experimental Recovery RSD*

(pg/mL) (pg/mL) (%) (%)

Day 1 (n=06) 6.00 6.10 + 0.05 101.66 0.76
Day 2 (n=06) 6.00 6.39 £ 0.09 106.50 1.47
Mean £ SD 6.00 6.24 + 0.17 104.07 2.78

Table 1. Precision test. *RSD = Relative Standard Deviation.

Levels of Known sample Added Found (pg mI-1) Recovery (%)
concentration (pg/mL) (pg/mL) mean + RSD* mean + RSD*
Low 2.00 3.00 5.24 £ 0.19 98.27 + 3.80
Medium 2.00 5.00 7.50 £ 0.32 102.18 + 4.32
High 2.00 7.00 9.05 £ 0.45 103.37 £ 4.76

Table 2. Accuracy. *RSD = Relative standard deviation.

Clotrimazole RSD* Retention time Peak

(%) (%) (min) area
Recommended conditions 101.01 0.32 5.01 250123

Mobile phase
95:05 101.82 251 4.42 254665
85:15 101.52 3.02 6.17 253936
Flow rate (mL min—1)

0.90 100.86 0.13 5.09 252270
1.10 96.44 275 4.68 241222

Table 3. Robustness. *RSD = Relative standard deviation.
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The proposed method was applied to deter-
mine the clotrimazole content in acrylic
nanocapsule suspensions. The experimental
concentration of the drug in the formulation
was according to the theoretical concentration
(1.0 pg/mL) with a low RSD value from the trip-
licate analysis. Another important concern in the
development of nanostructured systems is to es-
timate the drug encapsulation efficiency due to
the possibility of drug partition into aqueous
phase during the formation of nanocapsules 5.
For clotrimazole-loaded Eudragit RS100®
nanocapsules the encapsulation efficiency was
up 99 %, which can be explained by the
lipophilic nature of clotrimazole.

CONCLUSIONS

The proposed RP-HPLC method was found
to be simple, fast, accurate and precise, there-
fore suitable for the analysis of clotrimazole-
loaded Eudragit RS100® nanocapsules.
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CAPITULO 2: Desenvolvimento de nanocapsulas catidnicas contendo

clotrimazol

2.1 Apresentacgao

Em continuidade a validagdo da metodologia analitica de determinag&o do clotrimazol,
no presente capitulo sera abordado o desenvolvimento de nanocépsulas poliméricas contendo
o0 antifungico visando futuras aplicagdes no tratamento de infec¢bes fungicas vulvovaginais.
Para tanto, o Eudragit® RS100, um copolimero contendo unidades de metacrilato de
alquilamonio, foi selecionado para constituir o involucro polimeérico das nanocépsulas. Esse
polimero é normalmente empregado para obtencdo de formas farmacéuticas de liberacédo
sustentada devido a sua insolubilidade nos meios fisioldgicos, independente do pH (ROWE et
al., 2009). Além disso, pelo fato de possuir grupos funcionais com amonio quaternario, o
Eudragit® RS100 é catiénico, o que pode levar & obtencéo de nanoparticulas mucoadesivas
devido a potencial interacdo destas com o muco, que é carregado negativamente (DILLEN et
al., 2008).

Além do polimero, outro componente que foi selecionado criteriosamente para a
preparacdo das nanocapsulas de clotrimazol foi o 6leo constituinte do ndcleo desta estrutura
vesicular. Para tanto, dois 6leos foram empregados neste trabalho. Os triglicerideos de cadeia
média sdo de origem sintética e amplamente empregados na preparacdo de nanocapsulas
devido, principalmente, a biocompatibilidade e elevada capacidade em solubilizar farmacos
lipofilicos (MORA-HUERTAS et al., 2010). Por outro lado, o emprego de dleos de origem
vegetal para a preparacdo de nanocapsulas vem mostrando crescimento nos ultimos anos
(SANTOS-MAGALHAES et al., 2000; FRIEDRICH et al., 2008; ALMEIDA et al., 2009;
KANG et al. 2009; CONTRI et al., 2012). Neste contexto, a preparacdo de nanocapsulas a
base de 6leo de coco virgem pode ser considerada uma abordagem interessante, visto que este
se destaca por suas atividades antioxidante e antifingica (NEVIN; RAJAMOHAN, 2006;
OGBOLU et al.,, 2007; MARINA et al., 2009; AGARWAL,; LAL; PRUTHI, 2010;
DEBMANDAL; MANDAL, 2011)

Frente ao exposto, o capitulo 2 desta dissertacdo compreende dois artigos. O primeiro
versa sobre a preparacdo inédita de nanocapsulas poliméricas a partir do Eudragit® RS100,
contendo clotrimazol, utilizando os triglicerideos de cadeia média como nucleo oleoso, o qual

sera submetido para a publicacdo no periodico Materials Science and Engineering: C -
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Materials for Biological Applications. Por sua vez, o segundo artigo trata do desenvolvimento
de nanocépsulas poliméricas contendo como ndcleo o éleo de coco virgem, visando aliar as
potencialidades antifangicas do referido 6leo e do clotrimazol, o qual sera submetido para
publicacdo no periodico Colloids and Surfaces B: Biointerfaces. Ambos o0s sistemas
preparados foram avaliados quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas, estabilidade em 60
dias, fotoestabilidade do clotrimazol, perfil de liberacdo in vitro por difusdo em sacos de

dialise e atividade antifungica in vitro pela técnica de microdiluicéo.
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Abstract

Clotrimazole is a common choice for the treatment of vulvovaginal infections, but its low
solubility and some side effects pose a challenge to its application. This work evaluated the
feasibility to formulate clotrimazole-loaded cationic nanocapsules using Eudragit® RS100
and medium chain triglycerides as polymer and oily core, respectively, by the method of
interfacial deposition of a preformed polymer. The physicochemical characteristics of
nanocapsule formulations were evaluated after preparation and after 60 days. Particle size,
zeta potential, polydispersity index, pH and drug content were stable during this period. In
addition, nanocapsules were able to protect clotrimazole from photodegradation under UVC
radiation. By the dialysis bag diffusion technique, the nanosized formulations showed
prolonged release of clotrimazole by anomalous transport and first order Kkinetics. A
microbiological study was carried out by the microdilution method and showed that
nanocapsules (mean size: 144 nm; zeta potential: + 12 mV) maintained the antifungal activity
of clotrimazole against Candida albicans and Candida glabrata strains susceptible and

resistant to fluconazole.

Keywords: nanocapsules; clotrimazole; Eudragit® RS100; Candida; antifungal activity;
stability
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1 Introduction

Clotrimazole is a broad-spectrum low toxic antifungal imidazole derivative that can be
used topically to treat fungal infections, especially in the vaginal tract [1-3]. In this context,
vulvovaginitis is a sexually transmitted disease caused by Candida species and is considered a
recurring gynecological problem. It is estimated that 75% of women suffer from candidiasis at
least once in their lives, while 40-50% experience at least two episodes [4, 5]. For the
management of vulvovaginitis, clotrimazole is usually administered by the vaginal route as a
cream, gel, ovules and pessaries, once daily at bedtime [6]. However, this type of treatment is
associated with some drawbacks such as mucosal irritation, leakage of the formulation and
low residence time at the vaginal cavity [7]. Besides, clotrimazole is a poorly water-soluble
drug, which affects its local absorption [8]. As reported in the literature, bioadhesive
formulations such as tablets [7], gels [8-13], and nanostructured carriers as liposomes [14-16],
cyclodextrins [17] and microemulsion [18] were developed in order to increase the residence
time of the dosage form and/or to enhance local bioavailability. Although there are studies
showing the incorporation of clotrimazole into nanosized systems, as far as we know, there is
no report in the literature on the development of polymeric nanocapsules containing this
antimycotic. It should be noted that there is one study about the development of clotrimazole-
loaded solid lipid nanoparticles and nanostructured lipid carriers, but it did not focus on the
vaginal delivery of the drug [19] and its microbiological activity. Furthermore, nanospheres
prepared from polylactide-co-glycolide or alginate were able to improve clotrimazole
bioavailability in mice [20].

Concerning drug delivery systems, in the last decades has increased the number of
studies devoted to their development, especially polymeric nanoparticles [21]. These
nanostructures have dimensions between 10 and 1000 nm and differ as to qualitative
composition and organization at molecular level [22]. Nanocapsules are formed by a polymer
shell surrounding a lipophilic or hydrophilic liquid core, while nanospheres are matrix
systems [21]. In these systems, the drug is generally entrapped or dissolved within or
adsorbed on the nanoparticles [23].

The raised interest in nanoparticles is because of their properties, as they can control
drug release and transport to specific sites of action, with a consequent increase in therapeutic
efficacy and a reduction of side effects. In addition, these systems are able to protect the drug
against enzymatic, chemical/photochemical or immunological degradation [24-26].
Considering these advantages, the development of nanocapsule suspensions prepared from a

bioadhesive polymer could be considered a promising strategy for the vaginal delivery of
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clotrimazole, since such nanocarriers are able to prolong drug release, improve
bioavailability, protect the mucosa from the topical irritant effects of the drug and enhance
residence time in the vaginal cavity.

Thus, the aim of this work was to formulate, for the first time, clotrimazole-loaded
nanocapsules prepared from Eudragit® RS100, a cationic polymer, and to characterize the
formulations, as well as evaluate the stability of these systems (at room temperature and at

UV radiation) and in vitro antifungal activity against Candida species.

2. Materials and Methods
2.1 Materials

Clotrimazole (99.22 %, w/w) was obtained from Pharma Nostra (Sdo Paulo, Brazil).
Eudragit® RS100 (R6hm Pharma, Germany) was kindly donated by Almapal (Sdo Paulo,
Brazil). Span 80® (sorbitan monooleate) was purchased from Sigma Aldrich (S&o Paulo,
Brazil) and Tween 80® (polysorbate 80) was supplied by Delaware (Porto Alegre, Brazil).
Medium chain triglycerides mixture was obtained from Brasquim (Porto Alegre, Brazil).
HPLC-grade methanol was acquired from Tedia (Rio de Janeiro, Brazil). All other solvents

and reagents were of analytical grade and used as received.

2.2 Dissolution/Swelling experiments of polymer films

In order to verify a possible interaction between the polymer and the oil, films of
Eudragit® RS100 were obtained from the solubilization of 2 g polymer in acetone and
subsequent evaporation of this solvent at room temperature. Next, 100 mg films were weighed
and kept submersed in the medium chain triglycerides for 60 days (n=3). At predetermined
intervals (days), the films were removed from the oil, carefully dried with absorbing paper,

and weighed in an analytical balance. The percentage of weight variation was then calculated.

2.3 Preparation of nanoparticle suspensions

Nanocapsule suspensions were prepared by the interfacial deposition of a preformed
polymer, according to the method described by Fessi [27]. Eudragit® RS100 (0.100 g) was
solubilized in acetone (27 mL) in the presence of Span 80®(0.077 g), clotrimazole (0.01 or
0.02 or 0.03 g) and medium chain triglycerides (0.3 g). After 60 minutes under moderate
magnetic stirring at 40°C this organic phase was added to an aqueous phase (53 mL)
containing Tween 80® (0.077 g). The magnetic stirring was maintained for 10 min and then

the organic solvent was eliminated by evaporation under reduced pressure to achieve a final
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volume of 10 mL and clotrimazole concentrations of 1.0 mg/mL (NC-1), 2.0 mg/mL (NC-2)
and 3.0 mg/mL (NC-3). For comparison purposes, a nanosphere suspension was prepared by
omitting the oil (NS-1) and a blank nanocapsule suspension (NC-B) was formulated by

omitting the drug. The formulations were prepared in triplicate.

2.4 Characterization of polymeric nanoparticle suspensions
2.4.1 Determination of pH

The pH values of the suspensions were determined directly from the formulations
using a previously calibrated potentiometer (Model pH 21, Hanna Instruments, Brazil) at

room temperature.

2.4.2 Particle size and zeta potential analysis

The mean particle sizes and polydispersity indexes (Pl - size distribution) were
measured (n=3) by photon correlation spectroscopy after dilution of an aliquot of nanoparticle
suspension in purified water (1:500) (Zetasizer Nanoseries, Malvern Instruments, UK). Zeta
potential analyses (n=3) were then performed in the same equipment after diluting the
samples in a 10 mM NaCl solution (1:500).

2.4.3 Determination of drug content

Clotrimazole content was determined (n=3) by HPLC using a previously validated
method [28]. The preparation of the samples involved the dilution of an aliquot of the
formulation in 10 mL methanol and its subsequent sonication for 10 min to extract the drug.
Then, the samples were filtered through a 0.45 um regenerated cellulose membrane and
injected into the HPLC system. Chromatographic instruments and conditions were the
following: LC-10A HPLC system (Shimadzu, Japan) equipped with a model LC-20AT pump,
an UV-VIS SPD-M20A detector, a CBM-20A system controller and a Rheodyne valve
sample manual injector with 20 pL loop. Column: RP Ci3 Phenomenex (250 mm x 4.60 mm,
5 um; 110 A); Cig guard column; mobile phase: methanol and water (90:10 v/v); flow rate: 1
mL/min; wavelength: 229 nm; retention time: 5.1 min.
2.4.4 Evaluation of encapsulation efficiency

Nanocapsules were submitted to ultrafiltration/centrifugation using centrifugal devices
(Amicon® 10.000 MW, Millipore) at 2200 xg during 10 min. Free clotrimazole was

determined in the ultrafiltrated. Encapsulation efficiency (%) was calculated from the
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difference between the total and the free drug concentrations using the described HPLC
method [28].

2.5 Stability studies
The nanoparticle suspensions were stored at room temperature (25°C) and protected
from light in amber glass flasks. The formulations were evaluated after 60 days of storage in

terms of drug content, pH, particle size, distribution and zeta potential.

2.6 Photostability study

To evaluate the effect of photodegradation by UV light, a methanolic solution of
clotrimazole (1.0 mg/mL) and the NC-1 formulation were placed in quartz cuvettes and the
samples were exposed to UVC radiation (Phillips TUV lamp-UVC long life, 30 W) for 14
hours in a mirrored chamber (1 m x 25 cm x 25 cm) at a fixed distance of 20 cm from the
light source. In order to discard the possibility of temperature degradation or the influence of
other experimental conditions, a quartz cuvette containing the clotrimazole methanolic
solution was protected from UVC radiation by covering the cuvette with aluminum paper
(dark control). The remaining clotrimazole was assayed by HPLC. The experiment was
conducted in triplicate.

2.7 In vitro drug release study

The in vitro release of clotrimazole from nanocapsules was performed using the
dialysis bag diffusion technique. Formulations NC-1, NC-3 and the methanolic solutions of
clotrimazole at 1 and 3 mg/mL (CMS-1 and CMS-3, respectively) were placed in a dialysis
bag (MWCO 10.000, Spectra Por 7), and this system was immersed in 250 mL of pH 4.5
acetate buffer with 30% of ethanol to maintain the sink conditions. The medium was kept at
37°C under continuous magnetic stirring of 50 rpm. At predetermined intervals, aliquots of 1
mL dissolution medium were withdrawn and replaced by the same volume of fresh medium.
The percentage of drug released was determined using the HPLC conditions mentioned
previously, except for the volume of injection (50 pL). The mean calculated values were

obtained from 3 replicates.

2.8 Mathematical modeling of release profiles
The release profiles of clotrimazole from nanocapsules were analyzed by model-

dependent approaches: the first order model, Q/Q.=1-[e*] and the Power law model,
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Q/Q.,=a.t". In these models, Q is the amount of the drug released at time t, Q., is the initial
amount of the drug, k is the kinetic rate constant [29], a is a constant incorporating structural
and geometric characteristics of the carrier, and n is the release exponent, indicative of the
mechanism of drug release [30]. The experimental data were fitted to the models with
software Scientist 2.0 (Micromath, USA).

2.9 In vitro antifungal activity of clotrimazole-loaded nanocapsule suspensions

Antifungal activity was studied against fluconazole-susceptible Candida albicans
(n=1), fluconazole-susceptible Candida glabrata (n=1) and fluconazole-resistant Candida
glabrata (n=1). The inocula were performed after growth (48 h/35°C) on Sabouraud dextrose
agar. The colonies were suspended in 0.85% sterile saline and this suspension was
homogenized in a vortex mixer for 15 seconds; after that, cell density was set in a
spectrophotometer and transmittance (A=530 nm) was adjusted to match standard 0.5 on the
McFarland scale (1 x 10° to 5 x 10° cells per mL). In the sequence, a 1:50 dilution in water
was done, followed bya 1:20 dilutionin RPMI 1640 medium, resulting ina final
concentration of 1.5 + 1.0 x 103 cells per mL.

The microdilution technique [31] was performed in polystyrene sterile plates with flat-
bottom, disposable, with 96 wells. One hundred milliliters of samples were twice more
concentrated than the desired final concentrations in the series in wells 1 to 10. The tested
samples were: clotrimazole methanolic solution (CMS), methanolic solution of clotrimazole
and medium chain triglycerides (MCT-CMS), clotrimazole-loaded nanocapsule at 1 mg/mL
(NC-1), blank nanocapsules (NC-B) and medium chain triglycerides methanolic solution
(MCTMS). Rows 11 and 12 represented the negative (medium) and positive (medium +
microorganisms) controls, respectively. To each well microdilution plate were added 100
uL of the standardized inoculum. The plates were incubated at 35°C for 48 hours and then 10
mL of 0.5% 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride dye was added to all wells, and the plates
were re-incubated at 35°C for 20 minutes. After this period, minimum inhibitory
concentration (MIC) was determined. The wells showing fungal growth were pink.

The interaction of medium chain triglycerides (MCT) and clotrimazole (CLZ) was
calculated by determining the fractional inhibitory concentration index (FICI) of each
combination [31]. The fractional inhibitory concentration (FIC) of each agent was calculated
by dividing the inhibitory concentration of each antifungal - when used in combination - by its

MIC (Eg. 1 and 2). FIC values were then added together to define the interaction of the
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combination (Eg. 3). Synergy was defined when FICI < 0.5,additivity when 0.5 < FICI <1.0,
indifference when 1.0 < FICI <4.0 and antagonism when FICI > 4.0 [32].

MIC in combination

FIC. ., = Equation 1

CLZ MICCLZ ( q )

FIC, ., = MIC in combination (Equation 2)
IVIIC:MCT

FICI=FIC_, +FIC,,; (Equation 3)

2.10 Statistical Analysis

Formulations were prepared and analyzed in triplicate and the results were expressed
as mean * standard deviation. SigmaStat Statistical Software Package, version 3.5 (Jandel
Scientific, USA), was used for the analyses of variance (ANOVA) and post-hoc multiple
comparisons. The release profiles were analyzed by two-way ANOVA followed by the post
hoc student Bouferone test, expressed with + standard deviation. A p-value < 0.05 was

considered to be statically significant. For this analysis, software Prism version 5 was used.

3. Results and discussion
3.1 Dissolution/Swelling of polymer films

As a preformulation test, an evaluation was made of the compatibility of the oil with
the polymer after 60 days in reciprocal contact. The aim of this experiment was to observe the
possibility of dissolution or swelling of Eudragit® RS100 by the medium chain triglycerides,
since the oil must be a nonsolvent for the polymer to form a core-shell structure [33]. The
initial mass of the polymer film was 116.9+14.9 mg. On the first day, the film weighed
117.4+14.8 mg, while on the last day in contact with the oil, the polymer mass was
116.4+15.2 mg. The statistical analysis showed that the difference was not significant
(p<0.05), indicating that the medium chain triglycerides and Eudragit® RS100 are suitable to

form nanocapsules.

3.2 Physicochemical characterization

After preparation, the macroscopic analysis of the nanocapsules revealed a liquid with
milky and opalescent bluish reflection which is associated with the Brownian motion of
colloidal structures (Tyndall effect), corroborating the results previously reported in the

literature for other nanocapsule systems [21, 22, 34]. Moreover, it should be noted that none
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of the formulations showed visible precipitation. Table 1 shows the results of the
physicochemical characterization of the formulations developed in this study. The
nanocapsules showed adequate sizes as regards average diameter: smaller than 150 nm, with
polydispersity index lower than 0.17, which indicates a narrow distribution. As for the
evaluation of zeta potential, the colloidal structures showed positive values, which is
consistent with the cationic nature of the polymer. Eudragit® RS100 is well-known in the
literature for its mucoadhesive properties [35, 36]. The positively charged nanoparticles have
the potential to adhere to the mucus which is negatively charged and, hence, provide
prolonged residence time of the nanocarrier on the vaginal cavity. It should also be noted that
there is no study on the development of cationic colloidal systems for clotrimazole.
Considering pH determination, the formulations showed values close to 5.1, which is in
accordance with other nanoparticle suspensions prepared with Eudragit® RS100 [34]. Given
that the pH of the vaginal tract is 4.5, the Eudragit® RS100 nanocapsules containing
clotrimazole can be considered compatible with this route of administration. All formulations
were very close to the theoretical value for drug content. In addition, regardless of
clotrimazole concentration, encapsulation efficiency was higher than 99.9%, which is
associated with the high lipophilicity of the drug that prevents its partition in the aqueous

phase.

Table 1- Physicochemical characteristics of nanocapsule suspensions (n=3).

Actual drug Particle size  Polydispersity Zeta potential
Sample  content (mg/mL) pH (nm) index (mV)
NC-B - 5.2+0.3 137+4 0.14+0.06 12.3+1.8
NC-1 1.01+0.01 5.1+0.2 144412 0.17+0.11 12.143.3
NC-2 2.04+0.04 5.0£0.3 146+9 0.12+0.02 13.94+2.7
NC-3 3.04+0.02 5.0+0.1 143+13 0.15+0.01 13.3+1.8

3.3 Stability study

After 60 days of storage at room temperature and protection from the light, the colloidal
suspensions kept the same appearance, without precipitation or color change. Drug content
(Figure 1a) remained stable during the whole period, probably as a result of the high affinity
of the clotrimazole with the nanostructure. In order to verify the role of the oily core in

maintaining clotrimazole content, a formulation without medium chain triglycerides was
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prepared. The results showed that the drug concentration of nanospheres decreased 25% after
60 days, evidencing that the probable confinement of the drug in the nucleus of the
nanocapsules is an important factor for drug stability (data not shown). Considering the other
parameters, pH (Figure 1b), polydispersity (Figure 1d) and zeta potential (Figure 1e), no
significant difference was observed after 60 days.
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Figure 1. Drug content (A), pH (B), particle size (C), polydispersity (D) and zeta potential (E)

of clotrimazole-loaded nanoparticles, after preparation and after 60 days.
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3.4 Photostability study

Although there are no scientific articles commenting that clotrimazole is photolabile,
the United States Pharmacopoeia [37] recommends photoprotection of the drug during
storage. In this way, an assessment was made of the ability of the nanocapsules to prevent the
clotrimazole photodegradation under UVC radiation (Figure 2). After 14 hours of exposure,
the clotrimazole content of nanocapsules was around 70%, while the methanolic drug solution
showed a more pronounced decrease (assay of 26%). For the dark control, clotrimazole
concentration was close to 100%, which discards the influence of chamber temperature on
drug degradation. Hence, the nanocapsules have the ability to delay the photodegradation of
clotrimazole under UV radiation. The protection of the drug could be attributed to the
crystallinity of the polymer shell that reflects or scatters UV radiation, as stated by Jimenez

and co-workers [38] for other polymeric nanoparticles.

CMS
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Figure 2. Clotrimazole content of nanocapsules (NC-1), methanolic solution (CMS) and
methanolic solution protected from UVC radiation (dark control).

3.5 In vitro release study

Formulations NC-1 and NC-3 had a similar behavior and presented a slower release
profile than the respective methanolic solutions of clotrimazole (Figure 3). After 8 hours, the
release from both solutions was complete. On the other hand, formulations NC-1 and NC-3
released 66% and 58% of the drug, respectively, in 24 hours. Until 8 hours of experiment the
difference between the profiles of NC-1 and NC-3 was not significant. However, the

percentage of drug released from NC-3 was significantly lower (p<0.05) after this period,
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which is associated with the greater amount of drug that must be dissolved. In this way,
Eudragit® RS100 nanocapsules were able to prolong clotrimazole release in vaginal pH.

120 ~

—— —
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0 5 10 15 20 25
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Figure 3. In vitro clotrimazole release profiles from methanolic solutions (CMS-1 and CMS-
3) and from nanocapsules (NC-1 and NC-3).

Mathematical modeling showed that the drug release profile of all formulations
followed a first order kinetics (correlation coefficient higher than 0.99) (Table 2). The first
order equation is constituted by only one exponential term, which means that the drug release
occurs in a single step, without a rapid initial release (burst effect). The absence of burst
release indicates that all clotrimazole is encapsulated, corroborating the results of
encapsulation efficiency. Comparing the rate constants, nanocapsules presented a k value
approximately 10 times lower than solutions, which evidences the slower release of
clotrimazole from nanocarriers. In addition, half-lives were lower than 2 hours for solutions,
while nanocapsules showed values above 12 hours.

The mechanism of drug release was investigated using Power law (Korsmeyer-Peppas
model). As reported in the literature, for systems presenting spherical geometry, the limits
considered for the release exponent were the following: (a) n=0.43 indicates Fickian
diffusion; (b) 0.43<n<0.85 corresponds to anomalous transport; (c) n>0.85 is associated with
a case Il transport [39]. Therefore, n values ranged from 0.44 to 0.69 for all formulations,
indicating anomalous transport. For nanocapsules, drug release depends on polymer
relaxation followed by the diffusion of clotrimazole. These results are in accordance with the

application of this polymer. Eudragit® RS100 (ammonium methacrylate copolymers) is a
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water-insoluble copolymer synthesized from acrylic acid and methacrylic acid esters with 5%
of functional quaternary ammonium groups, used to promote sustained drug release. The
ammonium groups are present as salts and give rise to pH-independent permeability of this

polymer, and films prepared from Eudragit® RS100 are only slightly permeable to water [40].

Table 2- Parameters calculated by first order and Power law models for clotrimazole-loaded
nanocapsules and free-drug solutions.

NC-1 NC-3 CMS-1 CMS-3
First order
r 0.9961+0.0022 0.9965+0.0017  0.9976+0.0018 0.9985+0.0005
k (h™) 0.0536+0.0072 0.0398+0.0032  0.4630+0.0166 0.3956+0.0429
ty, (h) 12.9 17.4 1.5 1.8
Power Law
r 0.9954+0.0009 0.9974+0.0019  0.9855+0.0021  0.9852+0.0007
a 0.1374+0.0100 0.1122+0.0077  0.4341+0.0468 0.3766+0.0084
n 0.6349+0.0248 0.6922+0.0208  0.4403+0.0487  0.5048+0.0165

3.6 Antifungal activity

An assessment was made of the antifungal activity of clotrimazole-loaded
nanocapsules against C. albicans and C. glabrata strains susceptible and resistant to
fluconazole, in comparison with blank nanocapsules and with a drug methanolic solution. In
parallel, the tests were also performed with a methanolic solution of medium chain
triglycerides and with a methanolic solution of drug and triglycerides. We hypothesized that
the oil could influence antifungal activity since medium chain triglycerides are mainly
constituted of fatty acids esters of glycerol with 6 to 12 carbons. Regarding the literature, lipid
substances may present microbicidal activity, probably due to the disruption of membrane
cells [41]. Table 3 shows the MIC values determined for each sample. Lower MIC values
indicate higher antifungal activity. Free clotrimazole presented higher activity for C. albicans.
It is important to mention that methanol did not interfere in fungal growth (MIC > 1600). On
the other hand, blank nanocapsules and methanolic solution of medium chain triglycerides
showed no antifungal activity at all yeasts (MIC > 1600). However, when medium chain
triglycerides were combined with clotrimazole in methanolic solution, antifungal activity was

evident. The calculated MIC values for clotrimazole and medium chain triglycerides in the
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solution were 0.8 and 25.0 ug/mL, respectively. This result suggests an interaction between
both substances, because medium chain triglycerides in combination with clotrimazole
showed a marked reduction of MIC, especially for C. albicans. Comparing these results with
those obtained for clotrimazole-loaded nanocapsules, the colloidal suspensions presented the
same MIC values of methanolic solution of medium chain triglycerides and clotrimazole,

except for clotrimazole against fluconazole-resistant C. glabrata.

Table 3- Minimum inhibitory concentration values (ug/mL) of clotrimazole-loaded
nanocapsules and controls against yeasts.

NC-1 MCT-CMS CMS MCTMS NC-B
Yeasts CLZz MCT CLZ MCT
C. albicans 0.8 25.0 0.8 25.0 0.4 >1600  >1600

C.glabrataFS 125 400.0 12.5 400.0 12.5 >1600  >1600

C.glabrataFR  25.0 800.0 12.5 400.0 12.5 >1600  >1600

CLZ: clotrimazole; MCT: medium chain triglycerides; CMS: clotrimazole methanolic solution; MCT-CMS:
methanolic solution of clotrimazole and medium chain triglycerides; NC-1: clotrimazole-loaded nanocapsule at 1

mg/mL; NC-B: blank nanocapsule; MCTMS: medium chain triglycerides methanolic solution.

FICI values were calculated in order to investigate the nature of the combination of
clotrimazole with medium chain triglycerides (Table 4). The results showed indifferent
activity (1.0 < FICI < 4.0), which means that the effect is attributed to the most active
component, in this case, clotrimazole. In this way, the in vitro assay showed that the
nanocapsules retained clotrimazole activity against the three studied yeasts. It should be noted
that C. albicans is the most virulent of all Candida species. However, C. glabrata has been
associated with vulvovaginitis [42]. Therefore, the developed nanocapsules can be considered

promising formulations to treat vulvovaginal candidiasis.
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Table 4- FICI values of clotrimazole-loaded nanocapsules (NC-1) and methanolic solution of
clotrimazole and medium chain triglycerides (TCM-CMS).

Yeasts NC-1 Interaction MCT-CMS Interaction
C. albicans 2.02 I 2.01 I
C. glabrata FS 1.25 I 1.25 I
C. glabrata FR 1.25 I 2.25 I

MCT-CMS: methanolic solution of clotrimazole and medium chain triglycerides; NC-1: clotrimazole-loaded

nanocapsule at 1 mg/mL; I: indifference.

4. Conclusion

For the first time, the present study showed the feasibility of preparing polymeric
nanocapsules containing clotrimazole at 1 to 3 mg/mL, using medium chain triglycerides as
oily core. The formulations combined adequate physicochemical characteristics and stability
with improved photostability and prolonged drug release. In addition, nanocapsules were able
to maintain clotrimazole activity against Candida species. Thus, those Eudragit® RS100
nanocapsules have proven to be a promising alternative for the delivery of clotrimazole in

vulvovaginal candidiasis.
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Abstract

The objective of this work was to propose novel coconut oil-core nanocapsules prepared from
Eudragit® RS100, a cationic polymer, and to evaluate their potential for vaginal delivery of
clotrimazole in candidiasis. Nanocapsules loaded with clotrimazole at 1.0, 2.0 and 3.0 mg/mL
were prepared by interfacial deposition of Eudragit® RS100. The physicochemical
characterization showed average diameter lower than 200 nm, low polydispersity index,
positive zeta potential (+10.94 to +14.57 mV), acid pH values (5.4 to 5.7) and encapsulation
efficiencies close to 100%. During 60 days of storage at room temperature and protection
from the light, the nanocapsules were reasonably stable. Photodegradation studies showed that
nanoencapsulation improved clotrimazole stability against UV radiation. The in vitro drug
release at pH 4.5 was characterized by a prolonged release without burst effect. The
nanocapsules were more active than free clotrimazole against Candida albicans and Candida
glabrata strains susceptible and resistant to fluconazole. Hence, clotrimazole-loaded coconut
oil-core nanocapsules represent promising alternatives to the treatment of vulvovaginal
candidiasis.

Keywords: nanocapsules, coconut oil, clotrimazole, Eudragit® RS100, Candida, antifungal

activity
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1. Introduction

Polymeric nanoparticles have been considered promising carriers of therapeutic drugs
[1]. The main advantages showed by these submicron devices in the last years include site-
specific targeting [2, 3], controlled release of drugs [4] and improved protection of labile
molecules against enzymatic hydrolysis, photodecomposition, chemical and immunological
degradation [1, 5].

In general, polymeric nanoparticles present size ranging to 100-500 nm [6] and may
distinguished into two subtypes of nanostructures namely nanospheres and nanocapsules [7].
Conceptually, nanospheres possess a matrix structure, while nanocapsules present a core-shell
organization in which the polymer surrounds a liquid (lipophilic or hydrophilic) nucleus [8].
In such nanocarriers, the active substances are usually entrapped or dissolved within or
adsorbed on the particle surface [9]. Comparing both types of nanostructures, oily-core
nanocapsules feature some important advantages such as higher drug loading capacity, better
protection of drugs from degradation and reduced burst release [10]. Commonly, medium
chain triglycerides, a synthetic oils, are frequently used for preparing nanocapsules because
they present noteworthy qualities as biocompatibility and capacity of solubilize a wide range
of drugs [4, 11]. Another important aspect to be taken into consideration in the choice of oil is
the low solubility of the polymer into the chosen oil [12].

Recently, the interest in the preparation of polymeric nanocapsules with vegetable oils
has increased. In this context, some studies reported the development of those nanocarriers
using several vegetable oils such as sunflower [13], grape seed, almond kernel [14], Brazil
nut, olive, rose hip and carrot [15].

Among the oilseeds of great economic interest, the coconut oil stands out for its high
nutritional and pharmaceutical value [16]. Traditionally, coconut oil is used in the
pharmaceutical industry as an emollient in bases of ointments, shampoos, soaps and liquid
soaps [17]. Although there are few reports in the literature, some studies indicate that coconut
oil has antifungal [18, 19, 20] and antioxidant activities [20, 21, 22].

Coconut oil is extracted from Cocos nucifera Linn (Palmae) and is described as a
white paste with a melting point between 23-26°C [17]. On average, 75% of the fatty acids of
virgin coconut oil are medium chain triglycerides and 90% of the fatty acids are satured.
Compared with other vegetable oils, coconut oil has a lower amount of unsatured fatty acids
(4%) than palm, peanut, corn, soy and flaxseed oils, which contain from 53 to 90% [23]. The

major fatty acids present in coconut oil are lauric (40-50%) and myristic acids (15-20%) [17].
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Considering nanostructured systems, to the best of our knowledge, there is no report
on the development of polymeric nanocapsules containing this oil. Regarding the literature,
solid lipid nanoparticles of coconut oil were considered potential systems for topical delivery
of all-trans-retinoic acid [24] and lipoic acid polyethylene glycol ester [25]. In addition, the
feasibility of nanoemulsions made up with coconut oil was also demonstrated [26, 27]. In
spite of the antifungal activity of this vegetable oil, there is no study exploring the
incorporation of an antimicotic into coconut oil nanocarriers.

Among antimicotic drugs, clotrimazole, a broad-spectrum antifungal imidazole
derivative, is a poorly water soluble drug used topically in the treatment of vulvovaginitis
caused by Candida albicans, but this treatment is generally associated with mucosal irritation,
leakage of the formulation and low residence time at the vaginal cavity [28].

Taking all of this into account, this work was performed in order to prepare and
characterize coconut oil-core nanocapsules from Eudragit® RS100, a cationic polymer,
intended for the vaginal delivery of clotrimazole. The polymeric nanocapsules were evaluated
for their stability at room temperature, photostability under UV light, in vitro drug release and

in vitro antifungal activity against Candida species.
2. Materials and methods
2. 1. Materials

Clotrimazole (99.22 %, w/w) was purchased from Pharma Nostra (Sdo Paulo, Brazil).
Virgin Coconut oil was donated by TheraHerb (Niteréi, Brazil). Eudragit® RS100 (Rohm
Pharma, Germany) was a gift of Almapal (S&o Paulo, Brazil). Span 80® (sorbitan monooleate)
was purchased from Sigma Aldrich (S&o Paulo, Brazil) and Tween 80® (polysorbate 80) was
supplied by Delaware (Porto Alegre, Brazil). HPLC-grade methanol was acquired from Tedia
(Rio de Janeiro, Brazil). Other solvents and reagents were of analytical grade and used as

received.
2. 2. Analytical procedures

The experiments were performed on a LC-10A HPLC system (Shimadzu, Japan)
equipped with a model LC-20AT pump, an UV-VIS SPD-M20A detector, a CBM-20A
system controller and a Rheodyne valve sample manual injector with 20 puL loop. Separation
was achieved at room temperature using a RP C;3 Phenomenex column (250 mm x 4.60 mm,

5 um; 110 A) coupled to a Cig guard column. The isocratic mobile phase consisted of
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methanol and water (90:10 v/v) at flow rate of 1 mL/min. Clotrimazole was detected at 229
nm with a retention time of about 5.1 min [29]. The method was validated according to the
ICH guidelines for determination of clotrimazole in coconut oil-core nanocapsules. The
method was found to be linear (r=0.9993), specific, accurate (100,51 % to 101,88 %), precise
and robust (relative standard deviation was < 3% for all parameters) in the concentration
range of 2-10 pg/ml and in accordance to the previous work for clotrimazole in medium chain

triglyceride oil-core nanocapsules [29].
2. 3. Dissolution/ Swelling experiments of polymer films

Eudragit® RS100 films were prepared by dissolution of 2 g polymer in acetone
followed by evaporation of the solvent at room temperature. About 100 mg of film were
exactly weighed and placed in contact with enough amount of coconut oil to cover the film. In
predetermined intervals during a period of 60 days, the films were removed from the contact
with the oil and were carefully dried with the aid of an absorbing paper. The weight variation

was determined in an analytical balance. The experiments were performed in triplicate.
2. 4. Preparation of nanocapsules

Nanocapsule suspensions were prepared by interfacial deposition of Eudragit® RS$100
[30]. An organic phase constituted of polymer (0.100 g), acetone (27 mL), Span 80® (0.077
), clotrimazole (0.01 or 0.02 or 0.03 g) and coconut oil (0.300 g) was kept for 60 minutes
under moderate magnetic stirring at 40 °C. After solubilization of all components, the acetone
solution was poured to 53 mL of an aqueous dispersion of Tween 80® (0.077 g) and the
magnetic stirring was maintained for 10 min. The organic solvent and part of the water were
then eliminated by evaporation under reduced pressure to achieve a final volume of 10 mL
and clotrimazole concentration of 1.0, 2.0 or 3.0 mg/mL (NC-1, NC-2 and NC-3,
respectively). For comparison, formulations without the drug (blank nanocapsules, NC-B)

were also prepared. All samples were obtained in triplicate.
2. 5. Characterization of nanoparticle suspensions
2.5.1. Determination of pH

The pH of nanoparticle suspensions was verified by directly immersing the electrode
of a calibrated potentiometer (Model pH 21, Hanna Instruments, Brasil) into the formulations.

The measures were performed at room temperature (25 °C + 2) in triplicate of batch.
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2.5.2. Particle size analysis, polydispersity index and zeta potential

Particle sizes and polydispersity indexes (n=3) were determined by photon correlation
spectroscopy (Zetasizer Nanoseries, Malvern Instruments, UK) after diluting the samples in
ultrapure water (1:500). Zeta potentials were measured using the same instrument after the
dilution of the samples in 10 mM NaCl (1:500).

2.5.3. Determination of drug content and encapsulation efficiency

Total content of clotrimazole in nanocapsule suspensions (n=3) was assayed by
diluting an aliquot of the sample in 10 mL methanol and submitting it to sonication for 10 min
to extract the drug. Before injection into the HPLC system, the samples were filtered through
a 0.45 um membrane. For the determination of encapsulation efficiency, an aliquot of the
samples was placed in a 10.000 MW centrifugal filter device (Amicon® Ultra, Millipore) and
free drug was separated from the nanostructures by ultrafiltration/centrifugation technique at
2.200 xg for 10min. The encapsulation efficiency (%) was calculated as the
difference between total and free concentrations of clotrimazole, determined in the

nanostructures and ultrafiltrate, respectively.
2.5.4. Stability studies

All formulations were monitored after preparation during 60 days of storage by means
of drug content, pH, particle size, polydispersity index and zeta potential. The nanocapsule

suspensions were stored at room temperature and protected from light.
2.6. Photostability study

Quartz cuvettes were filled with clotrimazole methanolic solution (CMS) and drug-
loaded nanocapsules (NC-1) and exposed to UV radiation (Phillips TUV lamp - UVC long
life, 30 W) in a mirrored chamber (1 m x 25 cm x 25 cm) at a fixed distance of 20 cm from
each other for 14 hours. For comparison purposes, a quartz cuvette containing the drug
methanolic solution was covered with aluminum paper (dark control). The protection of
clotrimazole against the UV light was evaluated by quantifying the remaining drug by HPLC.

The experiment was carried out in triplicate.

2.7. In vitro clotrimazole release study
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Release profiles of clotrimazole were obtained by dialysis diffusion technique at 37 °C
in 250 mL acetate buffer (pH 4.5) with 30% of ethanol to keep the sink conditions. The
samples, either clotrimazole methanolic solution (CMS-1 and CMS-3) or nanoencapsulated
(NC-1 and NC-3), at 1 and 3 mg/mL, respectively, were placed in the dialysis bag (MWCO
10.000, Spectra Por 7) and this system was kept under continuous magnetic stirring of 50
rpm. Aliquots of 1 mL were withdrawn at predetermined times and replaced by the same
volume of fresh medium. The amount of clotrimazole released was assayed by HPLC. The

experiment was performed in triplicate.
2.8. Mathematical modeling of release profiles

First order equation (Q/Q.=1-[e™*]) and Korsmeyer-Peppas model (Q/Q..=a.t") were
used to analyze clotrimazole release profiles with the aid of Scientist 2.0 software
(Micromath, USA). In these equations, Q; is the amount of drug released at time t, Q.. is the
initial concentration of the drug, k is the apparent release kinetic rate constant, a is a constant
incorporating structural and geometric characteristic of the carrier, and n is the release
exponent, indicative of the mechanism of the drug release [31, 32]. For spherical drug
delivery systems, n = 0.43 implies in Fickian diffusion, while anomalous transport is indicated

by n values ranging from 0.43 to 0.85, and case II transport corresponds to n>0.85 [33].
2.9. In vitro antifungal activity

The microdilution method [34] was chosen for evaluation of antifungal activity of
coconut oil-core nanocapsules containing clotrimazole against Candida albicans fluconazole-
susceptible (n=1), C. glabrata fluconazole-susceptible (n=1) and C. glabrata fluconazole-
resistant (n=1). Firstly, the inoculums were prepared from a 35 °C/ 48 h growth in Sabouraud
dextrose agar. In addition, 3-5 colonies were suspended in sterile saline (0.85%) and mixed in
a vortex for 15 seconds. The cell density of 0.5 McFarland scale was adjusted in a
spectrophotometer (A = 530 nm). The suspensions were diluted at 1:50 in water followed by a
1:20 dilution in RPMI 1640 medium to give a final concentration of 1.5 + 1.0 x 108 CFU/mL.

Polystyrene sterile plates with flat-bottom, disposable, with 96 wells were covered
with 100 pL of each five formulations diluted in the medium (twice more concentrated than
the desired final concentrations) in the wells 1 to 10. The tested samples were clotrimazole
methanolic solution (CMS), methanolic solution of clotrimazole and coconut oil (CO-CMS),
clotrimazole-loaded nanocapsule at 1 mg/mL (NC-1), blank nanocapsule (NC-B) and coconut
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oil methanolic solution (COMS). The 11 and 12 rows were used as negative (medium only)
and positive controls (medium + yeasts), respectively. To each well it was added 100 pL of
the standardized inoculum, except in the negative control. The plates were incubated at 35°C
for 48 hours. Immediately before the reading 10 uL of 05 % 2,35-
triphenyltetrazolium chloride dye was added to all wells and the plates were re-incubated at
35 °C for 20 min. The wells that showed fungal growth were pink due to the enzymatic
reduction of the dye. The minimum inhibitory concentration (MIC) was defined as the lowest
concentration of sample which resulted in an inhibition of fungal growth.

2.10. Statistical Analysis

Formulations were prepared and analyzed in triplicate and the results are expressed as
mean + standard deviation. SigmaStat Statisical Program, version 3.5 (Jandel Scientific, USA)
was the software used for the analyses of variance (ANOVA) and post-hoc multiple
comparisons. A p value less than 0.05 was assumed for the statistically significant differences.
The release profiles were analyzed by two way ANOVA followed post hoc student Bouferone
test, express with + SD. A p-value < 0.05 was considered to be statically significant. For this

analysis were used a Prism program version 5.
3. Results and discussion
3.1 Dissolution/Swelling of polymer films

In the development of nanocapsules, a very important question to be answered is
whether the oil can cause swelling of the polymer, or even its dissolution. According to the
literature, for the formation of vesicular structure is of fundamental importance that the
polymer used to form the wall of the nanocapsules be insoluble both in water and in oil [36,
37]. In this sense, films of Eudragit® RS100 were prepared and immersed in the coconut oil in
order to observe changes in the weight of the polymer films. It should be noted that this
analysis is very important for this work, since there are no reports in the literature on the
preparation of nanocapsules containing such oil. The results showed that no significant
difference in weight of the films was detected after 60 days of testing in relation to the starting
mass (100.73 + 4.08 mg). At first day, the film weight was 102.26 + 4.62 mg, while at last
day in contact with the oil, the polymer mass was 100.63 = 5.06 mg. Thus coconut oil proved

to be a suitable raw material for the preparation of nanocapsules of Eudragit® RS100.

3.2 Physicochemical characterization



71

After preparation, coconut oil-core nanocapsules presented homogeneous and milky
appearance characteristic of colloidal systems, without signs of precipitation. It is important to
mention that several attempts have been made to prepare formulations without the polymer, as
nanoemulsions. However, in all these experiments, the drug precipitated at the moment of
solvent evaporation evidencing the importance of the polymer for drug stability. Table 1
depicts the physicochemical characteristics of coconut oil-core nanocapsules. The pH values
were acid, which is consistent with other nanostructured systems prepared from Eudragit®
RS100 [38]. In relation to particle sizes, the nanocapsules showed average diameters lower
than 200 nm with narrow distribution (polydispersity indexes lower than 0.2). In contrast,
clotrimazole-loaded nanospheres of polylactide-co-glycolide or alginate were polydisperse
(polydispersity indexes close to 0.4) [39]. For zeta potential analysis, the results showed that
the nanocapsules are positively charged, which is related to the quaternary ammonium groups
of Eudragit® RS100. Regarding the literature, solid lipid nanoparticles of coconut oil
presented negative zeta potential [25]. Our positively charged nanocapsules have the potential
to bind to the negatively charged compounds on the mucus surface and, hence, increase the
residence time of the drug on the vaginal cavity. Concerning drug content, the formulations
presented concentrations very close to the theoretical value indicating no loss of clotrimazole
during preparation. Moreover, encapsulation efficiencies were higher than 99.9%, which is
attributed to the high hydrophobicity of clotrimazole that avoids its partitioning in aqueous
phase. Regarding the literature, other nanosized systems containing clotrimazole exhibited
lower encapsulation efficiencies. For alginate or polylactide-co-glycolide nanospheres, the
values were 90% and 48%, respectively [39], while solid lipid nanoparticles and
nanostructured lipid carriers prepared with glyceryl tripalmitate showed encapsulation

efficiencies around 65% and 70%, respectively [40].

Table 1- Physicochemical characteristics of nanocapsule suspensions.

Drug content Particle size  Polydispersity Zeta Potential
Sample (mg/mL) pH (nm) index (mV)
NC-B - 57+0.2 170+5 0.14+0.02 13.30+2.96
NC-1 1.00 £ 0.01 57+£0.1 169 + 15 0.16 £ 0.04 1457 £2.54
NC-2 2.02 £0.02 54+0.1 194 +1 0.17+£0.02 10.94 +3.09
NC-3 3.02+£0.01 56+0.1 173 +12 0.14+£0.02 14.44+3.04
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3.3 Stability study

No change of appearance was observed in any of the samples during the 60 days of
storage at room temperature and protection from the light. The drug content was stable,
regardless clotrimazole concentration (Figure 1a). Statistical analysis showed a significant
decay in the pH values of NC-1 and NC-3 after 60 days (Figure 1b). On the other hand, a
slight decrease of pH was observed for NC-2. The degradation of some components of
nanocapsules could explain the changes seen in the pH values. In relation to particle sizes, the
nanocapsules were reasonable steady, except for NC-2 (Figure 1c). In addition, polydispersity
indexes were constant during the whole period (Figure 1d). Regarding zeta potential, only

formulation NC-2 showed a significant increase in this parameter.
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Figure 1 — Drug content (A), pH (B), particle size (C), polydispersity index (D) and zeta
potential (E) of clotrimazole-loaded nanocapsules, after preparation and after 60 days.
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3.4. Photostability study

Figure 2 displays the clotrimazole photodegradation from nanocapsules in comparison
with a methanolic solution of the drug. After 14 h, clotrimazole content in the methanolic
solution reduced to 26%. On the other hand, 74.16% of the initial drug concentration in the
nanocapsules remained after the same period. No influence of temperature or other
experimental condition was observed since clotrimazole concentration in the dark control was
close to 100%. These results showed that coconut oil-core nanocapsules led to an increase of
approximately 3 times in the clotrimazole photostability during 14 h of exposure to UVC
radiation. The enhanced photostability of the nanoencapsulated drug could be attributed to the
polymer wall which acts as a physical barrier against UV radiation. Previous works reported
the ability of nanocapsules to protect drugs against light radiation [41, 42, 43]. Besides the
polymer wall, the coconut oil may have protected the drug from degradation due to its
antioxidants properties. The antioxidant activity of coconut oil is due to the phenolic

compounds that are present in coconut composition [20, 22].

120 +
100 - =
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60 -

40 -

Remaining clotrimazole (%)

20 -

CMS Dark control NC-1

Figure 2- Clotrimazole content of nanocapsules (NC-1), methanolic solution (CMS) and
methanolic solution protected from UVC radiation (dark control).
3.5. Invitro drug release

Coconut oil-core nanocapsules prepared from Eudragit® RS100 were identified to be

able to control drug release in comparison with methanolic solutions (Figure 3). Regardless
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clotrimazole concentration, the nanocapsules showed similar drug release profiles (p>0.05).
In 8 hours, less than 40% of the drug was released from nanocarriers, while the respective
methanolic solutions (CMS-1 and CMS-3) released almost 100% of the drug at the same time.
So, these results suggest that coconut oil-core nanocapsules were able to promoting prolonged
release of clotrimazole in the vaginal cavity, which could benefit antifungal therapy. A
controlled release formulation can reduce the induction of fungi tolerance to the antifungal
drug, besides decrease the frequency of administration. Similar nanosized systems as

microemulsions have a faster clotrimazole release profile. More than 85% of the drug was
released in 12 h [44].
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Figure 3 - In vitro clotrimazole release profiles from methanolic solutions (CMS-1 and CMS-
3) and from nanocapsules (NC-1 and NC-3).

The data obtained from in vitro release experiments was modeled to first order
equation with the aim to understand the mathematical behavior of release profiles. Table 2
shows that all samples presented a good fit to the first order equation (r > 0.99). In this case,
the release rate depends on the drug concentration. Moreover, no burst release of drug was

seen, since only one rate constant is associated with the process. The absence of a rapid initial
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release in the nanocapsules profiles suggests that the totality of clotrimazole is confined in the
oily core of the nanostructures, confirming the results of encapsulation efficient. In addition,
the half-lives associated with clotrimazole release from nanocapsules were approximately 7

times greater than the drug-free solutions.

Table 2 - Parameters calculated by first order and Korsmeyer-Peppas models for clotrimazole-

loaded nanocapsules and free-drug solutions

NC-1 NC-3 CMS-1 CMS-3
First order
r 0.9943+0.0021 0.9961+0.0036 0.9976+0.0018 0.9985+0.0005
k(h'l) 0.0601+0.0022 0.0621+0.0098 0.4635+0.0166 0.3956+0.0429
t12 () 11.5 11.2 1.5 1.8
Korsmeyer-Peppas
r 0.9967+0.0011 0.9950+0.0028 0.9855+0.0021 0.9852+0.0007
a 0.1512+0.0137 0.1505+0.0363 0.4341+0.0468 0.3766+0.0084
n 0.6013+0.0250 0.6163+0.0669 0.4403+0.0487 0.5048+0.0165

The release mechanism was further investigated by fitting the data to Korsmeyer-
Peppas model. The results showed high correlation coefficients for nanocapsules profiles;
however, for drug-free solutions, the correlation coefficients were lower than 0.99. Regarding
the release exponent, n values of about 0.6 were obtained for nanocapsules, which indicates
that the drug release is driven by anomalous transport, in other words, the drug release is
controlled by relaxation of Eudragit® RS100 chains followed by the diffusion of clotrimazole.
The elucidated drug release mechanism is consistent with the polymer nature, a water-

insoluble ammonium methacrylate copolymer [45].
3.6. In vitro antifungal activity

Table 3 summarizes the results of antifungal activity of tested formulations.
Confirming the literature evidences [18, 19] the coconut oil presented antifungal activity
against Candida species, being more active for C. albicans. Comparing the methanolic
solution of coconut oil and clotrimazole (CO-CMS) with nanocapsule formulation (NC-1), it
was found that the nanoencapsulation of these components decreased the MIC value for all
Candida species. Even blank nanocapsules (NC-B) showed antimycotic activity which was
comparable to the effect of the methanolic solution of this oil. The antifungal effect of
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coconut oil is attributed to some acids such as lauric, caprylic and capric [18]. It is important
to mention that the methanol used for the preparation of solutions did not interfere in Candida
species growth (MIC > 1600).

Table 3- Minimum inhibitory concentration (MIC) values (ug/mL) of clotrimazole-loaded

nanocapsules and controls against tested yeasts

NC-1 CO-CMS CMS COMS NC-B
Yeasts CLz CO CLZ CO
C. albicans 0.25 6.25 0.8 25 04 12.5 12.5
C. glabrata FS 3.12 100 12.5 400 12.5 100 100
C. glabrata FR 6.25 200 12,5 400 12,5 100 100

FS: fluconazole-susceptible; FR: fluconazole-resistant; CLZ: clotrimazole; CO: coconut oil; CMS: clotrimazole
methanolic solution; CO-CMS: methanolic solution of clotrimazole and coconut oil; NC-1: clotrimazole-loaded

nanocapsule at 1 mg/mL; NC-B: blank nanocapsule; COMS: coconut oil methanolic solution.

The results obtained in this in vitro experiment showed that clotrimazole-loaded
coconut oil-core nanocapsules inhibited growth of Candida species at concentrations lower
than the drug solution and even than the methanolic solution of coconut oil and clotrimazole.
Three mechanisms could explain the greater antifungal effect of nanocapsules. Firstly,
clotrimazole-loaded coconut oil-core nanocapsules are positively charged which favors the
adhesion of particles to the fungal negative surface and, thereby, provide the release of
clotrimazole near to its site of action. Regarding the literature, nanoparticles containing
ciprofloxacin made of a mixture of Eudragit® and PLGA showed stronger interaction with
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus than PLGA nanoparticles due to the
cationic nature of Eudragit® [46]. Secondly, due to their reduced size, nanocapsules could be
internalized by fungal cells, as stated by other authors [47, 48]. Finally, the slow release of the
drug could have an important role in the antifungal efficacy over the time of the experiment.
In addition, a prolonged release could help the dispersion of clotrimazole in water and, hence,

enhancing its cellular penetration.
4. Conclusion

Eudragit® RS100 nanocapsules were successfully prepared with coconut oil and
clotrimazole. The developed formulations has suitable features after preparation and 60 days

of storage such as small mean diameter, low polydispersity index, positive zeta potential, acid
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pH and high encapsulation efficiency, independent of clotrimazole concentration.
Nanocapsules provided an increased photostability of clotrimazole, as well as a prolonged
drug release. The microbiological evaluation showed that nanocapsules exhibited high
antifungal activity against pathogenic Candida spp. For these reasons coconut oil-core
nanocapsules loaded with clotrimazole are promising formulations to treat vulvovaginal

candidiasis.
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CAPITULO 3: Preparagido de hidrogéis inéditos contendo nanocépsulas para
liberagéo vaginal do clotrimazol

3.1 Apresentagédo

No capitulo anterior, foi demonstrado que as nanocapsulas de Eudragit® RS100
contendo clotrimazol, preparadas tanto com triglicerideos de cadeia media, como com 6leo de
coco, sdo sistemas promissores para serem empregados no tratamento da candidiase
vulvovaginal. Apesar das nanocépsulas desenvolvidas apresentarem potencial mucoadesivo
por serem positivamente carregadas, estas suspensdes coloidais, se administradas diretamente
na cavidade vaginal, podem resultar em grande perda da formulacdo por serem liquidas e
escorrerem facilmente do local de aplicagcdo. Assim, € desejavel que as suspensdes contendo
0s nanocarreadores sejam incorporadas em uma forma farmacéutica com maior capacidade de
retencdo na cavidade vaginal. Por este motivo, o capitulo 3 desta dissertacdo diz respeito a
preparacdo de hidrogéis a partir de polimeros mucoadesivos (Pemulen® TR1 e Pullulan) e

incorporacéo dos sistemas nanoestruturados desenvolvidos nestas bases semissolidas.



PUBLICACAO 4: Hidrogéis inovadores a base de Pemulen®Pullulan para
aplicacdo vaginal: estudo preliminar da incorporagdo de nanocapsulas contendo

clotrimazol.
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Resumo
Géis hidrofilicos contendo nanocapsulas de Eudragit® RS100, 6leo de coco ou triglicerideos

de cadeia média e clotrimazol foram formulados com os polimeros Pemulen® e Pullulan e
suas caracteristicas foram avaliadas. Hidrogéis sem as nanoestruturas foram preparados para
fins comparativos e apresentaram pH proximo a 7, enquanto que 0s géis com nanocapsulas
contendo 0Oleo de coco apresentaram pH mais baixo, mais proximo ao pH da mucosa vaginal.
O teor de farmaco para todos os géis foi proximo ao tedrico (1,0 mg/g). As formulacbes
elaboradas com o mesmo tipo de Oleo nas nanocapsulas apresentaram perfis de
espalhabilidade semelhantes entre si. O gel contendo nanoestruturas com triglicerideos de
cadeia média apresentou maior fator de espalhabilidade semelhante ao gel controle contendo
apenas agua. Os hidrogéis desenvolvidos apresentam boas perspectivas de aplicagéo,

entretanto, outras avaliacfes necessitam ser feitas para uma caracterizacdo completa.

Palavras chave: Hidrogel; Pemulen®; Pullulan; Clotrimazol; Nanocéapsulas.
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1. INTRODUCAO

Dentre as formas farmacéuticas empregadas para a administracdo de farmacos pela via
vaginal, os géis tém sido considerados uma das mais promissoras (VERMANI; GARG, 2000;
NEVES; BAHIA, 2006). Os géis sdo formulacdes constituidas por pequenas quantidades de
solidos (polimero gelificante) que quando dispersos em grandes volumes de liquido formam
uma estrutura coloidal tridimensional, sendo esta responsavel pela consisténcia semissolida e
aparéncia transparente ou translicida (JUSTIN-TEMU et al., 2004). Como vantagens dessa
forma farmacéutica, destaca-se a seguranca, a versatilidade, o baixo custo em geral, a
facilidade de aplicacdo e o sensorial agradavel, sem aspecto untuoso (JUSTIN-TEMU et al.,
2004; NEVES; BAHIA, 2006). Além disso, estudos indicam que é a forma farmacéutica
preferida pelas mulheres para administracdo vaginal (HARDY et al., 1998; MORROW et al.,
2003). Por outro lado, os géis muitas vezes estdo associados a um curto tempo de residéncia
na cavidade vaginal, seja pela renovacdo do muco, seja pelo escape da formulacao a partir do
sitio de aplicacdo (ACARTURK, 2009). Nesse sentido, géis preparados a partir de polimeros
mucoadesivos tém sido usados para aumentar o tempo de residéncia in situ, permitindo,
assim, a reducdo do nimero de aplicacBes (NEVES; BAHIA, 2006).

Uma classe de polimeros que se destaca pela simplicidade de preparacdo de hidrogéis
e pelo baixo potencial de irritacdo € a dos Pemulens. Quimicamente, estas macromoléculas
sdo copolimeros reticulados de acido acrilico e metacrilatos de cadeia longa (SZUCS et al.,
2008; SIMOVIC et al., 1999). Recentemente, Szucs e colaboradores (2008) demonstraram a
capacidade mucoadesiva de emulsbes contendo Pemulens. Outro polimero com potencial
bioadesivo pouco estudado é o Pullulan, um polissacarideo formado por unidades de
maltotriose, comumente obtido a partir da fermentacdo do fungo Aureobasidium pulllulans
(CHENG; DEMIRCI; CATCHMARK, 2011). A incorporacdo de Pullulan em hidrogéis de
Pemulen® poderia ser uma abordagem promissora para a preparacdo de formulagdes com
propriedades mucoadesivas diferenciadas, as quais poderiam beneficiar o tratamento da

candidiase vulvovaginal, bem como o de outras infecg¢Ges do trato vaginal.

Este grupo de pesquisa tem estudado a potencialidade de suspensdes de nanocapsulas
de Eudragit® RS100 para a liberacdo vaginal do clotrimazol no tratamento da candidiase
vulvovaginal. Nanocépsulas preparadas com triglicerideos de cadeia média ou com 6leo de
coco, como nucleo oleoso, tém demonstrado caracteristicas fisico-quimicas apropriadas, boa

estabilidade/fotoestabilidade, liberagdo prolongada do clotrimazol e atividade antiflngica



88

contra Candida spp (dados ainda ndo publicados). Entretanto, por se tratarem de formulagoes
liquidas, estas ndo sdo formas adequadas a serem aplicadas na cavidade vaginal devido a

elevada tendéncia de escape da formulacdo apos a aplicacéo.

Levando em consideracdo as potencialidades dos sistemas nanoestruturados
desenvolvidos até o0 momento, aliado as vantagens da utilizacdo de géis preparados a partir de
substancias mucoadesivas, 0 objetivo deste trabalho foi verificar a viabilidade da preparagéo
de géis de Pemulen® com Pullulan e de incorporacdo de suspensdes de nanocapsulas de
clotrimazol a estes. Cabe ressaltar que ndo ha relatos na literatura sobre a combinacdo dos

dois polimeros propostos para a preparacdo de geis.
2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Clotrimazol (99.22 %, w/w) foi obtido da Pharma Nostra (Sdo Paulo, Brasil).
Eudragit® RS100 (R6hm Pharma, Alemanha) foi gentilmente doado pela Almapal (S&o Paulo,
Brasil). Span 80® (monoestearato de sorbitano) foi adquirido da Sigma Aldrich (S&o Paulo,
Brasil) e Tween 80® (polissorbato 80) da Delaware (Porto Alegre, Brasil). O 6leo de coco
virgem foi doado pela TheraHerb (Niterdi, Brasil). Triglicerideos de cadeia média foram
obtidos da Brasquim (Porto Alegre, Brasil). Pemullen TR1® e Pullulan foram gentilmente
doados pela Dinaco (Rio de Janeiro, Brasil) e Corn products (S&o Paulo, Brasil),
respectivamente. Metanol grau HPLC foi adquirido da Tedia (Rio de Janeiro, Brasil). Todos

0s outros solventes e reagentes sdo de grau analitico e foram utilizados como recebidos.
2.2 Preparacao de suspensdes de nanocapsulas e determinacéo do teor de farmaco

As suspensdes de nanocéapsulas foram preparadas em triplicata pelo método de
deposicdo interfacial do polimero pré-formado (FESSI et al., 1988). Uma solu¢do acetdnica
(27 mL), contendo triglicerideos de cadeia média ou Oleo de coco virgem (0,3 @),
monoestearato de sorbitano (0,077 g), Eudragit® RS100 (0,100 g) e o clotrimazol (0,02 g), foi
vertida através de um funil em 53 mL de uma dispersdo aquosa de polissorbato 80 (0,077 g).
Apo6s 10 minutos sob agitacdo magnética, a suspensdo foi concentrada em rotaevaporador
para ajuste do volume final (10 mL) e eliminacdo do solvente organico. Com fins

comparativos, formulages sem o farmaco foram preparadas.
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Ap0s a preparacdo, uma aliquota de 60 uL da suspensdo de nanocépsulas foi diluida
com metanol em baldo volumétrico de 10 mL a fim de extrair o fA&rmaco das nanoestruturas.
Posteriormente, as amostras foram filtradas em membrana de celulose regenerada com
porosidade de 0,45 um para injecdo no sistema cromatografico e determinacdo do teor. As
condigdes cromatogréaficas foram as seguintes: coluna de fase reversa
Phenomenex (250 x 4,60 mm, tamanho de particula 5 um), fase movel metanol e agua (90:10)
em fluxo isocratico de 1 mL/min, com volume de injecdo de 20 uL. A deteccéo foi realizada
em 229 nm (SANTOS et al., 2012).

2.3 Preparacdo dos hidrogéis

Os géis foram preparados usando gral e pistilo de vidro para obtencdo de 10 g de
formulacdo na concentragdo de 1,0 mg/g de farmaco. Para tanto, o Pemulen TR1® (0,05 g) foi
triturado no gral e, a seguir, a &gua destilada (5 mL) foi incorporada lentamente. Na
sequéncia, a trietanolamina foi adicionada para neutralizar o pH e formar o gel. Apo6s a
formacéo do gel, o Pullulan (0,25 g) foi acrescentado e um volume fixo (5 mL) de suspensédo
de nanocépsulas, ou de dispersdo aquosa do farmaco em Tween 80® (2 mg/mL), ou de agua
pura foi adicionado vagarosamente. Ao final, 100 uL de solucdo de imiduréia 50%

(conservante) foi acrescentado. Os hidrogéis foram preparados em triplicata.
2.4 Caracterizacdo dos hidrogéis

Apos a preparacao, as formulacGes foram caracterizadas quanto ao aspecto, cor, odor,
teor de clotrimazol, pH e espalhabilidade. Todos os parametros foram determinados em
triplicata. Para o doseamento do clotrimazol nas formulacdes, o farmaco foi extraido do gel.
Para tanto, uma porcdo deste foi colocada em um erlenmeyer com &gua ultrapura e esta
permaneceu sob agitacdo magnética por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds, uma
aliquota da solucdo foi dissolvida em metanol em baldo volumétrico a fim de extrair o
farmaco das nanoestruturas. Posteriormente, as amostras foram filtradas em membrana de

celulose regenerada com porosidade de 0,45 um para injec@o no sistema cromatogréfico.

Para a determinagdo do pH, os géis foram diluidos a 10% em &gua destilada e as
avaliacbes foram feitas em potencidmetro previamente calibrado (Model pH 21, Hanna
Instruments, S&o Paulo, Brasil), a temperatura ambiente.

O estudo da espalhabilidade dos hidrogéis foi realizado segundo a metodologia

descrita por Borghetti e Knorst (2006). A amostra foi introduzida em um orificio central de 1
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cm de diametro de uma placa molde circular de vidro assentada em uma base quadrangular
posicionada sobre uma escala milimetrada e uma fonte luminosa. A superficie foi nivelada
com uma espatula, sendo este molde retirado cuidadosamente. A seguir foi colocada uma
placa de vidro de massa conhecida sobre a formulacdo provocando o seu espalhamento sobre
a base. A medida do raio espalhado (em milimetros) foi determinada em cada quadrante da
base com auxilio do papel milimetrado. Na sequéncia, acrescentaram-se sucessivamente
outras placas em intervalos de um minuto entre cada uma, sendo o raio espalhado
determinado ao final de cada tempo. As placas foram adicionadas até 3 leituras iguais de raio.
Ao final, calculou-se o didmetro médio a cada minuto e a area espalhada foi calculada de
acordo com a Equagéo 1:
Ei=d2x/4 Q)

Onde E; é espalhabilidade da amostra (mm?) para um determinado peso i (g) e d é o
didmetro médio. A area de difuséo foi expressa em espalhabilidade da amostra em funcéo do
peso aplicado para se obter os perfis de espalhabilidade.

O fator de espalhabilidade (Ef) também foi calculado e representa o quanto uma
formulacdo é capaz de se expandir sobre uma superficie lisa horizontal quando um peso é
adicionado nas condicdes descritas na metodologia acima. A seguinte equacdo (Equacdo 2)
foi utilizada para o célculo deste fator (MARCHIORI et al., 2010):

E¢- AIP ()

Em que E; (mm?/g) é o fator de espalhabilidade resultante a partir da razao entre a &rea
méxima do circulo formado (A), em mm?, apés a adicdo da sequéncia de pesos utilizada e o

peso total (P), em gramas.
2.5 Analise estatistica

As formulagbes foram preparadas e analisadas em triplicata e os resultados foram
expressos como meédia + desvio padrdo. O programa estatistico SigmaStat, versao 3.5 (Jandel
Scientific, EUA) foi o software utilizado para as analises de variancia (ANOVA) e post-hoc

de comparac6es multiplas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s o preparo, todas as suspensdes de nanocdpsulas apresentaram aparéncia
macroscopica homogénea, aspecto leitoso, opalescente e reflexo azulado, resultante do
movimento browniano das estruturas coloidais. Independentemente do 6leo utilizado, as

formulacdes apresentaram um teor de farmaco muito préximo ao teérico (2,0 mg/mL).

Os hidrogéis contendo as suspensdes de nanocapsulas apresentaram-se como
semissdlidos visualmente homogéneos, com superficie brilhante e levemente opalescentes,
sem odor aparente. Por sua vez, os géis com agua e farmaco livre apresentaram-se mais
transparentes, mas com a mesma aparéncia dos outros géis. Na Tabela 1 estdo descritas as
demais caracteristicas.

Tabela 1- Valores de pH, teor (mg/g) e fator de espalhabilidade dos hidrogeéis (n=3).

Formulagdes pH Teor (mg/g) E; (mm?#/g)
GAG 7,51+0,25 - 3,00 £ 0,08
GFL 760+£025 1,02+0,01 1,64+0,05
GNCOCB 6,70 £ 0,08 - 1,17+£0,01
GNCOC 6,88+£0,26 0,99+0,01 1,26+0,07
GNCTCMB 7,87 +0,13 - 2,64 +£0,22
GNCTCM 7,79+014 101+0,05 3,03+0,10

GAG: gel base; GFL: gel com a dispersdo de Tween 80 e clotrimazol (farmaco livre); GNCOCB: gel com
nanocapsulas de 6leo de coco sem farmaco; GNCOC: gel com nanocapsulas de 6leo de coco com farmaco;
GNCTCMB: gel com nanocépsulas de triglicerideos de cadeia média sem farmaco; GNCTCM: gel com

nanocépsulas de triglicerideos de cadeia média com farmaco.

Os géis preparados somente com agua ou com a dispersdo de clotrimazol apresentaram
valores de pH préximos de 7,5, enquanto que o pH dos géis contendo nanocapsulas
preparadas com triglicerideos de cadeia média foi ligeiramente mais alcalino. Por outro lado,
0s g@eéis contendo as nanocépsulas preparadas com Oleo de coco apresentaram pH
estatisticamente inferior, por volta de 6,8, resultado que pode ser considerado positivo, visto
que um pH mais &cido é mais compativel com o pH vaginal. Além disso, é importante
mencionar que Bachhav e Patravale (2009) demonstraram que o pH de um gel comercial
contendo clotrimazol (Candid-V®) também foi de 6,8. Assim, os géis preparados com
nanocapsulas de 6leo de coco parecem ser mais adequados no que diz respeito ao pH, sem
necessidade de ajuste posterior.

Com relagdo ao teor de clotrimazol nos géis, todas as formulagfes apresentaram

valores proximos ao tedrico, ou seja, de 1,0 mg/g. Esta concentracdo foi planejada com base
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na maioria dos produtos que contém clotrimazol para uso vaginal disponiveis no mercado
brasileiro. Dado que o clotrimazol é uma substancia muito lipofilica e de dificil incorporacdo
em veiculos hidrofilicos, pode-se dizer que o nanoencapsulamento deste farmaco possibilitou
sua incorporacdo em um veiculo hidrofilico.

Considerando a espalhabilidade, esta é definida como a expansdo de uma formulagéo
semissdlida sobre uma superficie ap6s um determinado periodo de tempo (BORGHETTI &
KNORST, 2006). A Figura 1 mostra o perfil de espalhabilidade dos géis preparados. Pela
analise dos resultados, pode-se perceber que a presenca do farmaco nas nanoestruturas ndo
influenciou a espalhabilidade, visto que os perfis das formulagdes contendo clotrimazol foram
muito semelhantes aos dos géis contendo nanocépsulas apenas. Além disso, pela comparacéo
dos fatores de espalhabilidade, as formulag¢bes preparadas com nanocapsulas de 6leo de coco
apresentaram valores significativamente inferiores aos das formulacGes preparadas com
triglicerideos de cadeia média, sendo que estas Ultimas mostraram fator de espalhabilidade
comparavel ao do gel preparado com agua. Visto que a espalhabilidade € influenciada pela
viscosidade, provavelmente as nanocapsulas contendo Oleo de coco apresentam uma
viscosidade maior, o que poderia ter resultado na formacdo de um gel com menor tendéncia
ao espalhamento. Considerando que a espalhabilidade é um fator importante no recobrimento
uniforme e na retencdo da formulacdo na superficie vaginal (GARG et al., 2002), os perfis
obtidos para os géis contendo ambos 0s tipos de nanocapsulas indicam que estes propiciam

facil espalhamento.
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Figura 1- Representacdo grafica das espalhabilidades dos hidrogéis (n=3).
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4. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou a viabilidade de preparacdo de novos hidrogéis a partir de
Pemulen® e Pullulan e incorporagdo de suspensdes de nanocépsulas de clotrimazol. Os géis
apresentaram caracteristicas adequadas, sendo considerados promissores para aplicacao
vaginal no tratamento de infec¢Bes fungicas. Estudos adicionais devem ser conduzidos para

uma caracterizacdo completa das formulagc6es semissolidas desenvolvidas.
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DISCUSSAO GERAL

Em algumas situagBes, a liberacdo de farmacos em seus respectivos receptores
bioldgicos apresenta obstaculos que impedem que o principio ativo, nas formulagdes
convencionais, alcance o local especifico de acdo, devido a sua baixa estabilidade e o
transporte limitado através do epitélio. Neste sentido, sistemas nanoestruturados tém sido
considerados como alternativas para vetorizacdo de farmacos, pois apresentam capacidade de
controlar a liberacdo e o transporte de farmacos para locais de acéo especificos, o que reduz a
frequente administracdo para manter os niveis terapéuticos (BARRATT, 2000; NIMESH et
al., 2006).

Uma limitacdo no tratamento das candidiases vulvovaginais com clotrimazol é que as
pacientes relatam casos de irritacdo, ardor, desconforto na aplicacdo das pomadas, além de
extravasamento da formulacdo (SOBEL, 2007). Na literatura ha diversos estudos para
contornar estes problemas e com o objetivo de aumentar a adeséo das pacientes ao tratamento
(PAVELIC et al., 1999; KAST et al., 2002; MEMISOGLU et al., 2003; SOUTO et al., 2004;
PRABAGAR et al., 2007; SHAHIN et al., 2011; BORHADE et. al., 2012;). Valenta (2005)
salienta a necessidade do uso de polimeros mucoaderentes para formulacdes para a via
vaginal. A via vaginal é adequada para sistemas de liberacdo de farmacos com carreadores
bioadesivos a fim de reter os principios ativos para o tratamento local (ACARTURK, 2009).

Partindo dessas consideracdes, 0 presente estudo mostrou a viabilidade de preparacédo
de suspensdes de nanocapsulas contendo clotrimazol a partir de dois tipos de ndcleo oleoso,
formados por triglicerideos de cadeia média (TCM) ou dleo de coco virgem, pelo método de
deposicao interfacial de polimero pré-formado. Apesar de ainda pouco explorado, na literatura
ja foi relatado o emprego de Oleos vegetais no preparo de tais estruturas, porém as
nanoparticulas poliméricas com 6leo de coco virgem sdo inovadoras. O polimero utilizado na
composicao das nanocapsulas foi o Eudragit® RS100, um polimetacrilato biocompativel, com
propriedades mucoadesivas devido ao seu carater catibnico (PIGNATELLO et al., 2002;
PIGNATELLO et al., 2006), caracteristica a qual vai ao encontro da proposta do trabalho, que
foi de aumentar o tempo de residéncia do antimicrobiano na regido vulvovaginal e promover
uma liberagéo controlada.

Inicialmente, foi necessario o desenvolvimento de uma metodologia por cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (CLAE) validada que permitisse o doseamento do farmaco
incorporado nas suspensdes de nanocapsulas. Os resultados demonstraram que 0 método de

CLAE desenvolvido foi linear para a faixa de concentracdo estudada (2 a 10 ug/mL), preciso,
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exato, robusto, especifico e reprodutivel. Ressalta-se que este método demonstrou o uso de
um comprimento de onda até entdo ndo relatado na literatura para o clotrimazol (229 nm), um
baixo limite de detec¢do e quantificacdo e a ndo utilizacdo de tampdes na fase mdvel. A
mesma validacdo foi feita para determinacdo do clotrimazol, tanto nas nanoparticulas
contendo TCM, quanto 6leo de coco.

A tendéncia da utilizacdo de matérias-primas de origem vegetal tem sido crescente.
Este fato pode estar associado a diversos fatores, entre o0s quais, a preferéncia dos
consumidores por produtos naturais e a tendéncia a redugdo do consumo de energia e
recursos, aumentando assim a busca por novas tecnologias e matérias-primas. Na area da
nanotecnologia, observa-se que 0s Oleos vegetais estdo aos poucos sendo empregados
(SANTOS-MAGALHAES et al., 2000; FRIEDRICH et al., 2008; KANG et al., 2009;
ALMEIDA et al., 2009; CONTRI et al., 2012). O éleo de coco virgem € um 0leo vegetal de
atual interesse popular, porém com propriedades terapéuticas ainda pouco elucidadas pela
literatura. Este 6leo € empregado popularmente por seus efeitos antioxidante, emagrecedor,
antifangico e pela elevacao do colesterol HDL, entre outros. Existem ainda poucos trabalhos
investigando seu potencial antimicrobiano (OGBOLU et al., 2007; AGARWAL,; LAL;
PRUTHI, 2010; DEBMANDAL; MANDAL, 2011).

A viabilidade da preparacdo das nanocapsulas de 6leo de coco ou de TCM e a
possibilidade da combinacdo com o Eudragit® RS100 foi estudada a partir do teste de
dissolucdo/inchamento do polimero. Para a formacdo do invélucro polimérico das
nanocapsulas, é fundamental que o 6leo ou a dgua nao dissolva o polimero (GUTERRES et
al., 2000). Apos 60 dias do polimero imerso em ambos os Oleos, ndo houve diferenga
significativa no peso dos filmes poliméricos (p<0,05). Este resultado, tanto para o 6leo de
coco quanto para os TCM, assegura que estes 6leos sdo proprios para compor o nucleo oleoso
das nanocéapsulas e que ndo ha interacdo entre o polimero e os 6leos, indicando que a parede
polimérica das nanocépsulas ndo ira dissolver-se no nucleo oleoso ou se desestruturar durante
0 armazenamento.

Foi possivel obter sistemas nanoestruturados contendo clotrimazol, sejam eles
nanocépsulas contendo TCM ou 6leo de coco como nucleo oleoso, por meio da deposicéo
interfacial do polimero pré-formado. Apos a preparacdo das nanoparticulas, procedeu-se a
avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas dos sistemas obtidos. A reprodutibilidade entre
lotes foi avaliada preparando-se trés lotes que foram mantidos por 60 dias ao abrigo da luz

para o estudo de estabilidade.
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ApoGs a preparagdo, a analise macroscopica das nanocapsulas revelou que estas se
apresentaram como um liquido leitoso e opalescente com reflexo azulado, relacionado ao
movimento browniano das estruturas coloidais (Efeito Tyndall). Além disso, é importante
salientar que nenhuma das formulacdes apresentou precipitacdo visivel. De uma forma geral,
0s sistemas apresentaram teores de clotrimazol préximos aos teoricos, distribuicdo de
tamanho de particula unimodal, indice de polidispersdo menor que 0,17 e demonstram que,
para a maioria das formulacGes, a auséncia ou a presenca do farmaco em diferentes
concentracdes ndo € significativa para esses parametros. A eficiéncia de encapsulamento foi
proxima de 100% e ndo foi influenciada pela composicéo do nicleo oleoso da particula, fato
que foi atribuido a alta lipofilia do clotrimazol. Os resultados deste trabalho demonstram
eficiéncia de encapsulamento do clotrimazol superior a outros sistemas nanoestruturados
relatados na literatura. Nanoesferas de alginato e PLGA apresentaram eficiéncias de
encapsulamento de 90% e 48%, respectivamente (PANDEY et al., 2005), enquanto que NLS
e CLN mostraram 65% e 70% de eficiéncia de encapsulamento, respectivamente (SOUTO et
al., 2004). Levando-se em consideracdo dados da literatura em que potenciais zeta de
nanoemulsdes contendo TCM (HATANAKA et al, 2008) ou 0leo de coco
(PIRITYAPRASARTH et al., 2012) s&o negativos, os valores positivos encontrados neste
trabalho atestam que ha uma camada polimérica continua ao redor dos nucleos oleosos. O pH
das formulagdes, apds a preparacdo, apresentaram valores entre 5,0 e 5,7, esses valores estdo
em conformidade com outro trabalho da literatura que utilizou o mesmo polimero no preparo
de nanocépsulas (SCHAFFAZICK et al.,2006).

A estabilidade fisico-quimica das suspensdes de nanocapsulas foi avaliada a
temperatura ambiente, com protecdo da luz, por 60 dias. As formulacbes preparadas foram
estaveis macroscopicamente apos este periodo, sem mudancas aparentes. Por meio do estudo
comparativo entre as nanocapsulas e nanoesferas, verificou-se que a presenca dos 6leos (TCM
ou Gleo de coco) foi importante para evitar a diminuicdo no teor total de farmaco como
apresentado pelas nanoesferas (25% em 60 dias). Com exce¢do das nanocapsulas de dleo de
coco com 2 mg/mL de clotrimazol, as formulagdes ndo apresentaram diferenca significativa
apos 60 dias em relagdo a distribuicdo de tamanho, demonstrando que a adi¢éo de fa&rmaco na
formulacdo ndo alterou este parametro. Entre as formulacGes de nanocapsulas contendo dleo
de coco houve uma pequena diferenca, porém estatisticamente significante (p<0,05), no pH
das nanoparticulas em duas das trés concentragdes estudadas, pois estas apresentaram valores
médios no tempo inicial de 5,6 e final de 4,8. A alteracdo desses valores ap6s 60 dias pode

estar relacionada diretamente com a degradacdo de componentes presentes na formulagéo.
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Considerando que o pH vaginal (3,5 a 4,5) ndo se altera durante infec¢des por candidiase
(SOBEL; FARO; FORCE, 1998; SOBEL, 2007), estes pHs relativamente baixos sdo uma
caracteristica positiva, pois mostram compatibilidade com a via de administracao pretendida.
O potencial zeta, apds o periodo de estabilidade, apresentou um aumento discreto no valor
para todas as formulacGes, o que pode sugerir uma maior estabilizacdo do sistema
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Além da caracterizagdo fisico-quimica das formulacdes, foi avaliada a estabilidade do
clotrimazol nanoencapsulado frente a luz UVC. O nanoencapsulamento do clotrimazol
aumentou sua estabilidade de 26,05 % (solucdo metandlica de clotrimazol) para 69,75 %
(nanocéapsula de TCM) e para 74,15 % (nanocapsula de 6leo de coco) da concentracdo inicial
em 14 horas sob radiacdo UVC. Além da capacidade da parede polimérica de proteger o
farmaco (OURIQUE et al.,, 2008), a maior protecdo conferida pelas suspensdes de
nanocapsulas de dleo de coco frente a fotodegradacdo pode ser atribuida ao seu potencial
antioxidante (NEVIN; RAJAMOHAN, 2006; MARINA et al.,, 2009; DEBMANDAL,
MANDAL, 2011). Resultado semelhante foi descrito por Lee e colaboradores (2008) quando
NLS contendo 6leo de coco protegeram a tretinoina frente a radiacdo UV.

O estudo de liberacdo in vitro das suspensdes de nanocapsulas foi conduzido a partir
da técnica de difusdo em sacos de dialise, no qual foi possivel observar os perfis de liberacdo
a partir das diferentes formulagfes. As suspensdes foram capazes de diminuir a velocidade de
liberacdo do clotrimazol em tampéo acetato pH 4,5 com 30% de etanol, comparativamente a
solucdo do farmaco puro. Apos 24 horas de experimento, a solucbes de farmaco livre (1 e 3
mg/mL) j& haviam liberado praticamente 100% do clotrimazol, enquanto que 66% e 58% de
farmaco foram liberados a partir das nanocapsulas de TCM de 1 e 3 mg/mL de farmaco,
respectivamente. Para as nanocapsulas de 6leo de coco, o percentual liberado em 24 horas foi
de aproximadamente de 71%, independentemente do teor de farmaco. Comparando-se as
formulacBes preparadas com ambos os 6leos nas duas concentragdes estudadas (1 e 3
mg/mL), as formulagdes de TCM apresentaram uma liberagdo um pouco mais lenta. As
diferentes velocidades de liberacdo podem ser atribuidas a uma discreta diferenca de
solubilidade do farmaco nos dois 6leos, uma vez que o clotrimazol estad aproximadamente
todo encapsulado, e/ou da viscosidade dos nucleos oleosos. No trabalho de Rigo (2011),
nanocapsulas de nucleo lipidico contendo os dleos de arroz, soja e girassol apresentaram
diferentes perfis de liberagdo do dipropionato de clobetasol. Reproduziu-se o nucleo das
nanocapsulas (6leo + tensoativo) e foi avaliada a viscosidade destas dispersdes lipidicas. Foi

constatado que a menor velocidade de liberagdo do farmaco coincidiu com o nucleo oleoso
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mais viscoso. Lee e colaboradores (2008) descreveram NLS formuladas com trés diferentes
concentracfes de dleo de coco e estudaram o perfil de liberagcdo da tretinoina a 37°C. Os
resultados mostraram que a particula que continha a maior quantidade de 6leo liberou o
farmaco mais rapidamente.

Os resultados da modelagem matematica mostraram que a liberagdo do clotrimazol a
partir das nanocapsulas segue cinética de primeira ordem, independente do 6leo utilizado. E
importante comentar que ndo foi observada uma liberacéo inicial abrupta do farmaco (efeito
burst). A fase burst geralmente é atribuida a porcdo de farmaco que esta mais
superficialmente localizada na particula e, portanto, mais disponivel para ser liberada
rapidamente (CRUZ et al., 2006). Assim, a auséncia de uma primeira etapa nos perfis de
liberacdo do clotrimazol a partir das nanocéapsulas corrobora o resultado obtido para a
eficiéncia de encapsulamento, ou seja, reforca a ideia de que o farmaco esteja totalmente
contido no ndcleo das nanocapsulas. O tempo de meia vida do farmaco foi maior para as
formulagdes contendo TCM do que aquelas com 6leo de coco, porém ambas apresentaram
tempo de meia vida mais do que 7 vezes maior do que o observado para o farmaco em
solucdo. Quanto a modelagem utilizando a equacdo de Korsmeyer-Peppas, 0 mecanismo de
liberacdo indicado foi transporte anémalo (ndo Fickiano), sendo que a liberacdo do farmaco
pode ser explicada pelo inchamento ou relaxamento das cadeias do polimero seguido de
difusdo do farmaco para 0 meio externo. Outros estudos mostram a liberacdo de farmacos por
transporte andmalo a partir de nanoparticulas de Eudragit® RS (PIGNATELLO et al.,2002;
IBRAHIM; EL-LEITHY; MAKKY, 2010; CONTRI et al., 2011). O Eudragit® RS100 é um
polimero insolivel em meio aquoso, independente do pH (ROWE et al., 2009). No estudo de
Barzegar-Jalali e colegas (2012), foi demonstrado que quanto maior a quantidade deste
polimero na composicdo das nanoparticulas, mais lenta foi a liberacdo do diclofenaco sadico.
O controle da liberacdo do clotrimazol a partir das nanoestruturas pode contribuir para um
efeito antimicrobiano sustentado, possibilitando a diminuicdo do nimero de doses no
tratamento de candidiases vulvovaginal.

Para a avaliacdo microbioldgica das nanoparticulas optou-se pelo método da
microdiluigdo utilizando-se trés espécies de Candidas: albicans, glabrata sensivel e glabrata
resistente ao fluconazol. O estudo foi realizado com a colaboragdo do professor Sydney
Alves, do Departamento de Microbiologia da UFSM. Este estudo corrobora as informacoes
encontradas na literatura que indicam a atividade antifingica do 6leo de coco contra espécies
de Candida (OGBOLU et al., 2007; AGARWAL; LAL; PRUTHI, 2010). Por outro lado, o

TCM néo apresentou atividade antifingica na solugcdo metandlica ou nas nanocapsulas
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brancas (CIM > 1600). Entretanto, as nanocapsulas de TCM contendo clotrimazol
apresentaram atividade antiflngica contra as trés espéecies de Candida compardvel com uma
solucdo do farmaco e TCM na mesma concentracdo. Além de apresentar atividade
antifingica, o 6leo de coco ndo perdeu sua atividade ap6s a incorporacao na nanoestrutura e,
em associagdo com o farmaco, apresentou maior inibi¢do do crescimento microbiano do que
as nanoparticulas de TCM com clotrimazol. Isso se deve a j& relatada atividade antifungica do
oleo de coco, principalmente contra Candida albicans, devido a presenca dos acidos graxos
saturados como laurico, caprilico e caprico e monoglicerideos (BERGSSON et al., 2001;
OGBOLU et al., 2007). O Eudragit® RS100, devido as suas propriedades mucoadesivas, pode
ter promovido uma adesdo das nanoparticulas as células fungicas, como postulado em outros
trabalhos (DILLEN et al., 2008; MOHAMMADI et al., 2011) e, assim, pode ter promovido
uma liberacdo mais intima do farmaco e do 6leo, resultando numa répida internalizacdo nas
células fungicas. Outros autores hipotetizaram que devido ao tamanho reduzido e ao fato das
suspensdes serem aquosa, as nanoparticulas podem ser internalizadas pelas células fungicas,
promovendo uma liberacdo do farmaco dentro da célula (ESMAIELI et al., 2007; PENG et
al., 2008). Segundo PATEL (2010), a liberacdo controlada do farmaco a partir das
nanoestruturas pode prolongar o tempo de acdo do farmaco, pois este ndo estd totalmente
disponivel e livre para ser consumido.

Para entender a interacdo do clotrimazol com os dleos nas solucdes e suspensdes de
nanocapsulas, calculou-se o indice de concentracdo fracionaria minima (FICI) destas
combinagdes. Os resultados mostraram atividade indiferente (1,0 < FICI < 4,0) para as
nanoparticulas de 6leo de coco e TCM contendo o farmaco e para solucdo metandlica do
TCM com clotrimazol. A indiferenca significa que o efeito antimicrobiano é atribuido ao
componente mais ativo, neste caso, o clotrimazol. A solucdo metandlica de 6leo de coco com
o farmaco apresentou antagonismo, este fato se deve aos valores de CIMs maiores
apresentados comparado com os CIMs dos componentes separados em solugdo. Considerando
estes resultados, as nanocapsulas desenvolvidas podem ser formulagdes promissoras para 0
tratamento da candidiase vulvovaginal.

A etapa seguinte consistiu na incorporacdo das nanoparticulas em geis hidrofilicos
visando uma forma farmacéutica final. Devido a elevada insolubilidade em agua do
clotrimazol, as formulag6es disponiveis no mercado sdo de base lipofilica, como por exemplo,
pomadas. Os hidrogéis foram escolhidos para incorporagdo das nanoparticulas por ter

sensorial agradavel e por terem um aspecto menos untuoso. A selecéo de polimeros Pemulen®
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e Pullulan para a preparacdo dos géis teve como objetivo obter uma formulagdo com potencial
de residir por um longo periodo no local de acao e, assim, tornar o tratamento mais eficaz.

O Pemulen®, um polimero conhecido por suas propriedades mucoadesivas, é um
copolimero do acido acrilico e metacrilatos de cadeias longas (acrilato/C10-C30). Forma gel
em pH préximo ao da neutralidade, a exemplo do Carbopol® e seus derivados (CORREA et
al., 2005; SZUCS et al., 2008). Uma vantagem importante deste polimero é o baixo grau de
irritacdo, dado que esta relacionado as baixas concentragdes geralmente empregadas
(inferiores a 1%) (NOVEON, 2003). Por essas caracteristicas, o Pemulen® foi escolhido como
polimero formador do gel neste trabalho. Com relagdo ao Pullulan, este polissacarideo
formado por unidades de maltotriose se destaca por ser atoxico e ndo irritante, além de ter
potencial bioadesivo (SINGH; SAINI; KENNEDY, 2008). Este polimero ndo forma gel
verdadeiro, mas forma dispersdes aquosas viscosas com aparéncia de gel. Por estas razdes, o
Pullulan foi adicionado no gel de Pemulen® pensando-se em obter um hidrogel com
propriedades mucoadesivas superiores. Cabe mencionar novamente que a combinacdo destes
dois polimeros é inédita.

Com relacdo aos resultados, estes demonstraram a possibilidade de preparacdo dos
géis com as suspensdes de nanocapsulas com ambos os 6leos. Os géis foram caracterizados
através da determinacdo do teor, pH e espalhabilidade. Visualmente, as formulagdes de
hidrogéis apresentaram aspecto homogéneo e coloracdo ligeiramente opalescente, com
excecdo dos hidrogéis controles (sem nanoparticulas). Os teores ficaram proximos ao tedrico
e o0 pH dos géis foi de aproximadamente 7. O tipo de 6leo no nucleo da nanocépsula
influenciou no valor e no perfil de espalhabilidade. A espalhabilidade est4 intimamente
relacionada com sua aplicacdo no local de absor¢do ou acdo desejada, e a viscosidade esta
intimamente relacionada com esta caracteristica (BORGHETTI & KNORST, 2006). As
formulagBes contendo as nanocapsulas de 6leo de coco apresentaram menores fatores de
espalhabilidade, independente da presenca do farmaco. Cabe ressaltar que esta parte do
trabalho teve um caréater preliminar e para uma avaliacdo completa do hidrogéis preparados,

outras caracterizacOes devem ser feitas.



CONCLUSOES




104

CONCLUSOES

. A metodologia analitica desenvolvida para a quantificagdo do clotrimazol nas
nanocapsulas poliméricas mostrou-se linear, precisa, exata e robusta;

. Foi possivel a obtencdo de suspensbes de nanocapsulas contendo clotrimazol a partir
do método de precipitacdo do polimero pré-formado na presenca de triglicerideos de cadeia
média e de dleo de coco;

. As suspensdes de nanocapsulas desenvolvidas apresentaram parametros fisico-
quimicos adequados e foram estaveis por 60 dias, com exce¢do do pH que apresentou um
decréscimo significativo para algumas formulacdes;

. As nanoparticulas promoveram uma menor degradagdo do clotrimazol frente a
radiacdo UVC comparado com o farmaco ndo-encapsulado;

. O estudo de liberacdo in vitro demonstrou que as nanoparticulas sdo capazes de
controlar a liberacdo do farmaco e a modelagem matematica indicou cinética de primeira
ordem para todas as formulagdes;

. Por meio da avaliacdo microbiologica, foi demonstrado que o 6leo de coco possui
atividade antimicrobiana contra espécies de Candida. As nanoparticulas demonstraram
melhor inibicdo de crescimento flngico que as solucdes de farmaco livre e 6leos associados;

. As formulacdes de nanocéapsulas de 6leo de coco apresentaram um maior efeito
antifingico em comparagdo com as formulagdes de nanocépsulas contendo triglicerideos de
cadeia média;

. O estudo realizado indica que as suspensdes de nanocapsulas contendo clotrimazol
podem ser incorporadas em formulagdes semissolidas hidrofilicas, que apresentaram

caracteristicas adequadas de pH, teor e espalhabilidade.
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