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O desenvolvimento de sistemas nanoestruturados tem proporcionado melhor controle
da liberacdo e o direcionamento de substancias ativas ao local terapéutico, minimizando,
assim, efeitos adversos, além de contribuir para o aumento da eficacia terapéutica. Neste
sentido, esses carreadores constituem uma alternativa para o desenvolvimento de produtos
administrados pela via vaginal, pois as formas farmacéuticas comumente utilizadas
promovem distribuicdo e penetracdo inadequadas dos farmacos, além do reduzido tempo de
permanéncia no local. Com isso, este trabalho teve por objetivo desenvolver supositorios
vaginais contendo produtos secos preparados a partir de suspensdes de nanoparticulas
poliméricas contendo tioconazol, um antiflngico utilizado no tratamento de vulvovaginites.
As suspensdes de nanoesferas e nanocapsulas poliméricas contendo tioconazol (3 mg/mL)
foram preparadas pela técnica da nanoprecipitacdo e avaliadas quanto ao didmetro médio de
particulas (166 — 203 nm), indice de polidispersdo (inferior a 0,20), potencial zeta negativo (6
— 10 mV), pH (fracamente &cido), teor de farmaco (proximo ao tedrico) e eficiéncia de
encapsulamento (aproximadamente 100%), as quais foram adequadas e estaveis durante o
periodo de 30 dias sob condi¢des de temperatura ambiente. Apds a preparacdo, as suspensdes
foram submetidas a secagem por aspersdo para a obtencdo dos produtos solidos
intermediéarios, os quais foram caracterizados em relacdo ao rendimento ponderal, indice de
ressuspensdo em agua, perfil de distribuicdo de tamanho de particulas, teor de farmaco,
umidade e morfologia. Quanto a essas caracteristicas, os resultados foram satisfatorios:
rendimento ponderal de, aproximadamente, 60%, conteddo de farmaco préximo do valor
tedrico (21 mg/g), indice de ressuspensdo proximo a unidade e recuperacdo do tamanho
submicrométrico das particulas. Essas caracteristicas mantiveram-se, apés 30 dias de
armazenamento a temperatura ambiente, somente para os produtos secos contendo as
nanoesferas. Posteriormente, os produtos secos foram incorporados em uma base de gelatina-
glicerina a fim de obter supositérios vaginais. Todas as formulacBes apresentaram
caracteristicas de superficie e de dimensGes homogéneas; teor de farmaco préximo da
concentracdo teorica (23 mg/supositério); peso medio entre 4,51 e 4,57 g; uniformidade de
contetdo e tempo de desintegracdo inferior a 60 minutos. Os supositdrios constituidos pelas
nanoesferas possibilitaram um maior controle da liberagcdo do tioconazol em comparacao aos
supositorios contendo o farmaco ndo associado. Dessa forma, as formulagfes propostas neste
trabalho poderdo constituir uma alternativa para a administragdo do tioconazol pela via
vaginal, de melhor aceitabilidade face as formas farmacéuticas ja existentes (cremes, géis)
possibilitando, por hipotese, um maior efeito terapéutico do farmaco, tendo em vista as
vantagens que a nanotecnologia apresenta.

Palavras-chave: Nanoparticulas poliméricas. Tioconazol. Produtos sélidos. Supositorios
vaginais. Spray-drying.
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The development of nanostructured materials has provided better control of the release
and targeting of active substances to the treatment site, minimizing adverse effects, in addition
to contributing to increased therapeutic efficacy. In this sense, these carriers are an alternative
for the development of products administered by vaginal route because the pharmaceutical
forms commonly used promote inadequate distribution and penetration of drugs, in addition to
the reduced time spent on site. Therefore, this study aimed to develop vaginal suppositories
containing dried products prepared from polymeric nanoparticle suspensions containing
tioconazole, an antifungal used to treat vulvovaginitis. Suspensions of polymeric nanospheres
and nanocapsules containing tioconazole (3 mg / ml) were prepared and evaluated for average
particle diameter (166-203 nm) polydispersion index (less than 0.20), negative zeta potential
(6 - 10 mV), pH (weakly acidic), drug content (value close to the theoretical) and
encapsulation efficiency (approximately 100%), which were adequate and stable over the
period of 30 days. After the suspensions were subjected to spray drying to obtain the solid
intermediates, which were characterized in relation to the weight yield of resuspending in
water content profile of particle size distribution, drug content, humidity and morphology.
Regarding these characteristics, the results were satisfactory: yield weight, approximately
60%, drug content close to the theoretical value (21 mg / g), resuspending ratio close to unity
and maintenance of submicrometric particle size. These characteristics have remained after 30
days of storage at room temperature, only dried products containing the nanospheres.
Subsequently, the dried products were incorporated into a gelatin-glycerin base to obtain
vaginal suppositories. All formulations had surface characteristics and homogeneous
dimensions; drug content close to the theoretical concentration (23 mg / suppository); average
weight between 4.51 and 4.57 g; content uniformity and disintegration time less than 60
minutes. Suppositories consisting of the nanospheres enabled greater control of the release of
tioconazole compared with suppositories containing the drug not associated. Thus, the
formulations proposed in this work may constitute an alternative for the administration by
vaginal route tioconazole, better acceptability compared to the existing dosage forms (creams,
gels) enabling, by definition, a greater therapeutic effect of the drug in order the advantages
that nanotechnology presents.

Keywords: Polymeric nanoparticles. Nanospheres. Dry products. Vaginal suppositories.
Spray-drying.
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INTRODUCAO

A determinacdo da forma farmacéutica pode ser fundamental para a eficécia biologica
do agente terapéutico toépico administrado na mucosa vaginal, pois a maioria das preparaces
comerciais possui um curto tempo de retencdo, distribuicdo reduzida da substancia ativa no
local, sdo desconfortaveis para aplicar e, muitas vezes, requerem multiplas administracdes
diarias (ACARTURK, 2009). A maioria dos medicamentos vaginais encontra-se na forma
semissdlida (géis, cremes e pomadas); no entanto, h& um crescente interesse em formas
alternativas como o desenvolvimento tecnoldgico de supositorios capazes de contornar essas
dificuldades e fornecer vantagens importantes (GARG et al., 2010; MOHAMED et al., 2012).

Além da facilidade de manuseio e da administracdo, a melhor estabilidade dos
farmacos, a viabilidade de producdo em larga escala e o baixo custo sdo algumas das
vantagens que a administracdo de formas farmacéuticas sélidas oferece em relagdo as outras
formas farmacéuticas (ADAMS; KASHUBA, 2012). Em adicdo a essas caracteristicas, a
liberacdo sustentada e controlada a partir de sistemas nanoestruturados pode ser conferida a
fim de resolver problemas de dosagem, como picos transientes na concentracdo do farmaco a
partir das formulacdes semissoOlidas e concentracdes elevadas nos locais préximos a
dispositivos intravaginais (WANG; TANG, 2008).

Sistemas transportadores de farmacos, como o0s nanocarreadores (lipossomas,
nanoparticulas, nanoemulsdes) tém sido amplamente estudados na area farmacéutica, por
conferirem inUmeras vantagens, como a versatilidade de controlar os perfis de liberacdo de
farmacos e, ainda, a capacidade de promover caracteristicas de superficies adequadas e
ajustaveis (ADIBKIA et al., 2011; CAVALLI et al., 2009). Devido ao seu tamanho reduzido
(<1 um), esses sistemas podem direcionar a substancia ativa associada ao sitio especifico de
acao, aumentando o efeito terapéutico e/ou reduzindo seus efeitos adversos. Além disso, as
nanoestruturas podem conferir aumento da estabilidade quimica dos farmacos associados
(SCHAFFAZICK et al., 2003a; OURIQUE et al., 2008; SAVIAN et al., 2015).

Apesar do criterioso estudo de pré-formulacdo para o desenvolvimento das
nanoparticulas, estes sistemas apresentam uma limitada estabilidade em meio aquoso, uma
vez que, durante 0 armazenamento, podem ocorrer mudangas nas suas propriedades fisico-
quimicas, como precipitacdo, degradacdo de componentes e passagem da substancia ativa
encapsulada para a fase externa (MAGENHEIM; BENITA, 1991). Desta forma, 0s processos
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de desidratacédo de sistemas aquosos se apresentam como uma alternativa, pela possibilidade
de contornar os obstaculos farmacotécnicos e os relacionados a estabilidade, visando,
também, uma melhor e maior aplicabilidade industrial para o desenvolvimento, por exemplo,
de formas farmacéuticas sélidas (ABDELWAHED et al., 2006a; GUTERRES; BECK;
POHLMANN, 2009).

Dentre as formas sélidas para a administragdo vaginal, 0s supositorios vaginais
disponiveis comercialmente sdo constituidos por agentes anti-infecciosos, horménios, extratos
vegetais e esporos do género Lactobacillus. Dentre os medicamentos contendo agentes anti-
infecciosos na forma de supositérios para administracdo vaginal incluem clotrimazol,
miconazol (UPMALIS et al., 2000), tioconazol, associacdo de metronidazol e nistatina
(SANCHEZ et al., 2004), econazol (LEVY et al., 1992), entre outros.

O tioconazol é um derivado imidazdlico que apresenta amplo espectro de atividade
antifungica, sendo indicado no tratamento tépico de infecgdes fungicas da pele e unhas, além
de candidiase vaginal (FROMTLING, 1988; SWEETMAN, 2006). E administrado na forma
de creme, logdo, spray ou pé dermatoldgico (1%), sendo também utilizado em solucgéo tdpica
a 28%, nos casos de onicomicoses. No Brasil, como medicamento de referéncia, é
comercializado com o nome de Tralen® (Pfizer). No tratamento de vulvovaginites é utilizado
em creme ou pomada, na concentracdo de 6,5%, e em supositérios vaginais (300 mg), com o
nome comercial de Gino-Tralen® (Pfizer) (SWEETMAN, 2006).

A necessidade do uso em altas concentracdes do tioconazol para obtencdo do efeito
terapéutico desejado, principalmente nos casos de onicomicoses e vulvovaginites, esta
intimamente relacionada com o aparecimento de reacdes adversas, como coceira, irritagdo
local, alergias, eritema, prurido, dor durante o ato sexual e queimagédo vaginal (SWEETMAN,
2006). Além disso, outro problema enfrentado na terapéutica é a reduzida absorcdo cutanea
(MUNOZ et al., 2010) e vaginal (ARTNER; FUCHS, 1983), visto que a eficacia do farmaco
depende também da sua biodisponibilidade no local de acéo.

Tendo em vista as dificuldades encontradas para a administragéo topica do tioconazol,
nosso grupo de pesquisa desenvolveu nanoemulsdes e nanocapsulas poliméricas contendo o
farmaco em estudo, além da conversdo das formulagdes liquidas nanoestruturadas em pos
redispersiveis. Os produtos obtidos apresentaram caracteristicas satisfatorias e possibilitaram
a liberagéo controlada do farmaco nos estudos in vitro realizados, podendo ser empregados na
obtencdo de novas formas farmacéuticas solidas, como supositérios vaginais, objetos de

estudo deste trabalho, destinadas ao tratamento topico de infec¢des fungicas.



1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Desenvolvimento tecnoldgico de supositorios vaginais obtidos a partir de produtos

secos contendo nanoparticulas poliméricas com tioconazol.

1.2 Objetivos especificos

e Desenvolver e caracterizar tecnologicamente suspensGes de nanoparticulas
poliméricas (nanocapsulas e nanoesferas) de poli(e-caprolactona) contendo
tioconazol, preparadas pelo método de nanoprecipitacdo, no que se refere ao teor e
eficiéncia de encapsulamento, didmetro medio de particulas, polidispersao,
potencial zeta, pH e analise morfoldgica;

e Desenvolver produtos secos obtidos a partir de nanoparticulas poliméricas
contendo tioconazol, empregando a técnica de secagem por aspersao;

e Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas dos pés (rendimento ponderal,
distribuicdo de tamanho de particulas, teor de tioconazol, diametro de particulas e
polidispersdo apds redispersao e morfologia);

e Avaliar os perfis de liberagdo in vitro do tioconazol a partir dos produtos secos
pela técnica de sacos de dialise;

e A partir dos produtos secos nanoparticulados, desenvolver supositorios vaginais
utilizando o processo de moldagem;

e Auvaliar as caracteristicas fisico-quimicas da forma farmacéutica no que se refere a:
determinacdo da aparéncia e dimensdes, peso médio, tempo de desintegracao, teor
e uniformidade de contetdo;

e Avaliar, in vitro, o perfil de liberacdo dos supositrios vaginais contendo as

nanoparticulas em comparag¢do com o farmaco néo-associado.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Terapia topica via vaginal

A administracdo de farmacos via vaginal pode melhorar o tratamento e a profilaxia de
muitas condic¢des que afetam o aparelho reprodutor feminino, tais como doencas sexualmente
transmissiveis, infec¢des fangicas e bacterianas, além do cancer (GARG et al., 2010). As
principais vantagens para esse tipo de via em relacdo a administracdo oral convencional
incluem a prevencao da irritacdo no ambiente gastrointestinal e o efeito hepéatico de primeira
passagem, reduzindo efeitos colaterais e possibilitando a administragdo de doses menores do
farmaco para o efeito desejado. Quanto a terapia tdpica, a administracdo local resulta em
concentracdes mais elevadas no local de acdo e, com isso, eficacia potencializada (NEVES
et al., 2006; ENSIGN et al., 2014).

Na prética clinica, as formas farmacéuticas mais frequentemente administradas pela
via vaginal sdo os supositdrios vaginais, os comprimidos e as prepara¢des semissolidas, como
cremes e pomadas. Empregam-se por esta via farmacos adstringentes, anti-infeciosos
(antibacterianos, antiprotozoarios, antifingicos, antivirais), queratoplasticos, cicatrizantes,
espermicidas, prostaglandinas e horménios (ACARTURK, 2009; GARG et al., 2010;
SRIKRISHNA; CARDOSO, 2013). Contudo, as prepara¢fes comerciais tradicionais, como
cremes, espumas, geis, irrigacbes e comprimidos, demonstraram ter um curto tempo de
retencdo, devido ao mecanismo de autodepuracdo vaginal, o que se associa ao desconforto e a
sensacdo de escorréncia, que acaba resultando em uma distribuicdo nao-uniforme do farmaco
no local. Além disso, sdo desconfortaveis de aplicar e muitas vezes requerem multiplas
administracdes diarias para que se obtenha o efeito terapéutico desejado (HUSSAIN et al.,
2005; ACARTURK, 2009). Estas caracteristicas implicam na diminuicio da aceitabilidade da
mulher a estas formas farmacéuticas que, por sua vez, conduz a uma menor confian¢a no
proprio tratamento (NEL et al., 2011).

Os supositorios vaginais sdo as formas farmacéuticas mais comumente utilizadas para
a administragdo de medicamentos para 0 amadurecimento cervical antes do parto e para a
entrega local de farmacos. Alguns exemplos de farmacos empregados na clinica e

administrados na forma de supositorios vaginais sao: sulfato dehidroepiandrosterona para o
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amadurecimento cervical, além de outras classes, como miconazol, tioconazol e clotrimazol
para o tratamento de candidiase vaginal, e progesterona para a terapia de reposi¢do hormonal
(SRIKRISHNA; CARDOZO, 2013).

Para a preparacdo de formas farmacéuticas com caracteristicas adequadas tendo a via
vaginal como via de administracdo, devem ser considerados alguns fatores fisiologicos. Entre
eles, a distensdo da vagina, que varia entre as mulheres (ALEXANDER et al., 2004). O canal
vaginal € revestido pelo epitélio escamoso estratificado contendo numerosas pregas, 0 que
permite maior distensdo e area de superficie de absorcdo. Devido a essas caracteristicas, a
distribuicdo de um produto vaginal fica comprometida (BARNHART et al., 2004). Além
disso, o pH vaginal € varidvel na presenca, por exemplo, de infeccBes flngicas ou sémen,
apresentando-se elevado, o que pode afetar a ionizacdo e a absorcdo de alguns farmacos
(VERMANI et al., 2000).

Outro fator que deve ser considerado para a administracdo de farmacos pela via
vaginal ¢é a presencga do muco cervical, considerado uma barreira fisica contra microrganismos
patdgenos e substancias externas. No entanto, a producdo desse fluido pode ter um impacto
significativo sobre a penetracdo, a distribuicdo e o tempo de residéncia do farmaco, pois a
quantidade produzida e sua composicdo podem ser alteradas de acordo com o periodo
menstrual (CONE, 2009; NEVES et al., 2012).

Além disso, a manutencdo da microflora vaginal ap6s repetidas aplicagdes é outro
ponto critico no desenvolvimento dos sistemas de administracdo. Isso porque, o epitélio
vaginal continuamente fornece glicogénio para promover o crescimento da microbiota,
resultando na formacdo de &cido latico, o que diminui o pH vaginal, evitando possiveis
infeccbes. No entanto, com a aplicacdo de medicamentos vaginais, pode ocorrer o
comprometimento da microbiota, contribuindo para um ambiente hostil, adequado para o
desenvolvimento de organismos patdgenos (NEVES; BAHIA, 2006).

Diante do exposto, promover uma distribuicdo adequada do farmaco na mucosa
vaginal, promover uma facil penetracéo e interagdo da substancia ativa com o muco cervical
aléem da manutencdo da microbiota sdo fatores que devem ser considerados no
desenvolvimento de produtos para a administracdo nesse local (VERMANI et al., 2000).
Além disso, atingir concentracfes sustentadas na vagina torna-se um desafio, devido a
elevada permeabilidade do epitélio vaginal e a expulsdo das formas farmacéuticas
convencionais do local. (CU et al., 2011; NEVES et al., 2012; ENSIGN et al., 2014).
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2.2 Sistemas nanoestruturados

Transportadores de farmacos, tais como, nanocarreadores tém sido muito explorados
nas areas cientificas para o desenvolvimento de sistemas eficazes de direcionamento de
substancias, capazes de proporcionar uma melhor distribuicdo das mesmas no local de acdo
(MISHRA et al., 2010). O desenvolvimento desses sistemas confere importantes vantagens no
ambito farmacéutico devido a capacidade que as nanoestruturas possuem em controlar a
liberacdo e de direcionar o farmaco ao alvo terapéutico, possibilitando a redu¢do no nimero
de doses, bem como a reducdo no surgimento de efeitos secundarios causados pela
distribuicdo sistémica inespecifica (TORCHILIN, 2009; SHI et al., 2010; FELICE et al.,
2014).

Além disso, esses carreadores, pelo reduzido tamanho de particula (<1 pm), possuem
propriedades adequadas de interacdo com as barreiras bioldgicas a partir de parametros
ajustaveis de superficie e de composicdo das particulas, a fim de melhorar a absorcéo,
biodisponibilidade e o tempo de permanéncia do farmaco no local terapéutico (ALEXS et al.,
2008; KUMARI et al., 2010). Em adicao a essas propriedades, estudos demonstraram outras
vantagens a partir da associacdo do farmaco aos nanocarreadores, como a redugdo dos efeitos
adversos, como por exemplo, efeitos imunossupressores provocados por alguns anti-
inflamatdrios esteroidais (LIU et al., 2009), aumento da permeabilidade na barreira
hematoencefalica e do acimulo de agentes terapéuticos no cérebro (GAO; JIANG, 2006),
protecdo do farmaco frente a degradacfes enzimaticas (BECK et al., 2006; BECK et al.,
2007), quimicas (WEISS-ANGELI et al., 2008; OURIQUE et al., 2008; FONTANA et al.,
2009; SAVIAN et al., 2015), peroxidacdo lipidica (SCHAFFAZICK et al., 2005;
SCHAFFAZICK et al., 2008) e aumento da permeacéo cutanea (ALVES et al., 2007).

Na area farmacéutica, os principais carreadores nanoestruturados estudados sdo 0s
lipossomas, as nanoemulsdes, as nanoparticulas lipidicas e as nanoparticulas poliméricas
(nanoesferas e nanocapsulas) (MODDARESI et al., 2010).

Os lipossomas sdo vesiculas esféricas constituidas por uma bicamada de fosfolipidios
e colesterol, normalmente, que contornam um nucleo aquoso. Essas vesiculas possuem
tamanho de particula entre 50 e 700 nm, o qual varia de acordo com a sua estrutura
(CHAKRABORTY et al., 2011). O fosfolipidio geralmente utilizado é a fosfotidilcolina, que
por ser constituida por estruturas hidrofébica e hidrofilica, permite suportar compostos

hidrofobicos ou hidrofilicos, além da possibilidade de fundir-se com outras bicamadas
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fosfolipidicas, por exemplo, a membrana celular, e liberar o seu contetdo, o que é favoravel
para a liberacdo de farmacos na pele (MUDSHINGE et al., 2011).

Outra possibilidade de entrega de farmacos sdo as nanoemulsdes. Esses
nanocarreadores sdo dispersdes liquidas, transparentes ou translicidas, que apresentam
tamanho de particula, em geral, entre 50 e 500 nm (GUGLIELMINI, 2008). Devido ao seu
pequeno tamanho, esses sistemas sdo caracterizados pela estabilidade aumentada em relacéo a
sedimentacdo, floculacdo e coalescéncia devido a estabilizacdo estérica entre as goticulas
(ANTON et al., 2008). Quanto a sua preparacdo, as nanoemulsdes podem ser obtidas atraves
de métodos de alta ou baixa energia de emulsificacdo em que sdo utilizados tensoativos e,
também, co-solventes, quando necessario (SEVCIKOVAA et al., 2012). Nesse tipo de
carreador, um farmaco lipofilico pode ser adicionado a fase oleosa, enquanto que um
hidrofilico pode ser solubilizado na fase aquosa. Esse sistema de entrega é facilmente
absorvido pela pele e, de acordo com o fase externa da goticula, pode ser facilmente
incorporado em varias formulagdes, tais como liquidas, sprays, espumas, cremes, pomadas e
géis (CONSTANTINIDES et al., 2008).

As nanoparticulas lipidicas solidas sdo estruturas de tamanho entre 10 e 200 nm
constituidas por um nucleo sélido composto por lipidios solidos a temperatura ambiente e
fisiologica, em que o farmaco pode estar dissolvido ou disperso (MISHRA et al., 2010);
carreadores lipidicos nanoestruturados foram desenvolvidos a partir de uma mistura de um
lipidio liquido com outro sélido, na qual a substancia ativa se encontra dissolvida (MULLER
etal., 2007).

As nanoparticulas poliméricas sdo dispersdes coloidais de particulas solidas
estabilizadas por agentes tensoativos, porém diferem das anteriores pela presenca do
polimero. Esse sistema de liberacdo contém particulas de tamanho entre 10 nm e 1000 nm, no
qual o farmaco € aprisionado, encapsulado, adsorvido ou ligado a interface da matriz
polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003a; BOUCHEMAL; VAUTHIER, 2009). A presenca
do polimero confere vantagens em relacdo as outras dispersdes coloidais, originando uma
morfologia resistente que confere a estrutura maior estabilidade cinética (ANTON et al.,
2008). De acordo com a composi¢do e a estrutura, as nanoparticulas poliméricas podem ser
divididas em nanocapsulas e nanoesferas. As nanocapsulas possuem um involucro polimérico
disposto ao redor de um nucleo oleoso ou aquoso, onde, geralmente esta localizado o farmaco.
Com a excecdo do ndcleo, as nanoesferas possuem uma estrutura matricial em que o

composto ativo pode estar firmemente adsorvido na sua superficie ou dissolvido na matriz
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polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003; BOUCHEMAL; VAUTHIER, 2009; PARVEEN
etal., 2012).

Quanto a composicdo das nanoparticulas poliméricas, sdo utilizadas substancias
biocompativeis, com minima citotoxicidade, e biodegradaveis que permitem a liberacéo
prolongada e/ou sustentada do farmaco (PARVEEN et al., 2012). Dentre esses materiais,
salientam-se os polimeros biodegradaveis que incluem o acido polilactico (PLA), poli(acido
lactico-co-acido glicdlico) (PLGA), poli(acido glicélico) (PGA), poli(-e-caprolactona) (PCL)
e poli(metacrilato de metila) que sdo aprovados pelo FDA (MISHRA et al., 2010).
A poli(e -caprolactona), um polimero semicristalino, € o mais empregado devido as suas
caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades mecéanicas
(GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).

Dentre os variados métodos de preparacdo das nanoparticulas poliméricas, os mais
empregados dividem-se em duas principais classes: a polimerizagdo in situ de monémeros
dispersos e a precipitacdo de polimeros pré-formados (MISHRA et al., 2010). As nanoesferas
sdo formadas, principalmente, pela polimerizacdo in situ e a precipitacdo do polimero pré-
formado por remocéo do solvente (nanoprecipitacdo). Para a preparacdo das nanocapsulas, 0s
mais utilizados incluem a polimerizacdo in situ e 0 método de deposicdo interfacial do
polimero pré-formado (ANTON et al., 2008).

A aplicacdo das nanoparticulas poliméricas tem sido amplamente estudada, voltada
para a via tdpica para a liberacdo transcutdnea de substancias ativas e melhorar a absor¢édo
percutanea (ZHAI; ZHAI, 2014) e/ou promover uma liberacdo prolongada para uma acéao
local, evitando possiveis efeitos sistémicos (FONTANA et al., 2009; MARCHIORI et al.,
2010; FONTANA et al., 2010). Para a via oral a administragdo desses sistemas confere o
direcionamento do farmaco a partir da penetracdo celular e a passagem das barreiras
bioldgicas (VISCIDO et al., 2014), além da protecdo do farmaco frente a acdo de enzimas
digestivas e a diminuicéo de efeitos adversos, como irritacdo gastrica (BECK et al., 2006).

No entanto, ap0s a preparacdo, as nanoparticulas poliméricas se encontram sob a
forma de suspensdo coloidal aquosa e quando armazenadas neste meio, podem apresentar
problemas de estabilidade, como mudangas nas propriedades fisico-quimicas; hidrélise do
polimero, levando a perda da substéncia ativa encapsulada; tendéncia a agregacdo das
particulas, sedimentacdo e contaminacdo microbiana (MAGENHEIM; BENITA, 1991;
SCHAFFAZICK et al., 2003b).
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2.3 Tecnicas de obtencdo de formas farmacéuticas sélidas a partir de sistemas

nanoestruturados

A transformacéo de sistemas coloidais submicrométricos em formas solidas tem sido
amplamente estudada como uma alternativa para melhorar a estabilidade desses sistemas
(PATRAVALE et al., 2004). Além disso, os produtos solidos conferem melhor aplicabilidade
industrial pela capacidade de sua transformagdo em formas farmacéuticas sélidas mais
convenientes, como comprimidos, capsulas e supositorios, pois estes possibilitam a reducao
do volume administrado (auséncia de agua na formulagédo), producdo em grande escala, maior
precisdo de dosagem, facilidade de armazenagem e de transferéncia, além da melhor adeséo
do paciente (EERDENBRUG et al., 2008; DOLENC et al., 2009).

Os métodos de secagem mais utilizados na conversdo das formulagfes liquidas em
solidas consistem na remocdo da agua da nanosuspensdo por sublimacdo e dessor¢do sob
vacuo ou evaporacao sob baixa temperatura. Dentre estes métodos, os mais empregados sdo a
liofilizacdo (DE CHASTEIGNER et al., 1995; SCHAFFAZICK et al., 2003) e a secagem por
aspersdo (MULLER et al., 2000; POHLMANN et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2006;
TEWA-TAGNE; BRIACON; FESSI, 2006).

A liofilizacdo ou freeze-drying é uma técnica de desidratacdo que envolve a dissecacdo
de uma amostra previamente congelada através da cristalizacdo do gelo, seguida pela
sublimacéo e dessorcao do vapor da dgua a pressao reduzida, resultando em produtos sélidos
com estrutura porosa adequada para a redispersibilidade (CRAIG et al., 1999; YUE et al.,
2013). Essa técnica é amplamente empregada para 0 processamento de produtos
farmacéuticos de origem bioldgica, tais como soro e vacinas, farmacos peptidicos, alem de
serem amplamente utilizados na secagem de sistemas coloidais (DE CHASTEIGNER et al.,
1995; SCHAFFAZICK et al., 2003b; KESISOGLOU; PANMAI; WU, 2007). No entanto,
durante a criodessecagem, tensfes sdo geradas nas etapas de congelamento e de desidratacéo,
podendo interferir na integridade das particulas e, consequientemente, na estabilidade fisica e
guimica dos solidos (CHACON et al., 1999; ABDELWAHED et al., 2006a, KESISOGLOU;
PANMAI; WU, 2007). Por isso, faz-se necessario a utilizacdo de crioprotetores adequados na
formulacdo a fim de proteger os solidos liofilizados das tensGes do congelamento e da
secagem, além de se obter um aumento da estabilidade durante o tempo de armazenamento.
Entre os crioprotetores mais comumente utilizados estdo os carboidratos, sendo os mono e

dissacarideos os mais efetivos quanto a prevaléncia das caracteristicas iniciais da formulagéo,
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principalmente em relacdo a manutencdo do tamanho de particula da suspensdo original
(EERDENBRUGH et al., 2008; VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009).

Abdelwahed e colaboradores (2006a) verificaram que a padronizagéo das condicGes de
desidratacdo por liofilizacdo e a utilizacdo do crioprotetor adequado foi fundamental para a
estabilidade de nanocépsulas de PCL. Nesse estudo, foram avaliados diferentes lioprotetores
nas distintas etapas do processo, sendo que os liofilizados contendo polivinilpirrolidona
promoveram boa estabilidade aos carreadores quando submetidos a altas temperaturas e
umidade relativa apds seis meses de armazenamento.

Em outro estudo, De Chasteigner e colaboladores (1995) avaliaram a liofilizacdo como
uma etapa intermediaria para a producdo de uma forma farmacéutica sélida contendo
nanocapsulas de PLA com indometacina. Nesse processo, foi utilizada a glicose (10%) ou a
sacarose como crioprotetor, porém, verificou-se que apés a redispersao houve um aumento de
duas vezes no tamanho da particula. Segundo os autores, esses resultados sdo atribuidos a
mudancas na estrutura da parede da capsula ou ao agrupamento das mesmas durante o
processo.

Apesar dessa possibilidade de mudanca na parede polimérica das nanocapsulas apés a
liofilizagdo utilizando um crioprotetor, Schaffazick e colaboradores (2003) relataram a
adequada liofilizacdo das nanocapsulas preparadas com PCL ou Eudragit® S90, contendo
diclofenaco, empregando dioxido de silicio coloidal como adjuvante. De acordo com 0s
resultados, os liofilizados obtidos apresentaram teor de farmaco proximo a 100%. A partir
disso, para que o processo de liofilizacdo seja bem sucedido, é necessario que a selecdo de
crioprotetores ou adjuvantes de secagem seja adequada, a fim de proteger as particulas contra
os estresses do congelamento e da desidratacdo. Além disso, o processo € lento e requer
instalacBes complexas, que sdo de alto custo, dificultando a transposicdo para a escala
industrial (ABDELWAHED et al., 2006b).

A técnica de secagem por aspersdao ou spray-drying permite a producdo de particulas
solidas a partir da atomizagdo de suspensfes ou solucdes em goticulas finas, seguida pelo
processo de secagem, resultando em produtos sélidos pulverulentos (ALVES et al., 2004).
Esta técnica apresenta como vantagens o baixo custo, o rapido processo, a possibilidade de
modular as caracteristicas fisico-quimicas do p6 (BECK et al., 2006), facil transposicdo de
escala, aléem de ser adequada para moléculas termossensiveis (VAUTHIER; BOUCHEMAL,
2009). Além disso, esse método &€ amplamente empregado para o encapsulamento de
substancias bioativas, tais como enzimas, aromatizantes e medicamentos peptidicos, bem

como na secagem de dispersdes coloidais, como nanoparticulas poliméricas, lipossomas e
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nanoemulsdes (ALVES et al., 2004; TEWA-TAGNE; BRIACON; FESSI, 2007; OURIQUE
etal., 2014).

No geral, a secagem por aspersdo consiste em quatro etapas fundamentais: (1)
pulverizacdo da amostra liquida que envolve a atomizacdo da mesma para a formacdo de
goticulas finas, (2) contato do pulverizado com o ar quente, (3) secagem pela evaporagdo da
umidade e (4) separacdo das particulas secas pelo ar (POHLMANN et al., 2002; TEWA-
TAGNE; BRIACON; FESSI, 2007). No entanto, para se obter caracteristicas adequadas dos
pos, os parametros de funcionamento do processo, como a temperatura de secagem e a
velocidade de pulverizagdo devem ser estabelecidos. Além disso, adjuvantes de secagem sdo
utilizados a fim de proteger a integridade das particulas durante o processo e evitam a adesao
das mesmas nas paredes do equipamento. Estes podem ser materiais poliméricos sintéticos
(polivinilpirrolidona, hidroxipropilcelulose e hidroxipropilmetilcelulose, didxido de silicio
coloidal) ou carboidratos (lactose, manitol, maltodextrinas), os quais sdo adicionados as
amostras liquidas (TEWA-TAGNE; BRIACON; FESSI, 2007; VAUTHIER; BOUCHEMAL,
2009; GUTERRES et al., 2009).

Em um estudo, Freag e colaboradores (2013) obtiveram produtos sélidos a partir de
nanossuspensdes de diosmina e avaliaram o processo de secagem por atomizagdo quanto ao
tamanho das particulas reconstituidas utilizando manitol (57 %) como adjuvante de secagem e
a incorporagdo do manitol. Nesse estudo, a técnica conservou o tamanho nanométrico e a
eficiéncia de encapsulamento foi de 99,99%. Os estudos de dissolu¢cdo demonstraram a
capacidade dos produtos secos em aumentar a taxa de dissolucdo do farmaco em comparacao
com a sua forma livre. Além disso, a permeacdo intestinal da diosmina ex vivo melhorou
significativamente.

Schaffazick e colaboradores (2006) desenvolveram microparticulas contendo sistemas
nanoestruturados com melatonina, utilizando a secagem por aspersdo e dioxido de silicio
coloidal (3%) como adjuvante de secagem, com o propdsito de promover uma liberacdo
sustentada. Os resultados demonstraram que o rendimento do processo foi de,
aproximadamente, 74% e a eficiéncia de encapsulamento da melatonina no p6 foi de,
aproximadamente, 93%. A partir da microscopia eletrdnica de varredura foi detectada a
presenca de nanoparticulas na superficie dos pdés secos e obteve-se um perfil de liberacdo
controlado (monoexponecial) em comparacdo ao farmaco nao associado. Além disso, 0s pds
Secos por aspersao apresentaram uma estabilidade trés vezes maior (um ano) se comparada as

suspensdes de nanocépsulas (trés meses).
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Em outro estudo, Ribeiro (2013) desenvolveu produtos secos a partir de suspensdes de
nanoemulsdes e de nanocapsulas de PCL ou Eudragit® RS100 utilizando como métodos de
desidratacdo a liofilizacdo e a secagem por aspersdo. Nesse trabalho o farmaco em estudo era
o tioconazol e utilizou-se como adjuvante de secagem a lactose (10 %) ou a trealose (10 %),
no qual foi avaliada a liberacdo in vitro do farmaco pela técnica de sacos de didlise. Os
resultados demonstraram que 0s produtos secos preparados a partir de nanocépsulas foram
capazes de promover o controle de liberacdo do farmaco, destacando-se 0s produtos secos
obtidos a partir de nanocapsulas de PCL por spray drying que apresentaram maior controle na
liberagdo do tioconazol ap6s 48 horas de experimento. Além disso, foi avaliado frente ao
processo de secagem por aspersdo de nanocapsulas poliméricas de Eudragit® RS100 contendo
tioconazol, a utilizacdo de dois adjuvantes de secagem, a lactose e a trealose a fim de
compara-los. Ambos os produtos apresentaram adequada redispersibilidade em &gua e
atividade antifingica ap6s o processo de secagem; entretanto, a utilizacdo de trealose
possibilitou obter pds com caracteristicas mais semelhantes as suspensdes originais, além de

manter o teor de farmaco durante o armazenamento.

2.4 Tioconazol

O tioconazol (figura 1) € um agente antifungico imidazélico que apresenta atividade
inibitéria in vitro contra varios microrganismos patdgenos, incluindo Candida spp.,
Torolopsis glabrata, Criptococus neoparmans, Aspergillus spp., fungos dermatdéfitos
(Trichophyton spp., Microscoporum spp.), assim como, bactérias gram-positivas (Gardnerella
vaginalis, Corynebacterium minutissimun e Staphylococcus epidermidis), gram-negativas
(Staphylococcus spp., Streptococci-enterococci), tricomonas e clamidias (JONES et al., 1993;
MUNOZ et al., 2010; MUNOZ et al., 2013).

O seu mecanismo de acdo consiste no efeito fungicida ao inibir a via biossintética do
ergosterol presente na membrana celular flngica, e no efeito fungistatico, ao alterar a fluidez
e a permeabilidade da mesma, sendo que o efeito fungicida é dependente de sua concentracao
no meio (MARTENS, 2004). Em virtude disso e do seu amplo espectro de acdo, esse farmaco
é indicado para o tratamento de micoses superficiais da pele, unhas e infeccbes flngicas
vaginais (ZHANG, 2007; COLEMAN et al., 2014).
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Figura 1 — Estrutura quimica do tioconazol

Para o tratamento das dermatofitoses e outras micoses superficiais, o tioconazol é
administrado topicamente na forma de creme, locdo, spray ou pd dermatoldgico, sendo
utilizado, também, em solucGes topicas nos casos de onicomicose (DIAS et al., 2013). Na
terapia da vulvovaginite, o farmaco é administrado em creme ou pomada, na concentracao de
6,5%, e em Gvulos de 300 mg (SWEETMAN, 2006; RAMIRES-SANTOS et al., 2009).

Estudos in vitro demonstraram que o tioconazol apresenta atividade fungica superior a
outros antifingicos imidazolicos, como por exemplo, o miconazol contra Candida spp.,
Torulopsis glabrata, Cryptococcus neoformans e fungos dermatofitos. Sua acdo antiflngica
foi, também, superior ao inibir o crescimento de C. albicans em camundongos, cdes bigles e
ratos (JOVENS, 1987).

Em relacdo a sua atividade antifingica para o tratamento de onicomicoses, Hay e
colaboradores (1985) estudaram a eficécia do tioconazol a partir de aplicagdes de uma solucéo
topica (28%) em 27 pacientes com essa doenca, sendo que, mais de 11 desses, obtiveram
melhoras significativas. Em outro estudo, foi avaliado, in vitro, o tempo necesséario para
atingir o efeito fungicida utilizando uma solugdo de tioconazol 28% frente aos
microrganismos T. rubrum e C. albicans. Os resultados demonstraram um efeito antifingico
rapido (cinco minutos) do farmaco diferentemente dos casos clinicos de onicomicoses que,
segundo o0s autores, a exposicdo do tioconazol as células fungicas é inadequada devido as suas
baixas taxas de penetracdo no tecido ungueal (CRYER; ROBINSON, 1997).

Para o tratamento da candidiase vulvovaginal, a eficacia do tioconazol foi avaliada por
Stein e colaboradores (1986). Nesse estudo, a administracdo Unica desse farmaco (pomada
6,5%) em pacientes com vulvovaginites foi eficaz igualmente quando comparado ao
tratamento de trés dias utilizando-se o clotrimazol (comprimidos vaginais) como farmaco
antifungico.

Em outro estudo, Houang e Lawerence (1985) avaliaram a absorcao sistémica e a sua

permanéncia na cavidade vaginal apos a administracdo de 6vulo vaginal em dose Unica em 10
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pacientes com candidiase vaginal. Apds 8 h, a concentragdo plasmética média foi de
21,2 ng/mL e ndo detectavel apds 24 h. A concentracdo vaginal, apds 24 h, foi de 21,4 mg/L e
permaneceu detectavel apos 72 h.

A partir de relatos da literatura, € possivel verificar que altas concentracdes do
farmaco sdo necessérias para atingir o efeito terapéutico desejado. Este fato se deve a sua
baixa absor¢do por via cutanea (FROMTLING, 1988). No entanto, o uso de altas
concentracdes tem provocado o surgimento de sintomas indesejaveis, como alergias de
contato (STUBB et al., 1992; HEIKKILA; STUBB; REITAMO, 1996). No caso especifico de
vulvovaginites, a irritacdo na mucosa vaginal tem sido um sintoma evidente em pacientes que
utilizam o tioconazol na terapia dessa doenca (ABDELMONEM et al., 2012).

Cabe salientar que estudos voltados ao desenvolvimento de novas formulagdes a fim
de contornar os efeitos colaterais provocados pelo tioconazol tém sido pouco relatados na
literatura. Attama e colaboradores desenvolveram microemulsfes contendo tioconazol para
administracdo oral. Os resultados obtidos demonstraram que a administracdo oral da
microemulsdo aumentou a atividade antifdngica in vitro e a biodisponibilidade in vivo do
farmaco (ATTAMA et al., 2011). Mais recentemente, em nosso grupo de pesquisa, foram
desenvolvidas nanoemulsdes e nanocépsulas poliméricas contendo o tioconazol (1,0 mg/mL),
as quais foram incorporadas em formulagfes semissdlidas e, também, se avaliou a conversao
dessas formulagfes liquidas nanoestruturadas em pos redispersiveis. As suspensdes, as
preparacdes semissolidas e os pos obtidos possibilitaram uma liberacdo do farmaco
prolongada, e apresentaram, também, atividade antif(ingica contra C. albicans (HARTER,
2013; RIBEIRO, 2013).



3 CAPITULO 1: DESENVOLVIMENTO E ESTUDO DE LIBERACAO IN
VITRO DE FORMAS PULVERULENTAS CONTENDO TIOCONAZOL
ASSOCIADO A NANOPARTICULAS POLIMERICAS

3.1 Apresentagéo

A secagem por aspersdo, além de ser utilizada para a producdo de pds a partir de
formulac@es liquidas pela industria farmacéutica, € uma técnica que tem sido amplamente
empregada como um método para a desidratacdo de nanoparticulas, visando, muitas vezes, 0
aumento de estabilidade de sistemas coloidais submicrométricos (GUTERRES et al., 2009).
Entre estes sistemas, as suspensdes de nanocapsulas e nanoesferas foram convertidas em pd,
pela primeira vez em 2000, por Muller e colaboradores que utilizaram a técnica de spray-
drying como método de secagem.

Os produtos sélidos obtidos pela técnica de secagem por aspersdo a partir de
suspensdes coloidais sdo caracterizados como microaglomerados, constituidos por um
adjuvante de secagem e pelas nanoparticulas, as quais podem estar recobrindo a superficie dos
pos (MULLER et al., 2000; BECK et al., 2004; BECK et al., 2006) ou ainda, no interior deste
sistema solido (TEWA-TAGNE et al., 2006). Esses sistemas sélidos, além de serem
considerados como alternativa para melhorar a estabilidade de suspensdes de nanoparticulas,
tém sido também estudados como produtos intermediarios para o desenvolvimento de formas
de dosagens finais semissélidas (HOFFMEISTER et al., 2012; MARCHIORI et al., 2013) e
solidas para administracédo via oral (BECK et al., 2008; FRIEDRICH et al., 2010).

Apesar da secagem por aspersao ser um método simples, de baixo custo e de facil
execucao, s é considerado adequado se mantiver as caracteristicas das nanoparticulas ap6s o
processo de secagem. Essa caracteristica foi reportada pelo nosso grupo de pesquisa apds o
desenvolvimento de pos redispersiveis obtidos pela técnica de secagem por aspersao contendo
tioconazol associada as nanocapsulas, um antifungico imidazolico utilizado no tratamento de
micoses superficiais e vulvovaginites (RIBEIRO, 2013). Os resultados obtidos foram
promissores e conduziram ao desenvolvimento de novos carreadores poliméricos com uma
maior concentragdo de farmaco e a comparagdo de dois tipos de estrutura: nanocapsulas e
nanoesferas. Diante disso, o presente capitulo descreve a obtencdo e a caracterizagdo de
sistemas sdlidos compostos de lactose e tioconazol associado a nanocapsulas ou nanoesferas,

através do método de secagem por aspersao.
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PUBLICACAO 1: Development and in vitro release study of powders
containing tioconazole-loaded polymeric nanoparticles

Artigo a ser submetido

Development and in vitro release study of powders containing tioconazole-loaded

polymeric nanoparticles

Abstract

The industrial development of polymeric nanoparticle suspensions, such as drug delivery
systems, is limited due to the problems in maintaining stability. In this research, the spray-
drying technique was applied to dry nanocapsule and nanosphere suspensions, which were
prepared with the use of lactose as adjuvant and tioconazole, an antifungal. The polymeric
suspensions were prepared with the polymer (PCL) and tioconazole (3.0 mg/ml), and,
afterwards, they were evaluated in relation to mean size particles, drug content, pH and
encapsulation efficiency. After preparation, the samples presented suitable physicochemical
characteristics: mean size particles in the nanometer range (166-203 nm), polydispersity index
below 0.20, drug content near to the theoretical value and encapsulation efficiency of
approximately 100%. Furthermore, the formulations have been stable for 30 days. After, the
liquid formulations were subjected to spray-drying technique by using lactose 10% (w/v) as
adjuvant. The powders were characterized in relation to yield, index resuspension in water,
drug content, moisture and morphology. The dried products showed satisfactory
physicochemical characteristics: yield 59-65%, drug content near to the theoretical (21.99 and
23.36 mg/g for samples obtained from nanocapsules and nanospheres, respectively),
percentage of moisture of less than 1%, adequate index resuspension (1.0 £ 0.16 and 1.3 +
0.19 for samples obtained from nanocapsules and nanospheres, respectively) and mean
particle size similar to the original suspensions, after filtration. In morphological analysis, the
presence of spherical particles was observed. In tioconazole in vitro release study, the dried
products containing the nanoparticles were able to promote the control release of the drug.

Uniterms: Lactose. Nanoespheres. Nanocapsules. Spray-drying. Tioconazole.



27

INTRODUCTION

Tioconazole (TIO) is an antifungal imidazole agent and it presents inhibitory activity
against various pathogenic microorganisms (Candida spp., Toropis glabrata, Criptococus
neoparmans, Aspergillus spp., dermatophites, thricomonas, chlamydias, bacteria gran-
negative and gran-positive) (Jones et al., 1993; Muiioz et al., 2010; Mufioz et al., 2013). The
mechanism of action of this drug is based on the fungicidal effect by inhibiting the
biosynthetic via of the ergosterol present in the fungal cell membrane and on the fungistatic
effect to change its fluidity and permeability (Maertens, 2004). This drug is indicated for the
treatment of superficial mycoses of the skin, nails and vaginal fungal infections (Zhang,
Camp, Elewski, 2007; Coleman, Fleckman, Huang 2014).

In the topical treatment of dermatophytoses and other superficial mycoses, the
tioconazole is used topically in pharmaceutical dosage forms, such as cream, lotion, spray or
powder and it is also administered as topical solution in the therapeutic of onychomycoses
(Hay, Mackie, Clayton, 1985). In the therapy of vulvovaginitis, this drug is administered in
cream and ointment in the concentration of 6.5%, and ovules of 300 mg (Jones et al., 1993;
Sweetman, 2006). It has antifungal activity against Candida spp. equal or superior to
comparison with other drugs, such as clotrimazole, econazole and miconazole (Upmalis et al.,
2000). However, after administration, a few serious adverse events were reported, as burning,
sting and itching sensations (Fromtling, 1988; Stubb et al., 1992). Besides, another problem is
its reduced cutaneous and vaginal absorption (Artner, Fuchs, 1983).

In order to minimize the adverse effects events and to modulate the cutaneous delivery
of drugs from pharmaceutics formulations, drug carrier systems have been developed, because
of their capacity of increasing drug efficacy, by reducing toxicity, as well as by controlling
drug release (Bamrungsap et al., 2012). Among different systems, nanocarriers are widely
studied in pharmaceutics area and they consist of sub-micron size, which allow suitable
properties of interaction with biological barriers from adjustable parameters and surface
composition of the particles in order to improve the absorption and bioavailability of the drug
residence time in the therapeutic site (Kumari, Yadav, Yadav, 2010; Moddaresi et al., 2010).

Polymeric nanoparticles are colloidal aqueous suspensions. According to their
composition and structure, they can be divided into nanocapsules and nanospheres. The
nanocapsules have a polymeric shell disposed around an oily or aqueous core, where the drug
is usually located. With the exception of the core, the nanospheres have an array structure in

which the active compound can be firmly adsorbed on the surface or dissolved in the polymer
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matrix. However, these aqueous systems are more susceptible to physical, chemical and
microbiological instability (Guterres, Beck, Pohlmann, 2009).

Spray-drying is a common technique for the elimination of water in liquid
formulations, including colloidal suspensions in order to obtain solid products. In 2000,
Muller and collaborators reported, for the first time, the use of spray-drying in dehydration of
polymeric nanocapsules, with adequate yields (Mduller et al., 2000). Furthermore, they
described the use of this technique for obtaining similar powders with the use of nanocapsules
and nanospheres as coating material for microparticles (Beck, Pohlmann, Guterres, 2004;
Beck et al., 2005). The nanoparticles-coating act as a surface of control which could allow the
modulation of the drug release profile, as previously reported by Domingues and co-workers
(2008) (Domingues, et al., 2008).

Recently, in our research group, dry products containing T1O-loaded nanoemulsions
and nanocapsules (Img/mL) were developed with the use of different dehydration techniques:
spray-drying or freeze-drying (Ribeiro, 2013). In this study, the dried products containing
PCL-nanocapsules and prepared by spray-drying were able to promote better the control
release of the tioconazole. Lactose and trehalose were used as adjuvant, and differences
between these substances in relation to physicochemical characteristics of the powders were
not obtained (Ribeiro, 2012).

Based on these results, in this research, we proposed to increase the content of TIO in
the nanocapsules, as well as evaluating the possibility of obtaining a new dried powder with
nanospheres, prepared by spray-drying technique. The new nanocarriers and dried products

were evaluated in relation to physicochemical characteristics and also in vitro drug release.

MATERIAL AND METHODS

Material

TIO was obtained commercially from Pharma Nostra (Sdo Paulo, Brazil). Poly-(e-
caprolactone) (PCL, Mn = 70,000 — 90,000) and sorbitan monooleate (Span® 80) were
purchased from Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brazil). Poly-sorbate 80 (Tween® 80) and acetone
were supplied from Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brazil); caprylic/ capric triglyceride
mixture and monohydrate lactose were purchased from Delaware (Porto Alegre, Brazil).
Dialysis bag (MWCO = 14 KDa, Sigma-Aldrich Corporation, MO, USA) was purchased from
Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brazil). Methanol HPLC grade was acquired from Tedia (S&o

Paulo, Brazil). All chemicals and solvents presented pharmaceutical or HPLC grade.
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Preparation and characterization of polymeric nanoparticles

T1O-loaded nanocapsules (TIO-NC) were prepared (n=3) by the interfacial deposition
of the preformed polymer method (Fessi, Puisieux, Devissaguet, 1988). An organic phase
containing 500 mg of polymer (PCL), 150 mg of TIO, 400 mg of capric/caprylic triglicerides
mixture, and 385 mg of sorbitan monooleate were dissolved in 134 mL of acetone at
temperature of 40 °C, for 60 minutes. This organic solution was added into 270 mL of an
aqueous phase containing 385 mg of polysorbate 80, under moderate magnetic stirring. After
10 min, the solvents were eliminated and the suspension was concentrated by evaporation at
40 °C under reduced pressure (50 mL), obtaining a TIO concentration of 3 mg/mL. In
addition, TIO-loaded nanospheres (TIO-NS) were prepared by nanoprecipitation method
(Fessi, Puisieux, Devissaguet, 1988), omitting the presence of the oil. For comparison,
nanocapsules (NC) and nanospheres (NS) without the drug (blank formulations) were also
prepared as described above. All formulations were stared at room temperature and protected
from light.

The formulations were characterized in terms of drug content and association, pH, zeta
potential, particle size and polydispersity index. These physicochemical characteristics were
evaluated after preparation, and after 30 days of storage at room temperature.

The total drug content was determined by liquid chromatography (LC), according to
validated method (Harter et al.,, 2014). For extraction of the drug, an aliquot of the
suspensions (200 pL) was diluted in methanol (20 mL) and submitted at sonication (40 min)
and filtration though a membrane (Nylon, 0.45 um, Allcrom®). The TIO non-encapsulated
(free drug) was determined by the ultrafiltration/centrifugation technique (Amicon® 10.000
MW, Millipore), at 2200 xg, during 10 minutes. The concentration of drug entrapped in the
nanocapsule and nanosphere was calculated by the difference between the total and the free
drug concentrations and the encapsulation efficiency was determined by the quotient of the
entrapped and the total drug content (Harter et al., 2014).

The pH was measured directly in the suspensions by a calibrated potentiometer (Seven
Easy, Mettler Toledo, Brazil).

Analysis particle size and polydispersity indices were determined by photon
correlation spectroscopy (PCS) after adequate dilution (1:500) of an aliquot of the
formulations in ultra-pure water (Zetasizer® Nanoseries, Malvern Instruments,
Worcestershire, UK). The zeta potential was measured by electrophoretic mobility after

dilution of the samples in 10 mM NaCl solution (1:500), with the use of the same equipment.
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Preparation of spray-dried powders

The TI10-loaded nanocapsules suspensions (n=3) were mixed with lactose (10% w/v)
under magnetic stirring, during 20 minutes. After, the samples were fed into a spray dryer
(Spray-dryer MSD 1.0, Labmag, Ribeirdo Preto, Brazil) and, after, they were submitted to the
following drying conditions (Ribeiro, 2013): inlet temperature at the drying chamber was set
maintained at 120 + 2°C; two-fluid nozzle with cap orifice diameter of 0.7 mm and feeding
rate was set to 0.22 L/h. Dried powders were also prepared using T1O-loaded nanospheres to
evaluate the influence of the presence of the oil on their physicochemical characteristics. The
samples obtained from nanocapsules and nanospheres were named TIO-NCp and T1O-NSp,
respectively. Samples without the drug too were prepared and were named NCp and NSp.

Characterization of spray-dried powders

The spray-dried powders were evaluated in relation to: yield weight, drug content,
distribution of the particles size, mean particles size after redispersing in water, morphological
analyses and residual moisture content.

Yield of the spray-drying process was calculated by the ratio between the weight
obtained experimentally and the sum of the weights of all components (lactose and
nanostructures) discounting the content of water of the suspensions.

TIO content of spray-dried powders was determined by HPLC, according the
conditions described above. The samples were diluted in methanol, and kept under stirring
during 15 minutes. After, were filtered using a membrane (Nylon, 0.45 um, Allcrom®), and
injected into the chromatograph.

Laser diffraction (Mastersizer® 3000, Marvern Instruments, UK) was used for the
evaluation of the distribution of particle size. The powders were dispersed in water and
analyzed after 1 h of stirring.

The powders were dispersed in ultra-pure water to obtain a TIO concentration of 3
mg/mL (similar to the original suspensions). The samples were stirred for 5 minutes and after,
20 pL of this redispersion were diluted 500 times in ultra-pure water, filtered through a
membrane (Nylon, 0.45 pum, Allcrom®) and the particle size was measured by photon
correlation  spectroscopy  (Zetasizer® Nanoseries, Malvern Instruments, UK). The
resuspension index (Sf/Si) was determined by the relation between the average particle size of

the powder after redispersion in water (Sf) and the average size of the suspensions (Si).
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The morphological analysis was carried out by using scanning electron microscopy
(SEM) (Jeol Scanning Microscope, JSM-5800, Tokyo, Japan) at different magnifications,
after plating the samples with gold.

The residual moisture content of the powders was measured by Karl Fischer titration
in dry methanol using a DL38 titrator (Mettler-Toledo, Greifensee, Switzerland).

Measurements were conducted in triplicate.

In vitro release study of powders

In vitro release studies of the redispersed spray-dried powders containing TIO-loaded
nanocapsules and nanospheres were evaluated (n=3) by the dialysis bag method, by using
ethanol:water (30:70, v/v) as a release medium, according to the sink condition, at 37 °C
(Ribeiro, 2013). For the study, the powders were weighed and redispersed in ultra-pure water
to obtain a concentration of 3 mg/mL of TIO. The dialysis bag containing 1 mL of this
dispersion was placed in a beaker containing the medium under stirring. In determined times,
1 mL of the medium was collected and replaced by an equal volume of fresh medium. For
comparison, an ethanol solution containing TIO not associate (TIO-S — 3 mg/mL) was also
prepared and evaluated. The content of TIO release at different times was determined by
HPLC, according to a previously validated method (Ribeiro, 2012)

For determining the in vitro release profile of the samples (TI1O-S, TIO-NCp and TIO-
NSp), some mathematical models were used: zero-order (Eg. (1)) and first order of
monoexponencial (Eq. (2)) or biexponencial (Eg. (3)) types, considering the best correlation
between the experimental points and theoretical profiles and the highest value of model
selection criteria (MSC) (MicroMath® Scientist® for Windows™).

C =100 — [Co—kt] (1)
C =100 - [Coe ™ (2)
C =100 — [Ae—" +Be™] (3)

Where: C is the percentage of the TIO released at time t (h), Co is total concentration and k, «
and 8 (h™%) are rate constants.
In addition, Korsmeyer-Peppas model was used to determine the mechanism of release

of the TI1O from the nanoparticles applying the power law (Eqg. (4)).

ft= at" (4)
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Where n characterizes different release mechanisms (n = 0.43 for diffusion of the drugs; n =
0.85 for polymer degradation; 0.43<n<0.85 for anomalous transport).

Statistical Analysis

All formulations were prepared and analyzed in triplicate. Results are expressed as
mean £ s (standard deviation). One-way and two-way analyses of variance (ANOVA) were
used for comparison of the experimental data. Post-hoc multiple comparisons were carried out

by Tukey’s test for significance at p-values < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Preparation and characterization of nanoparticles

TIO -loaded polymeric suspensions (TIO-NC and TIO-NS) containing 3 mg/mL and
respective formulations without the drug (blank formulations) were prepared by precipitation
method with the use of a semi-crystalline and biodegradable polymer (PCL), which is widely
used due to its biocompatibility (Guterres, Alves, Pohlmann, 2007). Both suspensions
presented macroscopic homogeneous aspect like a milky white bluish opalescent fluid
(Tyndall effect). Their physicochemical characteristics after preparation are presented in
Tables 1 and 2.

TABLE 1 — Drug content, encapsulation efficiency and pH of TIO-loaded polymeric
suspensions (TIO-NS and TIO-NC) and respective blank formulations (mean + s)

Formulation Tioconazole content Encapsulation pH
(%) efficiency (%)

TIO-NS 100.84 + 0.91° 99.69 +0.11° 6.10 = 0.06

NS - - 5.35 +0.07°

TIO-NC 100.20 + 1.08° 97.38 + 0.95° 6.17 +0.14°

NC - - 5.47 +0.34

Means, in column, with the same letter are not statistically different (Anova, Tukey test, p <0.05).

The content of TIO in all formulations was close to their theoretical value (3.00 £ 0.06
mg/mL and 3.02 £ 0.02 mg/mL to TIO-NC and TIO-NS, respectively). Besides, the
encapsulation efficiency suspensions were similar and higher than 97%. This result indicates

that the polymer present in organic phase was responsible for the drug entrapment efficiency
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once it increased the diffusion resistance to drug molecules to aqueous phase (Das et al.,
2010). In relation to particle size, all formulations presented nanometric size (166 — 203 nm)
and the type of nanoparticle influenced in mean size (NC>NS; p<0.05). That might be
explained by the presence of the oil and the viscosity organic phase, which influenced on the
droplet formation (Schaffazick et al., 2003). These results are in agreement with a previous
report for Fontana and collaborators (Fontana et al., 2009) that evaluated the influence of the
type of nanostructured system loaded with clobetasol proprionate for mean particle size. In
addition, the formulations containing TIO-NC, developed by the present work, presented
mean particle size similar in comparison with nanocapsules containing the same drug
developed by Ribeiro (2013). That may be explained by the reduction of concentration of the
oil and the increase of concentration of drug in TIO-NC formulation. There was a significant

difference (p < 0.05) between diameters of both empty and charged nanocapsules.

TABLE 2 — Particle size, polydispersity index (PDI) and zeta potential of T1O-loaded
polymeric suspensions (TIO-NC and TIO-NS) and respective blank formulations (NC and

NS) after preparation (mean % s)

Formulation Particle size (nm) PDI Zeta Potential (mV)
TIO-NS 179 + 10° 0.16 + 0.05% -5.53+1.93°
NS 167 + 6° 0.17 +0.03° -10.21 + 0.54°
TIO-NC 204 + 4° 0.16 + 0.05 -5.48 + 1.66°
NC 179 + 28 0.10 +0.01° -7.04 £ 1.20°

Means, in column, with the same letter are not statistically different (Anova, Tukey test, p< 0.05).

As it can be observed above, the PDI values were below 0.20 (0.10 — 0.17), which
indicates a suitable size uniformity of the systems, the zeta potential was negative for
suspensions, being it attributed because of the presence of the polymer, since PCL has
terminal carboxylic acid groups present in its structure. They are a consequence of the
negative surface density of charge due to the presence of oxygen atoms in the molecules.
Comparing the results from the T1O-loaded nanocapsules and nanospheres, it was noticed that
it did not influence in zeta potential and polydispersity index (p>0.05). The similar zeta
potential result is a consequence of the particle/emulsion coating with polysorbate 80. These

results are in agreement with other reports in literature (Fontana et al., 2009).



34

The formulations were stored at room temperature and protected from light for 30
days in order to evaluate their stability. Regarding the macroscopic aspect, the samples kept
their initial characteristics. The results of mean particle size, polydispersity index (PDI) and
zeta potential of the suspensions are showed in figure 1. The mean particle size in the
formulations ranged from 161 nm to 197 nm under storage. In relation to PDI, the values were
similar to the ones obtained after the preparation (below 0.20) for all polymeric suspensions.
Regarding zeta potential nanoparticles maintained negative values and the reduction of this
value in module was not significant (p>0.05). Besides, the drug content of the formulations
did not present any significant alteration during the storage time when compared to the values
determined after the preparation (2.98 + 0.2 mg/mL and 2.96 = 0.02 mg/mL to TIO-NS and
TIO-NC, respectively).
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FIGURE 1 — Physicochemical characteristics of T1O-loaded nanocapsules (TIO-NC) and
T1O-loaded nanospheres (TIO-NS) during the storage time room temperature. (A) Mean

particle size; (B) PDI and (C) zeta potential.

According to the results, the samples are stable in period of 30 days once the
polymeric suspensions presented good stability for parameters of mean particle size,
polydispersity, drug content and also zeta potential. On the other hand, the increase of
concentration of TIO (3 mg/mL) e reduction/or absence of the oil (TCM) for TIO-NC and
TIO-NS, respectively, did not influence the stability of these formulations when compared to

the formulations containing polymeric nanocapsules associated with TIO (1 mg/mL) and
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evaluated for same time period (Ribeiro, 2013). These results might be attributed to the
affinity of the drug for the polymeric materials (Schaffazick et al., 2006).

Considering these results, it is possible to observe the importance of the presence of
the polymer regarding the maintenance of the stability of the colloidal suspensions preventing
the agglomeration/coalescence of vesicles. They are in agreement with a previous report for
nanocapsules and nanospheres of PCL in comparison with nanoemulsions, which did not

present polymer in their structure (Fontana et al., 2009; Ribeiro, 2012).

Preparation and characterization of spray-dried powders containing polymeric
nanoparticles

The colloidal systems that were developed in this research were dehydrated by spray-
drying process. As adjuvant, the lactose (at 10%, w/v) was used. Lactose is generally
recognized as safe (GRAS) excipient and included in the FDA as inactive ingredients
database (IM, IV: powder for injection solution; IV and sublingual preparations; oral:
capsules and tablets; powder for inhalation; vaginal). Lactose acts as a drying support for the
process and it is important for the protection of the thermal stability against the drying stress
of process. Besides, it helps to assure the size particle after redispersion for obtaining the
respective original colloidal size (Tewa-Tagne; Briangon; Fessi, 2007). The obtained spray-
dried powders were recovered and kept away from the moisture sorption into closed vials
stored at room temperature in desiccators. Table 3 presents the yield, drug and moisture
content and yield of powders obtained from TIO-loaded nanocapsules (TIO-NC) and

nanosphares (T10-NS), as well as their respective blank formulations (NC and NS).

TABLE 3 — Drug content, moisture content and yield of powders containing TIO-loaded
polymeric suspensions (TIO-NSp and TIO-NCp) and respective blank formulations (NSp and

NCp) after preparation (mean £ s)

Drug content Moisture content Yield
Formulation (ma/g) (%, wiw) (%)
TIO-NSp 22.44 +1.2° 0.18 + 0.00° 65.91 + 2.4°
NSp - 0.19 + 0.00° 65.87 + 1.5%
TIO-NCp 22.32+0.2° 0.11 +0.00° 59.31 + 1.3°
NCp - 0.17 +0.00° 63.15 + 4.0°

Means, in column,

with the same letter are not statistically different (Anova, Tukey test, p < 0.05).
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The spray-drying yield were similar for all formulations (p>0.05), around 60%, being
resembling to those ones described in our previous studies for TIO spray-dried powders using
lactose as drying adjuvant (Ribeiro, 2013). Those results indicated that the particles are well
recovered from the cyclone separator because of their good fluidity properties. This fluidity is
a result of non-cohesive characteristics of the particles which may to be explained by their
low moisture content (below 0.2). The moisture content of powders in spray-drying process is
influenced mainly by the nature of the material due to its interactions with water molecules
(Sollohub, Krzysztof, 2010).

In relation to TIO content, the obtained values were 23 mg/g and 22 mg/ g for TIO-
NSp and TIO-NCp, respectively, and near to the theoretical concentration (23.3 mg/ g and
21.9 mg/ g for TIO-NSp and TIO-NCp, respectively), which indicates that the process of dryer
did not influence in this parameter and it was similar for two types of nanoparticle (p > 0.05).
In comparison to the powders containing T1O associated at nanocapsules development by
Ribeiro (2013), the increase of concentration of drug in this work did not alter the values of
the yield process and content drug. This shows that the process of dyer was carried out
effectively and there was not selective degradation or loss of drug during the process of
dehydration of formulations. However, it was observed that the moisture content was lower in
relation to the study reported in 2013 (higher than 2%). That might be explained by the
presence of a higher concentration of oil, as it was already discussed - in comparison to
nanospheres.

The distribution evaluation of overall size particle of the powders obtained was
analyzed by laser diffraction. This technique allows the determination of submicron particle
and size greater than 1 um and, consequently, it becomes possible to evaluate the distribution
profile. The obtained data were evaluated using the number distribution (Figure 2). The
powders presented: d(4,3) of 97.35 and 122.5 um; d(n, 90) of 0.88 and 1.02 pm; d(n, 50) of
0.640 and 0.713 pum; d(n, 10) were 0.5 and 0.6 um, for TIO-NCp and TIO-NSp, respectively.
The laser light scattering analysis showed a higher particle size for the powders obtained in
comparison with others prepared from dehydration of colloidal suspensions by spray-drying,
using the lactose as adjuvant (Hoffmeister et al, 2012). This could be explained by a decrease
in the density and interparticle interactions due to the presence of thicker lactose coating
(Wauthoz et al., 2011).
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FIGURE 2 — Particle size distribution (as number of particles) of spray-dried powders
containing TIO-NCp (A) and TIO-NSp (B) by laser diffraction, after 1 h of agueous

redispersion.

In addition, to compare the diameter with the original colloidal suspensions, the
powders were reconstituted in water and evaluated in relation to mean particle size and
polydispersity index by photon correlation spectroscopy. The resuspension index was

calculated and the results are presented in table 4 and figure 3.

TABLE 4 — Particle size, polydispersity index (PDI) and ressuspension index (Sf/Si) of
powders after redispersion containing tioconazole (TIO-NSp and TIO-NCp) and blank

formulations (NSp and NCp) after preparation (mean * s)

Formulation Particle size (nm) PDI Sf/Si

TIO-NSp 233 £ 32° 0.35 + 0.05% 1.30 +0.19°
NSp 178 + 16" 0.35 +0.03 1.07 £0.12°
TIO-NCp 212 + 14° 0.15 + 0.05° 1.00 £ 0.16°
NCp 195 + 29° 0.37 £ 0.01° 1.08 +0.15°

Means, in column, with the same letter are not statistically different (Anova, Tukey test, p < 0.05).

According to results, similar values were obtained in the comparison between the
formulations (suspensions and powders). Therefore, the drier process did not influence in the
size of particles containing T1O-loaded polymeric nanoparticles and their respective blank
formulations. The ration between the size final and the initial is represented in figure 3.
According to this parameter, the powders easily dispersed in water, and, thus, they showed the
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importance of lactose in recovering the nanoparticles, being in agreement with the results
previously reported by Tewa-Tagne et al. (2007).

However, it was observed an increase of the PDI in comparison to the original
suspensions and between the type of nanostructure system (p<0.05). This increase may be an
indicative of the presence of both released nanoparticles, nanoparticles/lactose and/or
agglomerates of lactose in the obtained powders. That may be occasioned during the process
of atomization for droplet formation from the vaporizing the sample. Besides, the nature of
the properties of the sample to be submitted to atomization such as surface tension, viscosity
and density should be considered for the control of the particle size (Nandiyanto, Okuyama,
2011). This variation of size also was observed by Kho and collaborators, who used the spray-
drying of nanoparticles of PCL with lactose-leucin as adjuvant. At this research, the authors
attributed the difference in values of index resuspension to the PCL melting point, which is
about 60°C. This way, the high temperature during the drying process in spray-drying may
produce partial fusion or total polymer wall, suggesting a new molecular rearrangement in

structure. This action might be moderated by the low time of the particles stay in equipment.
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FIGURE 3 - Size distribution of polymeric suspensions and spray-dried powders containing
TIO: TIO-NS and TIO-NSp (A) and TIO-NC and TIO-NCp (B) by photon correlation
spectroscopy.



40

The morphological analysis of powders TIO-NSp and TIO-NCp was observed from the
micrographic obtained by scanning electron microscopy (SEM). They are represented in
figure 4. According to the SEM images, the morphology of spray-dried particles was
spherical. The particles of the lactose dried presented smoother surface and with cracks
(figure 4A and 4B). This characteristic was not observed for the powders containing the
nanostructures. Besides, the spray-dried prepared from colloidal suspensions presented similar
morphology and it was composed of micron-size regular and dense agglomerates being the
nanoparticles probably included in the particles, as previously suggested in other studies
(Tewa-Tagne et al. 2007; Marchiori et al., 2012).

In particular, the powders prepared with TIO-loaded nanocapsules (TIO-NCp)
presented looser and bigger clusters, with slightly rough surface and a narrow size distribution
(figure 4C and 4D), when compared to those ones prepared with nanospheres (TIO-NSp)
(figure 4E and figure 4F). The influence of the viscosity, as well as of the moisture content
can be considered the difference between the formulations might explain the more cohesive
agglomerates when the powders prepared from TIO-NSp are analyzed. This cohesion would
also be the result of the smaller size of TIO-NS, once the size of the particle on suspension
directly influenced the droplet size formed during the drying and it is an important parameter
that affects the morphology of particles (Iskandar, Gradon, Okuyama, 2003).

In parallel, it could be observed that the dried process did not influence the structure of
the TIO-NS, once the lactose - which is a soluble adjuvant, was able to protect the
nanocarriers during the drier to evolve the nanostructures. This morphologic organization was
not observed for the spray dried powders prepared with colloidal suspension and addition of
other adjuvants, for example, colloidal silicon dioxide (Mdller et al., 2000; Guterres et al.,
2001), which morphological analysis showed spherical microparticles with nanoparticles on
their surfaces. Besides, it was verified, in literature, that the rearrangement of nanospheres
may occur during the spray-drying process in the presence of silicon dioxide (Pohlmann,
2002).
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FIGURE 4 — SEM images of spray-dried powders: Lactose - L (A and B); TIO-loaded
nanocapsules — TIO-NCp (C and D) and T10-loaded nanospheres — TIO-NSp (E and F). [A, C
and E (1,500x); B, D and F (5,000x)].

The stability of spray-dried powders was evaluated after 30 days of the preparation
and, for parameters evaluation, mean particle size, polidispersity index, drug content and
resuspension index were used. These results are presented in figure 5. Comparing the
diameter and polydispersity, only TIO-loaded nanospheres maintained the similar values after
one month of storage (p<0.05). For TIO-NCp, an increase of the polidispersity and
resuspension indexes was observed, showing the instability of these systems for this

parameter. The resuspension index was similar for other samples. In relation to drug content,
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the values were near to those ones after preparation (21 mg/ g and 20 mg/ g for TIO-NSp and
T1O-NCp, respectively). This parameter is in agreement with values described by Ribeiro

(2013) for powders prepared with nanocapsules containing TIO.
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FIGURE 5 - Particle size (A), polydispersity index (PDI) (B) and ressuspension index (Sf/Si)
(C) of powders containing T1O-loaded polymeric suspensions (TIO-NSp and TIO-NCp).

According to the results, a higher stability was verified for powders obtained from
nanospheres (T10-NSp). This stability can be related to a smaller size and more tendencies at
agglomeration that the nanocapsules. On other hand, the drying process can change the
particle surface affecting the structure overall of the powder and promote a transformation
phase (Ward, Schultz, 1995). This transformation can include crystallization of amorphous
lactose, oftentimes induced by heat and moisture during storage and interfering on the
properties of the powder as solubility (Mahlin et al., 2004; Maher et al., 2015). This induction
might have influenced the properties of redispersion for the powder prepared with
nanocapsules, once polydispersity and ressuspension index were significant different after

preparation (p<0.05).
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In vitro release study

Drug release properties of spray-dried particles were verified in vitro by the dialysis
bag method redispersing the powders in water. Their properties were compared to the TI1O in
ethanol solution (T1O-S), which represents the drug that is not associated with the nanocarrier.

The profile of TIO release is presented in figure 6.
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FIGURE 6 — In vitro release profile of TIO from spray-dried powders (TIO-NSp and T1O-
NCp) and ethanol solution (TIO-S).

The percentage of drug released from TIO-S achieved 100 % after 12 h, while at the
same time period, the powders containing the nanocapsules (TIO-NCp) and nanospheres
(T10-NSp) presented 20 + 3% and 29 *+ 2%, respectively. These lower releases showed that
polymeric nanostructured system revealed a considerably prolonged TIO release profile. The
release of drugs from these systems could happen by drug desorption, by diffusion through
the polymer barrier, by erosion of the polymer material or by combination of these factors
(Soppimath et al., 2001).

According the mathematical models used to describe the release profile, the best
fitting to nanocarriers was biexponential model (table 5). Following this model, the
formulation presented a biphasic drug release pattern, representing a burst phase at the initial
followed by a sustained phase. The rate constants observed for the burst (K;) were 0.0260 +
0.0871 h™ (TIO-NCp) and 0.0524 + 0.0193 h™ (TIO-NSp) and the observed rate constants for
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the sustained phase (K;) were 0.0107 + 0.0606 and 0.0163 £ 0.0408 for TIO-NCp and TIO-
NSp, respectively.

The initial concentration of TIO, which was released in the burst phase (a) for
nanoparticles formulations, ranged from 49 mg/ mL to 65 mg/ mL in which in the sustained
phase (b) varied from 51 mg/mL to 34 mg/mL. This value indicating that around 50% of the
drug was entrapped within the nanocarriers (oil core for nanocapsules or polymeric matrix for
nanospheres) and the remainder was superficially adsorbed. Then, the formulations presented
different behavior that could be explained from the presence of polymer (hanospheres) or both
polymer and oil (nanocapsules). The PCL is a polymer that presented high hydrophobicity
and crystallinity which might explain the slower the release of the drug from of the
nanoparticles (Pohlmann et al., 2013). Those results are in agreement with other ones

obtained for PCL nanoparticles (Fontana et al., 2010).

TABLE 5 - Rate constants (K; and K3), correlation coefficients (r) and MSC obtained in the
mathematical modeling of the TIO release profiles from dry products (TIO-NCp e and TIO-
NSp)

TIO-S TIO-NCp TIO-NSp

Zero Ordem
R 0.9576 £+ 0.0067 0.9664 £ 0.01794 0.9431 £+ 0.0307
MSC 1.7524 + 0.1458 2.5402 + 0.6786 1.7679 £ 0.4341
Monoexponential
R 0.9975 + 0.0024 0.9844 + 0.0105 0.9792 + 0.0201
MSC 5.4516 + 0.9676 3.5611 +1.0380 3.0924 £ 0.9397
K 0.0165 + 0.0038 0.0230 £ 0.0029
Biexponential
K1 0.1632 + 0.0498 0.0260 + 0.0871 0.0524 +0.0193
K2 0.0088 + 0.2152 0.0107 £ 0.0606 0.0163 £ 0.0408
A 0.9956 + 0.2098 0.4907 £ 0.4705 0.6574 + 0.2931

0.2396 £ 0.3199 0.5163 £ 0.4711 0.3478 £ 0.2956
R 0.9986 + 0.0012 0.9981 + 0.0006 0.9993 £ 0.0002
MSC 5.2394 £ 1.1195 5.0036 + 0.3342 6.0482 + 0.4391
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In addition, the half-life in each phase was calculated, and higher values were obtained
from TIO-NSp (p<0.05): TIO-NSp, bust phase t;, =13 h and sustained phase ty, = 42 h; TIO-
NCp, burst phase t;,= 28 h and sustained phase t;, = 68 h. These results showed difference
between the type of nanocarrier (vesicular or matritial) and suggested the existence of the
interaction between the TIO, lipophilic drug, and the polymer as well as the high lipophilicity
of the drug in oil, preventing its diffusion from NC to the medium. These results corroborate
with the ones previously observed for powder prepared from nanocapsules containing TIO
which presented also the release biphasic profile (biexponencial) and half-life in each phase
was similar at this study (bust phase t;, =10 h and sustained phase ti» = 63 h). This indicates
that the higher concentration of the TIO did not influence the profile but it was observed a

higher control of release for nanocapsules in relation to nanospheres (Ribeiro, 2013).

TABLE 6 — Half-lives (burst and sustained phase) of tioconazole released form polymeric

nanoparticle

Formulation t12 burst (h) t12 sustained (h)
TIO-NCp 28.17 + 5.80° 68 + 5.43°
TIO-NSp 13.20 + 3.22° 42 + 4.05°

Means, in column, with the same letter are not statistically different (Anova, Tukey test, p < 0.05).

Furthermore, the mechanism of tioconazole release was determined with the use of
Pawer Law model. For the formulations the n found were 0.7423 + 0.0506 and 0.6123 *
0.0431 for nanocapsules and nanospheres, respectively. Those values indicate that the release
mechanism is an anomalous transport (0,43 < n < 0,85), in which the drug transfer occurs by
the relaxation of the polymer chains and drug Fickian diffusion. These results were similar to
other ones found for nanoparticles (NC and NS) prepared with the same polymer (Cruz et al.,
2006; Ribeiro, 2012).

CONCLUSION

Tioconazole-loaded nanocapsules and nanospheres suspensions were obtained with
appropriate characteristics. But, the purpose of this research was the conversion of the liquid
formulations in powders. The preparation of dry solid was investigated by the spray-drying
process by using the lactose as a drying adjuvant. The results demonstrated the potentiality of
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the technique, by nanostructures, was recovered after aqueous redispersion of powders, as
showed by PCS. Furthermore, greater control of the release was observed in tioconazole post
from the both nanoparticles prepared by spray-drying. This fact is interesting once the release
control is very important because it may promote an increase in the permanence of drug
application site thereby achieving greater efficacy therapy beyond safer and convenient
administration (fewer doses apply). Due to the purpose of this study, the spray drying method
would be the best choice once, in addition to greater control of drug release, it presents

advantage to be a more rapidly and well accepted method, at industrial terms.
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4 CAPITULO 2: SUPOSITORIOS VAGINAIS DE TIOCONAZOL:
UTILIZACAO DE SISTEMAS PULVERULENTOS CONTENDO
NANOESFERAS COMO PRODUTO INTERMEDIARIO

4.1 Apresentacao

A aplicacédo topica de medicamentos via vaginal visa tratar, principalmente, afeccbes
que acometem o trato geniturinrio feminino, portanto, € essencial que o farmaco fique retido
no local de aplicacdo, evitando que aconteca a supressdo da dosagem administrada e, também,
efeitos sistémicos (NEVES; BAHIA, 2006). Outra caracteristica importante para essa
aplicacdo é que a formulacdo topica apresente-se como um sistema de liberagdo controlada,
permitindo que a acdo terapéutica do farmaco seja sustentada ao longo do tratamento,
promovendo uma reducdo no numero de aplicacBes e auséncia da necessidade de altas
concentracdes para o efeito terapéutico desejado (BODUPALLI et al., 2010). A fim de
modular a liberacdo de farmacos, sistemas nanocarreadores tém sido desenvolvidos em
associacdo com agentes terapéuticos, pois proporcionam uma liberagdo mais controlada,
evitando o contato imediato de altas concentracdes de farmacos no local terapéutico e o
aparecimento de possiveis efeitos adversos que alguns farmacos desencadeiam quando
aplicados topicamente (ENSIGN et al., 2014).

O tioconazol, empregado no tratamento de vulvovaginites, estd intimamente
relacionado com o desenvolvimento de alguns efeitos colaterais, como coceira, irritagdo local,
alergias, eritema, prurido, dor durante o ato sexual e queimacdo vaginal. Essas reacdes podem
estar diretamente relacionadas com a necessidade de doses mais elevadas do farmaco para
obtencdo da resposta terapéutica (MUNOZ et al., 2010).

Diante do exposto, no presente capitulo, foi proposta a preparacdo de supositorios
vaginais empregando, como produto intermediario, poés contendo tioconazol associado a
nanoesferas, preparados pela técnica de secagem por aspersao, descritos no capitulo anterior.
Neste contexto, buscou-se a obtencdo de uma forma farmacéutica sélida contendo o
tioconazol associado as nanoestruturas, que permaneca na cavidade vaginal e possibilite uma

liberacdo sustentada do farmaco.
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Resumo

Produtos sélidos obtidos a partir da técnica de spray-drying constituidos de tioconazol
associado a nanoesferas possibilitaram importantes vantagens, como o aumento da
estabilidade do farmaco em comparacdo com as suspensdes liquidas de origem e uma
liberacdo mais sustentada a partir dessas formas sélidas. Neste sentido, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a viabilidade tecnoldgica de preparagdo de supositdrios vaginais contendo
0s pds descritos acima. Para tal, suspensdes de nanoesferas contendo tioconazol (3 mg/mL)
foram preparadas pelo método de nanoprecipitacdo e submetidas a secagem por atomizacgéo
utilizando a lactose (10%, m/v) como adjuvante. Posteriormente, 0s supositorios foram
preparados pelo método de moldagem utilizando como base uma mistura de gelatina-
glicerina, na qual as formas sélidas (pds contendo as nanoesferas ou a mistura fisica de
lactose e o farmaco) foram incorporadas. As formulacGes apresentaram caracteristicas de
superficie e de dimensdes homogéneas; teor de farmaco proximo da concentracdo teorica
(23 mg/supositorio); peso médio entre 4,51 e 4,57 g e tempo de desintegragdo proximo de 60
minutos. Além disso, 0s supositorios contendo tioconazol apresentaram uniformidade de
conteddo em relacdo a quantidade de farmaco para as unidades analisadas. Os supositorios
constituidos pelos sistemas nanocarreadores apresentaram maior controle na liberacédo do que
0s supositdrios contendo o farmaco ndo associado. Tendo em vista tais resultados, a obtencao
dos supositérios vaginais contendo as nanoestruturas constitui uma alternativa tecnoldgica

inovadora para a administracdo do tioconazol, voltada ao tratamento topico de vulvovaginites.

Palavras-chave: Nanoesferas. Produtos secos. Supositérios vaginais. Tioconazol.
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1 INTRODUCAO

A infeccdo fangica vaginal é a segunda causa mais comum de vaginite do aparelho
geniturinario feminino. Os principais agentes dessa doenca sdo pertencentes ao género
Candida, sendo a Candida albicans, a especie mais comum, com 90 % de prevaléncia
(ACHKAR; FRIES, 2010). Essa espécie é o agente principal da candidiase vulvovaginal
(CVV) e tal infeccdo pode ser diagnosticada, mundialmente, em 70% das mulheres pelo
menos uma vez em qualquer fase da vida (ZHANG et al., 2014; DOVNIK et al., 2015).

A CVV é decorrente da colonizacdo das leveduras ap6s sua a aderéncia na mucosa
vaginal, originando os sintomas e sinais clinicos dessa vaginite (IRIE et al., 2006). As
principais caracteristicas clinicas dessa condi¢cdo inflamatoria sdo o prurido e a queimacao
vulvar, corrimento e dor vaginal, irritacdo, dispareunia e disdria (SOBEL, 2014). Existem
alguns fatores que sdo considerados predisponentes, tais como a gravidez, o uso de
contraceptivos orais, diabetes mellitus ndo controlada e o tratamento ao longo prazo com
antibioticos de amplo espectro (CASSONE et al., 2014). Devido a esses fatores, além da
susceptibilidade genética e de ser uma doenca sexualmente transmissivel, a CVV tem sido
uma enfermidade recorrente e de grande frequéncia, com altos niveis de internacdo e de
mortalidade, principalmente em pacientes imunocomprometidos (SARDI et al., 2013).

O tratamento da CVV é limitado a administracdo de antifingicos da classe dos
polienos e dos derivados imidazdlicos (ACHKAR; FRIES, 2010). Dentre os polienos, a
nistatina é o farmaco mais utilizado, porém um nUmero crescente de espécies com
susceptibilidade dependente da dose tem sido relatado para o efeito terapéutico desejado
(MARTINS et al., 2012). A terapia realizada com os azdis (tioconazol, clotrimazol,
fluconazol, miconazol, entre outros) tem sido eficaz em até 90 % das infec¢bes vaginais
tratadas. Esse efeito é devido ao amplo espetro de acdo desses agentes, sendo ativos contra
infeccbes fungicas causadas por diversas espécies de Candida e no tratamento de infecgdes
bacterianas (RICHTER et al., 2005).

Os farmacos antifangicos imidazolicos sao igualmente efetivos quando administrados
por via oral ou vaginal (MENDLING et al., 2004; PAPPAS et al., 2009). Apesar dos farmacos
administrados oralmente estarem associados a melhor adeséo entre os pacientes devido a sua
facilidade de administracdo, esses originam importantes efeitos de toxicidade sistémica
(SOONG; EINARSON, 2009). Além disso, as formulacGes topicas devem ser consideradas
como o tratamento de escolha durante a gestagdo, uma vez que a absorgdo sistémica desses

medicamentos € minima, 0 que representa seguranga contra possiveis malformacoes
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congénitas (AGUIN; SOBEL, 2015; KALKANCI et al., 2012). Essa aplicagdo topica via
intravaginal pode ser realizada a partir das formas farmacéuticas semissolidas (creme, gel e
pomada) ou solidas, como comprimidos e supositorios (MENDLING et al., 2015). As
apresentacdes solidas possuem importantes vantagens em relacdo as outras, uma vez que Sao
preparadas com dosagens mais precisas para periodos de tratamento longo evitando, assim, a
necessidade de continuas aplicagdes.

Os supositorios tem sido um sistema de liberacdo de farmaco comumente utilizado
para o tratamento local de infecgdes vaginais, pois € facilmente administrado devido as suas
caracteristicas de superficie (lisa e escorregadia), além de serem desenvolvidos para se
desintegrarem/dissolverem na cavidade vaginal (SOBEL, 2007; ACARTUK, 2009). Além
disso, para o tratamento tdpico ideal de vulvovaginites, é necessario que uma formulacéo
fique retida na mucosa, prolongando o tempo de residéncia da mesma e que seja eficaz em
baixas concentracOes, possibilitando uma reducdo dos efeitos adversos e uma posologia
conveniente (MACHADO, 2008).

O tioconazol é um antifangico pertencente a classe dos imidazois e é administrado na
terapia da vulvovaginite, nas apresentacdes semissélidas (creme ou pomada), na concentracdo
de 6,5%, e em Ovulos de 300 mg. O seu mecanismo de acdo consiste no efeito fungicida ao
inibir a via biossintética do ergosterol presente na membrana celular fangica, e no efeito
fungistatico ao alterar a fluidez e a permeabilidade da mesma, sendo que o efeito fungicida é
dependente da sua concentracdo do meio (MARTENS, 2004). No entanto, devido a
necessidade do uso de altas concentracfes do farmaco para obtencdo do efeito terapéutico
desejado, sua administracdo esta intimamente relacionada com o aparecimento de reacdes
adversas, como coceira, irritacdo local, alergias, eritema, prurido, dor durante o ato sexual e
gueimacdo vaginal (SWEETMAN, 2006). Além disso, outro problema enfrentado na
terapéutica é a reduzida absorcdo cutanea (MUNOZ et al., 2010) e vaginal (ARTNER &
FUCHS, 1983), visto que a eficacia do farmaco depende também da sua biodisponibilidade no
local de agé&o.

Considerando as caracteristicas relatadas em relacdo a administracdo topica do
tioconazol, o uso da nanotecnologia tem sido sugerida como uma alternativa para reduzir seus
efeitos adversos. Recentemente, em nosso grupo de pesquisas foram desenvolvidas
nanoemulsdes e nanocapsulas de poli(e-caprolactona) contendo o tioconazol (1,0 mg/mL), as
quais foram incorporadas em formulacGes semissolidas e, também, se avaliou a conversdo
dessas formulagfes liquidas nanoestruturadas em poOs redispersiveis. As suspensdes, as

preparaces semissdlidas e os pos obtidos possibilitaram uma liberacdo do farmaco
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prolongada, apresentando, também, atividade antifingica contra C. albicans. Além disso, as
nanocapsulas possibilitaram aumentar a estabilidade do tioconazol frente a radiagdo
ultravioleta e durante 0 armazenamento a temperatura ambiente em relacdo as nanoemulsées
(HARTER, 2013; RIBEIRO, 2013).

Dando continuidade aos estudos, nanocépsulas e nanoesferas foram posteriormente
preparadas, contendo uma maior concentracao de tioconazol (3,0 mg/mL). De acordo com 0s
resultados obtidos a partir dos pds secos, as nanoestruturas matriciais foram mais estaveis
durante 30 dias e promoveram uma liberacdo mais rapida na primeira fase, porém, controlada
apos essa fase, sendo esta caracteristica interessante para o tratamento da CVV.

Com base no exposto, o presente trabalho objetivou o desenvolvimento tecnoldgico de
supositorios vaginais contendo nanoesferas de tioconazol, desidratadas previamente pela
técnica de secagem por aspersdo. A viabilidade dos produtos foi avaliada em relacdo as
propriedades fisico-quimicas dos supositdrios vaginais, bem como a possibilidade desta
formulacdo inovadora em promover uma liberacéo controlada do farmaco a partir do estudo in
vitro. Cabe salientar que até o presente momento esta abordagem tecnoldgica para o farmaco
em estudo ndo foi relatada na literatura, constituindo uma etapa importante para o

desenvolvimento de hanomedicamentos topicos destinados ao tratamento da CVV.
2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

O tioconazol e a gelatina foram adquiridos comercialmente da Pharma Nostra (S&o
Paulo, Brasil). Poli (e-caprolactona) (PCL, Mn = 70,000 — 90,000) e monooleato de sorbitano
(Span® 80) foram obtidos da Sigma-Aldrich (S&o Paulo, Brasil). Polissorbato 80 (Tween® 80)
e acetona foram adquiridas da Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil). Triglicerideos de
cadeia média (TCM) e lactose monohidratada foram obtidos da Delaware (Porto Alegre,
Brasil). Glicerina foi obtida da Enerquimica (Parana, RS). Metanol grau HPLC foi adquirido

da Tedia (Rio de Janeiro, Brasil).

2.2 Preparagdo das nanoesferas e dos pos

Nanoesferas contendo tioconazol (TIO-NS — 3,0 mg/mL) foram preparadas por
nanoprecipitacdo (Fessi et al., 1988). Apos, as suspensdes foram submetidas a secagem por
aspersao em spray dryer (Spray-dryer MSD 1.0, Labmagq, Ribeirdo Preto, Brasil), utilizando a
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lactose (10%, m/v) como adjuvante (TIO-NSp), de acordo com as condicBes descritas no
capitulo 1.

2.3 Preparacao de supositorios vaginais contendo os pds

Os supositdrios vaginais foram preparados pelo método de moldagem (n=10)
(PRISTA; ALVES; MORGADO, 1996). Inicialmente, a base foi formulada dispersando a
gelatina na glicerina, juntamente com a agua. Esta mistura foi submetida a fuséo, a
temperatura de 60 °C em banho termostatizado, por 60 minutos. A fim de determinar a
quantidade total de base necessaria para a preparagdo dos supositdrios, calculou-se o fator de
deslocamento, que corresponde a quantidade de base deslocada por um grama de pé
(Equacdo 1). Para a determinacdo desse fator, foram preparados 10 supositorios sem 0s pos
(SV-B) e 0 mesmo numero de supositorios contendo 22,8 % de lactose (SV-L). A quantidade
de pé utilizada foi incorporada na base a temperatura de 50 °C em banho termostatizado.
Apo6s a homogeneizacdo, as amostras foram colocadas em molde apropriado para posterior

resfriamento, solidificacdo e retirada dos supositérios do molde, e determinacdo do peso

medio.
Equacdo 1:

-0
Onde:

fd: fator de deslocamento;
p: peso médio dos supositorios de base pura (9);
G: peso médio dos supositérios com X % de p6 (g).

A partir desta determinacédo, a quantidade de base necessaria foi calculada, estimando-
se um peso total de cinco gramas por supositorio, cada um contendo 25 mg de tioconazol.
Para comparacdo, supositdrios vaginais contendo o farmaco ndo associado as nanoestruturas
foram preparados, contendo a mistura fisica do tioconazol com lactose (SV-TIO). A tabela 1

representa a composicéo quali-quantitativa das formulacgdes desenvolvidas.
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Tabela 1 — Composicao quali-quantitativa dos supositorios

Componentes SV-B SV-L SV-TIO-NSp SV-TIO
Gelatina 1,000 g 0,750 ¢ 0,678 ¢ 0,678 g
Glicerina 3,500 g 2,630 9 2,378 g 2,378 g
TIO-NSp -—-- -—-- 1,140 ¢

ML+TI0 1,140¢
Lactose 1,140 g

Agua destilada 0,500 g 0,500 g 0,340 g 0,340 g

SV-B : base de supositorio ; SV-L : base de supositério com lactose ; SV-TIO-NSp:supositério com o produto
seco contendo as nanoesferas; SV-TIO : supositério com a mistura fisica de tioconazol e lactose.

2.4 Caracterizacdo fisico-quimica dos supositdrios vaginais

2.4.1 Determinacdo da aparéncia e dimensdes

A aparéncia fisica dos supositérios vaginais foi analisada de acordo com a sua
homogeneidade e aos aspectos visuais de superficie. As dimensdes de 10 supositérios para
cada formulacdo foram avaliadas individualmente quanto ao diametro e espessura com um

auxilio de um paquimetro digital (F. Bras. V, 2010).

2.4.2 Determinacdo do peso médio

Os supositorios preparados foram pesados individualmente (n=10) em balanca
analitica e o peso médio, o desvio padrdo e o coeficiente de variagdo foram determinados. A
uniformidade de peso foi verificada para o limite de desvios de 10% do valor médio e nédo

mais que duas unidades para o limite de desvio de 5% do valor médio (F. Bras. V, 2010).

2.4.3 Determinagéo do tempo de desintegracéo

O tempo de desintegracdo foi determinado em dissolutor (Pharma Test PTS-3)
utilizando agua (37 + 1 °C) como meio, de acordo com metodologia preconizada pela
Farmacopéia Brasileira V (2010). Foi verificado o tempo necessario para a completa

desintegracdo de trés supositorios, de cada formulagéo, o qual ndo pode exceder a 60 minutos.
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2.4.4 Teor e uniformidade de contetdo

A quantificacdo do tioconazol nos supositorios foi realizada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). Uma unidade de cada formulacdo foi transferida para um bal&o
volumétrico de 50 mL, utilizando 20 mL de agua aquecida (40 °C). Esta mistura foi mantida
sob agitacdo magnética durante 30 minutos para a completa dissolucdo do supositorio,
seguida pela adicdo de metanol como solvente. Apos, a mistura foi submetida ao ultrassom
para eliminacdo das bolhas existentes, por um periodo de 60 minutos, completando-se o
volume com metanol. Uma aliquota desta solucdo (600 pL) foi transferida para baldo
volumétrico de 10 mL e o volume completado com metanol para obtencdo de uma
concentracdo de 30 pg/mL de tioconazol. A amostra foi filtrada em membrana de nylon (0,45
Km) e injetada no cromatdgrafo. O sistema consistiu de um cromatografo Shimadzu LC-20A
(Shimadzu, Japdo), equipado com bomba LC-20AT e detector PDA SPD-M20, CBM-20A
como controlador. Foi utilizada uma coluna Gemini Phenomenex® C18 (150 x 4,6 mm, 5 pm)
e pré coluna Phenomenex® C18 (4,0 x 3,0 mm, 5 pm). A fase movel foi constituida por 80%
de metanol, 20% de agua ultra pura e 0,18% de hidréxido de aménio; a vazdo utilizada foi de
1 mL/min; deteccdo UV a 219 nm e volume de injecdo de 20 uL (HARTER et al., 2014;
Ribeiro, 2013). O método foi validado e os pardmetros avaliados foram linearidade,
especificidade e precisdo (ANVISA, 2003; ICH, 2005).

A avaliacdo da uniformidade de contetido foi determinada a partir do doseamento do
contetdo individual de tioconazol de 10 unidades, para todas as formulagdes preparadas (SV-
TIO-NSp e SV-TIO). Os critérios de avaliacdo seguiram as condicBes estabelecidas pela
Farmacopéia Européia VII (2010), a qual estabelece uma variacao de + 15% entre as unidades
testadas, e pela Farmacopéia Brasileira V (2010), a qual estipula que as quantidades séo
consideradas uniformes se o Valor de Aceitacdo (Equacdo 2), calculado para as 10 primeiras
unidades, ndo for superior a 15 (L1).

Equacdo 2:

VA=M-—-X+ K= )

Onde:

VA = Valor de aceitagéo;

M = Valor de referéncia;

X = Média dos contelidos individuais, expressa como porcentagem da quantidade declarada;

K = Constante de aceitabilidade;
s = Desvio padrdo da amostra.
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2.5 Avaliacao da liberacéo in vitro do tioconazol a partir dos supositérios vaginais

2.5.1 Preparacéo do Fluido Vaginal Simulado (FVS)

O FVS foi preparado como previamente descrito (Owen e Katz, 1999). Para isso, 0
cloreto de sddio (3,51 g), hidroxido de potassio (1,4 g), hidroxido de calcio (0,22 g), albumina
de soro bovino (0,018 g), &cido lactico (2,0 g), acido acético (1,0 g), glicerol (0,16 g), ureia
(0,4 g) e glicose (5,0 g) foram adicionados a 900 mL de agua destilada numa proveta para
dissolucdo dos componentes. O pH final foi ajustado para 4,8 (compativel com a via vaginal —

4,5 a 5,5) (Neves; Bahia, 2006) e o volume foi completado para 1 L.

2.5.2 Determinacdo do perfil de liberacdo do tioconazol a partir dos supositorios vaginais

O estudo de liberacdo in vitro foi realizado utilizando-se a técnica de difusdo em saco
de diélise (n = 3) para os supositorios contendo o farmaco associado as nanoesferas e para 0s
supositorios contendo o tioconazol livre (ndo associado). Para o ensaio, 0 meio de liberacao
foi constituido de FSV preparado como descrito na sec¢do 2.5.1 acrescido de 0.5 % de
polissorbato 80, o qual foi mantido a temperatura de 37 + 0.5 °C, sob agitacdo magnética de
acordo com a condi¢do sink. Como barreira de liberacdo, foram utilizados sacos de dialise
(MWCO = 12,000 Da, Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil) contendo o supositério juntamente
com 10 mL de meio. Em tempos pré-determinados (0.5; 1; 2; 4; 6; 8; 12; 24; 30 e 48 horas)
foram coletadas aliquotas (2,5 mL) repondo-se 0 mesmo volume de meio fresco. Essas
aliquotas foram diluidas em metanol, filtradas (membrana de nylon, 0.45 um) e a quantidade
de tioconazol liberada foi quantificada por CLAE, utilizando as condi¢bes cromatograficas
descritas no item 2.4.4. O método foi validado para os parametros de especificidade,
linearidade e precisdo (ANVISA, 2003; ICH, 2005).

Os perfis de liberacdo in vitro do farmaco, a partir dos supositorios, foram analisados

mediante modelagem matematica (MicroMath Scientist® for WindowsTM).

2.6 Analise estatistica

Os resultados foram estatisticamente avaliados, em triplicata e expressos como média
* desvio padrdo, atraves da Analise de Variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey, a um
nivel de significancia de 5 %, empregando-se o software SigmaStat Windows versédo 3.0.1.0
(Jandel Scientific, USA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Preparacao e caracterizacao dos supositorios vaginais

Em trabalhos anteriores foi possivel verificar a viabilidade em preparar poés
redispersiveis contendo nanoesferas de tioconazol a partir da secagem por aspersdo. Estas
formulacBes apresentaram caracteristicas tecnoldgicas satisfatdrias e possibilitaram a
liberacdo controlada do tioconazol nos estudos in vitro realizados, podendo ser empregadas na
obtencdo de novas formas farmacéuticas sélidas, como o0s supositdrios vaginais descritos no
presente trabalho.

A base utilizada para a preparacdo dos supositorios constituiu-se de gelatina e
glicerina, a qual apresentou um fator de deslocamento de 0,98 para 0 pd. A partir deste valor,
foi possivel determinar a quantidade necessaria de base para preparar 0S Supositorios
contendo o farmaco em estudo. Os supositérios contendo as nanoestruturas foram obtidos
apos a incorporacdo do pd contendo as nanoesferas em forma sélida na base. FormulacGes
controle contendo o farmaco ndo associado também foram preparadas, adicionando-se uma
quantidade da mistura fisica composta por lactose e tioconazol. Quanto aos aspectos visuais,
0S supositorios apresentaram aspecto brilhante e homogéneo. Supositérios que foram
preparados sem adicdo dos pds apresentaram transparéncia, caracteristica da base empregada.

Para a quantificacdo do tioconazol nos supositérios vaginais 0 método analitico por
CLAE foi validado, demonstrando ser especifico, uma vez que nao se observou a interferéncia

dos excipientes no pico cromatografico do farmaco, e preciso (DPR = 1,69%). O método

analitico foi linear na faixa de concentracdo de 5 a 50 pg/mL (y = 56255x — 1380,7; r?

0,9999). Através da andlise estatistica, verificou-se regressao significativa (Fcalculado
64123,05 > Ftabelado = 4,53) e auséncia de desvio de linearidade (Fcalculado = 1,69
Ftabelado = 3,21).

Em relacdo as dimensdes avaliadas (Tabela 2), os supositrios contendo o farmaco

N

associado as nanoestruturas e ndo associado apresentaram diametros entre 13,62 e 14,07 mm e
13,91 e 14,25 mm, respectivamente. Quanto ao comprimento, os valores obtidos foram entre
34,00 e 34,93 para SV-TIO-NSp, e 34,15 e 35,16 para SV-TIO. As preparacGes que
continham o tioconazol apresentaram teor de farmaco proximo aos valores tedricos
(25 mg/supositorio) demonstrando que o processo de preparacdo nédo interferiu na quantidade
total de farmaco presente. Diferencas significativas ndo foram observadas entre as

formulacdes para os parametros avaliados (p>0,05).



61

Tabela 2 — Dimensdes e teor de tioconazol dos supositérios vaginais preparados com o0s pés
secos obtidos por spray-drying (SV-TIO-NSp), com a mistura fisica do tioconazol e lactose
(SV-TIO), com lactose (SV-L) e supositorios base (SV-B) (média + s)

Formulacéo Teor (mg/supositério) Diametro (mm) Comprimento (mm)
SV-B -—-- 14,24 £ 0,20 34,54 + 0,32
SV-L -—-- 14,16 £ 0,15 34,23 + 0,30
SV-TIO-NSp 23,27 £ 0,30 14,02 £ 0,25 34,67 £0,24
SV-TIO 23,71 £ 0,55 14,09 £ 0,11 34,82 + 0,45

A determinacdo do peso médio permite verificar se as unidades preparadas apresentam
uniformidade de peso. No presente trabalho, os supositérios vaginais foram pesados
individualmente em balanca analitica e os resultados estdo expressos como média, valor
maximo e minimo do peso obtido para cada formulacdo preparada (tabela 3). Os resultados
foram analisados conforme preconizado pela Farmacopeia Brasileira VV (2010), em que néo se
tolera mais que duas unidades da variacdo de peso de £ 5 % do valor médio e nenhuma
unidade do dobro da porcentagem indicada. Os limites maximo e minimo para 0s supositorios
preparados com 0s pos contendo as nanoestruturas (SV-TIO-NSp) foram, respectivamente,
4,79 a 4,34 g, com variagdo de 5 %, e 5,02 a 4,11 g, respectivamente, para 10 % de variagao
do peso médio. Em relacdo aos supositorios preparados com a mistura de lactose e tioconazol
(SV-TIO) os limites foram 4,79 a 4,33 (£ 5 %) e 5,02 a 4,10 (£ 10%). A analise demonstrou
que os pesos se mantiveram dentro dos limites especificados, assim como para as formulacgdes
sem o farmaco: 4,73 — 4,28 (£ 5 %) e 4,96 — 4,06 (x 10%) — supositorios base (SV-B); 4,73 —
4,30 (£ 5 %) e 4,98 — 4,08 (£ 10%) supositérios com lactose (SV-L).

Para a avaliacdo do tempo necessario para a desintegracdo dos supositorios vaginais,
trés unidades de cada formulacdo foram avaliadas, contendo &gua destilada como meio de
desintegracdo, a uma temperatura de 37 °C. De acordo com os resultados, as anélises foram
satisfatorias, pois todas as amostras se desintegraram em um tempo inferior a 60 minutos,

limite maximo preconizado pela Farmacopeia Brasileira (2010).
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Tabela 3 — Peso médio e tempo de desintegracdo dos supositorios preparados com 0s pos
secos obtidos por spray-drying (SV-TIO-NSp), com a mistura fisica do tioconazol e lactose
(SV-TIO), com lactose (SV-L) e supositorios base (SV-B) (média + s)

Formulacéo Peso () Tempo de desintegracdo (min)
Meédia Maximo  Minimo

SV-B 4,51 +0,04 4,56 4,43 53

SV-L 4,53 +0,10 4,65 4,37 54

SV-TIO-NSp 4,57+0,11 4,76 4,38 56

SV-TIO 456 +0,11 4,74 4,40 o4

Para a avaliacdo da uniformidade de contetdo, os resultados foram analisados
conforme as farmacopéias Européia e Brasileira. O conteldo médio determinado das 10
unidades analisadas para cada tipo de formulacdo esta representado na figura 1. De acordo
com os resultados obtidos da média do doseamento individual das unidades (22,68 e 23,04 mg
de tioconazol/supositorio para SV-TIO-NSp e SV-TIO, respectivamente), os valores ficaram
proximos de 90%, tanto para as formulagdes contendo o farmaco associado como para o
farmaco apenas misturado na lactose (90,72 % + 2,88 e 92,18 % =* 5,44, respectivamente).
Além disso, com a determinacdo do contedo individual foi possivel verificar que todas as
unidades analisadas permaneceram dentro dos limites especificados, aceitando-se uma
variacdo de + 15 %, conforme preconizado pela Farmacopéia Européia (figura 2). O valor de
aceitacdo calculado foi igual a 14,69 e 13,9 para SV-NSp e SV-TIO, respectivamente, o qual é
menor que o limite especificado pela Farmacopéia Brasileira (L1 = 15). Cabe salientar que
ambas as farmacopéias ndo apresentam a monografia do tioconazol, tanto para a matéria-
prima como para especialidades farmacéuticas. Entretanto, apresentam os critérios gerais

descritos para formas farmacéuticas solidas (F. Bras. V) e para supositorios (F. Europ. VII).
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Figura 1 — Conteudo médio de tioconazol (%) para 0s supositérios vaginais contendo 0s pos
secos obtidos por spray-drying (SV-TIO-NSp) e com a mistura fisica do tioconazol e lactose
(SV-TIO).
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Figura 2 — Resultados obtidos no teste de uniformidade de conteldo dos supositorios
vaginais contendo os pos secos obtidos por spray-drying (SV-TIO-NSp) e com a mistura
fisica do tioconazol e lactose (SV-TIO).

A andlise dos dados permite assegurar que cada unidade preparada apresentou
guantidade de tioconazol préxima da quantidade declarada (25 mg de tioconazol/supositorio),
apresentando uniformidade de contetido em relacdo ao componente ativo presente em todas

unidades testadas.

3.2 Avaliacéo da liberacéo in vitro do farmaco a partir dos supositérios vaginais
As propriedades cinéticas de liberacdo do tioconazol foram avaliadas in vitro pelo
método de difusdo em saco de didlise a partir dos supositérios vaginais contendo o farmaco

associado as nanoesferas (SV-TIO-NSp) e a partir dos supositorios contendo o tioconazol
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livre (SV-TIO). Para a quantificagdo do tioconazol, o método analitico foi validado e se
mostrou especifico, ou seja, 0 meio receptor ndo interferiu no doseamento do farmaco; linear
na faixa de concentracdo de 0,1 a 40 pg/mL (y = 53938x + 1456,9; r* = 1), apresentando
regressao linear significativa (Fcacutado = 1035,97 > Fiapelado = 4,96) € auséncia de desvio de
linearidade (Fcaiculado = 0,4091 < Fiapelado = 3,71) € preciso (repetibilidade — DPR: 1,38%). O
perfil de liberacdo do fArmaco em funcgéo do tempo esta representado na figura 3.
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Figura 3 — Perfil de liberacdo in vitro do tioconazol a partir dos supositorios vaginais
preparados pela incorporacdo dos po6s obtidos por spray-drying (SV-TIO-NSp) e com a
mistura fisica do tioconazol e lactose (SV-TIO).

Observa-se que, apos 48 h de experimento, as porcentagens de farmaco liberadas a
partir das formulagdes SV-L e SV-TIO-NSp foram de 48,5 e 28, 5 %, respectivamente. Dessa
forma, é possivel verificar que o tioconazol ndo associado aos nanocarreadores apresentou
liberacdo mais rapida enquanto que as preparacfes contendo 0s sistemas nanoestruturados
revelou um perfil de liberacdo mais prolongado, evidenciando a eficacia das nanoestruturas
em controlar a liberacdo do farmaco mesmo ap0s a incorporacgao na base.

Os perfis de liberacdo para ambas as formulacdes (SV-TIO-NSp e SV-TIO) se
adequaram ao modelo cinético de primeira ordem biexponencial (tabela 4). De acordo com
esse modelo, as formulagdes apresentam um comportamento bifasico, representado por uma

fase inicial de liberacdo rapida (burst) e outra sustentada.
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Tabela 4 — Constantes de velocidade de liberacdo (K1 e K2), coeficientes de correlacdo (r) e
MSC obtidos na modelagem matematica dos perfis de liberacdo do tioconazol a partir dos
supositorios vaginais contendo os po6s obtidos por spray-drying (SV-TIO-NSp) e com a
mistura fisica do tioconazol e lactose (SV-TIO).

SV-TIO-NSp SV-TIO
Ordem Zero
R 0,9453 + 0,0030 0,9537 + 00,0173
MSC 1,3030 £ 0,0982 1,8218 + 0,3727
Monoexponencial
R 0,9703 + 0,0029 0,9691 + 0,0134
MSC 1,9234 +0,1429 2,2916 + 0,4899
K 0,0160 + 0,0006 0,0091 + 0,0011
Biexponencial
K1 0,1850 + 0,0200 0,0243 + 0,0009
K2 0,0084 + 0,0007 0,0130 + 0,0060
A 0,1877 + 0,0070 0,7508 + 0,0681
B 0,8143 + 0,0070 0,2496 + 0,0679
R 0,9981 + 0,0006 0,9980 £ 0,0007
MSC 5,0036 + 0,3342 4,8649 + 0,2700

As constantes de velocidade observadas para a fase burst (K;) foram 0,1850 + 0,0200 h™ e
0,0243 + 0,0009 h™; e para a fase sustentada (K) foram 0,0084 + 0,0007 h™ e 0,0130 +
0,0060 h™* para as formulagdes SV-TIO e SV-TIO-NSp, respectivamente. Os tempos de meia-
vida em cada fase foram calculados e estdo expressos na tabela 5. De acordo com esses
resultados, os supositérios preparados com os pés contendo o farmaco associado ao
nanocarreador apresentaram um comportamento de liberacdo mais rapido na fase inicial (ty
foi de 3,74 h), porém, essa liberacdo foi mais controlada na segunda fase (ti, igual a 82,5 h)
quando comparado com as formulagdes contendo o farmaco ndo associado (fase burst: t, foi
de 28,5 h e na fase sustentada: ty;; de 53,3 h).

Tabela 5 — Tempo de meia-vida (h) das fases burst e sustentada do tioconazol liberado a
partir dos supositérios vaginais contendo os pos contendo as nanoestruturas (SV-TIO-NSp) e
o farmaco néo associado (SV-TIO)

Formulacéo Fase burst Fase sustentada
SV-TIO-NSp 3,74 +4,12° 82,5 + 3,66°
SV-TIO 28,5 + 5,34 53,3 +2,89"

Letras iguais na mesma coluna néo sdo estatisticamente diferentes (Anova, teste Tukey, p<0.05).
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Os resultados obtidos permitem supor que a incorporacdo dos pés contendo as
nanoesferas na base de gelatina-glicerina permitiu um controle maior da velocidade de
liberacdo do farmaco, uma vez que a substancia necessita ser liberada da nanoestrutura para
entdo difundir através do supositorio. Essa liberacdo pode ser influenciada por varios fatores
e, sendo a primeira vez em que se estudou a incorporacdo desses pds contendo nanoparticulas
em base de supositdrios vaginais, sugere-se que esse processo depende, além da dessor¢do do
farmaco das particulas ou da difusio do mesmo através da parede polimérica
(SCHAFFAZICK et al., 2003), da afinidade do farmaco pela base de supositorio.

Com isso, é possivel evidenciar que a base utilizada também influenciou na liberagéo
do tioconazol a partir dos supositorios, uma vez que a formulacdo contendo o farmaco néo
associado também apresentou um comportamento de liberacdo controlado, evidenciado pelo
modelo matematico obtido. Cabe salientar que a base de gelatina-glicerina é hidrofilica e
facilmente mistura-se aos fluidos corporais. Nishimura e colaboradores (2006) avaliaram as
propriedades cinéticas de liberacdo do nifedipino, um farmaco lipofilico, complexado com 2-
hidroxipropil-b-ciclodextrina pelo método de spray-drying. Os complexos foram dispersos em
diferentes tipos de bases de supositérios e, a partir dos resultados, se verificou que o perfil de
liberacdo do farmaco na base de gelatina-glicerina foi mais controlado quando comparado ao
obtido com a utilizacdo de bases lipofilicas. Assim, a liberacdo de farmacos a partir destas
bases depende ndo apenas da sua taxa de difusdo a partir da base, mas também da taxa de
dissolucdo da propria base (YARNYKH et al., 2011).

Por fim, o fato das formulacGes desenvolvidas neste trabalho apresentarem uma
liberacdo controlada do tioconazol é bastante vantajoso por permitir que a acao terapéutica do
farmaco seja sustentada ao longo do tempo, levando a uma reducdo no nimero aplicacdes e,

consequentemente, a uma maior comodidade para o paciente.

4 CONCLUSAO

A partir dos resultados, verificou-se pela primeira vez, a viabilidade tecnol6gica na
preparacdo de supositorios vaginais contendo tioconazol associado as nanoesferas,
constituidos de uma base hidrofilica e apresentando caracteristicas fisico-quimicas
satisfatorias preconizadas pelos cddigos oficiais, como: aparéncia, peso médio, tempo de
desintegracdo e uniformidade de contetdo adequados. O estudo de liberacdo in vitro do
farmaco revelou um maior controle da liberacdo do tioconazol a partir dos supositorios

contendo os pés obtidos por spray-drying. Este fato € interessante visto que o controle da
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liberagdo é muito importante, pois pode promover um aumento da permanéncia do farmaco
no local de aplicacdo, consequentemente, favorecendo uma maior eficacia terapéutica, além
da administracdo mais segura e conveniente (menor numero de doses aplicadas). Tendo em
vista 0 bom desempenho verificado para as formulacdes desenvolvidas neste trabalho,
configura-se, assim, uma nova plataforma para a obtencdo de formas de dosagem solidas
destinadas ao tratamento topico de CVV.
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5 DISCUSSAO GERAL

O desenvolvimento de sistemas nanocarreadores de farmacos é uma érea da pesquisa
de importancia considerdvel e crescente nos ultimos anos para o &mbito farmacéutico
(BAMRUNGSAP et al, 2012). Dentre os sistemas desenvolvidos, destacam-se as
nanoparticulas poliméricas conferindo vantagens relacionadas com o aumento da eficacia
(FACHINETTO et al., 2008; BERNARDI et al., 2009; MARCHIORI et al., 2010), a reducéo
dos efeitos colaterais, a segurancga (PAESE et al., 2009, CASTRO et al., 2009), o aumento da
estabilidade e a melhora das caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos associados
(OURIQUE et al., 2008; ALMEIDA et al., 2009; KULKAMP et al., 2009; ALMEIDA et al.,
2010; OURIQUE et al., 2010a; SAVIAN et al., 2015).

As nanoparticulas poliméricas caracterizam-se como dispersdes coloidais de particulas
solidas e, de acordo com a composicdo e a estrutura, esses sistemas podem ser classificados
como nanocapsulas ou nanoesferas. As nanocapsulas possuem um involucro polimérico
disposto ao redor de um nucleo oleoso ou aquoso, onde, geralmente esta localizado o farmaco.
Com a excecdo do ndcleo, as nanoesferas possuem uma estrutura matricial em que o
composto ativo pode estar firmemente adsorvido na sua superficie ou dissolvido na matriz
polimérica (SCHAFFAZICK, et al., 2003a). No entanto, por essas dispersdes se apresentarem
na forma aquosa, muitas vezes, apresentam limitada estabilidade fisico-quimica durante o
armazenamento, devido a possibilidade de agregacgdo das particulas (CHACON, et al., 1999),
a degradacdo dos componentes, tais como o polimero (ABDELWAHED, et al., 2006) ou
extravazamento do farmaco (SCHAFFAZICK, et al., 2006).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa realizou um estudo em que foram
desenvolvidas nanoemulsdes e nanocapsulas poliméricas contendo tioconazol (1 mg/mL), um
antifangico imidazolico de amplo espectro. Nestes trabalhos, os autores identificaram
caracteristicas fisico-quimicas adequadas apds a preparagdo, bem como o potencial dos
sistemas nanoestruturados em proteger o farmaco contra a radiacdo UVC e a manutencgéo da
atividade antifungica frente as leveduras de C. albicans e C. glabrata apos a preparacdo dos
nanocarreadores. No entanto, ap6s 30 dias de preparacdo, essas suspensdes foram instaveis
em relacdo ao pH, devido a possivel hidrdlise do Oleo e/ou degradacdo do polimero
(HARTER, 2013). E importante ressaltar que esta diminuicdo ja foi relatada em outros
estudos encontrados na literatura (ALMEIDA et al., 2009; FONTANA et al., 2009; FLORES
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et al., 2011). Com o intuito de aumentar a estabilidade fisico-quimica destas formulagoes, foi
proposta a conversdo da suspensdo coloidal de nanocépsulas e de nanoemulsbes contendo
tioconazol em material pulverulento, através de duas técnicas de desidratacdo: a secagem por
aspersdo e a liofilizacdo, utilizando lactose ou trealose como adjuvante. Segundo Ribeiro
(2013), os produtos solidos obtidos a partir da secagem por spray-drying das nanocépsulas
empregando a lactose como adjuvante, apresentaram uma maior estabilidade fisico-quimica
frente ao armazenamento quando comparados as suspensfes convencionais por um periodo de
30 dias. Além disso, os produtos solidos foram considerados redispersiveis, uma vez que tais
sistemas foram capazes em recuperar, parcial ou totalmente, o tamanho dos sistemas
nanoestruturados originais quando redispersos em agua. Essa viabilidade de transposicdo em
formas soélidas a partir de suspensdes coloidais também foi reportada com eficiéncia por
outros estudos (MARCHIORI, et al.,, 2013;,TEWA-TAGNE et al., 2007a; KHO e
HADINOTO, 2010). Ainda referente ao mesmo estudo, uma liberagcdo controlada do
tioconazol foi verificada para os produtos secos obtidos por spray-drying, 0s quais
apresentaram 53% de farmaco liberado em 48 horas.

De posse dos resultados encontrados pelo nosso grupo de pesquisa, o presente trabalho
descreveu no capitulo 1 a obtencdo de suspensdes poliméricas contendo a associacdo do
tioconazol a nanocépsulas e a nanoesferas de PCL a uma concentracdo de tioconazol de
3 mg/mL de dispersdo, tendo em vista que os trabalhos anteriores empregaram uma menor
quantidade de farmaco (1 mg/mL). A taxa de associac¢do do tioconazol nas nanoparticulas foi
maior que 97%, estando de acordo com a literatura (RIBEIRO, 2013; HARTER, 2013) e
indicando que a presenca da dose tripla de farmaco ou a auséncia do nucleo oleoso, no caso
das nanoesferas, ndo prejudicou a encapsulacdo do mesmo.

A fim de avaliar fisico-quimicamente as suspensfes apds a preparacdo e apds 30 dias
de armazenamento a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, as amostras foram
caracterizadas quanto ao teor, tamanho médio de particulas, indice de polidispersdo, pH e
potencial zeta. Ap0s a preparacdo, ambas as formulacdes apresentaram teor de farmaco
préximo ao valor tedrico, tamanho nanométrico de particula (166-203 nm), indice de
polidisperséo inferior a 0,20; pH em torno de 6,0 e potencial zeta negativo.

Dando continuidade aos estudos, a proxima etapa do trabalho foi avaliar a técnica de
secagem por aspersdo das suspensdes de nanocapsulas e de nanoesferas utilizando a lactose
como adjuvante, convertendo as amostras liquidas em materiais pulverulentos.

Os produtos secos foram avaliados em relacdo ao rendimento do processo, e

apresentaram valores entre 59 % e 65 % para 0s produtos secos contendo as nanocapsulas e
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nanoesferas, respectivamente. Estes resultados foram satisfatorios e superiores aos valores
reportados na literatura na secagem de nanocéapsulas com lactose (HOFFMEISTER et al.,
2012; MARCHIORI et al., 2012) como adjuvante.

O teor de farmaco foi proximo ao tedrico (22 mg/g), demonstrando que nao ocorreu
perda do mesmo durante o processo de desidratacdo empregando altas temperaturas. Quanto a
morfologia das particulas solidas, foi observada a presenga de estruturas esféricas com
superficie lisa para ambos os sistemas desenvolvidos, sendo que os pds preparados com as
nanocapsulas apresentaram tamanho maior que aquelas contendo as nanoesferas. A presenca
das nanoestruturas ndo foi verificada na superficie das particulas, por estarem, provavelmente,
aderidas a matriz de lactose (TEWA-TAGNE, et al., 2007a; MARCHIORI et al., 2012). Essa
organizacdo estrutural esta intimamente relacionada com a solubilidade do adjuvante
empregado (TEWA-TAGNE et al., 2007a; GUTERRES et al., 2009).

Além disso, foi verificado o perfil de distribuicdo do tamanho das particulas por
difracdo a laser, a fim de avaliar o perfil de desaglomeracdo dos produtos secos apos a
redispersdo em agua, em que se observou uma distribuicdo ampla, porém com populagdes
nanométricas, confirmando a eficiéncia da redispersdo de tais sistemas em recuperar,
parcialmente, o tamanho dos sistemas nanoestruturados originais. Estes resultados corroboram
com os obtidos por Ribeiro (2013).

Finalizando o capitulo 1, um estudo de liberacéo in vitro do tioconazol a partir dos pos
foi realizado. Os resultados demonstraram que as nanoparticulas poliméricas possibilitaram
um perfil de liberacdo do farmaco consideravelmente prolongado. Apos 48 h, verificou-se um
percentual de liberacdo do tioconazol de 48 + 4% e 56 + 2% para as nanocéapsulas e
nanoesferas, respectivamente, enquanto que a solucdo do fa&rmaco ndo associado apresentou
uma liberacdo completa no mesmo periodo. Além disso, diferencas entre o tipo de sistema
(reservatério ou matricial) ndo foram verificadas em relacdo ao perfil de liberacdo. A
liberacdo do tioconazol a partir dos pos seguiu uma cinética de primeira ordem constituida por
duas fases, representada por uma liberagéo inicial rapida (efeito burst), seguida por uma lenta
liberacdo do farmaco, em que 49% e 65% do mesmo se encontra dentro da nanoparticula, e
51% e 35% do farmaco esta adsorvido ou independentemente livre no sistema para 0s
produtos secos constituidos por nanoesferas e nanocapsulas, respectivamente. Resultados
similares foram obtidos pelo nosso grupo para as nanocapsulas contendo tioconazol (1
mg/mL), secas por aspersdo (cinética de primeira ordem bifésica e uma liberacdo de 53% apds
48 h), mostrando que, ap6s a incorporagdo de uma quantidade maior de farmaco, mesmo

reduzindo o contetudo do 6leo no ndcleo das nanocapsulas ou até mesmo sem o nucleo, no
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caso das nanoesferas, o sistema nanoestruturado ainda permaneceu com a capacidade de
conferir um controle de liberagdo, sugerindo que o farmaco possui grande afinidade pelo
polimero (PCL) e este, por se apresentar caracteristicas anfifilicas (POLHMANN, et al.,
2013), contribuiu para a organizacdo supramolecular dos sistemas, mantendo, assim, as
propriedades de controle de liberagéo.

Ao final deste capitulo, concluimos que 0 método proposto, bem como suas condigdes
experimentais, foi adequado para a secagem das suspensdes contendo tioconazol associado as
nanocapsulas ou as nanoesferas a uma concentracdo de 3 mg/mL. Ap6s 0 processo de
secagem, as nanoestruturas puderam ser recuperadas, verificado apos a redispersdo aquosa do
po, e ainda, conseguiram controlar a liberacdo do farmaco, caracterizando um perfil de
liberacdo constituido por duas fases para os dois tipos de nanoestruturas. Porém, se obteve
uma liberacdo ligeiramente maior para os pos obtidos a partir das nanoesferas. Cabe salientar
que esse fato é interessante, uma vez que tais sistemas podem promover um aumento da
permanéncia do tioconazol no local de aplicagdo, proporcionando doses constantes, mais
eficazes para o tratamento de vulvovaginites causadas por espécies de Candida.

De posse destas informacGes, o capitulo 2 abordou a utilizacdo dos po6s contendo
tioconazol associado as nanoesferas como produtos intermedidrios na preparacdo de
supositorios vaginais, a partir da técnica de moldagem utilizando a gelatina-glicerina como
base. Na primeira etapa desta parte do trabalho, foi determinado o fator de deslocamento da
base utilizada (0,98) para estabelecer a quantidade necessaria da mesma para as formulacgdes
desenvolvidas. Além disso, para fins comparativos, foram preparados supositorios sem o
farmaco, ou seja, somente com a lactose (SV-B) e também com o farmaco ndo-associado a
partir de uma mistura fisica contendo lactose e tioconazol (SV-L). A caracterizacdo dos
supositorios foi realizada a partir da analise dos aspectos visuais e de superficie, determinacao
do peso médio e das suas dimensdes, avaliacdo do tempo de desintegracéo, teor de tioconazol
e uniformidade de conteudo. Para as amostras avaliadas, o conteddo de tioconazol foi
proximo ao valor teodrico (25 mg/supositorio) e as caracteristicas visuais dos supositorios que
continham o farmaco e a lactose foram semelhantes, apresentando aspecto homogéneo,
brilhante e coloracdo branca. Os supositérios preparados somente com a base diferiram dos

anteriores apenas pela auséncia de cor (Figura 1).



75

Figura 1: Fotografia dos supositorios contendo somente a base (A), lactose (B), mistura fisica
(C) e os p6s contendo as nanoesferas de tioconazol (D).

Para a determinacdo do peso médio, os supositérios foram pesados individualmente
em balanca analitica. Os supositérios preparados com 0s pos contendo as nanoesferas
apresentaram peso medio de 4,57 + 0,11 g, ndo diferindo em relagdo aos contendo o farmaco
ndo associado. Com relacdo as dimensdes, todas as formulacbes foram semelhantes
apresentando valores de comprimento entre 34 e 35 mm, e valores de diametro em torno de 14
mm. Outra caracteristica determinada foi o tempo que as formulacdes necessitaram para se
desintegrarem as quais apresentaram resultado satisfatério (55 minutos, a 37 °C), atendendo
ao requisito preconizado pela Farmacopeia Brasileira V. No que se refere ao teste de
uniformidade de conteGdo, as amostras cumpriram com as especificacGes descritas pela
Farmacopéia Européia e Brasileira para a forma farmacéutica analisada.

Diante dos resultados, procedeu-se ao estudo de liberacdo in vitro a partir da técnica
de difusdo em saco de dialise, utilizando como meio de liberacdo o fluido vaginal simulado
acrescido de 0,5% de polissorbato 80, garantindo a condicdo sink. A partir do experimento,
observou-se que, ap6s 48 horas, as porcentagens de farmaco liberadas a partir das
formulacBes SV-L e SV-TIO-NSp foram de 48,45 e 28,25 %, respectivamente. Dessa forma,
foi possivel verificar que o tioconazol ndo associado aos nanocarreadores apresentou
liberacdo mais rapida, enquanto que as preparacfes contendo as nanoesferas desidratadas
revelou um perfil de liberacdo consideravelmente mais prolongado, evidenciando a eficacia
das nanoestruturas em controlar a liberacdo do farmaco.

O conjunto de todos os resultados obtidos neste trabalho demonstra a possibilidade da
preparacdo de nanocapsulas e nanoesferas contendo tioconazol (3 mg/mL) e a sua conversao
em produtos solidos a partir da técnica de secagem por aspersdo, bem como a efetiva
incorporagdo da forma solida escolhida em uma base de gelatina-glicerina, visando o
desenvolvimento de supositorios vaginais. Por fim, tendo conhecimento dos problemas que

sdo enfrentados na terapéutica com o tioconazol relacionado ao uso vaginal, como o
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aparecimento de algumas reacgdes adversas (coceira, edema, irritacdo local, ardor, prurido dor
durante o ato sexual e queimacgdo vaginal) e a viabilidade da obtencdo dos supositorios
vaginais, 0s quais possibilitaram um controle da liberacdo do farmaco, o presente trabalho
contribui, assim, para o desenvolvimento tecnologico de uma formulacdo inovadora para
tratamento tépico de infecgdes fungicas vaginais. Como perspectivas para sua continuidade,
destaca-se a avaliacdo da cinética in vivo e da eficacia terapéutica frente & Candida albicans

da formulacéo obtida.



6 CONCLUSOES

e Neste trabalho foram desenvolvidas suspensdes coloidais aquosas (nanoesferas e
nanocapsulas poliméricas de PCL) contendo tioconazol, as quais apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas compativeis com 0s sistemas nanométricos e

mantiveram-se estaveis durante 30 dias, a temperatura ambiente.

e A partir das suspensdes, foi possivel obter produtos sélidos intermediarios contendo as
nanoestruturas pela técnica de secagem por aspersdo. Os poOs apresentaram valores
satisfatorios com relacdo ao rendimento ponderal, ao teor de fa&rmaco e ao contetdo de
agua, além da presenca de particulas de tamanho nanométrico apos redispersdo em

agua.

e Os produtos secos possibilitaram um controle de liberagdo do tioconazol. A partir da
modelagem matematica dos resultados, foi possivel verificar que a liberacdo do
farmaco seguiu o modelo cinético de primeira ordem constituido de uma fase burst e
uma fase sustentada. O perfil de liberacdo para os produtos secos a partir das

nanoestruturas foram semelhantes.

e Uma das formas sélidas obtidas a partir da secagem por aspersédo foi utilizadas como
produtos intermediarios na preparacdo de supositorios destinados a aplicacdo via
vaginal, empregando-se a técnica de moldagem e como base a mistura de gelatina-
glicerina. Os supositdrios vaginais apresentaram caracteristicas adequadas, de acordo
com os requisitos preconizados pelos cédigos oficiais.

e A incorporagdo dos pos secos na base de gelatina-glicerina ndo alterou a habilidade
das nanoesferas em controlar a liberagdo do tioconazol. Além disso, foi possivel

verificar que a base utilizada também influenciou no perfil de liberacdo do farmaco.

e Os supositorios vaginais desenvolvidos neste trabalho mostraram-se promissores como
forma farmacéutica topica para a administracdo do tioconazol via vaginal associado a

nanoesferas.
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