UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS

DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO DE
PRODUTOS SECOS REDISPERSIVEIS A PARTIR DE
NANOESTRUTURAS CONTENDO TIOCONAZOL

DISSERTACAO DE MESTRADO

Roseane Fagundes Ribeiro

Santa Maria, RS, Brasil
2013



DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO DE PRODUTOS
SECOS REDISPERSIVEIS A PARTIR DE
NANOESTRUTURAS CONTENDO TIOCONAZOL

Roseane Fagundes Ribeiro

Dissertacao apresentada ao Curso de Mestrado do Programa de Pos-Graduacéo
em Ciéncias Farmacéuticas, Area de Concentracio em Controle e Avaliaco de
Insumos e Produtos Farmacéuticos, da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM, RS), como requisito parcial para obtencéo do grau de
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Profa. Dra. Cristiane de Bona da Silva

Co-orientadora: Profa. Dra. Scheila Rezende Schaffazick

Santa Maria, RS, Brasil
2013



Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas

A Comissao Examinadora, abaixo assinada,
aprova a Dissertacdo de Mestrado

DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO DE PRODUTOS SECOS
REDISPERSIVEIS A PARTIR DE NANOESTRUTURAS CONTENDO
TIOCONAZOL

elaborada por
Roseane Fagundes Ribeiro

como requisito parcial para obtencdo do grau de
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

COMISSAO EXAMINADORA:

Cristiane de Bona da Silva, Dra.
(Presidente/Orientadora)

Silvia Stanisguaski Guterres, Dra. (UFRGS)

Leticia Cruz, Dra. (UFSM)

Santa Maria, 29 de abril de 2013.



Dedico esta realizacdo a minha familia,
pelo amor, carinho, compreensao,
exemplo de vida e apoio incondicional
que sempre me foram dados.



AGRADECIMENTOS

Ha poucos dias assisti a um filme chamado “O Grande milagre”, baseado em fatos reais,
ocorrido no ano de 1988, sobre o resgate de uma familia de baleias que ficou presa sob o
gelo do Artico. Inconformados com a situacdo, um reporter e uma ativista do Greenpeace
juntaram forcas; com a colaboracéo dos nativistas que ali viviam, com o seu pais, EUA, e um
pais vizinho, a Russia; onde se envolveram com fé, luta e dedicacdo na busca por salvar as
baleias. Foi com sucesso que estas se libertaram, através do rompimento das geleiras, e logo
submergiram sob as aguas com vida e felizes, ao mesmo tempo em que foram desaparecendo
na grande imensiddo do oceano. Esta historia serviu de exemplo a mim, na construcdo desta
dissertacdo, através da ajuda de cada um que se envolveu de alguma forma para a realizacao
deste trabalho, no qual eu s6 tenho a agradecer!

- Agradeco primeiramente a Deus, por ter me proporcionado caminhos e oportunidades na
minha vida para chegar até aqui e com muita fé concluir mais uma etapa;

- A toda minha familia pelo carinho e apoio em que sempre me foram dados. Em especial
agradeco aos meus pais e irméos de coracdo, Fanfa e Vera; Fabio e Ana Cristina, pelo amor,
fé, forca, unido e compreensao, no qual sempre se fizeram presentes em todos 0s momentos;

- A Universidade Federal de Santa Maria e ao Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas, pelo ensino, aprendizagem e espaco fisico para a realizacdo deste trabalho;

- A professora Cristiane de Bona da Silva por ter confiado no meu trabalho e no meu
potencial, pela transmissao de seus conhecimentos, além de ter servido como base sélida para
a construcdo deste trabalho e a professora Scheila Schaffazick, pelas ideias, conversas,
ensinamentos e atencdo que sempre foram prestados;

- A Mariana, no qual tive a maior sorte e orgulho de ser minha IC, pela amizade,
companheirismo, paciéncia, ajuda constante e dedicacdo total, no qual sempre se mostrou
prestativa a enfrentar qualquer desafio;

- A Fé, Juh, Ana, Andréia, Ju Lima, Pri, Lara, Jana e Sara, amigas que cativei e levarei
sempre junto comigo, divertidas, companheiras, atenciosas, no qual tive a oportunidade de
trocar conhecimentos, saber ouvir e ser ouvida. Também agradeco a Rose e as demais
meninas da Farmacotec (Ju Barros, Dai, Tami e Andréia M.), que sempre foram atenciosas,
queridas, parceiras e que de alguma forma contribuiram para a realizacdo deste trabalho;

- Ao meu primo Henrique pelos dois anos de convivéncia morando juntos, pelo
companheirismo e paciéncia. Agradeco a minha amiga Isadora, pelas conversas, apoio e
moradia nos ultimos meses em que estive em Santa Maria;

- A Profa. Dra. Silvia S. Guterres, a Profa. Dra. Adriana R. Pohlmann e ao Prof. Dr. Ruy C.R.
Beck da UFRGS pelas analises no mastersizer. A Profa. Dra. Leticia Cruz pela
disponibilidade de materiais para realizacdo dos ensaios de liberagdo. Ao Marcio Santana,
através do Laboratorio Farmacéutico Elofar, pelas analises em karl fischer;

- Ao CNPq pela bolsa de estudos e apoio financeiro;

- E por fim, agradeco aos demais amigos pelo apoio, e aos funcionarios da UFSM que sempre
foram atenciosos e prestativos, contribuindo para a realizacdo deste trabalho;

“Gragas a todos vocés, as geleiras também foram rompidas...”



RESUMO
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A secagem por aspersdo (spray-drying) e a liofilizacdo sdo técnicas de desidratacdo que
servem como alternativa para aumentar a estabilidade de formulagdes que se encontram em
meio aquoso. Neste sentido, este trabalho objetivou o desenvolvimento de produtos secos
redispersiveis preparados a partir de suspensdes de nanocapsulas poliméricas e nanoemulsdes
utilizando o tioconazol, um farmaco antifungico. As suspensdes de nanocapsulas, preparadas
com os polimeros poli(e-caprolactona) — PCL e Eudragit® RS100, e nanoemulsdes contendo
tioconazol (1,0 mg/mL) foram avaliadas quanto ao didmetro médio de particulas, teor de
farmaco, pH e eficiéncia de encapsulamento, as quais, ap0s a preparacdo, apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas adequadas: diametro médio de particulas na faixa nanométrica
(110 — 210 nm), indice de polidispersao abaixo de 0,20, teor de fArmaco préximo ao tedrico e
eficiéncia de encapsulamentro de, aproximadamente, 100 % e 86 % para as nanocapsulas de
PCL e Eudragit® RS100, respectivamente. Além disso, as formulagdes foram estaveis por
30 dias. Apds, as formulagdes liquidas foram submetidas a secagem por aspersao e/ou a
liofilizacdo, utilizando a lactose e a trealose como adjuvantes, na proporcdo de 10 % (m/v).
Os produtos secos foram caracterizados em relacdo ao rendimento, indice de ressuspensao em
agua, teor de farmaco, umidade e morfologia. Independente do método de desidratacdo e do
adjuvante, os produtos secos apresentaram caracteristicas fisico-quimicas satisfatorias:
rendimento de 50 — 100 % (dependendo da técnica de desidratacdo), teor de farmaco préximo
ao tedrico, percentual de umidade inferior a 4,2 %, boa redispersdo em &gua, sendo possivel
verificar a presenca de particulas nanométricas e micrométricas (por difracdo a laser), e a
retomada do tamanho nanométrico semelhante a formulacdo liquida original, ap6s filtracdo
(espectroscopia de correlacdo de fétons). Na analise morfologica foi observada a presenca de
particulas arredondadas para os p6s obtidos por spray-drying e irregulares para os obtidos por
liofilizacdo. Os produtos secos foram estaveis por 30 dias; todavia, os pos obtidos a partir de
nanoemulsdes e nanocapsulas de Eudragit® RS100, por spray-drying e lactose como
adjuvante, apresentaram um decaimento no teor de tioconazol. As suspensdes de
nanocapsulas e nanoemulsdes e seus respectivos produtos secos contendo tioconazol
apresentaram atividade antifingica frente a levedura de C. albicans, demonstrando que 0s
processos de desidratacdo nao afetaram a acdo do farmaco. A avaliacdo de liberacao in vitro
do farmaco pela técnica de sacos de dialise demonstrou que os produtos secos preparados a
partir de nanocapsulas 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 liberacdo do tioconazol no tempo de 48 horas.

Palavras-chave: Lactose. Liofilizagcdo. Nanocapsulas. Spray-drying. Tioconazol. Trealose.
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Spray-drying and freeze-drying are dehydration techniques which serve as alternative to
increase the stability of formulations which are in aqueous medium. Therefore, this study
objectived the development of redispersible dried products prepared from suspensions of
polymeric nanocapsules and nanoemulsions using tioconazole, an antifungal. The suspension
of nanocapsules, prepared using poli(e-caprolactona) - PCL and Eudragit® RS100 polymers,
and nanoemulsions containing tioconazole (1.0 mg/ml) were evaluated in relation to mean
particles size, drug content, pH and encapsulation efficiency, and after preparation, showed
physicochemical characteristics suitable: mean particles size in the nanometer range
(110 — 210 nm), polydispersity index below 0.20, drug content near to theoretical and
encapsulation efficiency of approximately 100 % and 86 % for the PCL and Eudragit® RS$100
nanocapsules, respectively. Furthermore, the formulations have been stable for 30 days. After,
the liquid formulations were subjected to spray-drying and/or freeze-drying using lactose and
trehalose as adjuvants in a proportion of 10 % (w/v). The dried products were characterized in
relation to yield, index resuspension in water, drug content, moisture and morphology.
Regardless of the method of dehydration and adjuvant, the dried products presented
satisfactory physicochemical characteristics: yield 50 — 100 % (depending on the technique of
dehydration), drug content near to theoretical, percentage of moisture of less than 4.2 %, good
redispersion in water, is possible to verify the presence of nanometric and micrometric
particles (by laser diffraction), and the recovery of nanometer size similar to the original
liquid formulation, after filtration (photon correlation spectroscopy). Morphological analysis
showed the presence of rounded particles for the powders obtained by spray-drying and
irregular to those obtained by freeze-drying. Dried products were stable for 30 days, however,
the powders obtained from nanoemulsions and nanocapsules of Eudragit® RS100, by
spray-drying and lactose as adjuvant showed a decrease in tioconazole content. The
suspensions of nanocapsules and nanoemulsions and their respective dried products
containing tioconazole showed antifungal activity against the yeast C. albicans,
demonstrating that the dehydration process did not affect the action of the drug. Evaluation of
in vitro release of the drug by the technique of dialysis bags showed that dried products
prepared from nanocapsules were able to promote the control release of the drug, especially
the dried products obtained from nanocapsules of PCL by spray-drying, which showed more
tioconazole control release at time of 48 hours.

Keywords: Lactose. Freeze-drying. Nanocapsules. Spray-drying. Tioconazole. Trehalose.
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INTRODUCAO

As dermatofitoses ou micoses superficiais sdo infecgdes cutaneas produzidas por
fungos queratinofilicos denominados dermatéfitos, que compreendem o0s @géneros
Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton, além de algumas leveduras como
Candida sp. Estes agentes sdo capazes de invadir os tecidos queratinizados (pele, pélos e
unhas) dos homens e animais, produzindo infecc¢des e inflamagdes decorrentes do processo de
destruicdo da queratina (RUBIO et al., 1999, DE DIEGO, 2011). As onicomicoses (infeccdes
gue acometem as unhas) sdo as que apresentam maior dificuldade de tratamento terapéutico,
necessitando, na maioria dos casos, da administracdo oral de farmacos antiflngicos por
longos periodos de tempo, seguidos de efeitos adversos responsaveis frequentemente pela
interrupcdo do tratamento (MUNOZ et al., 2010; GROVER; KHURANA, 2012). Dentro
deste contexto, a terapia topica poderia ser uma alternativa promissora, pois visa ao
tratamento no local da infeccdo, eliminando efeitos adversos sistémicos e interagoes
medicamentosas.

Dentre os farmacos disponiveis para o tratamento destas infeccBGes, os derivados
azélicos (imidazolicos e triazolicos) sdo amplamente empregados (GUPTA; COOPER, 2008),
constituidos por um grupo de compostos sintéticos com estruturas quimicas semelhantes e
amplo espectro de atividade antifangica (SINDRIM; ROCHA, 2004).

O tioconazol é um derivado imidazdlico que apresenta amplo espectro de atividade
antifangica, sendo indicado no tratamento tépico de infeccdes fungicas da pele e unhas
(FROMTLING, 1988; WELSH; CABRERA; WELSH, 2010), além de candidiase vaginal
(NYIRJESY, 2008). E administrado na forma de creme, locdo, spray ou pé dermatoldgico
(1 %), sendo também utilizado em solugéo topica 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 o6vulos (300 mg), com o nome comercial de Gino-Tralen® (Pfizer)
(SWEETMAN, 2006).

A necessidade do uso de altas concentragbes do tioconazol para obtencdo do efeito
terapéutico desejado, principalmente nos casos de onicomicoses e vulvovaginites, pode ser o
principal problema relacionado com o aparecimento de algumas reagdes adversas, como
coceira, irritacdo local, alergias, eritema, prurido, dor durante o ato sexual e queimagéo

vaginal (SWEETMAN, 2006). Além disso, outro problema enfrentado na terapéutica € a
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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 ag&o.

Nos ultimos anos, estudos tém sido realizados a respeito de diferentes tipos de
carreadores de farmacos, como os sistemas nanoestruturados. Neste sentido, nanocépsulas,
nanoesferas e nanoemulsfes apresentam atual interesse na area farmacéutica e diferentes
moléculas tém sido associadas a fim de contornar certos obsticulos que farmacos e/ou
formulacBes convencionais apresentam. Em virtude do tamanho reduzido (< 1 pm), tais
sistemas podem conferir muitas vantagens, como o direcionamento da substancia ativa
associada ao sitio especifico de acdo, aumentando o efeito terapéutico e/ou reduzindo o0s
efeitos adversos (COUVREUR et al., 2002; RAWAT,; SINGH; SARAF, 2006), alem da
possibilidade de promoverem o controle da liberacdo da mesma no local de acéo
(MISHRA; BHAVESH; TIWARI, 2010). As nanoestruturas podem, adicionalmente, conferir
aumento  da  estabilidade  quimica dos farmacos a elas  associados
(SCHAFFAZICK, et al.,, 2003a; OURIQUE et al., 2008). No entanto, estes sistemas
apresentam uma limitada estabilidade em meio aquoso, uma vez que, durante o
armazenamento, podem ocorrer mudancas nas suas propriedades fisico-quimicas, como
precipitacdo/degradacdo de componentes e perda da substancia ativa encapsulada
(MAGENHEIM; BENITA, 1991, BECK et al., 2012). Em funcdo disto, técnicas que levem a
desidratacdo das suspensdes nanoparticuladas tém sido estudadas e desenvolvidas a fim de
contornar estas limitagOes, tais como a secagem por aspersio (MULLER et al., 2000) e a
liofilizacdo (SCHAFFAZICK et al., 2003b).

Tendo em vista as dificuldades encontradas para a administragdo topica do tioconazol,
novos sistemas de liberagdo contendo este fA&rmaco, como os nanocarreadores, poderiam ser
desenvolvidos, objetivando o aumento da eficacia terapéutica do farmaco, com consequente
diminuicdo da dose necessaria e, portanto, a reducdo dos efeitos adversos causados pelo
mesmo. Além disso, a literatura a respeito do desenvolvimento de formulagdes contendo
tioconazol, bem como sua caracterizacao e avaliacdo biologica € escassa.

Cabe salientar que ndo foram encontrados dados na literatura a respeito da associagao
deste farmaco a nanocarreadores. Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa se
encontram em andamento, visando ao desenvolvimento de nanocéapsulas poliméricas e
nanoemulsdes contendo tioconazol e, dentre os sistemas desenvolvidos, alguns foram objetos
de estudo neste trabalho.

Face ao exposto, este trabalho objetivou o desenvolvimento de produtos secos

redispersiveis a partir da secagem por aspersao ou liofilizacdo de suspensdes de nanocapsulas
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poliméricas e nanoemulsdo contendo tioconazol, visando a comparagdo das caracteristicas
fisico-quimicas dos mesmos, além da avaliacdo da capacidade destes sistemas quanto a
eficacia antifungica e ao controle de liberacdo do farmaco.

Objetivando uma melhor apresentacdo e compreensdo dos resultados, o presente
trabalho foi dividido em duas partes experimentais: os estudos relativos & obtencdo de
produtos secos a partir da associacdo do tioconazol & nanocapsulas e nanoemulsdes pelos
métodos de desidratacdo por spray drying e liofilizacdo serdo apresentados no capitulo 1; o
capitulo 2 se refere & secagem por aspersdo de nanocépsulas poliméricas de Eudragit® R$100
contendo o farmaco em estudo e o emprego de lactose e trealose como adjuvantes de

secagem.



OBJETIVOS
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OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Desenvolver produtos secos a partir de suspensdes de nanocapsulas poliméricas e

nanoemulsdes contendo tioconazol, atraves de duas técnicas de desidratacdo, a secagem por

aspersdo e a liofilizacdo, visando a obtencéo de uma forma farmacéutica sélida intermediaria

ou final para o tratamento topico de micoses superficiais.

1.2 Objetivos especificos

Preparar suspensdes de nanocapsulas poliméricas contendo tioconazol, pelo método de
deposicao interfacial de polimero pré-formado, empregando poli(e-caprolactona) ou
Eudragit® RS100;

Preparar nanoemuls6es contendo tioconazol, para fins comparativos;

Caracterizar as formulagGes quanto ao didmetro médio de particulas, distribuicdo de
tamanho, pH, teor de farmaco e eficiéncia de encapsulamento;

Obter produtos secos a partir de suspensGes de nanocédpsulas poliméricas ou
nanoemulsdes contendo tioconazol, empregando as técnicas de secagem por aspersao
e/ou a liofilizacdo, além de carboidratos como adjuvantes (lactose ou trealose);
Caracterizar os produtos secos mediante o rendimento, o indice de ressuspensao em
agua, teor de farmaco, umidade e morfologia;

Estudar a estabilidade fisico-quimica do farmaco associado as suspensdes de
nanocapsulas poliméricas e nanoemulsdes e dos seus respectivos produtos secos, a
temperatura ambiente, no periodo de 30 dias;

Avaliar a atividade antifungica in vitro do tioconazol associado as suspensdes de
nanocapsulas poliméricas e nanoemulsdes e dos seus respectivos produtos secos,
frente a levedura de Candida albicans, pelo método de difusdo em agar;

Comparar os perfis de liberacdo in vitro do farmaco a partir dos produtos secos

desenvolvidos.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Sistemas nanoestruturados como carreadores de farmacos

A nanotecnologia € uma area da ciéncia que fornece ferramentas para trabalhar em
niveis atdbmicos, moleculares e supramoleculares, e conduzem a criagcdo de dispositivos e
sistemas de liberagéo com funcbes e propriedades inovadoras
(RAWAT; SINGH; SARAF, 2006). No ambito farmacéutico, a nanotecnologia é representada
pelos nanocarreadores que em suas variadas formas tém a possibilidade de fornecer
caracteristicas diferenciadas, podendo modular a velocidade e o local de liberagdo do farmaco
(KUMARI; YADAV; YADAV, 2010; MISHRA; BHAVESH; TIWARI, 2010),
possibilitando uma liberacdo controlada do ativo, com o objetivo de promover adequada
eficacia e seletividade as formulacgdes, além de diminuir os efeitos tdxicos causados por
determinadas substancias (COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003a).

Os sistemas nanoestruturados possuem a caracteristica de direcionar os farmacos a um
local especifico no organismo, gerando um aumento da sua concentracdo no local de acdo e
reducdo dos seus efeitos adversos. Além disso, pelo reduzido tamanho de particulas (< 1 um),
estes sistemas sdo capazes de superar a resisténcia oferecida pelas barreiras fisiologicas do
organismo (RAWAT; SINGH; SARAF, 2006). Cabe salientar que o farmaco associado ao
nanocarreador ndo sofre modificacdo no seu mecanismo de acdo; entretanto, estas estruturas
sdo capazes de “mascarar” as caracteristicas fisico-quimicas das substancias associadas, como
solubilidade, viabilizando a veiculacdo de substancias pouco sollveis, passando a ser
distribuidas no organismo conforme as caracteristicas do carreador, possibilitando, também, o
controle da liberagcdo do principio ativo no local de acdo (SCHAFFAZICK et al., 20033;
MISHRA; BHAVESH; TIWARI, 2010) e o aumento da estabilidade de substancias frente a
luz, oxidacdo e hidrolise, reduzindo a sua susceptibilidade & degradagdo
(OURIQUE et al., 2008; FONTANA et al., 2010).

Na area farmacéutica, os principais nanocarreadores estudados sdo os lipossomas, as
nanoparticulas  poliméricas, as nanoemulsdes e as nanoparticulas lipidicas
(GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).

Os lipossomas sdo pequenas vesiculas esféricas, constituidas por uma ou mais
bicamada (s) concéntrica (s) de fosfolipideos, que se organizam em um meio aquoso, sendo,

portanto, sistemas de carater anfifilico, capazes de encapsular farmacos hidrofilicos e
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lipofilicos (EDWARDS; BAEUMNER, 2006). As nanoparticulas lipidicas podem ser
divididas em nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) e carreadores lipidicos nanoestruturados
(CLN). Séo formadas por substancias graxas de carater lipidico e/ou oleoso
(PARDEIKE et al., 2009).

As nanoparticulas poliméricas sdo definidas como particulas solidas coloidais,
classificadas em nanocapsulas e nanoesferas, as quais diferem entre si na estrutura e
composicdo (VAUTHIER e BOUCHEMAL; 2009). As nanocapsulas sdo estruturas
vesiculares, constituidas por um ndcleo de natureza geralmente oleosa, envolto por uma
parede polimérica, podendo o farmaco estar dissolvido ou disperso no nucleo e/ou adsorvido a
parede polimérica, enquanto que as nanoesferas sdo estruturas matriciais poliméricas que néo
apresentam Oleo em sua composicdo, onde o farmaco pode ficar retido ou adsorvido
(SCHAFFAZICK et al., 2003a; MISHRA; BHAVESH; TIWARI, 2010).

Um tipo particular de nanocépsulas, denominadas de nucleo lipidico, sdo constituidas
por uma parede polimérica que envolve o nucleo lipofilico constituido por triglicerideos de
cadeia média e monoestearato de sorbitano, estabilizadas por polissorbato 80 (tensoativo de
alto EHL). Estes sistemas, por conter uma substancia lipidica sélida (monoestearato de
sorbitano) no nacleo hidrofébico, apresentam nicleo mais viscoso do que as nanocéapsulas
convencionais (JAGER et al., 2009), sendo pesquisadas para a veiculacdo de farmacos
hidrofébicos voltados a diversas aplicacGes terapéuticas (BERNARDI et al., 2009;
OURIQUE et al., 2010; VENTURINI et al., 2011; JORNADA et al., 2012).

As nanoemulsdes correspondem a um sistema constituido por goticulas de oleo
estabilizadas por tensoativos, dispersas na fase aquosa (BOUCHEMAL et al., 2004).

Dentre os variados métodos de preparagdo das nanocapsulas poliméricas, um dos mais
empregados e escolhido para o desenvolvimento deste trabalho € o método de deposicao
interfacial de polimero pré-formado, desenvolvido por Fessi e colaboradores (1988). Este
consiste na obtencdo de nanocéapsulas na forma de suspensdo coloidal aquosa, no qual uma
fase organica constituida de um solvente miscivel em agua, um tensoativo de baixo EHL, um
6leo, o farmaco e o polimero é vertida sobre uma fase aquosa constituida por um tensoativo
de alto EHL. Neste momento, o solvente organico se difunde em um meio néo solvente para o
polimero (&gua), e na interface 6leo/agua o polimero precipita ao redor das goticulas de éleo.
Esta técnica de preparagdo tem como vantagem altas taxas de associagdo de farmacos e boa
reprodutibilidade (VAUTHIER e BOUCHEMAL, 2009; MORA-HUERTAS et al., 2010).

Os polimeros mais utilizados para o desenvolvimento das nanocéapsulas sdo 0s

poliésteres biodegradaveis, especialmente a poli(e-caprolactona) (PCL), poli(acido latico)
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(PLA) e poli(écido latico-co-acido glicdlico) (PLGA) (KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010).
A poli(e-caprolactona), um polimero semicristalino, € o mais empregado devido as suas
caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades mecénicas
(GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007). Outros polimeros que podem ser utilizados s&o
os polimetacrilatos, especialmente o Eudragit® L100, Eudragit® S100, Eudragit® RL100 e
Eudragit® RS100, os quais diferem quanto & descricdo, solubilidade e aplicacdo.
O Eudragit® RL100 e Eudragit® RS100 sdo copolimeros de metacrilato de aménio que
diferem na quantidade de grupos quaternérios; sdo catiénicos, pH independentes e utilizados
para promover liberacdo sustentada (NIKAM et al., 2011). Este ultimo, em especial, é um
copolimero de metacrilato de amonio (contém 4,5 - 6,8 % de grupos quaternarios de amonio)
e, pela afinidade com o farmaco, pode maximizar a absorcdo celular do complexo
farmaco-polimero (PERUMAL et al., 1999), além de ser promissor no controle da liberacéo
do farmaco em alguns fluidos fisioldgicos (PIGNATELLO et al., 2002;
BARZEGAR-JALALI et al., 2012).

Durante o desenvolvimento das nanoparticulas poliméricas, as caracteristicas fisico-
quimicas e a estabilidade destes sistemas devem ser monitoradas, destacando-se: avaliacdo do
diametro médio e da distribuicdo de tamanho de particulas, potencial zeta, pH, anélise
morfoldgica, teor e taxa de associacdo do farmaco, utilizando técnicas especificas como
espectroscopia de correcdo de fotons, ultrafiltracdo-centrifugacdo, potenciometria,
microscopia eletrénica (transmissao ou varredura, associada ou ndo a criofratura), dispersdo
de raios X, calorimetria exploratoria diferencial, entre outras (SCHAFFAZICK et al., 2003a;
GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).

Variadas sdo as vias destinadas a administracdo das nanoparticulas e os estudos estdo
sendo direcionados, especialmente, para as vias parenteral, oral, oftdlmica
(SCHAFFAZICK et al.,, 2003a) e tdépica (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007;
ZHAO; BROWN; JONES, 2010). Como exemplos, na administracdo parenteral a associacao
de farmacos antitumorais, como a tretinoina a nanocapsulas de nucleo lipidico foi promissora
na distribuicdo mais seletiva do farmaco e, com isso, no aumento do indice terapéutico
(OURIQUE et al., 2010). Para a via oral, a utilizacdo destes sistemas esta relacionada a
protecdo do farmaco frente a acdo de enzimas digestivas e a diminuicdo de efeitos adversos,
como irritagdo gastrica (BECK et al., 2006), aléem do aumento da biodisponibilidade
(SONAJE et al., 2010). Na aplicacdo topica, a associacdo de farmacos as nanoestruturas
objetiva, especialmente, diminuir a irritacdo local, evitar a absorcdo sistémica de substancias

através da pele (SHAH et al., 2007), além de promover uma liberacdo prolongada/sustentada
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(MARCHIORI et al., 2010; FONTANA et al., 2009; FONTANA et al., 2010).
Adicionalmente, a protecdo da volatilidade de 6leos essenciais (FLORES et al., 2011) e o
aumento da eficacia em modelo de onicomicose tem sido demostrada a partir de nanocapsulas
poliméricas (FLORES et al., 2013).

A inclusdo de nanocarreadores em formulacGes de uso topico tem despertado o
interesse de muitos pesquisadores e novas formulacOes estdo sendo desenvolvidas visando a
uma aplicacdo farmacéutica ou cosmética. O tecido cutaneo é formado por trés camadas
distintas (epiderme, derme e hipoderme), no qual o estrato corneo (camada mais externa da
epiderme) € composto por juncOes intercelulares onde hd um cruzamento de cornedcitos
lipidicos e desmossomos (estruturas especializadas de adesédo entre as células). A qualidade, a
cristanilidade e a quantidade de lipidios no estrato corneo determinam as caracteristicas da
barreira cutanea (CEVC, 2004), sendo esta o principal obstaculo para a penetracdo de
substancias administradas sobre a pele (LADEMANN et al., 2011). Neste caso, as
nanoparticulas poliméricas podem, também, apresentar vantagens, uma vez que estes sistemas
sdo capazes de modular a absorcao transdérmica de farmacos, modificando a atividade da
molécula e/ou sua particdo e difusdo, podendo alterar sua farmacocinética e biodistribuicdo
através da pele (ALVES et al., 2007; MARCHIORI et al., 2010). Além disso, por possuirem
um tamanho reduzido, estes nanocarreadores facilitam o uso em produtos dermatoldgicos,
permitindo uma  aplicagdo = mais  confortavel a pele (CEVC, 2004
GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007), além de possibilitar um aumento no tempo de
permanéncia (adesividade) dos produtos apos aplicacdo, tratando-se de locais em constante
friccdo por vestimentas ou pelas simples atividades cotidianas
(GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007; WEISS-ANGELI et al., 2008). Adicionalmente,
0s nanocarreadores podem promover uma liberacdo mais homogénea do farmaco em virtude
da grande éarea superficial que apresentam (BOUCHEMAL et al., 2004,
LADEMANN et al., 2007).

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 mudancas 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., 2003a; BECK et al., 2012). Desta forma, os processos de desidratacdo
de sistemas aquosos se apresentam como uma alternativa, pela possibilidade de contornar os

obstaculos farmacotécnicos e os relacionados a estabilidade, visando, também, a uma melhor
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aplicabilidade industrial (ABDELWAHED et al, 2006a; GUTERRES; BECK;
POHLMANN, 2009; BECK et al., 2012)

1.2 Técnicas de desidratacdo/preparacao de formas farmacéuticas sélidas contendo
sistemas nanoparticulados

Conforme apresentado anteriormente, a estabilidade das nanoparticulas em meio
aquoso é limitada e a conversdo destas em materiais desidratados tem possibilitado contornar
este obstaculo. Além disso, os produtos secos obtidos por processos de secagem podem ser
convertidos em variadas formas farmacéuticas, como comprimidos, cépsulas, preparactes
semissolidas, entre outras (BECK et al., 2012). Dentre os métodos empregados para este fim,
podem ser citados a secagem por aspersdo (MULLER et al., 2000; POHLMANN et al., 2002;
SCHAFFAZICK et al., 2006; TEWA-TAGNE; BRIACON; FESSI, 2006;
GUTERRES; BECK; POHLMANN, 2009; BECK et al, 2012) e a liofilizacdo
(AUVILLAIN et al., 1989; DE CHASTEIGNER et al., 1995; SCHAFFAZICK et al., 2003b,
ABDELWAHED et al., 2006a; ABDELWAHED et al., 2006b).

Outra forma de obtencéo de produtos sélidos, através da granulacdo por via imida, foi
recentemente descrita (FRIEDRICH et al., 2010). Citando brevemente, a granulagéo por via
Umida trata-se de um método no qual a suspensdo de nanoestruturas pode substituir o liquido
responsavel pela aglomeragdo das particulas sélidas, e a massa Umida formada passa por um
tamis, originando granulos que serdo, em seguida, secos. Friedrich e colaboradores (2010)
prepararam produtos secos a partir de nanocapsulas poliméricas contendo dexametasona, as
quais foram utilizadas como liquido de granulagdo. A analise morfoldgica dos granulos
resultantes evidenciou a presenca das nanoestruturas na superficie dos mesmos; o teor de
farmaco obtido foi de 94 % e os granulos foram estaveis por seis meses a temperatura

ambiente.

1.2.1 Secagem por aspersao (spray-drying)

A secagem por aspersdao ou spray-drying (Figura 1) é uma técnica usualmente
empregada para a secagem de suspensdes de nanoparticulas. Além disso, este método &
amplamente empregado na area farmacéutica e apresenta como vantagens a rapidez na
preparacdo, maior facilidade de transposicdo de escala e a possibilidade de aplicagcéo para
substancias termossensiveis (RE, 2006; VAUTHIER e BOUCHEMAL, 2009).
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Adicionalmente, é um processo répido e de baixo custo, no qual sdo obtidos produtos secos
com baixos teores de umidade e, consequentemente, com um longo periodo de vida util em
prateleira (SHABDE; HOO, 2006; TEWA-TAGNE; BRIACON; FESSI, 2007;
GHARSALLAOUI et al., 2007; BECK, et al., 2012).

O processo € inicializado pela atomizagdo de uma amostra liquida, previamente
misturada a um ou mais adjuvantes, em uma torre de secagem, no qual ocorre a formacao de
goticulas finas, que em seguida passam por uma camara de secagem e em contato com uma
corrente de ar quente, resultam na formacao de particulas sélidas. Desta forma, quatro etapas
fundamentais estdo envolvidas: aspersdo da amostra, contato liquido-vapor aquecido,
evaporacdo e separacdo soélido-gas/vapor (BECK 2005; SHABDE; HOO, 2006;
GHARSALLAOUI et al., 2007; TEWA-TAGNE; BRIACON; FESSI, 2007).

Alimentagdo da amostra
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Figura 1- Esquema ilustrativo da técnica de secagem por aspersdo (spray-drying)
(CHEC Research Centre, 2007).

Segundo Tewa-Tagne e colaboradores (2006), o conhecimento da natureza dos
constituintes, das concentragdes utilizadas, das propriedades de secagem e dos adjuvantes
empregados na preparagdo das microparticulas é necessario para a formacdo de um p6 com
caracteristicas adequadas. O uso de adjuvantes de secagem (materiais poliméricos,
carboidratos ou dioxido de silicio coloidal) é importante, pois estes minimizam a adesao das
particulas nas paredes do equipamento (TEWA-TAGNE; BRIACON; FESSI, 2007). Dentre
as substancias, os carboidratos sdo muito utilizados por apresentarem elevada solubilidade em
agua com caracteristicas favoraveis para a obtencéo de produtos secos redispersiveis, aléem de
apresentarem um bom perfil de seguranca para a integridade das particulas
(TOMODA et al., 2008).
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Muller e colaboradores (2000) empregaram pela primeira vez a técnica de
spray-drying para a secagem de nanocépsulas poliméricas contendo diclofenaco, utilizando
como adjuvante de secagem o dioxido de silicio coloidal 3 % (m/v). ApOs a secagem, a
analise por microscopia eletronica de varredura (MEV) demonstrou a presenca das
nanoestruturas adsorvidas as microparticulas esféricas, com valores semelhantes de tamanho
médio de particulas (200 nm) das suspensdes antes do processo de desidratacdo, determinadas
por espectroscopia de correlacdo de fotons. O controle morfologico do revestimento das
microparticulas/pd possui um comportamento diferenciado em relacdo a sistemas com
diferentes formas de preparacdo, como as nanoesferas e as nanocapsulas
(POHLMANN et al., 2002; RAFIN et al., 2003).

Em relacdo aos efeitos bioldgicos, apés a administracdo oral em ratos, pos secos
obtidos por nanocépsulas contendo diclofenaco (anti-inflamatério ndo esteroide) foram
dispersos em agua onde houve a reducdo do efeito irritante gastrointestinal do farmaco. Além
disso, um estudo farmacocinético em ratos também foi conduzido, mostrando uma completa
absorcéo oral do farmaco a partir dos pds dispersos em agua (GUTERRES et al., 2001).

Obach (2002) avaliou a potencialidade dos pos obtidos a partir de nanocapsulas,
nanoesferas e nanodispersdo em modificar a liberacdo da indometacina e diferencas entre os
perfis de dissolucdo do farmaco foram observadas. Os produtos secos por spray-drying
contendo as nanocapsulas, apds redispersdo em &agua, apresentaram tamanho médio de
200 nm e exibiram importante protecdo quanto a acdo ulcerativa da indometacina no trato
gastrintestinal, apds administracdo oral em ratos.

Beck e colaboradores (2004) empregaram métodos com uma ou duas etapas para a
obtencdo de microparticulas nanorrevestidas de diclofenaco utilizando o dioxido de silicio
coloidal como adjuvante de secagem. No método com uma etapa, o adjuvante e o farmaco
foram previamente dispersos na suspensdo coloidal (nanocéapsulas ou nanoesferas) e, apds,
esta mistura foi submetida a secagem por aspersdo. No método com duas etapas, o adjuvante e
o farmaco foram primeiramente dispersos em acetona e posteriormente submetidos a
evaporagdo sob pressdo reduzida para obtencdo de um nucleo solido, que, apds, foi
adicionado a suspensdo de nanoparticulas (nanocapsulas e nanoesferas) antes da secagem por
aspersdo. O diclofenaco acido livre e o diclofenaco de sodio foram empregados neste trabalho
como modelo de farmacos lipofilico e hidrofilico, respectivamente. Todos 0s produtos secos
apresentaram nanoparticulas aderidas a sua superficie. Estudos posteriores, também,
demonstraram o emprego da secagem por aspersdo na obtencdo de microparticulas revestidas
por nanoparticulas poliméricas (BECK et al., 2006; BECK et al., 2007).
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Schaffazick e colaboradores (2006) desenvolveram produtos secos a partir de
nanocapsulas preparadas com Eudragit® $100 contendo melatonina, utilizando o diéxido de
silicio coloidal como adjuvante de secagem, com o proposito de promover o aumento da
estabilidade e liberacdo sustentada. Através da microscopia eletrénica de varredura foi
detectada a presenca de nanoparticulas na superficie dos p6s secos e obteve-se um perfil de
liberacdo controlado (monoexponecial) em comparacdo ao farmaco livre, pela técnica de
células de fluxo. Além disso, 0s pOs secos por aspersdo apresentaram estabilidade por um
periodo de 12 meses, enquanto que as suspensdes de nanocapsulas apos trés meses e meio ja
apresentavam precipitados.

Tewa-Tagne e colaboradores (2007) desenvolveram produtos secos por spray-drying a
partir de nanocapsulas de PCL utilizando a lactose 10 % (m/v) como adjuvante de secagem,
no qual apds a redispersdo dos p6s em agua, pela técnica de espectroscopia de correlacdo de
fétons, foram observados tamanhos médios de particulas semelhantes ao das suspensdes de
origem. Os autores citaram que a lactose, por ser um carboidrato soltvel em agua, apresentou
um adequado perfil de redispersdo neste meio. Outros trabalhos também utilizaram a lactose a
10 % (m/v) como adjuvante de secagem para a obtencdo de produtos secos a partir de
nanocapsulas poliméricas (HOFFMEISTER et al., 2012; MARCHIORI et al., 2012), nos
quais resultados satisfatorios foram obtidos no que se refere a redispersao de tais produtos.
Ainda, Hoffmeister e colaboradores (2012) observaram que 0s produtos secos contendo
melatonina apresentaram maior controle na liberacdo do farmaco em relacdo as suspensoes
originais, utilizando a técnica de difusdo em sacos de dialise.

Domingues e colaboradores (2008) obtiveram microparticulas nanorrevestidas com
PCL ou Eudragit®RS100 preparadas em etapa Unica, utilizando a indometacina como farmaco
modelo e o didxido de silicio coloidal como adjuvante. Particulas esféricas que apresentaram
nanoestruturas adsorvidas a sua superficie foram visualizadas por microscopia eletrénica de
varredura. Em relacdo a liberacdo in vitro do farmaco, pela técnica de células de fluxo, foi
demonstrada a influéncia do polimero sobre as caracteristicas de liberagdo da indometacina a
partir dos produtos secos (modelo monoexponencial). A presenga das nanoparticulas
ocasionou um aumento no tempo de meia-vida de liberacdo da indometacina quando
comparada com a solucéo do farmaco livre.

Jensen e colaboradores (2010) desenvolveram produtos secos a partir de
nanoparticulas de PLGA contendo siRNA destinados a via pulmonar, onde foram utilizados
diferentes adjuvantes de secagem (trealose, lactose e manitol). Os autores obtiveram

semelhantes tamanhos de particulas dos pds em relacdo as nanoparticulas originais. Além
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disso, a atividade bioldgica e a integridade do siRNA foram preservadas durante o processo
de secagem.

Ogéin e colaboradores (2011) obtiveram microparticulas nanoporosas (NPMPs) de
lisozima utilizando a trealose e a rafinose como adjuvantes de secagem. A adicdo destes
adjuvantes ocorreu tendo em vista as suas elevadas temperaturas de transi¢do vitrea, boa
estabilidade a temperatura ambiente e potencial adequado para atuar como transportadores
proteicos e/ou estabilizadores. A incorporacdo bem sucedida de lisozima nestas NPMPs
demonstrou o potencial destes sistemas em atuarem como transportadores de peptideos ou
proteinas, destinados & administragdo pulmonar.

No que se refere a secagem por aspersao de farmacos antifingicos, um aumento nas
taxas de dissolucao foi observado para os produtos secos obtidos a partir de nanossupensées
contendo itraconazol em comparacédo as suspensdes aquosas (MAHESH e POPESKU, 2008).
Jafarinejad e colaboradores (2012) obtiveram microparticulas a partir de nanoparticulas de
quitosana contendo itraconazol pela secagem por asperséo, utilizando a lactose e o manitol
como adjuvantes de secagem, com ou sem 10 % de leucina. Estudos in vitro indicaram que as
nanoparticulas secas com manitol e leucina apresentaram adequadas propriedades para a
administragdo por via pulmonar. Em outro estudo, Cerdeira e colaboradoes (2013)
desenvolveram produtos secos a partir de nanossuspensdes de hidroxipropilmetilcelulose
contendo miconazol e itraconazol, individualmente, utilizando o manitol e a celulose
microcristalina como adjuvantes de secagem, no qual impediram a aglomeracéo ou agregacao
das particulas, facilitando a dissolu¢cdo dos produtos secos. Embora os dois farmacos
utilizados neste trabalho tivessem propriedades semelhantes, as pequenas diferengas na
solubilidade aquosa, pKa, potencial zeta, hidrofobicidade e interacdo com os estabilizadores

afetaram a estabilidade dos produtos secos e a dissolu¢do de ambos 0s compostos.

1.2.2 Liofilizag&o (freeze-drying)

A liofilizagdo, também conhecida como freeze-drying (Figura 2), € uma operacao
industrial que consiste na remogdo da &gua de uma amostra congelada por sublimacdo e
dessorcdo sob vacuo. Esta técnica é bastante utilizada para a desidratacdo de nanoparticulas,
no entanto, este processo pode gerar varias tensdes durante o congelamento e a desidratacao.
Assim, crioprotetores sdo geralmente adicionados a formulacdo para proteger as
nanoparticulas das condi¢fes que podem gerar estas tensdes, no qual servem, também, para

aumentar a estabilidade das formulagdes durante o armazenamento (CHACON et al., 1999;
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ABDELWAHED et al., 2006a, KESISOGLOU; PANMAI; WU, 2007). E muito importante
determinar uma quantidade ideal de crioprotetor, pois, em alguns casos, a presenca em
excesso ou em baixas concentracdes, pode levar ao comprometimento das nanoparticulas e
promover sua desestabilizacdo (VAUTHIER e BOUCHEMAL, 2009). Normalmente, um
estudo de congelamento-descongelamento deve ser realizado antes da liofilizagdo para
selecionar o melhor crioprotetor que é capaz de conservar as propriedades das nanoparticulas
(ABDELWAHED et al., 2006a).

Os crioprotetores mais comumente utilizados sdo os carboidratos, sendo 0s mono e
dissacarideos os mais efetivos quanto a prevaléncia das caracteristicas iniciais da formulacgéo,
principalmente em relacdo a manutencdo do tamanho de particula da suspensao original. Por
apresentaram uma alta temperatura de transicdo vitrea, o efeito desses acUcares como
crioprotetores € atribuido a formacao de uma matriz com caracteristicas amorfas, que acabam
protegendo quanto as tensGes mecanicas dos cristais de gelo e promovem um espacamento,
evitando a agregacdo das particulas durante o congelamento, possibilitando ao produto final a
sua facil redispersdo (SCHAFFAZICK et al., 2003b, ABDELWAHED et al., 2006a;
KESISOGLOU; PANMAI; WU, 2007). Também, uma distribuicdo mais homogénea do
crioprotetor e das nanoparticulas com o farmaco conduzem a p6s mais redispersaveis
(CHUNG,; LEE; LEE, 2012).

O ciclo da liofilizacdo pode ser dividido em trés etapas: congelamento (solidificacdo
da amostra), secagem primaria (sublimacdo de gelo) e a secagem secundaria (dessorcdo da
agua descongelada) (ABDELWAHED et al., 2006a).

O congelamento é a primeira etapa da liofilizagdo, no qual a suspenséo liquida fica em
repouso e sdo formados os cristais de gelo da 4gua pura. A medida que o liquido da suspensio
torna-se mais concentrado pelo congelamento, a sua viscosidade aumenta. A alta
concentracdo e a solidificacdo do liquido viscoso produzem a fase amorfa, cristalina ou
amorfo-cristalina. Geralmente para que o processo seja concluido com sucesso, a temperatura
de congelamento em que a solucdo € conduzida deve ser abaixo da sua temperatura de
transicdo vitrea (TANG,; PIKAL et al., 2004; ABDELWAHED et al. 2006a;
ABDELWAHED et al. 2006b). A secagem primaria envolve a sublimagdo do gelo a partir do
produto congelado. Nesta etapa, o calor é transferido da prateleira para a solugdo congelada,
onde o gelo sublima. O vapor de 4gua formado passa através da porcao seca do produto para a
superficie da amostra, no qual é transferido, através da camara, para o condensador, onde por
fim é condensado (ABDELWAHED et al., 2006a). A secagem secundaria envolve a remocao

da 4gua adsorvida a partir do produto, trata-se da d&gua que ndo separou como o gelo durante o
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congelamento e ndo sublimou. Uma tipica producdo em escala com liofilizador é composta de
uma camara de secagem contendo prateleiras com temperatura controlada no qual esta
conectada a uma camara de condensacdo através de uma valvula de grande porte. A camara
de condensacdo acopla uma série de placas capazes de manter a temperatura muito baixa
(inferior a -50 °C). Uma ou mais bombas de vacuo estdo ligadas a cdmara de condensacdo
para alcancar pressdes na faixa de 4 a 40 Pa em todo o sistema durante o funcionamento
(PIKAL et al., 1990; ABDELWAHED et al., 2006a).

Prateleiras
em inox
(local das
amaostras)

Condensador

Bomba 3 vicuo |_|_|

===

o

Figura 2- Esquema ilustrativo da técnica de desidratacdo por liofilizacdo (freeze-drying)
(MIKOSFERA, Research and Development Ltd, 2007).

Entre os primeiros estudos investigados e relacionados com a desidratacdo de
nanocapsulas poliméricas pode-se citar o realizado por Auvillain e colaboradores (1989) na
preparacao de produtos secos a partir de nanocapsulas de PCL utilizando como crioprotetor a
trealose a 30 % (m/v). Esta concentracdo foi necessaria para preservar a integridade das
nanocapsulas durante o processo de congelamento, seguido de desidratacdo. Além disso, o
congelamento de forma répida e a temperatura de fusdo do éleo encapsulado contribuiram
para uma boa liofilizag&o.

Choi e colaboradores (2002) utilizaram pluronic F68 como estabilizador sem o uso de
crioprotetor para a desidratacdo de nanocapsulas de PCL, no qual verificaram que o processo
de congelamento pode “quebrar” as nanocapsulas, promovendo a saida do contetdo. Os
autores concluiram que esta “quebra” nao foi por meio da cristalizacdo da agua na fase
externa, mas sim pela solidificagdo do 6leo (Miglyol® 812) no interior da fase. Os autores
sugeriram a aplicagédo do congelamento de forma lenta e a temperatura do produto mantida

acima da temperatura de solidifica¢do do 6leo.
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Schaffazick e colaboradores (2003b) empregaram dioxido de silicio coloidal como
adjuvante para a liofilizacdo de suspensdes de nanocépsulas de PCL ou Eudragit® S90
contendo diclofenaco. De acordo com os resultados, os pos liofilizados apresentaram teor de
farmaco proximo a 100 % e, por microscopia eletronica de varredura, microparticulas ndo
esféricas foram observadas e, em ampliagbes maiores, a superficie destas mostrou-se
homogeneamente nanorrevestida.

Na busca por investigar o uso de crioprotetores, Abdelwahed e colaboradores (2006b)
estudaram a utilizacdo de excipientes amorfos na estabilizacdo de nanocapsulas de PCL
submetidas ao processo de liofilizacdo. De acordo com os autores, as nanocéapsulas
poliméricas possuem uma fina camada de polimero que pode ndo suportar as tensdes deste
processo. Os resultados demostraram que a utilizacdo de excipientes a 5 % (m/v) foi
adequada, obtendo-se indices de ressuspensdo (recuperacdo do tamanho de particulas apos o
processo de desidratacdo) muito proximos a 1,0. A utilizacdo de sacarose, glicose,
polivinilpirrolidona e hidroxipropil-p-ciclodextrina para a obtencdo de produtos secos a partir
das nanocépsulas possibilitou obter indices de ressuspensdo de 0,97; 0,98; 0,96 e 0,95,
respectivamente. Estes resultados confirmam a importancia do estado amorfo do crioprotetor
para assegurar uma boa acdo protetora para as nanocapsulas durante o seu processo de
congelamento.

Abdelwahed e colaboradores (2006c) verificaram que a utilizacdo do &lcool
polivinilico na preparacdo de nanocapsulas de PCL pelo método de emulsificacdo - difusdo
foi importante, atuando como estabilizante. Este estabilizador liga-se fortemente a superficie
das nanocépsulas e forma uma camada de revestimento estavel, podendo estabilizar e
melhorar a resisténcia frente ao congelamento. A adicdo de crioprotetores, como 0s aglcares
na proporcdo de 5 % ou 10 % (m/v), é necessaria para assegurar a estabilidade das
nanocapsulas e uma boa redispersdo dos produtos secos (indice de ressuspensao de 0,9 a 1,0).
Além disso, a concentracdo do polimero nas nanocapsulas e a temperatura de solidificacdo do
6leo (Miglyol® 810 ou Miglyol® 829) encapsulado possuem efeito insignificante sobre a
estabilidade das nanocapsulas durante o processo de congelamento.

Nanoparticulas de PLGA contendo citarabina, preparadas por nanoprecipitacao
modificada, foram liofilizadas utilizando sacarose a 50 % (m/v) como crioprotetor. Os
produtos secos liofilizados apresentaram boa redispersdo, com aumento minimo no tamanho
de particulas. A liberacéo in vitro pela técnica de difusdo em sacos de dialises demonstrou que
o farmaco livre em apenas duas horas liberou por completo, enquanto que os produtos secos

por liofilizacdo mantiveram a liberacdo do farmaco por até 24 horas. Os autores concluiram
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que este comportamento pode ser atribuido as propriedades do polimero PLGA em sustentar a
liberacdo do farmaco encapsulado nas nanoparticulas (YADAV; SAWANT, 2010).

Nakagawa e colaboradores (2011) desenvolveram produtos secos a partir de
nanocapsulas de PCL utilizando uma solucdo de gelatina como estabilizante no processo de
liofilizacdo. Os autores verificaram que os produtos liofilizados apresentaram caracteristicas
diferentes de redispersao e que esta diferenca dependeu da temperatura (-15, -20, -40 °C) e do
tempo de congelamento utilizado durante o processo. O indice de ressuspensdo das
formulac@es variou de 1,2 a 1,6, tendo em vista a lenta condicdo de congelamento; entretanto,
com a formagéo de pequenos tamanhos de cristais de gelo, houve uma melhor redisperséo dos
po6s. Neste trabalho, foi demonstrado que a formacdo dos cristais de gelo influenciou as
caracteristicas de redispersdo dos materiais liofilizados.

Khayata e colaboradores (2012) liofilizaram nanocapsulas de vitamina E, no qual
foram utilizados quatro tipos de crioprotetores: polivinilpirrolidona, sacarose, manitol e
glicose. Os produtos liofilizados utilizando a sacarose como crioprotetor foram considerados
aceitaveis, apresentando indice de ressuspensao de 1,5. Os demais crioprotetores utilizados
ndo foram capazes de proteger as nanocapsulas por apresentarem grande agregados. Para uma
melhor aparéncia do produto liofilizado uma temperatura de desidratacdo da amostra igual ou
abaixo da temperatura de transi¢do vitrea do crioprotetor deve ser utilizada.

Em relacdo a desidratacdo de farmacos antifungicos por liofilizacdo, Kamiya e
colaboradores (2006) obtiveram produtos secos a partir de nanoparticulas lipidicas contendo
griseofulvina, utilizando crioprotetores como a sacarose, a maltose ou a trealose a 5 % (m/v),
com o intuito de aumentar sua estabilidade. Os p6s liofilizados apresentaram tamanho de
55 - 65 nm, semelhantes as formulages originais (45 - 50 nm), adequada redispersdo em agua
e estaveis por um periodo superior a estas.

Beirowski e colaboradores (2010) avaliaram a possibilidade de estabelecer um
protocolo de liofilizacdo padrdo, especificando a temperatura de congelamento em
combinacdo com uma adequada escolha de excipientes como crioprotetores (sacarose,
polivinilpirrolidona — PVP K15 e dextrana) e estabilizantes (Poloxamer® 338,
Cremophor® EL e Tween® 80), a fim de preservar a distribuicdo original de tamanho de
particula. Seis nanossuspensdes contendo itraconazol como farmaco modelo foram preparadas
para estudar os principais fatores que interferiam na estabilizacdo do farmaco e as interacoes
correspondentes. O regime de congelamento foi determinado em funcdo da temperatura
(-50 °C) e do tempo necessario para o produto solidificar. Apds o congelamento, as amostras

foram descongeladas, elevando a temperatura para 20 °C, com uma taxa de aguecimento
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controlado de 1,0 °C/min. Este regime ndo apresentou influéncia significativa sobre a
preservacdo original do tamanho de particula (100 a 200 nm); entretanto, a escolha do

crioprotetor e do estabilizador contribuiram para a estabilidade das nanossuspensoes.
1.3 Tioconazol

O tioconazol (Figura 3) é um agente antifingico imidazolico sintetizado e
desenvolvido pela Pfizer U.K. (Sandwich, Inglaterra) e apresenta atividade inibitoria in vitro
contra uma variedade de microrganismos, incluindo leveduras patogénicas, como a
Candida albicans; fungos dermatdfitos; espécies de Aspergillus (SWEETMAN, 2006);
clamidias; tricomonas e bactérias gram-positivas, como Gardnerella vaginalis,
Corynebacterium minutissimun e Staphylococcus epidermidis (MUNOZ et al., 2010). Os
valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) relatados na literatura compreendem:
0,2 - 25 pug/mL para dermatofitos e 0,2 - 12,5 ug/mL para Candida albicans; para fungos
ndo - dermatdfitos (Scopulariopsis brevicaulis e Scytalidium dimidiatum — Hendersonula

toruloidea), os valores sdo geralmente superiores a 25 pg/mL (JERVONS et al., 1979).

Cl
Vam 0

Figura 3- Estrutura quimica do tioconazol.

Cl

O farmaco, por apresentar um amplo espectro de acéo, € indicado no tratamento topico
de micoses superficiais, especialmente as infecgdes fungicas de pele e da unha
(WELSH; CABRERA; WELSH, 2010), candidiase vaginal (JONES et al., 1993,
NYIRJESY, 2008) e ptiriase versicolor (SWEETMAN, 2006). Além disso, se revela
especialmente eficaz para o tratamento de micoses em que existem, concomitantemente,
infeccBes por bactérias sensiveis a este farmaco (MUNOZ et al., 2010). Cabe salientar que a

sua atividade antifangica in vitro contra dermatdfitos, leveduras e bactérias € igual ou superior
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a dos imidazdis amplamente conhecidos, como miconazol, bifonazol e clotrimazol
(ODDS; WEBSTER; ABBOTT, 1984).

Em relacdo ao mecanismo de acgdo, os derivados azolicos atuam, em geral, interferindo
na sintese do ergosterol, bloqueando a enzima 14-a-demetilase presente no citocromo P-450
da célula fungica e, consequentemente, impedindo a desmetilagdo do precursor lanosterol em
ergosterol, um componente importante da membrana celular dos fungos. Essa propriedade dos
azois altera a funcdo da membrana celular, aumentando a sua permeabilidade, impedindo que
esta desempenhe funcbes das enzimas ligadas a membrana para o desenvolvimento dos
fungos (VANDEN; MARICHAL; ODDS, 1994; SINDRIM; ROCHA, 2004). O tioconazol é
um antifungico bastante efetivo, pois apresenta um duplo mecanismo de a¢do antiflingica,
decorrente da inibicdo da biossintese dos esterois (efeito fungistatico) e do dano direto
causado a membrana celular desses microrganismos (efeito fungicida) (FROMTLING, 1988).

O tioconazol é indicado para as candidiase vaginal, em dose Unica de 300 mg, em
preparaces farmacéuticas como supositorios vaginais, cremes ou pomadas. No tratamento
das micoses superficiais, é administrado topicamente na forma de creme, lo¢do ou po, na
concentracdo de 1 %; para o tratamento de onicomicoses (infeccBes nas unhas) se encontra
disponivel em solucdo tdpica, na concentracdo de 28 % (SWEETMAN, 2006; USP 35, 2012).

No tratamento de candidiase vaginal, estudos demonstraram que o tioconazol foi
eficaz na reducdo dos sintomas e na cura micoldgica. Taxas de cura de 85 % e 96 % foram
relatadas apds administracdo do farmaco (6vulo vaginal — 100 mg, ou creme a 2 % — 5 g) por
um periodo de 3, 6 e 14 dias, e na dose Unica (6vulo vaginal — 300 mg, ou pomada a 6 %),
respectivamente (HENDERSON, 1983).

Em relagéo ao tratamento cutaneo, ensaios in vivo realizados em modelo experimental
de dermatomicose em cobaias, demonstraram que a aplicacao topica de tioconazol (creme 1 e
2 %) foi bem tolerada, com minimos efeitos adversos sisttmicos (MARRIOTT et al., 1983).
Em um estudo aberto, Hay e colaboradores (1985) avaliaram a eficécia do tioconazol (solugdo
topica a 28 %) no tratamento de 27 pacientes com onicomicose. De seis pacientes, cinco
obtiveram a cura das lesGes no periodo de dois a sete meses de tratamento. Os demais
pacientes apresentaram melhorias acentuadas. Apo6s dois anos seguintes, em outro estudo, 0s
autores avaliaram a eficacia da combinacdo de griseofulvina por via oral (500 mg
administradas duas vezes ao dia) com o tioconazol em solucdo a 28 % (aplicado duas vezes ao
dia) no tratamento de onicomicoses. Neste estudo, 69 % dos pacientes apresentaram cura e
remissdo micoldgica dentro de um ano de tratamento, enquanto que 0s pacientes tratados

apenas com griseofulvina tiveram uma melhora de 41 % (HAY et al., 1987).
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Estudos in vitro demonstraram que o tioconazol foi quatro vezes mais ativo do que o
miconazol contra espécies de Candida e mais potente que o miconazol contra isolados de
Cryptococcus neoformans, Torulopsis glabrata e varias espécies de dermatofitos; frente as
especies de Aspergillus, acdo semelhante entre os farmacos foi observada
(FROMTLING, 1988).

Em outro trabalho, Simonetti e colaboradores (2003) associaram o butilhidroxianisol
(BHA), um antioxidante fenolico, com o tioconazol e avaliaram sua atividade antimicrobiana
in vitro contra microrganismos resistentes. Para C. albicans resistentes, o efeito maximo
ocorreu apos 3 minutos de contato com o microrganismo e uma rapida atividade bactericida
foi também verificada para Escherichia coli resistente. O BHA, em baixas concentracoes,
aumentou a atividade do tioconazol, provavelmente devido a interacdo deste antioxidante com
a membrana fosfolipidica dos microrganismos, afetando, assim, a organizacdo molecular das
suas membranas, possibilitando uma maior penetracdo do farmaco no local de acao.

A fim de avaliar a absorcdo percutanea e a distribuicdo intradérmica de antiflngicos
apos a aplicacdo tdpica na pele abdominal de cobaias, uma solucdo de tioconazol a 1 % e
creme de tioconazol a 1 % foram comparadas a solucdo de nitrato de miconazol (1 %) e
solucdo de bifonazol (1 %). A penetracdo percutanea apos aplicacdo da solugdo de tioconazol
foi superior as aplicagdes das outras formulagdes, seguido do creme de tioconazol. Os autores
atribuiram a absor¢cdo melhorada do tioconazol frente a outros antifingicos devido aos efeitos
farmacocinéticos favoraveis aos tecidos da pele, juntamente com sua potente atividade
antifangica, promovendo o tratamento de infec¢bes superficiais por dermatéfitos ou leveduras
na pele (SOBUE; SEKIGUCHI, 2004).

A partir dos estudos encontrados na literatura, € possivel verificar que altas
concentragdes do farmaco sdo necessarias para atingir o efeito terapéutico desejado,
principalmente no que diz respeito ao tratamento de onicomicoses. Este fato se deve a sua
baixa absorcdo cutdnea (FROMTLING, 1988; FINCH; WARSHAM, 2007). Além disso, o
uso de altas concentracGes tem provocado 0 surgimento de sintomas indesejaveis, como
alergias de contato (STUBB et al., 1992). Em um estudo realizado na Finlandia, entre os anos
de 1991 a 1994, foram detectados 72 pacientes com alergia de contato decorrente do uso do
tioconazol. A alta incidéncia das reacdes evidenciou o potencial sensibilizante do farmaco
(HEIKKILA; STUBB; REITAMO, 1996).

Estudos recentes demonstraram o desenvolvimento de microemulsdes contendo
tioconazol para administracdo oral, a fim de aumentar a sua biodisponibilidade, reduzir as

doses e aumentar a sua atividade antifungica. Esta alternativa se deve aos efeitos colaterais
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provocados pelo farmaco apds aplicagdo tdpica, como irritacdo local, e as dificuldades
encontradas pelos pacientes de garantir uma aplicacdo adequada, especialmente devido ao
aumento de infeccdes fungicas invasivas e infeccdes recorrentes causadas por espécies de
Candida e Aspergillus. As microemulsdes contendo tioconazol aumentaram a atividade

antifungica in vitro e a biodisponibilidade in vivo do farmaco (ATTAMA et al., 2011).



CAPITULO 1: Obtencdo de produtos secos redispersiveis a partir de
nanocapsulas poliméricas contendo tioconazol: estudo comparativo de secagem

por aspersdo e liofilizacéo.
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CAPITULO 1: Obtencdo de produtos secos redispersiveis a partir de
nanocapsulas poliméricas contendo tioconazol: estudo comparativo de secagem

por aspersédo e liofilizacéo.

1.1 Apresentacao

A secagem por aspersao, conhecida como spray-drying
(GUTERRES; BECK; POHLMANN, 2009; BECK et al., 2012) e a liofilizacdo
(freeze-drying) (ABDELWAHED et al., 2006a; KHAYATA et al., 2012) sdo métodos
bastante utilizados para a obtencdo de produtos secos a partir de suspensfes nanoestruturadas.
A secagem por aspersdo de nanocapsulas poliméricas ja& vem sendo estudada desde o ano
2000 (MULLER et al., 2000) e possui muitas vantagens, como a rapidez na preparacio e
maior facilidade de transposicdo de escala (VAUTHIER e BOUCHEMAL, 2009). Além
deste, a liofilizacdo € outro método empregado para a desidratacdo de suspensdes de
nanoparticulas poliméricas (AUVILLAIN et al., 1989).

Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa estdo sendo desenvolvidos a partir da
obtencdo de nanocarreadores (nanocapsulas poliméricas e nanoemulsGes) contendo
tioconazol; no entanto, estas formulagdes se encontram em um meio aquoso, podendo sofrer
instabilidade fisico-quimica por fenémenos de sedimentacédo e possivel hidrolise do polimero.
Com isto, a utilizacdo de métodos de desidratacdo pode minimizar estes fenémenos, ja que a
agua é retirada do sistema.

Diante do exposto, este capitulo tem como objetivo descrever a obtencdo de produtos
secos a partir de nanocapsulas poliméricas, preparadas com PCL, e nanoemulsdes contendo
tioconazol. As suspensdes de nanocapsulas e nanoemulsdes foram submetidas a desidratacéo,
utilizando como adjuvante a lactose (10 %, m/v), sendo que a abordagem principal foi
comparar dois métodos para tal, que utilizam diferentes principios: evaporacdo a altas

temperaturas (spray-drying) ou sublimag&o sob vacuo a baixas temperaturas (liofilizagdo).
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Resumo

A obtencdo de produtos a partir de sistemas nanoestruturados vem como uma estratégia
promissora na area farmacéutica, justamente para tentar amenizar problemas causados pelo
desenvolvimento de suspensdes coloidais aquosas, como a instabilidade e a contaminacao
microbiana. Desta forma, o foco principal deste trabalho foi a obtencdo de formulacgdes
solidas a partir de nanocapsulas poliméricas e nanoemulsdes contendo tioconazol, este por se
tratar de um antifungico de grande espectro de acdo. As formulacdes foram submetidas a
desidratacdo, mediante dois métodos que operam de formas distintas: spray-drying (a quente)
e liofilizacdo (a frio), utilizando a lactose como adjuvante (10 %, m/v). Os produtos secos
apresentaram rendimento ponderal entre 60 e 70 % e 95 e 100 % para os pds obtidos por
spray-drying e por liofilizacdo, respectivamente. Apos redispersdo dos produtos secos em
agua, estes apresentaram indice de redispersdo de 0,7 a 1,0 € 0,9 a 1,1 para os pds obtidos por
spray-drying e liofilizacdo, respectivamente. Todas as formulagfes apresentaram teor de
tioconazol entre 98 — 102 %, apds preparacao, e tamanho nanométrico apos redispersao por
via-Umida, através de difracdo a laser. Nas analises por microscopia eletrdnica de varredura
(MEV), observou-se que as particulas sdo arredondadas, com formas préximas a esferas, para
0s produtos secos obtidos por spray-drying e particulas mais disformes e irregulares por
liofilizacdo. Quanto a avaliacdo microbioldgica, todos os produtos secos permaneceram com
atividade frente a levedura Candida albicans comparado aos sistemas originais apds a
secagem. Os produtos secos obtidos por spray-drying a partir de nanocapsulas apresentaram
maior controle na liberacdo do que os produtos secos liofilizados. Tendo em vista tais
resultados, a obtencdo de pds redispersiveis a partir de sistemas nanoestruturados contendo
tioconazol, para o tratamento topico de dermatofitoses, possui uma grande potencialidade de

acao, contribuindo para o desenvolvimento tecnoldgico de formulagdes inovadoras.

Palavras chave: nanocapsulas; nanoemulsdes; liofilizacdo; produtos secos; spray-drying;

tioconazol.
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1 INTRODUCAO

O tioconazol, um farmaco sintetizado e desenvolvido pela Pfizer U.K. (Sandwich,
Inglaterra) é conhecido por ser um agente antifungico pertencente a familia dos azéis, com um
amplo espectro de acgdo frente a uma variedade de microrganismos, tais como: Candida
albicans, fungos dermatofitos e algumas bactérias gram-positivas (SWEETMAN, 2006;
MUNOZ et al., 2010). Tendo em vista sua importante atividade, o tioconazol é indicado no
tratamento topico de micoses superficiais, especialmente as decorrentes de infec¢bes fangicas
da pele e das unhas (WELSH; CABRERA; WELSH, 2010) e também candidiase vaginal
(JONES et al., 1993). Devido a sua reduzida absorcdo cutanea, o tioconazol é utilizado em
altas concentracdes, especialmente nos casos de onicomicoses (solucdo topica a 28 %)
(FROMTLING, 1988), acarretando no aparecimento de algumas reacGes indesejaveis, tais
como alergias de contato (STUBB et al., 1992), coceira, irritacdo local e queimacéo vaginal
(SWEETMAN, 2006). Como forma de tentar contornar estes efeitos, o desenvolvimento de
formulacBes inovadoras é importante, com o objetivo de aumentar a eficécia terapéutica do
farmaco, podendo reduzir seus efeitos indesejaveis.

Ao longo dos anos, estudos referentes ao desenvolvimento de sistemas
nanoestruturados tém sido realizados. Na area farmacéutica, estes sistemas sdo chamados de
nanocarreadores, que podem se apresentar sobre variadas formas, tendo a possibilidade de
fornecer comportamentos diferenciados, especialmente, na liberacdo de farmacos
(KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010; MISHRA; BHAVESH; TIWARI, 2010). Dentre 0s
nanocarreadores, as nanocapsulas poliméricas sdo amplamente estudadas, as quais sdo
estruturas vesiculares, constituidas por um nucleo oleoso, envolto por uma parede polimérica,
podendo o farmaco estar dissolvido ou disperso neste ndcleo e/ou adsorvido a parede
polimérica (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010), enquanto que as nanoemulsdes
sdo sistemas formados por goticulas de 6leo estabilizadas por tensoativos, dispersas na fase
aquosa (BOUCHEMAL et al., 2004). Em virtude de possuirem um tamanho reduzido
(< 1 um) estes sistemas podem conferir muitas vantagens, como aumento do efeito
terapéutico, uma vez que esses nanocarreadores podem promover o direcionamento do
farmaco ao sitio especifico de acdo e, com isto, reduzir os efeitos adversos que séo
provocados por muitos tratamentos (COUVREUR et al., 2002;
SCHAFFAZICK et al.,, 2003a). Quanto a aplicacdo tdpica, os nanocarreadores podem

diminuir a irritacdo local, além de evitar a absorcao sistémica de substancias através da pele, e
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também podem promover uma liberacdo prolongada/sustentada do  farmaco
(SHAH et al., 2007; MARCHIORI et al., 2010).

No entanto, as nanocapsulas poliméricas, ap0s preparagdo, se encontram na forma de
suspensdo coloidal aquosa e quando armazenadas neste meio podem apresentar limitada
estabilidade fisico-quimica, como a possibilidade de hidrolise do polimero, podendo levar a
perda da substancia ativa encapsulada, além da agregacdo das particulas, sedimentacdo e
contaminacdo microbiana (MAGENHEIM; BENITA, 1991; GUTERRES; BECK;
POHLMANN, 2009). Técnicas de secagem de sistemas aguosos, cOmo a secagem por
aspersdo ou spray-drying (MULLER et al., 2000; SCHAFFAZICK et al., 2006;
BECK et al.,, 2012) e a liofilizacdo ou freeze-drying (SCHAFFAZICK et al., 2003b;
ABDELWAHED et al., 2006a; KHAYATA et al., 2012) sdo descritas na literatura e
constituem alternativas tecnoldgicas para a conversdo das suspensdes coloidais em produtos
Secos.

A utilizagdo da secagem por aspersdo destes sistemas foi primeiramente relatada por
Miiller e colaboradores (2000), utilizando como adjuvante de secagem o dioxido de silicio
coloidal 3 % (m/v). Neste trabalho, foi possivel observar a presenca das nanoestruturas
adsorvidas as microparticulas, com diametros semelhantes as suspensdes originais. Estudos
seguintes foram conduzidos na obtencdo de produtos secos a partir de suspensdes coloidais
poliméricas. Beck e colaboradores (2004) empregaram métodos com uma ou duas etapas para
a obtencdo de microparticulas de diclofenaco utilizando o dioxido de silicio coloidal como
adjuvante de secagem. Todos os produtos secos apresentaram nanoparticulas aderidas a sua
superficie, porém nem todas as formulacGes demonstraram bons resultados frente a tolerancia
gastrointestinal. Em outro estudo, a fim de obter pds redispersiveis, Tewa-Tagne e
colaboradores (2007) redispersaram em agua produtos secos obtidos a partir de nanocapsulas
de poli(e-caprolactona) (PCL) utilizando a lactose como adjuvante de secagem (10 %, m/v). A
dispersdo aquosa apresentou tamanho médio de particula semelhante a suspenséo original. A
redispersdo de produtos secos contendo nanoparticulas poliméricas também foi descrita em
outros trabalhos (DOMINGUES, et al., 2008; KHO et al., 2010; MARCHIORI et al., 2012) e
corroboram no fato desta técnica ser adequada para a obtencédo de tais produtos.

No que se refere a liofilizacdo, Auvillain e colaboradores (1989) verificaram a
possibilidade de desidratacdo de nanocapsulas de PCL por este método, utilizando trealose
como crioprotetor (30 %, m/v), a fim de preservar a integridade das nanocapsulas. Neste
sentido, o congelamento rapido favoreceu melhores resultados. Schaffazick e colaboradores

(2003b) empregaram dioxido de silicio coloidal como adjuvante para a liofilizagdo de
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suspensdes de nanocapsulas de PCL ou Eudragit® S90, contendo diclofenaco. Os liofilizados
obtidos apresentaram, por microscopia eletronica de varredura, microparticulas ndo esféricas
com a superficie homogeneamente nanorrevestida. Ha relatos na literatura de trabalhos que
corroboram que a redispersdo em agua dos produtos secos liofilizados mantiveram
caracteristicas semelhantes as suspensdes originais (ABDELWAHED; DEGOBERT;
FESSI, 2006b; ABDELWAHED; DEGOBERT; FESSI, 2006c; NAKAGAWA et al., 2011;
KHAYATA et al., 2012).

Dentro deste contexto, a literatura demonstra a viabilidade da obtencdo de produtos
secos contendo nanocapsulas poliméricas empregando a secagem por aspersdo e a liofilizacéo
como técnicas de desidratacdo; no entanto, ndo foram encontrados dados na literatura a
respeito da comparacdo entre produtos secos preparados atraves destes dois métodos de
secagem, visando avaliar a sua influéncia nas caracteristicas fisico-quimicas dos pds obtidos,
a partir das mesmas formulagdes originais. Ha relatos da utilizagdo destes métodos de forma
comparativa para a secagem de outros sistemas, como lipossomas (HOVEN et al., 2012),
nanoparticulas  preparadas  pelo método de  deslocamento de  solvente
(REBOUCAS et al.,, 2012) e nanossuspensbes preparadas pelo método de moagem
“nanogrinding” (CERDEIRA; MAZZOTTI; GANDER, 2013). Frente ao exposto, este
trabalho objetivou o desenvolvimento de produtos secos redispersiveis a partir da secagem
por aspersdao ou liofilizacdo de nanocépsulas poliméricas contendo tioconazol. Foram
avaliados, além da comparacdo fisico-quimica destes produtos, o estudo de estabilidade, a
eficacia antifingica in vitro e a capacidade destes sistemas no controle da liberacdo do
farmaco. Cabe salientar ainda que foram desenvolvidos produtos secos a partir de
nanoemulsdes contendo tioconazol para fins comparativos, afim de avaliar a influéncia da

parede polimérica na resisténcia das particulas submetidas a desidratacao.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Tioconazol foi obtido comercialmente da Pharma Nostra (Sdo Paulo, Brasil).
Poli(e-caprolactona) (PCL, Mn = 70,000 - 90,000) e monooleato de sorbitano (Span® 80)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (S&o Paulo, Brasil). Polissorbato 80 (Tween® 80) foi
obtido da Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil). Triglicerideos de cadeia média (TCM)

e lactose monohidratada foram adquiridos da Delaware (Porto Alegre, Brasil). Metanol grau
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cromatogréfico foi adquirido da Tedia (S&o Paulo, Brasil). Os demais solventes, meios de

cultura e reagentes empregados apresentaram grau analitico/farmacéutico.

2.2 Preparacdo das suspensdes de nanocapsulas e nanoemulsdes

As suspensbes de nanocépsulas poliméricas contendo tioconazol (NCp-TIO) foram
preparadas (n = 3) pelo método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado
(FESSI et al., 1989). A fase organica constituida de tioconazol (0,05 g), monooleato de
sorbitano (0,385 g), triglicerideos de cadeia média (0,8 g) e o polimero — poli(e-caprolactona)
(0,5 g) foram dissolvidos em acetona (134 mL) e esta fase foi mantida sob agitacdo magnética
durante 60 minutos, a temperatura de 40 °C. Apos, a fase orgénica foi injetada em uma fase
aquosa contendo polissorbato 80 (0,385 g) e agua purificada (267 mL), onde foi mantida por
agitacdo magnética durante 10 minutos. Em seguida, a formulacdo foi concentrada em
evaporador rotatério (40 °C) para eliminacdo do solvente organico e obtencdo do volume final
de 50 mL (1,0 mg/mL de tioconazol). Para fins comparativos, nanoemulses contendo o
farmaco (NE-TIO) foram, também, preparadas pelo método de emulsificagdo espontanea
(BOUCHEMAL et al., 2004), omitindo-se o polimero. Da mesma forma, formulacGes sem
farmaco (NCp-B) e (NE-B) foram, também, preparadas e avaliadas. Todas as formulacdes
foram acondicionadas em frasco de vidro ambar e armazenadas a temperatura ambiente para

posterior caracterizagéo.

2.3 Caracterizacao fisico-quimica das suspensdes de nanocapsulas e nanoemulsdes

O diametro médio das particulas e o indice de polidispersdo (PDI) das formulacGes
foram determinados (n = 3) por espectroscopia de correlacdo de fétons (Zetasizer Nano ZS,
Malvern Instruments, UK), a 25 £ 2 °C. Para tal, uma aliquota das amostras foi diluida em
agua purificada na proporc¢do 1:500 (v/v). A determinacdo do pH foi realizada diretamente nas
formulaces, utilizando-se potenciémetro previamente calibrado (Seven Easy, Mettler Toledo,
Sdo Paulo, Brasil) com solugdes tampéo pH 4,0 e 7,0.

A determinacgdo do teor de tioconazol (n = 3) foi realizada por cromatografia liquida
(CL), de acordo com metodologia previamente validada por este grupo de pesquisa
(COLACRO XI1V, 2012). Para a extracdo do farmaco, uma aliquota das amostras foi diluida
em metanol, submetida ao ultrassom por 40 minutos e, apds, filtrada em filtro quantitativo.

Apbs este procedimento, as amostras foram filtradas em membrana de celulose regenerada de
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0,45 um e injetadas no cromatografo (Shimadzu LC-10A, equipado com bomba modelo
LC-10AD, detector SPD-10A e sistema controlador SCL-10A — Kyoto, Japdo). As condic¢des
utilizadas para analise compreenderam: coluna Cig Gemini® (150 mm x 4,60 mm, 5 pm) e
pré-coluna Cig Phenomenex Security Guard; fase movel composta de metanol:agua
(80:20, v/v) com ajuste de pH da &gua para 11,0 com hidréxido de aménia; fluxo de
1,0 mL/min.; volume de injecdo de 20 pL e detecgdo em 219 nm.

A eficiéncia de encapsulamento (%) foi realizada pelo método de
ultrafiltragdo/centrifugacdo utilizando como dispositivo o Amicon® 10.000 MW (Millipore), a
2200 xG, durante 10 minutos. A eficiéncia de encapsulamento foi calculada pela diferenca
entre a concentragdo total de farmaco e a concentracdo encontrada no ultrafiltrado

(concentracéo livre). A concentracdo de tioconazol livre foi determinada por CL.

2.4 Preparacao e caracterizacdo de produtos secos a partir de nanocapsulas poliméricas

e nanoemulsdes

2.4.1 Secagem por aspersdo (spray-drying)

As suspensfes de nanocapsulas contendo tioconazol (NCp-TIO) foram submetidas a
secagem em spray-dryer (MSD 1.0, Labmaq, Sao Paulo, Brasil), empregando a lactose
(10 %, m/v) como adjuvante de secagem (TEWA-TAGNE; BRIACON; FESSI, 2007), a qual
foi adicionada as suspensdes e a mistura mantida sob agitacdo magnética durante 20 minutos,
a temperatura ambiente. Os p6s foram preparados em triplicata (NCp-T10-S) de acordo com
as seguintes condi¢des operacionais: temperatura de entrada do ar de 120 + 5 °C, fluxo de
alimentacdo de 0,22 L/h e diametro do bico do atomizador de 0,7 mm. Adicionalmente,
produtos secos obtidos a partir de nanoemulsfes contendo tioconazol (NE-TIO-S) foram
preparados a fim de avaliar a influéncia da parede polimérica frente as caracteristicas fisico-
quimicas do sistema. Para comparacdo, formulacGes sem farmaco (NCp-B-S) e (NE-B-S) e

uma dispersdo de lactose em agua (10 %, m/v) (L-S) foram, também, preparadas e avaliadas.
2.4.2 Desidratacdo por liofilizagédo
Neste processo, a lactose foi, também, empregada como adjuvante de crioprotecao

(10 %, m/v) e a preparacdo das amostras foi realizada conforme descrito no item 2.4.1. Em

seguida, as amostras foram submetidas ao congelamento, em freezer, por 24 horas, a
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temperatura de -35 + 5 °C. Apo6s, foram submetidas a desidratagdo em liofilizador
(LIOTOP L 101, Liobras, Séo Paulo, Brasil) para obtencéo dos produtos secos (NCp-T10-L),
de acordo com as seguintes condicdes: temperatura inicial do processo de -45 + 5 °C, pressédo
do vacuo menor do que 500 pHg e tempo de permanéncia no aparelho de 48 horas. Da mesma
forma, produtos secos obtidos a partir de nanoemulsdes contendo tioconazol (NE-TIO-L)
foram preparados para fins comparativos. Formulagdes sem farmaco (NCp-B-L) e (NE-B-L) e
uma dispersdo de lactose em agua (10 %, m/v) (L-L) foram, também, preparadas e avaliadas.
Em ambos os processos, 0s produtos secos foram preparados em triplicata,
acondicionados em frascos de vidro dmbar e armazenados em dessecador para posterior

caracterizagé&o.
2.4.3 Rendimento ponderal
O rendimento do processo de secagem (%) foi calculado pela razdo entre o peso do pé

obtido experimentalmente e a soma dos pesos de todas as matérias-primas empregadas em

cada formulacéo (descontando o conteido de agua), conforme a equacéo 1:

Peso do po obtido experimentalmente
1) R%= - : x 100
Peso total das materias-primas

2.4.4 Determinacdo do teor de farmaco

Para a determinacdo do teor de tioconazol nos produtos secos, as amostras foram
pesadas e dispersas em metanol, mantidas sob agitacdo magnética durante 15 minutos e
filtradas em filtro quantitativo. Uma aliquota dessa dispersdo foi retirada e diluida novamente
em metanol para se obter uma concentracdo final de 20 pg/mL de tioconazol. Apds este
procedimento, as amostras foram filtradas em membrana de celulose regenerada de 0,45 um e
injetadas no cromatografo, sob as mesmas condicBes de andlise descritas no item 2.3. Para
avaliar a pureza do pico do tioconazol, as amostras foram analisadas em um cromatdgrafo
Shimadzu LC-20A (Kyoto, Japdo), equipado com uma bomba modelo LC-20AT, com
detector de arranjo de diodos (SPD-M20A PDA) e sistema controlador CBM-20A.
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2.4.4.1 Validagdo do método analitico

O método para a quantificacdo do tioconazol nos produtos secos obtidos a partir de
suspensdo de nanocapsulas e nanoemulsdes foi previamente validado seguindo os parametros
de: especificidade, linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo e exatidao
(ANVISA, 2003; ICH, 2005).

A especificidade foi determinada pela analise dos produtos secos obtidos a partir das
nanocapsulas sem farmaco (NCp-B-S) pulverizadas em spray-dryer. As amostras foram
diluidas da mesma forma que as amostras contendo o fArmaco. A curva analitica foi preparada
(n = 3) a partir de uma solucdo de 1000 pg/mL de tioconazol, a fim de obter as concentragdes
de 5, 10, 20, 30, 40 e 50 pg/mL. A linearidade foi avaliada pelo estudo de regressao linear,
mediante o método dos minimos quadrados e analisada por Analise de Variancia (ANOVA).
A partir da curva analitica se pode obter os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ)
que foram calculados de acordo com as equagdes 2 e 3 (ICH, 2005).

) LD=33xDP/S
(3) LQ=10xDP/S

Onde, S é a inclinacdo da curva analitica e DP € o desvio padrao da resposta.

A precisdo do método foi determinada pela repetibilidade (precisdo intradia) e pela
precisdo intermediaria (entre dias), calculando-se o desvio padrdo relativo (DPR). Seis
amostras independentes no mesmo dia foram analisadas, na mesma concentracdo de
tioconazol (20 pg/mL) (repetibilidade), e trés amostras independentes em trés dias diferentes
sob as mesmas condi¢des experimentais (precisdo intermediaria). A exatiddo foi determinada
pelo teste de recuperacdo (n = 3), no qual o percentual de recuperacdo foi calculado pela
diferenca entre as areas das concentracdes obtidas com acréscimo ou nao de solucdo padrdo
(AOAC, 2000). O tioconazol foi extraido dos produtos secos na concentracdo de 10 pg/mL.
A estas solugbes foram adicionadas quantidades de solucdo padrdo a fim de se obter
concentragdes finais de 16, 20 e 24 pg/mL, que correspondem, respectivamente, a 80, 100 e
120 % da concentracdo utilizada da analise (20 pg/mL). Os produtos secos obtidos de
nanocapsulas pulverizados em spray-dryer foram utilizados para a determinacdo da preciséao e

da exatiddo do método analitico.
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2.4.5 Avaliacdo da distribuicdo de tamanho de particulas

O perfil de desaglomeracdo das particulas secas foi avaliado em funcdo do tempo,
ap6s a sua dispersdo em &gua, por difracdo a laser (Mastersizer® 2000, Malvern, UK). As
aliquotas foram analisadas em intervalos de 0, 5, 15, 30 e 60 minutos. Estas analises foram
realizadas na Faculdade de Farméacia da UFRGS.

2.4.6 Determinacdo do diametro médio das particulas apos redispersdo dos pds em agua

O didmetro médio das particulas foi medido por espectroscopia de correlagdo de
fotons (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments), a 25 £ 2 °C. Os produtos secos foram
pesados e redispersos em agua ultrapura (n = 3) a fim de se obter uma concentracédo final de
1,0 mg/mL de tioconazol, de acordo com a suspensao original. Cada amostra foi submetida a
agitacdo magnetica por 5 minutos e, apds, uma aliquota foi retirada e diluida em agua
purificada na proporcdo 1:500 (v/v), seguida de filtracdo em membrana hidrofilica (0,45 um).
Também foi calculado o indice de ressuspensdo das particulas, o qual representa a
recuperacdo do tamanho médio de particulas em relagdo as formulacbes de origem. E
calculado através da relacdo entre o tamanho médio das particulas dos p6s apds a redispersao
em &gua (tamanho final) e o tamanho médio das suspensdes (tamanho inicial), conforme a
equacéo 4.

4) Indice de ressuspenséo = Sf/ Si

Onde, Sf é o diametro médio das particulas dos produtos secos apos redispersdo em agua e Si

é o diametro médio das particulas das formula¢es originais.
2.4.7 Determinacdo do teor de umidade residual
O contetido de agua dos produtos secos (%) foi determinado pelo método de Karl

Fischer (Karl Fischer Metronm 787 e agitador Ti Stand 703, S&o Paulo, Brasil),
empregando-se quantidades de 40 a 50 mg dos pos (n = 3) para a titulacéo (F. Bras. V, 2010).
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2.4.8 Andlise morfoldgica

Os produtos secos obtidos a partir de nanocapsulas (NCp-TIO-S e NCp-TIO-L) e
nanoemulsdes (NE-TIO-S e NE-TIO-L), assim como a lactose submetida aos processos de
secagem (L-S) e (L-L) foram analisadas quanto a forma e a superficie por microscopia
eletronica de varredura (Jeol Scanning Microscope, JSSM-5800, Téquio, Japdo), em diferentes
aumentos, apds a metalizacdo das amostras com ouro. Esta analise foi realizada junto ao

Centro de Microscopia Eletrénica da UFRGS.

2.5 Estudo de estabilidade

Para o estudo, as suspensdes de nanocapsulas e nanoemulsGes, assim como 0S
produtos secos obtidos de tais formulacdes foram avaliados apds a preparagdo (tempo zero) e
30 dias de armazenamento a temperatura ambiente. Foram monitorados 0s seguintes
parametros: teor, diametro médio de particulas e o indice de polidisperséo (este determinado

somente para as nanocapsulas e nanoemulsdes).

2.6 Avaliacdo da atividade antifangica in vitro

A avaliacdo da atividade antifungica foi realizada pelo método microbiolégico de
difusdo em agar com pocinhos (F. Bras. V, 2010), no qual se mede o halo de inibi¢cdo do
crescimento do microrganismo formado pela acdo do farmaco sobre o mesmo. Neste ensaio, 0
microrganismo empregado foi a levedura de Candida albicans ATCC 10231, mantida em
agar Sabouraud-dextrose 4 % (SAD), por 48 horas, a temperatura de 25 + 2 °C (tubo
inclinado). O ind6culo utilizado foi a 1 % (v/v), apés o preparo da suspensdo do
microrganismo em solucdo salina estéril, a uma concentracdo de 25 + 2 % de transmitancia,
lida em espectrofotdbmetro (Pro-Analise, modelo UV-1800 PC, Porto Alegre, Brasil), a
580 nm (contendo, aproximadamente, 7,0 x 10* UFC/mL).

Uma aliquota das amostras (suspensdo de nanocapsulas e nanoemulsdo contendo
tioconazol; produtos secos contendo tioconazol associado a suspensdo de nanocapsulas e
nanoemulsdes e solugdo padrdo de tioconazol) foi diluida em agua purificada para se obter
uma concentracdo final de 2,0 pg/mL de tioconazol. Os produtos secos foram previamente

pesados e redispersos em agua purificada. As amostras sem farmaco (suspensdo de
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nanocapsulas e nanoemulsdes brancas e produtos secos obtidos a partir destas) foram,
também, avaliadas e diluidas na mesma proporcao que as amostras contendo tioconazol.

Para cada amostra, utilizaram-se grupos de seis placas de Petri, as quais continham
20 mL de meio SAD como camada base e 5 mL de in6culo. Aliquotas de 100 uL de cada
amostra foram colocadas, individualmente, em cada orificio (9,5 mm de didmetro). As placas
foram incubadas em estufa, a temperatura de 35 £ 5 °C, por 24 horas, e apés este periodo, 0
didmetro dos halos de inibicdo foi determinado (mm) com o auxilio de paquimetro digital
(Paquimetro Eletronico Digital Starrett, 727).

2.7 Avaliacao do perfil de liberacgdo in vitro do farmaco a partir dos produtos secos

A avaliacdo da liberacdo in vitro do farmaco a partir dos produtos secos (n = 3) foi
estudada pela técnica de difusdo em sacos de didlise (MWCO = 12,000 a 14,000 Da,
Sigma-Aldrich Corporation, MO, USA), de acordo com a condi¢do sink, utilizando como
meio de liberagdo agua: etanol (70:30, v/v). Para o ensaio, os produtos secos foram
previamente pesados e redispersos em 5 mL de agua purificada, a fim de obter uma
concentracdo inicial de 1,0 mg/mL de tioconazol. Para comparacdo, uma solugdo etandlica
contendo o farmaco ndo associado aos nanocarredores (1,0 mg/mL) foi avaliada. Os sacos de
diélise contendo 1,0 mL das amostras em estudo foram colocados em béqueres contendo
200 mL de meio de liberagdo, mantidos sob agitacdo magnética, a temperatura de 35 °C.
Aliquotas de 1,0 mL de meio foram coletadas em intervalos de tempo pré-estabelecidos,
repondo-se 0 mesmo volume de meio fresco, e filtradas em membrana de 0,45 pum. A
concentracdo de tioconazol liberada em cada tempo foi determinada por CL sob as mesmas
condigdes de andlise descritas no item 2.3. No entanto, devido as baixas concentracfes de
liberacdo do farmaco detectadas nos tempos iniciais, uma nova validacdo do método foi
realizada (ANVISA, 2003; ICH, 2005).
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Os perfis de liberagdo in vitro do farmaco, a partir das formulacées, foram analisados
mediante modelagem matemética (MicroMath Scientist® for Windows™), empregando os
seguintes modelos dependentes: ordem zero (Eg. 5) (COSTA; LOBO, 2001),
monoexponencial (Eqg. 6), biexponencial (Eq. 7) (CRUZ et al., 2006) e Lei das Poténcias
(Eq. 8) (PEPPAS, 1985).

(5) C=Co+kt

(6) C=Coe™
(7) C=ae™+pe*
8) fo=at"

Onde, Coy, a € b sdo as concentracOes iniciais do farmaco; k, k1 e k2 sdo as constantes de
velocidade de liberacdo do farmaco. Na equacéo 8, f; € a fracdo de farmaco liberada no tempo
t (horas); a é constante que incorpora caracteristicas estruturais e geométricas do sistema de
liberacdo; n é o expoente que indica 0 mecanismo de liberacdo do farmaco. Para sistemas
esféricos, o0 expoente n pode assumir valores de 0,43 (difusdo Fickiana); entre 0,43 e 0,85

(transporte andmalo); 0,85 ou maior que 0,85 (transporte Caso I1).

O melhor modelo foi selecionado baseado no melhor coeficiente de correlagéo (r),

maior critério de selecdo do modelo (MSC) e melhor ajuste gréfico.
2.8 Anélise estatistica

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

3.1 Caracterizacao fisico-quimica das suspensdes de nanocapsulas e nanoemulsdes

As amostras, apos preparacdo, apresentaram-se homogéneas, com aspecto branco

leitoso e reflexo azulado (efeito Tyndall). Esta caracteristica € devido ao tamanho
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nanométrico e ao movimento Browniano destas particulas em  suspensdo
(SCHAFFAZICK et al., 2003a; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

Os resultados obtidos na caracterizagdo fisico-quimica das formulacbes de
nanocapsulas poliméricas e nanoemulsdes contendo tioconazol estdo apresentados na
tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizacdo fisico-quimica das suspensbes de nanocépsulas poliméricas
(NCp-TIO) e nanoemulsbes (NE-TIO) contendo tioconazol (1,0 mg/mL) e suas respectivas

formulacdes sem farmaco (NCp-B e NE-B), (n = 3, média + s)

Formulagdo pH Tamanho médio PDI* Teor (%)
de particula (nm)

NCp-TIO 5,88 +0,03 206 + 03 0,13+0,01 99,55 + 0,85

NCp-B 5,44 +0,03 195 + 02 0,09+0,01 -

NE-TIO 6,25+ 0,01 182 + 04 0,11 +0,02 98,69 + 0,47

NE-B 5,82+0,01 171 + 02 0,07 +0,01 -

*PDI: indice de polidispersdo

Através dos resultados, verificou-se que as nanocapsulas apresentaram tamanho de
particula na faixa nanométrica (em torno de 200 nm) e indice de polidispersdo inferior a 0,20,
indicando uma adequada uniformidade de tamanho do sistema. Estes resultados corroboram
com outros encontrados na literatura para 0 mesmo tipo de nanocarreador
(OURIQUE et al.,, 2008, MARCHIORI et al., 2010). Diferencas significativas foram
observadas em relacdo as nanocapsulas sem farmaco (p < 0,05), demonstrando que a presenca
do farmaco pode ter influenciado o tamanho médio de particulas das formulacfes. Em relacao
ao pH, as nanocépsulas contendo tioconazol apresentaram pH &cido (5,88) devido as
caracteristicas dos componentes presentes nas formulacdes. Diferencas significativas foram,
novamente, observadas em relacdo as nanocapsulas sem farmaco (p < 0,05).

Nanoemulsdes foram, também, preparadas a fim de verificar diferencas entre as
nanoestruturas, principalmente quanto a presenca da parede polimeérica. As nanoemulsdes
apresentaram tamanho de particula na faixa nanométrica (182 nm), porém inferior as
nanocapsulas, e indice de polidispersdo abaixo de 0,20. No que se refere ao pH, as
nanoemulsdes contendo tioconazol apresentaram pH levemente acido (6,25), diferindo-se,
significativamente, das nanocapsulas. Esta diferenca pode ser atribuida a presenca do
polimero nas nanocapsulas, uma vez que a PCL possui grupos acido carboxilicos terminais

presentes na sua estrutura, que podem acarretar em valores de pH mais baixos. Além disso,



52

em comparagdo com as nanoemulsGes sem o farmaco, diferengas significativas foram
observadas (p < 0,05).

O teor de tioconazol nas formulacGes (NCp-TIO e NE-TIO) foi entre 98 — 100 % e
préximo ao valor tedrico (1,0 mg/mL), e a eficiéncia de encapsulamento do farmaco

associado aos nanocarreadores foi de, aproximadamente, 100 %.

3.2 Caracterizacdo fisico-quimica dos produtos secos a partir de nanocépsulas

poliméricas e nanoemulsdes

Ap6s o desenvolvimento das suspensdes de nanocéapsulas e nanoemulses contendo
tioconazol (NCp-TIO e NE-TIO), estas foram submetidas a secagem por aspersao ou
liofilizacdo utilizando a lactose (10 %, m/v) como adjuvante. A lactose por ser um excipiente
solivel em agua tem uma maior capacidade de redispersdo aquosa, 0 que € essencial para que
seja alcancada a permanéncia das caracteristicas iniciais das formulacdes originais, além de
apresentar uma alta temperatura de transicdo vitrea (TEWA-TAGNE; BRIACON;
FESSI, 2007; KHO et al., 2010) de aproximadamente 104 °C (ISLAM; LANGRISH, 2010).
Além disso, pode ser utilizada como crioprotetor frente a liofilizacdo
(WESSMAN; EDWARDS; MAHLIN, 2010), pois os sacarideos possuem a capacidade de
promover um espacamento entre as particulas podendo impedir a agregacdo destas
(VAN WINDEN; TALSMA; CROMMELIN, 1998).

Apbs a obtencdo dos produtos secos, estes apresentaram colora¢do branca,
caracteristico das formulacdes liquidas de origem e da lactose, e auséncia de odor.
Na tabela 2 estdo apresentadas as caracteristicas fisico-quimicas dos p6s obtidos pelos dois

métodos de secagem: spray-drying e liofilizacdo.
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Tabela 2 - Caracterizacdo fisico-quimica dos produtos secos obtidos a partir de nanocéapsulas
(NCp-TIO-S) e nanoemulsdes (NE-TIO-S) contendo tioconazol por spray-drying e por
liofilizacdo (NCp-TIO-L e NE-TIO-L) e suas respectivas formulagdes sem farmaco (NCp-B-S,
NE-B-S, NCp-B-L e NE-B-L) (n = 3, média % s)

Formulacéo Rendimento (%) Teor (%)
NCp-TIO-S 58 £ 02 99,80 £ 0,97
NCp-B-S 64 + 02 -
NE-TIO-S 67 £ 01 100,02 £ 0,37
NE-B-S 64 £ 03 -
NCp-TIO-L 95+ 01 100,06 + 1,81
NCp-B-L 98 £ 01 -
NE-TIO-L 99+ 01 101,95 +0,28
NE-B-L 98 £ 01 -

Quanto ao rendimento do processo de secagem, os resultados obtidos pela secagem
por aspersdo (spray-drying) foram de 60 — 70 %. De acordo com a literatura, estes valores sdo
semelhantes aos encontrados por Tewa-Tagne e colaboradores (2007). Cabe ressaltar que o
rendimento percentual obtido na secagem das nanocapsulas contendo tioconazol foi superior
aos valores encontrados em outros trabalhos, os quais, também, empregaram a lactose como
adjuvante se secagem, na mesma proporcdio (HOFFMEISTER et al. 2012;
MARCHIORI et al., 2012). Empregando a liofilizagdo, os rendimentos percentuais obtidos
foram de 95 — 100 %, superiores aos obtidos na secagem por spray-drying, o que é esperado
neste processo.

Para a determinacdo do teor de farmaco nos produtos secos o método analitico foi
validado. Quanto as condi¢fes cromatograficas escolhidas, estas foram de acordo com
referéncia da literatura (USP 35, 2012) sofrendo algumas adaptacdes. O método se mostrou
especifico, pois ndo houve interferéncia dos excipientes na quantificagdo do farmaco
(Apéndice A). Este resultado foi confirmado pela andlise da pureza do pico especifico (indice
de pureza do pico = 1,000). O método analitico foi linear na faixa de concentracdo de
5 a 50 pg/mL (y = 52105x — 386,7; r* = 0,9999). Através da analise estatistica, verificou-se
regressao significativa (Fcaculado = 64256,05 > Frapelado = 4,75) € auséncia de desvio de
linearidade (Fcaiculado = 1,74 < Frapelado = 3,26). Os limites de deteccdo e de quantificacdo

foram, respectivamente, 0,18 pg/mL e 0,61 pg/mL. O metodo foi preciso
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(DPR = 1,31 % e 1,24 % para repetibilidade e precisdo intermediaria, respectivamente) e
exato (recuperacdo = 99,98 + 1,33 %) de acordo com as condigdes analiticas empregadas, no
tempo de retencdo do farmaco de 7,2 minutos.

O teor de tioconazol nos produtos secos (Tabela 2), ap6s a preparacdo, foi entre
98 — 102 % e proximo ao valor tedrico (7,02 mg/g e 7,55 mg/g para os pos obtidos a partir das
nanocapsulas e nanoemuls@es, respectivamente). Desta forma, é possivel afirmar que nédo
houve degradacdo ou perda seletiva do farmaco durante o processo de desidratacdo das
formulagoes.

Os produtos secos foram avaliados por difracdo a laser apds a sua dispersdo em agua
purificada, a fim de verificar a presenca de particulas de tamanhos nanométrico ou
micrométricos e acompanhar o perfil de desaglomeracdo. O perfil de distribuicdo das
particulas foi comparado com as nanocépsulas e nanoemulsdes originais. Os resultados
obtidos se encontram representados na figura 1. Antes dos sistemas sofrerem o processo de
desidratacédo, as nanocapsulas (NCp-T10O) apresentaram pico unimodal na faixa nanométrica e
as nanoemulsdes (NE-TI0), além do pico nanométrico, verificou-se a presenca de populacdes
micrométricas. Apo6s a redispersdo, NCp-TIO-S apresentou dois picos, um deles
correspondendo a uma populacdo micrométrica elevada e outro apresentando uma populacao
de particulas intermediarias, com a presenca de uma populacdo na faixa nanométrica. Apés 60
minutos de analise, a intensidade do pico da populagdo nanométrica diminuiu, mas a
guantidade de nanoparticulas com tamanhos menores aumentou (Figura 1A). Apds
redispersdo, NE-TIO-S apresentou um perfil semelhante a formulacdo liquida original
(Figura 1B). Para os produtos secos obtidos por liofilizagdo, ap6s ser submetida a redispersao,
NCp-TIO-L apresentou dois picos populacionais, um pequeno com populacdo micrométrica e
outro maior com populacdes intermediarias; ap6s 60 minutos, a populacdo micrométrica
acima de 5,0 um diminuiu (Figura 1C). Ainda, ap06s a redispersdao, NE-TIO-L apresentou
picos semelhantes aos da NCp-TIO-L, um com uma quantidade muito pequena de populacéo
micrometrica acima de 5,0 um, e outro com uma populacao de particulas intermediarias micro
e nanomeétricas; ap6s 60 minutos, houve auséncia do menor pico e 0 outro permaneceu
semelhante (Figura 1D). Através destes resultados verifica-se que existe, em todas as
formulacGes avaliadas, a presenca de populagBes nanomeétricas, umas com maior intensidade
que as outras, dependendo do tipo de secagem e do sistema nanoestruturado de origem. Estes
resultados confirmam a eficiéncia da redispersdo de tais sistemas atingindo tamanho
nanométrico, podendo recuperar, parcialmente ou totalmente, o tamanho dos sistemas

nanoestruturados originais.
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Figura 1- Distribuicdo de tamanho de particulas das suspensGes de nanocapsulas e
nanoemulsdes contendo tioconazol (NCp-TIO e NE-TIO, respectivamente) e as analises por
via-Umida nos tempos de 0 e 60 minutos para NCp-TIO-S (A), NE-TIO-S (B), NCp-TIO-L (C)
e NE-TIO-L (D).

Com o objetivo de verificar a recuperacdo de tamanho nanométrico das formulagGes

originais, a andlise por espectroscopia de correlacdo de fotons foi realizada e os indices de
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ressuspensdo (Sf/Si) calculados, sendo que quanto mais proximos de 1, maior é a recuperacdo
das formulagbes originais (Figura 2). Para tal, os produtos secos foram redispersos em agua
purificada e mantidos sob agitacdo magnética por 5 minutos para posterior analise. Cabe
salientar que esta condicao foi estabelecida a partir de estudos prévios utilizando diferentes
tempos de agitagdo (5, 15, 30 e 60 minutos), ndo havendo diferenga quanto ao tamanho de

particula em relacdo ao tempo de agitacao.
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Figura 2 - Didmetro médio das particulas de suspensdes de nanocapsulas contendo tioconazol
(NCp-TIO) e o0s respectivos produtos secos apds redispersao em agua (NCp-TIO-S e
NCp-TIO-L); nanoemulsdes contendo tioconazol (NE-TIO) e os respectivos produtos secos
(NE-TIO-S e NE-TIO-L). Sf/Si= indices de ressuspensdo dos produtos secos relativos a
formulacdo de origem; * Diferenca significativa em relacdo a suspenséo original.

Apbs a redispersdao dos produtos secos obtidos a partir de nanocapsulas contendo
tioconazol pelo método de spray-drying (NCp-T10-S), o tamanho médio de particulas foi de
147 + 09 nm e o Sf/Si = 0,7. Esta pequena variacdo no indice de ressuspensdo também foi
observada por KHO e colaboradores (2010), os quais empregaram a secagem por asperséo de
nanoparticulas de PCL utilizando lactose-leucina como adjuvante de secagem; no entanto, o
melhor indice de ressuspensdo encontrado foi de 1,5. Esta diferenca de valores no indice de
ressuspensdo os autores atribuem ao ponto de fusdo da PCL que € cerca de 60 °C. Desta
forma, a temperatura elevada durante o processo de secagem no spray-dryer pode gerar fuséo
parcial ou total da parede polimérica, sofrendo um novo rearranjo molecular em sua estrutura.
Esta acdo pode ser moderada pelo baixo tempo de permanéncia das particulas no
equipamento. Diferencas estatisticas ndo foram observadas em relacdo as formulagbes sem
farmaco (NCp-B-S) que apresentaram particulas de tamanho meédio de 141 + 07 nm e

Sf/Si = 0,7 % 0,04 (p > 0,05).
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Na secagem de nanoemulsdes contendo tioconazol pelo método de spray-drying
(NE-TI0-S), o tamanho médio das particulas ap6s a redispersao dos p6s foi de 183 = 07 nm e
0 indice de ressuspensdo igual a 1,0. Este resultado demonstrou total recuperacdo do tamanho
médio de particulas do produto seco em relacdo a sua formulacdo de origem, ou seja,
preservou a integridade das nanoemulsdes originais. Estudos corroboram com os valores
encontrados para nanoemulsdes contendo tretinoina utilizando o mesmo adjuvante de
secagem, a lactose (Sf/Si = 1,00 (MARCHIORI et al., 2012). Em outro trabalho, Li e
colaboradores (2010) utilizaram diferentes adjuvantes de secagem para obtencao de produtos
secos a partir de nanoemulsdes lipidicas e seus resultados foram satisfatérios (valor de
Sf/Si = 1,2 utilizando goma arabica como adjuvante de secagem), concluindo que o processo
de secagem foi capaz de preservar a integridade dos sistemas nanoestruturados. Diferencas
estatisticas em relacdo a formulacdo sem farmaco (NE-B-S) foram observadas, nos quais
apresentaram tamanho apds redispersdo dos pos de 152 + 08 nm e indice de ressuspensdo de
0,9 £0,05 (p<0,05).

Apds a redispersdo dos produtos secos a partir de nanocapsulas contendo tioconazol,
pelo método de liofilizacdo (NCp-TIO-L), 0 didmetro médio de particulas foi de 178 £ 09 nm
e Sf/Si = 0,9. Resultados semelhantes foram reportados na literatura em relagcéo aos valores de
indice de ressuspensdo. Abdelwahed e colaboradores (2006c) estudaram a utilizacdo de
excipientes amorfos na estabilizacdo de nanocapsulas de PCL submetidas a liofilizag&o.
Foram utilizados a sacarose, glicose, polivinilpirrolidona e hidroxipropil-B-ciclodextrina
como excipientes a 5 % (m/v), no qual todos os produtos secos apés redispersdo obtiveram
resultados satisfatorios (Sf/Si = 0,9 — 1,0), confirmando a importancia do estado amorfo do
crioprotetor para assegurar uma boa acdo protetora para as nanocapsulas durante o seu
processo congelamento. Nakagawa e colaboradores (2011) avaliaram diferentes temperaturas
de congelamento na obtencdo de produtos secos a partir de nanocapsulas de PCL utilizando
uma solucao de gelatina como estabilizante (Sf/Si > 1,2); os valores mais elevados do que 1,2
(maioria) foram atribuidos ao processo de congelamento, pois o estresse fisico causado pelo
crescimento de cristais de gelo influenciou nas caracteristicas de dispersdo dos materiais
liofilizados. Diferencas estatisticas ndo foram observadas em relacdo a formulacdo sem
farmaco (NCp-B-L) que apresentou tamanho médio de particulas de 203 = 17 nm e
Sf/Si = 1,0 £ 0,10 (p > 0,05). Em relacdo aos produtos secos preparados a partir de
nanoemulsdes contendo tioconazol pelo metodo de liofilizagdo (NE-TIO-L), os pds, apos
redispersdo, apresentaram tamanho médio de 198 + 12 nm e Sf/Si = 1,1. Estes resultados

corroboram com os encontrados por Burapapadh e colaboradores (2012) na obtencdo de
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produtos secos a partir de nanoemulsdes lipidicas de itraconazol (valores de indice de
ressuspensdo em agua e fluido gastrico simulado sem pepsina de 1,1 e 1,0, respectivamente).
Né&o foram observadas diferencas estatisticas em relacdo a formulacdo sem farmaco (NE-B-L)
que apresentou tamanho médio de particulas de 219 = 44 nm e Sf/Si 1,3 £ 0,24 (p > 0,05).

Para comparagdo, avaliou-se, também, o tamanho médio de particulas por
espectroscopia de correlacdo de fotons da lactose submetida aos processos de desidratacéo e
posterior redispersdo em agua, a fim de verificar se o adjuvante de secagem poderia
influenciar no tamanho de particula dos sistemas nanoestruturados apds desidratacdo. A
lactose obtida por spray-drying (L-S) e por liofilizacdo (L-L) apresentou valores de
227 + 13 nm e 287 £ 10 nm, respectivamente, demonstrando que a presenca das
nanoestruturas ndo causou aumento de tamanho médio de particulas, sendo que o sistema
nanocapsula/lactose ou nanoemulsdo/lactose retomou praticamente o tamanho original.

Na figura 3 esta representado o perfil de distribuicdo do tamanho médio das particulas
das formulacdes liquidas originais em relagdo aos seus respectivos produtos secos redispersos
em agua obtidos pelos processos de desidratacdo (spray-drying e liofilizacdo), demonstrando
gue a sobreposicdo dos picos relacionados ao didmetro médio de particulas, por
espectroscopia de correlacdo de fdtons, foi capaz de manter total ou parcialmente a

integridade das particulas de origem.
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Figura 3 - Distribuicdo do tamanho médio das particulas por espectroscopia de correlacdo de
fotons das suspensbes de nanocapsulas e nanoemulsfes contendo tioconazol (NCp-TIO e
NE-TIO) e as respectivas redispersdes dos produtos secos em agua da NCp-TIO-S (A),
NE-TIO-S (B), NCp-TIO-L (C) e NE-TIO-L (D).
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A andlise morfoldgica dos produtos secos e do adjuvante de secagem foi realizada por
microscopia eletronica de varredura (MEV) e as imagens estdo apresentadas na figura 4.
Quanto a secagem por spray-drying, os produtos secos obtidos a partir de nanocapsulas
contendo tioconazol (NCp-TIO-S) apresentaram particulas arredondadas, de superficie lisa
(Figura 4A); os produtos secos obtidos a partir de nanoemulsdes contendo tioconazol
(NE-TIO-S) apresentaram morfologia semelhante @ NCp-TIO-S (Figura 4B), os quais a
parede polimérica ndo influenciou na morfologia de tais formulacGes. Os resultados obtidos
para 0s produtos secos preparados a partir de nanocapsulas foram semelhantes aos
encontrados por MARCHIORI e colaboradores (2012) na secagem de nanocépsulas de PCL
contendo tretinoina. Cabe salientar que, em ambas as formulacGes, a presenca das
nanoestruturas ndo pode ser observada, provavelmente, por estas estarem incluidas na matriz
de lactose (TEWA-TAGNE; BRIACON; FESSI, 2007). Na secagem por aspersao é esperada
a obtencdo de particulas esféricas (mais regulares) devido ao processo de formacdo das
goticulas a partir das formulagdes liquidas, que passam a ser atomizadas e com o contato com
o calor formam o pd. O tamanho das particulas geralmente é controlado pela variacdo das
condicdes instrumentais, incluindo o didmetro do bocal, a pressdo de atomizacdo, bem como,
a tenséo superficial (KAWAKAMI et al., 2010).

Pelo método de liofilizacdo, os produtos secos obtidos a partir de nanocapsulas
contendo tioconazol (NCp-TIO-L) apresentaram particulas com bordas mais irregulares e
disformes, com superficie rugosa (Figura 4C). Os produtos secos obtidos a partir de
nanoemulsdes contendo tioconazol (NE-TI1O-L) também apresentaram particulas com bordas
irregulares e disformes, que podem ser visualizadas em um menor aumento (Figura 4D), pelo
qual novamente a presenca da parede polimérica nas nanocapsulas nao influenciou na
morfologia das particulas. Abdelwahed e colaboradores (2006c) desenvolveram produtos
secos a partir de nanocapsulas utilizando também um acucar (sacarose) como crioprotetor e
verificaram a presenca de particulas com porosidade em sua estrutura, indicando,
possivelmente, a ocorréncia de um colapso de pequena escala no produto seco. Este efeito
pode ocorrer quando o produto € aquecido acima da sua temperatura de transigdo vitrea
durante a etapa de sublimagdo da amostra, ocasionando pequenos orificios na por¢do seca da
matriz congelada (OVERCASHIER; PATAPOFF; HSU, 1999). A utilizacdo de adjuvantes
amorfos e a presenca de grandes poros nas particulas dos produtos liofilizados, devido aos
espacos ocupados anteriormente pelo gelo, também podem colaborar com as irregularidades
(ABDELWAHED; DEGOBERT; FESSI, 2006d). Da mesma forma, a presenca das

nanoestruturas ndo foi, também, verificada nos produtos secos obtidos por liofilizag&o.
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Para comparagdo, uma dispersdo de lactose 10 % (m/v) em &gua foi submetida a
secagem por aspersdo (L-S) ou liofilizagdo (L-L), a fim de verificar o comportamento do
adjuvante apds ser submetido ao processo de secagem. A analise microscopica apds
desidratacdo por spray-drying revelou a presenca de algumas particulas arredondadas, porosas
e com ampla distribuicdo de tamanho (Figura 4E). Particulas irregulares foram verificadas na
amostra submetida a liofilizagdo (Figura 4F). Diferengas morfoldgicas entre os produtos secos
obtidos pelos dois métodos de desidratacéo, spray-drying e liofilizacdo, foram observadas, o
qual pode ser também evidenciado pelo comportamento do adjuvante submetido a tais

processos, como o esperado, em funcdo dos distintos mecanismos de desidratacao.
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Figura 4 - Imagens por microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos produtos secos.
NCp-TIO-S (A), NE-TIO-S (B), NCp-TIO-L (C), NE-TIO-L (D), L-S (E), L-L (F). [A, B,C, E
e F (5,000x); D (1,500x)].
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A determinacdo do teor de umidade residual dos produtos secos a partir de
nanocapsulas e nanoemulsdes contendo tioconazol foi determinada por Karl Fischer e os
valores obtidos compreenderam: 2,39 + 0,18 %; 3,06 + 0,06 %; 3,15 + 0,09 % e
4,13 + 0,11 % para NCp-TIO-S, NE-TIO-S, NCp-TIO-L e NE-TIO-L, respectivamente. Os
resultados encontrados foram satisfatorios, uma vez que o teor de umidade na monografia da
lactose monohidratada pelo método do Karl Fischer, especificado pela Farmacopéia
Americana (USP 35, 2012), é entre 4,5 e 5,5 %. Além disso, comparado a mesma técnica de
desidratacdo, os pds preparados a partir das nanoemulsfes apresentaram valores de umidade
residual mais elevada que os po6s obtidos a partir das nanocépsulas (p < 0,05). Cabe salientar
que o aumento da concentracdo de solidos na formulag¢do (com polimero) levou a um produto
com menor teor de umidade, pelo fato de se ter reduzido a quantidade de agua a ser removida
durante o processo de desidratagdo. Em relacdo aos p0s preparados a partir das nanocapsulas,
o0 teor de umidade residual obtido na secagem por aspersdo foi semelhante aos encontrados
por Tewa-Tagne e colaboradores (2007) utilizando a lactose como adjuvante, na mesma
concentracdo. Na literatura, também foram encontrados valores menores no teor de umidade
residual (HOFFMEISTER et al., 2012) e este fato pode ser devido a temperatura de saida do
spray-dryer ter sido mais elevada, pois este é um fator que possui grande impacto sobre o
nivel de umidade do pé e, geralmente, um menor teor de umidade estd associado a altas
temperaturas de saida (GOULA; ADAMAPOQULOS, 2005).

Em relacdo aos pos obtidos por liofilizacdo, um maior teor de umidade foi encontrado
e, da mesma forma, um menor teor de umidade residual foi verificado para 0s pds preparados
a partir das nanocapsulas (p < 0,05), tendo em vista a maior propor¢do de solidos na
formulacdo. Abdelwahed e colaboradores (2006c¢) obtiveram resultados semelhantes na
desidratacdo de nanocapsulas de PCL utilizando a glicose como adjuvante. Os valores mais
altos quanto ao teor de umidade residual encontrados pelo emprego do método de liofilizacédo
provavelmente s@o decorrentes do uso de baixas temperaturas durante o processo e pelo fato

de ndo ter sido realizada uma etapa de secagem secundaria.

3.3 Estudo de estabilidade

As suspensfes de nanocépsulas poliméricas e as nanoemulses contendo tioconazol
(NCp-TIO e NE-TIO) e suas respectivas formulacfes sem farmaco (NCp-B e NE-B) foram
avaliadas 30 dias ap0Os preparacdo em relacdo ao tamanho das particulas, indice de

polidispersdo e teor de farmaco. As formulagdes foram armazenadas ao abrigo da luz e ndo
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apresentaram precipitacdo ou sedimentagédo neste intervalo de tempo. Os resultados obtidos

estdo apresentados na figura 5.
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Figura 5 - Avaliacdo do tamanho de particulas (A), indice de polidispersdo (B) e teor de
farmaco (C) das suspensbes de nanocapsulas (NCp-TIO e NC-B) e nanoemulsdes

(NE-TIO e NE-B) ap0s preparacéo e 30 dias de armazenamento a temperatura ambiente.
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No que se refere ao diametro médio de particulas (Figura 5A) e ao indice de
polidispersdo (Figura 5B) as formulagbes mantiveram suas caracteristicas iniciais, ndo
havendo diferencas estatisticas entre os resultados obtidos ap0os sua preparacdo e 30 dias de
armazenamento (p > 0,05). Em relacdo ao teor de farmaco (Figura 5C), as nanocépsulas e
nanoemulsdes permaneceram estaveis durante 30 dias, ndo havendo diferencas em relagéo ao
tempo inicial (p > 0,05), evidenciando que o tipo de estrutura ndo modificou o
comportamento do farmaco durante este periodo.

A estabilidade dos produtos secos preparados a partir das nanocapsulas e
nanoemulsdes submetidas a secagem por aspersdo (NCp-TIO-S, NE-TIO-S, NCp-B-S e
NE-B-S) e a liofilizacdo (NCp-TIO-L, NE-TIO-L, NCp-B-L e NE-B-L) foi monitorada apds
30 dias da preparacéo, avaliando-se o tamanho de particula apds redispersao em agua e o teor
de farmaco. Os produtos secos foram armazenados em dessecador e ndo apresentaram
mudanga de cor neste intervalo de tempo. Os resultados estdo apresentados na Figura 6.

Em relacdo ao didmetro médio de particulas (Figura 6A) apds o intervalo de 30 dias,
todos os produtos secos apresentaram caracteristicas semelhantes as formulagdes no tempo
inicial. Isto pode ser observado através dos valores encontrados no indice de ressuspensao das
formulacdes. Os resultados obtidos para 0s produtos secos por spray-drying, apés 30 dias,
foram: Sf/Si = 0,6 + 0,04; 0,8 £ 0,01; 1,1 £ 0,03 e 0,9 £ 0,05 para NCp-TIO-S, NCp-B-S,
NE-TIO-S e NE-B-S respectivamente. Para os produtos secos obtidos por liofilizagdo, 0s
valores encontrados compreenderam: Sf/Si = 0,8 + 0,02; 1,0 + 0,06; 1,0 £+ 0,01 e 1,5+ 0,3
para NCp-T10-L, NCp-B-L, NE-TIO-L e NE-B-L, respectivamente. Pode-se verificar que as
formulacBes permaneceram sem alteragdes significativas em relacdo ao indice de
ressuspensdo (p > 0,05) no intervalo de 30 dias. No entanto apenas a NE-TIO-S, diferiu
significativamente em relacéo ao tempo inicial (p < 0,05).

No que se refere ao teor de farmaco (Figura 6B), os produtos secos preparados a partir
das nanocépsulas por spray-drying (NCp-TIO-S) e liofilizagdo (NCp-TIO-L), bem como o
oriundo da nanoemulsdo (NE-TIO-L) possibilitaram manter o teor de farmaco inicial. Porém,
um decaimento de 29 % foi verificado para o p6 preparado a partir da nanoemulsdo e
submetido a secagem por aspersdo (NE-TIO-S), podendo esta perda de farmaco estar
relacionada a instabilidade fisico-quimica deste no sistema. Este resultado pode evidenciar a
importancia da parede polimérica em manter a concentragdo do farmaco no sistema quando as
nanoestruturas foram submetidas a secagem envolvendo altas temperaturas. Estes dados
mostram que a combinagdo tipo de sistema/temperatura do processo de desidratacdo

influenciaram a estabilidade do tioconazol em funcéo do tempo, sendo que a liofilizacéo foi 0
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método de escolha no caso das nanoemulsdes e, para os sistemas vesiculares (nanocépsulas),

os dois métodos conduziram a resultados adequados, semelhantes as suspensdes de origem.
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Figura 6 - Avaliacdo do tamanho de particulas (A) e teor de farmaco (B) dos produtos secos
obtidos a partir de nanocédpsulas (NCp-TIO-S, NCp-B-S, NCp-TIO-L e NCp-B-L) e
nanoemulsdes (NE-TIO-S, NE-B-S, NE-TIO-L, NE-B-L) apds preparacdo e 30 dias de
armazenamento a temperatura ambiente.

3.4 Avaliagéo da atividade antifungica in vitro

A avaliacdo da atividade antiflngica foi realizada pelo método de difusdo em &gar
frente a levedura de Candida albicans ATCC 10231, a fim de se verificar a agdo do farmaco
nos sistemas desenvolvidos, através da medida do halo de inibi¢cdo. Uma solugdo do farmaco

livre (ndo associado aos nanocarreadores — S-T10) foi preparada em metanol (1,0 mg/mL)
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para fins comparativos. Além destas, também foram avaliados os produtos secos para
verificar se os diferentes principios dos métodos de desidratacdo, um a quente (spray-drying)
e outro a frio (liofilizacdo), poderiam causar alteragcdes na organizacdo das nanoestruturas que
pudessem levar a diferencas na atividade do farmaco frente a tal microrganismo. As
formulacdes e a solucdo do farmaco foram diluidas/dispersas em agua a fim de obter uma
concentracéo de 2,0 pg/mL de tioconazol. Os resultados obtidos neste ensaio se encontram na

figura 7.
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Figura 7 - Diametro médio dos halos de inibicdo (mm) determinados na avaliacdo da
atividade antiflngica in vitro das suspensdes de nanocépsulas e nanoemulsdes contendo
tioconazol (NCp-TIO e NE-TIO, respectivamente); dos produtos secos obtidos a partir de
nanocapsulas (NCp-TIO-S e NCp-TIO-L) e nanoemulsées (NE-TIO-S e NE-TIO-L) contendo
tioconazol e solucdo de tioconazol (S-TIO) (n = 6).

A partir dos resultados, halos de inibigdo na faixa de 23 a 26 mm foram obtidos, sendo
que a solucdo de tioconazol (S-TIO) apresentou halo médio de inibigcdo levemente superior as
demais formulagdes (25,79 + 0,32 mm). Esta maior acdo sobre a C. albicans pode estar
relacionada a pronta disponibilidade do farmaco em difundir no meio. No entanto, o farmaco
associado as suspensdes de nanocapsulas (NCp-TIO) e presente nos produtos secos obtidos
por tais sistemas, tanto por spray-drying (NCp-T10-S) quanto por liofilizacdo (NCp-TIO-L),
também apresentaram acdo frente a levedura. No que se refere as nanoemulsdes,
comportamento semelhante foi verificado para a formulagdo liquida (NE-TIO) e os produtos
secos (NE-TIO-L e NE-TIO-L). Cabe salientar que o encapsulamento do farmaco nas
nanoestruturas manteve a sua atividade antifngica e que 0s processos de desidratagdo, em

gue as suspensdes de nanocapsulas e as nanoemulsdes foram submetidas, ndo alteraram a sua
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atividade. A fim de elucidar melhor os resultados e comparar a acdo do farmaco antes e apos
0 processo de desidratacdo, utilizou-se como referéncia a média dos halos de inibicdo das
nanocapsulas (24,15 = 0,10 mm) e nanoemulsdes (24,71 = 0,15 mm), correspondendo a
100 % de atividade (poténcia). A partir destes dados, se verificou que os produtos secos
apresentaram 97,1 = 0,7; 959 = 0,6; 1006 + 0,6 e 101,3 = 0,7 % de poténcia para
NCp-TIO-S, NCp-TIO-L, NE-TIO-S e NE-TIO-L, respectivamente, demonstrando a
manutencdo de sua acao.

Adicionalmente, formulacdes sem farmaco (suspensdo de nanocapsulas, nanoemulsao
e 0s respectivos produtos secos) e a mistura de solventes (metanol e agua) utilizada na
preparacdo da solucdo foram, também, analisadas para conferir se poderia haver interferéncia
dos excipientes no ensaio. Para estas amostras, ndo se verificou acdo frente a levedura.

Attama e colaboradores (2011) avaliaram a atividade antifingica do tioconazol
associado a um carreador lipidico (microemulsdo) frente a C. albicans pelo método de difusdo
em &gar e os resultados demonstraram maior acdo do farmaco nestas formulacdes em relacéo
a uma solucdo de tioconazol em DMSO. Os autores atribuiram estes resultados a melhor
permeabilidade do farmaco na parede da célula fungica, tendo em vista a combinacdo de
excipientes utilizados na formulacdo: diferentes concentracdes de 6leo de soja, tensoativos
(Cremophor® S9) e co-tensoativos (Brij® 35). Verificou-se que a formulagdo constituida por
26, 40 e 34 %, respectivamente, dos componentes citados anteriormente, foi a mais efetiva.
Cabe salientar que a utilizacdo de substancias lipidicas em formulacdes pode aumentar a
atividade microbioldgica de farmacos, por atuarem no rompimento da membrana das células
do microrganismo (BERGSSON et al., 2001).

A atividade antifngica de farmacos associados a nanocarreadores tem sido estudada.
Das e colaboradores (2010) avaliaram a atividade antifingica de nanoparticulas de
Eudragit® RL100 contendo anfotericina-B, para via ocular, frente ao microrganismo
Fusarium solani. As nanoparticulas apresentaram equivalente atividade antiflngica em
comparacdo com uma formulacao controle do farmaco.

Uma dispersdo em agua, uma emulsdo e nanoparticulas de PLGA, todas contendo
itraconazol, foram avaliadas em relacdo a atividade antifingica frente ao Aspergillus flavus. A
agua e a emulsdo apresentaram semelhante atividade antifingica, entretanto, as nanoparticulas
de itraconazol apresentaram maior atividade frente ao microrganismo em comparagdo com as
demais formulagdes, com zonas de inibicdo clara para além do ponto de aplicacdo
(PATEL et al., 2010).
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3.5 Avaliagéo da liberagéo in vitro do tioconazol a partir dos produtos secos

A partir do exposto, o conjunto de resultados possibilitou escolher os produtos secos
preparados a partir de nanocapsulas contendo tioconazol pelo método de secagem por
aspersdo e liofilizacdo para este ensaio comparativo. O estudo da liberagéo in vitro do
tioconazol foi realizado empregando membrana de dialise, a fim de comparar a influéncia do
método de secagem no controle da liberacdo do farmaco. Os perfis de liberacdo in vitro do
tioconazol para as amostras em estudo esta representado na figura 8. Para a quantificacdo do
tioconazol nos diferentes tempos, 0 método analitico foi validado e se mostrou especifico
(meio receptor ndo interferiu no doseamento do farmaco); linear na faixa de concentragdo de
0,1 a 10 pg/mL, a partir da construcéo de trés curvas analiticas (y = 48733x + 1997,1; r? = 1),
apresentando regressao linear significativa (Fcaculado = 88702,47 > Fiapelado = 4,96) € auséncia
de desvio de linearidade (Fcaicutado = 1,09 < Frapelado = 3,71); além de preciso (desvio padrédo

relativo = 1,68 e 1,63 % para repetibilidade e precisdo intermediéaria, respectivamente).
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Figura 8 - Perfil de liberagdo in vitro do tioconazol a partir dos produtos secos (NCp-TIO-S,
NCp-TIO-L), apos redispersdo em agua, e solucdo do farmaco (S-T10).

Os produtos secos obtidos a partir de nanocapsulas contendo tioconazol por
spray-drying (NCp-TI1O-S) apresentaram 53 % de liberacdo do farmaco em 48 horas. Em
relacdo aos pos preparados a partir de nanocapsulas por liofilizagdo (NCp-TI10-L), uma maior

liberacdo do farmaco foi verificada (74 % em 48 horas) (Figura 8). Comparando-se estes
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resultados com uma solugdo do farmaco livre, uma difusdo completa do farmaco foi
alcancada apds 6 horas, demonstrando que a associacdo do tioconazol as nanocépsulas foi
capaz de promover controle da liberagdo do farmaco. Estudos na literatura corroboram com
estes resultados em relacdo a liberacdo de farmacos lipofilicos a partir de suspensdes de
nanocapsulas poliméricas com nucleo oleoso (FONTANA et al., 2009; SANTOS et al., 2013)
e também em produtos secos a partir de nanocdpsulas (HOFFMEISTER et al., 2010).

Os modelos matematicos utilizados para avaliar o perfil de liberacdo do tioconazol nas
formulacGes foram: ordem zero, monoexponencial e biexponencial. De acordo com o maior
coeficiente de correlacdo (r) e mais elevado critério de selecdo do modelo (MSC), para a
solugdo de tioconazol (S-TIO) o melhor ajuste foi o modelo de ordem zero
(k1 = 17,3883 * 0,2206/h, r: 0,9821 + 0,0013 e MSC: 2,9318 + 0,0706), demonstrando uma
difusdo do farmaco com uma velocidade constante (independente da concentracdo)
(COSTA; LOBO, 2001; SIEPMANN, SIEPMANN, 2008). Por outro lado, para todos os
produtos secos contendo tioconazol, o melhor ajuste do modelo matematico foi biexponencial
(Tabela 3) que, neste caso, representa uma liberacdo mais acentuada na fase inicial
(efeito burst), seguida por uma constante de velocidade de liberacdo com fase sustentada
(SIEPMANN, SIEPMANN, 2008).
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Tabela 3 - Pardmetros de liberagdo calculados a partir da modelagem matematica para 0s

produtos secos contendo nanocépsulas (NCp-TI1O-S e NCp-TIO-L)

NCp-TIO-S NCp-TIO-L
Ordem zero
k (1/h) 1,2868 + 0,0747 2,1278 + 0,0376
r 0,9804 + 0,0033 0,8362 + 0,0013
MSC 2,3439 £ 0,1630 0,2271 + 0,0435
Monoexponencial
k (1/h) 0,0180 £ 0,0015 0,0561 + 0,0033
r 0,9955 + 0,0025 0,9496 + 0,0061
MSC 3,8422 £ 0,4247 1,5380 + 0,0830
Biexponencial
k1 (1/h) 0,0684 + 0,0122 0,1898 + 0,0098
k2 (1/h) 0,0115 + 0,0023 0,0102 + 0,0008
a (mg/mL) 0,2058 + 0,0407 0,6078 + 0,0259
b (mg/mL) 0,7885 + 0,0407 0,4298 + 0,0289
r 0,9985 + 0,0013 0,9945 + 0,0021
MSC 5,2159 £ 0,7736 3,7803 + 0,4557
Leis das poténcias
a 3,9045 + 0,2888 16,3884 + 0,7339
n 0,6851 +0,0176 0,4484 + 0,0076
r 0,9970 + 0,0012 0,9582 + 0,0027
MSC 4,7358 + 0,3718 2,0748 £ 0,0630

Os valores das constantes de velocidade relacionados a fase burst (k1) foram

superiores aos obtidos na fase sustentada (k2) (Tabela 3). Em relacdo ao efeito burst

ocasionado pelas formulacbes, pode ser verificada a contribuicdo deste nos valores das

concentrages iniciais de farmaco liberado (a), que para os produtos secos foi de 0,20 mg/mL

(NCp-TIO-S) e 0,61 mg/mL (NCp-TIO-L), enquanto que as concentracdes em relagdo ao
efeito sustentado (b) foram de 0,79 mg/mL (NCp-TIO-S) e 0,43 mg/mL (NCp-TIO-L). Estes

valores demonstram que, provavelmente, para as nanocapsulas submetidas a secagem por

spray-drying (NCp-TIO-S), cerca de 79 % do farmaco estaria localizado no interior das

nanoparticulas e que 20 % estaria adsorvido mais superficialmente ou independentemente
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livre da nanoestrutura. Apesar da liberacdo do farmaco a partir dos sistemas submetidos a
liofilizacdo (NCp-TI1O-L) ocorrer também em duas etapas, as quantidades liberadas, em cada
fase, diferiram significativamente das formulacGes secas por aspersdo, correspondendo,
provavelmente, a cerca de 43 % de farmaco no interior das particulas e 61 % distribuido mais
superficialmente ou independentemente livre no sistema. Através destes resultados, verifica-
se que o tipo de método de desidratacdo influenciou a liberacdo in vitro do tioconazol,
demonstrando que possa ter ocorrido uma re-estruturacdo do sistema, em funcao da provavel
fusdo da PCL, na secagem por aspersdo, resultando em diferente distribuicdo do farmaco nas
particulas em relacdo as estruturas originais/liofilizadas. Hoffmeister e colaboradores (2012)
avaliaram o perfil de liberacdo da melatonina em suspensdes de nanocépsulas poliméricas e
nos seus respectivos produtos secos por spray-drying, sendo que o0s produtos secos
apresentaram maior controle na liberacdo do que as suspensdes de nanocapsulas de origem.

Cabe salientar que ndo hé relatos na literatura a respeito da liberacdo de produtos secos
obtidos a partir de nanocépsulas poliméricas utilizando os sacos de didlise comparando 0s
diferentes tipos de métodos de desidratacdo. No entanto, hd o desenvolvimento de
nanoparticulas de poli(anidrido) preparadas pelo método de deslocamento do solvente que
apo6s foram submetidas aos processos de spray-drying e liofilizacdo. Neste trabalho, foi
avaliado o perfil de liberacdo dos sistemas, a temperatura de 37 + 1 °C, sob agitacdo em
rotacdo (REBOUCAS et al., 2012). Os resultados obtidos foram semelhantes aos encontrados
neste trabalho em que os produtos secos obtidos por spray-drying apresentaram uma liberacao
mais lenta em comparacao aos obtidos por liofilizacdo. No presente trabalho, a liberacdo mais
prolongada dos produtos secos preparados pela secagem por aspersdo (NCp-TIO-S) pode ser
atribuida a provavel maior quantidade de farmaco internalizada no nucleo das particulas
(79 %). Ndo é possivel descartar, também, algum tipo de influéncia estrutural referente ao
processo de formacdo dos cristais de gelo entre as nanoestruturas que possa ter contribuido
para 0 aumento da velocidade de liberagdo do farmaco.

Considerando o tempo de meio-vida de liberacdo do farmaco a partir dos produtos
secos obtidos por spray-drying, na fase inicial foi de 10,13 h e na fase sustentada foi de
60,26 h, demonstrando, nesta ultima, maior controle de liberagdo. Por outro lado, os produtos
secos obtidos por liofilizacdo apresentaram valores mais baixos do que os determinados para
NCp-TIO-S na fase inicial (t2 = 3,65 h) (p < 0,05), demonstrando que a liberacdo do farmaco
ocorreu em um menor tempo nas horas iniciais; em relagdo a fase sustentada; um aumento no
tempo de meia-vida foi verificado para os p6s preparados por liofilizagdo (t;, = 67,94 h), no

qual diferengas significativas ndo foram verificadas em relacdo aos pds preparados por
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spray-drying (p > 0,05). A solu¢do do farmaco livre (ndo associado as nanocépsulas — S-TIO)
apresentou uma difusdo significativamente mais réapida (ty» = 2,90 h) em comparacdo aos
nanocarreadores, corroborando com a elevada eficiéncia de encapsulamento do tioconazol
verificada.

Por fim, o mecanismo de liberacdo do farmaco, a partir dos produtos secos contendo
as nanocépsulas, foi avaliado pela aplicagcdo da lei das poténcias (Power Law). Este modelo
estabelece limites de valores, conhecido como expoente de liberacdo (n), que avalia o tipo de
mecanismo de liberacdo do farmaco a partir de sistemas poliméricos que apresentam uma
geometria esférica, sendo denominados: (a) n = 0,43 indicando difusdo Fickiana;
(b) 0,43 < n < 0,85 correspondente ao transporte andmalo e (c) n > 0,85 transporte de caso Il
(PEPPAS, 1985). Os valores obtidos foram de 0,68 e 0,45 para NCp-TIO-S e NCp-TIO-L,
respectivamente, indicando um transporte andémalo, no qual a liberacdo do farmaco é
controlada pelo relaxamento das cadeias poliméricas seguido da sua difusdo no meio. Apesar
das velocidades das fases e das quantidades de farmaco liberadas em cada uma delas ter
diferido de forma importante, tanto o melhor tipo de modelo (biexponencial) quanto o
mecanismo de liberacdo do farmaco, atraves da lei das poténcias, foram semelhantes,

independente do principio do método de desidratacéo.

4 CONCLUSAO

O proposito deste trabalho foi desenvolver produtos secos redispersiveis a partir da
desidratacdo de nanocapsulas poliméricas e nanoemulsfes contendo tioconazol, utilizando
dois métodos: spray-drying (a quente) e liofilizagdo (a frio). A anélise de tamanho de
particula apds a redispersdo dos pds em agua, realizada por espectroscopia de correlacdo de
foétons demonstrou a manutencdo do tamanho em comparacdo com as formulacdes originais.
Na avaliacdo da atividade antiflngica, frente a levedura de C. albicans, pode-se verificar a
eficacia do farmaco apds nanoencapsulamento e desidratacdo (secagem por aspersédo ou
liofilizacdo). Além disso, um maior controle da liberacdo do tioconazol foi verificado para os
pos preparados a partir das nanocapsulas por spray-drying. Este fato € interessante visto que o
controle da liberagcdo € muito importante, pois pode promover um aumento na permanéncia do
farmaco no local de aplicacdo, consequentemente, favorecendo uma maior eficacia
terapéutica, além da administragdo mais segura e conveniente (menor numero de doses

aplicadas). Para o propoésito deste estudo, a secagem por aspersao poderia ser 0 método de
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escolha, visto que, além do maior controle da liberacdo do farmaco, apresenta vantagem de

ser um método mais rapido e bem aceito industrialmente.
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CAPITULO 2: Obtencdo de produtos secos redispersiveis a partir de
nanocapsulas poliméricas de Eudragit® RS100 contendo tioconazol, através da

secagem por aspersédo: estudo comparativo entre adjuvantes de secagem.

2.1 Apresentacgao

No presente estudo, 0 método de secagem por aspersao foi selecionado devido ao fato
de as particulas obtidas através do mesmo apresentarem-se mais promissoras no controle de
liberacdo do tioconazol (Capitulo 1), além de ser uma técnica bem aceita industrialmente.
Neste sentido, buscou-se avaliar a influéncia de dois adjuvantes muito empregados na
desidratacdo de sistemas nanoestruturados, a trealose e a lactose, carboidratos com alta
solubilidade, capazes de originar pds com adequada capacidade de ressuspensao
(OGAIN et al., 2011; TEWA-TAGNE; BRIACON; FESSI, 2007).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de produtos secos a
partir de nanocépsulas poliméricas de Eudragit® RS100 contendo tioconazol, utilizando a
técnica de secagem por aspersdo (spray-drying). O Eudragit® RS 100, um polimero catidnico,
foi selecionado devido a sua caracteristica de bioadesividade (PIGNATELLO et al., 2002),
propriedade importante visando a uma aplicacdo topica antifungica.

Com isto, a principal abordagem foi avaliar e comparar os dois diferentes tipos de
adjuvantes nas caracteristicas fisico-quimicas, avaliacdo microbiolégica e perfil de liberacao

do farmaco dos produtos secos contendo tioconazol.
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Resumo

A secagem de sistemas nanoestruturados se apresenta como uma alternativa interessante na
area farmaceéutica, com o objetivo de tentar minimizar problemas de instabilidade e de futura
contaminacdo microbiana. O objetivo deste trabalho foi desenvolver produtos solidos a partir
de nanocapsulas poliméricas de Eudragit® RS100 contendo tioconazol, um antifingico de
amplo espectro de agdo. A lactose (NCg-TIO-S ac) ou a trealose (NCg-TIO-Strea)
(10 %, m/v) foram adicionadas as suspensdes nanoparticuladas e, apos, submetidas a secagem
por aspersédo (spray-drying). O rendimento ponderal dos produtos secos foi de 60 — 70 % e
50 — 60 % utilizando como adjuvante de secagem a lactose e a trealose, respectivamente.
Apbs a redispersdo dos pds em agua, a analise do tamanho de particulas foi realizada por
espectroscopia de correlacdo de fétons e os indices de ressuspensao obtidos foram de 1,2 e 1,1
para os produtos secos preparados com lactose e trealose, respectivamente. Ambas as
formulacdes, ap6s preparacdo, apresentaram teores de tioconazol préximos a 100 %. No
entanto, apos 30 dias de armazenamento a temperatura ambiente, verificou-se um decaimento
do teor de farmaco (64 %) nos produtos secos preparados com lactose. A andlise por
microscopia eletronica de varredura demonstrou a presenca de particulas arredondadas,
esféricas e algumas com superficie irregular (NCg-TIO-S ac); particulas arredondadas,
esféricas e com superficie mais lisa foram verificadas para os pos preparados com trealose
(NCe-TIO-Strea). A atividade antifungica dos pos frente a levedura de Candida albicans foi
avaliada e os resultados obtidos demonstraram a manutencdo dos halos de inibicdo quando
comparados aos obtidos para as suspensdes originais. Em relacdo ao perfil de liberagéo,
ambos os produtos secos foram capazes de controlar a liberagdo do tioconazol e diferencas
ndo foram verificadas em relacdo ao tipo de adjuvante utilizado no processo de secagem.
Através dos resultados, verificou-se a viabilidade tecnol6gica na obtencdo de produtos secos
redispersiveis a partir de nanocépsulas poliméricas de Eudragit® RS$100 contendo tioconazol,
por spray-drying, utilizando a lactose ou a trealose como adjuvantes de secagem, com
caracteristicas semelhantes as suspensdes coloidais aquosas, servindo com uma alternativa

promissora para o desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas inovadoras.

Palavras chave: Eudragit® RS100; lactose; nanocapsulas poliméricas; produtos secos;

spray-drying; tioconazol; trealose.
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1 INTRODUCAO

As dermatofitoses ou micoses superficiais sdo infec¢bes causadas por fungos
queratinofilicos denominados de dermatofitos, além de algumas leveduras como Candida sp.
(RUBIO et al., 1999; DE DIEGO, 2011). Dentre os farmacos disponiveis para o tratamento
deste tipo de infeccdo se encontra o tioconazol, um farmaco pertencente a familia dos
imidazolicos (GUPTA; COOPER, 2008), com um amplo espectro de atividade antifungica
esterois (efeito fungistatico), causando um dano direto a membrana celular desses
microrganismos (efeito fungicida) (FROMTLING, 1988). Além disso, apresenta acédo frente a
outros microrganismos de importancia clinica, como clamidias; tricomonas e bactérias gram-
positivas (MUNOZ et al., 2010). Tendo em vista o seu amplo espectro de acdo, o tioconazol é
indicado no tratamento topico de micoses superficiais, principalmente as infeccdes fungicas
que acometem a pele, as unhas (WELSH; CABRERA; WELSH, 2010) e em candidiase
vaginal (NYIRJESY, 2008). No entanto, por ser um famaco altamente lipofilico e com baixa
absorcdo cutanea, seu emprego requer a utilizacdo de altas concentracdes em preparacdes
farmacéuticas (FROMTLING, 1988; MUNOZ et al., 2010), acarretando em reacdes adversas
como irritacdo local, coceira, eritrema e prurido (SWEETMAN, 2006), além de alergias de
contato (HEIKKILA; STUBB; REITAMO, 1996).

O desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos como os nanocarreadores,
tem apresentado vantagens, como a melhora das propriedades fisico-quimicas de substancias,
proporcionando uma maior e melhor distribuicéo do ativo no local de agéo e o direcionamento
deste ao seu sitio especifico (SCHAFFAZICK et al.,, 2003; MISHRA; BHAVESH,;
TIWARI, 2010). Estes sistemas atuam de forma diferenciada em relacdo a liberacdo do
farmaco e dentre eles, as nanocapsulas poliméricas se destacam, sendo sistemas vesiculares,
contendo um nucleo envolto por uma parede polimérica, podendo proporcionar uma liberacao
controlada do farmaco (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010) dependente da
presenca/natureza do polimero e do seu mecanismo de liberacdo, através do relaxamento das
cadeias poliméricas, dissolugdo ou erosdo da matriz polimérica, seguido da difusdo do
farmaco. A viscosidade do ndcleo, de natureza oleosa, tambeém pode influenciar a cinética de
liberacdo do farmaco (CRUZ et al., 2006). No que se refere a aplicagdo topica, as
nanoparticulas poliméricas sdo capazes de modular a absor¢do transdérmica de farmacos,
modificando, assim, a sua atividade molecular e/ou sua parti¢cdo e difusdo (CEVC, 2004),

conferem a possibilidade de aumentar o tempo de permanéncia e adesividade dos produtos
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apos aplicagdo (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007; WEISS-ANGELI et al., 2008) e
de promover uma liberagdo mais homogénea do farmaco em virtude da grande é&rea
superficial que tais sistemas apresentam. Além disso, proporcionam uma agédo de forma mais
prolongada/sustentada (FONTANA et al., 2009; MARCHIORI et al., 2010).

Apesar dos beneficios encontrados no desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas,
estas sdo encontradas sob a forma de suspensdo coloidal aquosa e podem apresentar
problemas de estabilidade frente ao armazenamento, como a hidrélise do polimero, podendo
levar a perda da substancia ativa encapsulada, agregacdo das particulas e sedimentacgéo, além
de contaminacdo microbiana (MAGENHEIM; BENITA, 1991; BECK et al., 2012). Assim, a
conversdo das suspensdes coloidais em formas farmacéuticas solidas, através de métodos
como a secagem por aspersio (MULLER et al., 2000; POHLMANN et al., 2002;
TEWA-TAGNE; BRIACON; FESSI, 2007; GUTERRES; BECK; POHLMANN, 2009;
BECK et al, 2012), a liofilizagdo (AUVILLAIN et al., 1989; DE CHASTEIGNER et al.,1995;
SCHAFFAZICK et al., 2003; ABDELWAHED et al., 2006) e a granulacdo por via-Umida
(FRIEDRICH et al., 2010) tem sido estudada como alternativa para superar os fendbmenos de
instabilidade fisico-quimica.

A secagem por aspersdo, também conhecida por spray-drying, foi utilizada
primeiramente como método de secagem de nanocapsulas poliméricas por Miuller e
colaboradores (2000). Desde entdo, muitos estudos foram desenvolvidos para a obtencdo de
produtos sélidos contendo tais sistemas (RAFFIN et al., 2003; BECK; POHLMANN;
GUTERRES, 2004; SCHAFFAZICK et al, 2006; BECK, et al, 2007
DOMINGUES et al, 2008; KHO et al, 2010; HOFFMEISTER et al., 2012;
MARCHIORI et al., 2012). E uma técnica que apresenta como vantagens a rapidez na
preparacdo, maior facilidade de transposicdo de escala, a possibilidade de aplicacdo para
substancias termossensiveis (RE, 2006; VAUTHIER e BOUCHEMAL, 2009), além de tratar-
se de um processo de baixo custo, com possibilidade de modular as caracteristicas fisico-
quimicas do pOo e a obtencdo de produtos secos com baixos teores de umidade,
consequentemente, com um longo periodo de vida util em prateleira (BECK et al., 2012).

Para a obtencédo de formulagdes com uma boa redisperséo, é importante a utilizagdo de
adjuvantes que permitam a protecdo das nanoparticulas durante o processo de pulverizacgéo,
principalmente para atuar contra as forgas de cisalhamento, as temperaturas elevadas durante
0 processo e, também, para evitar a aderéncia das particulas nas paredes do equipamento
(WENDORF; RADKE; BLANCH, 2004; TEWA-TAGNE; BRIACON; FESSI, 2007;

JENSEN et al., 2010). Neste caso, os carboidratos sdo muito empregados por serem soliveis
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em agua, apresentarem um bom perfil de seguranca para a integridade das particulas, sendo
uma boa escolha para a obtencdo de pds redispersiveis (TOMODA et al., 2008;
OGAIN et al., 2011).

A partir do exposto, este trabalho teve como objetivo a obtencdo de produtos secos
redispersiveis preparados a partir de nanocépsulas poliméricas de Eudragit® RS100 contendo
tioconazol, através da secagem por aspersao, utilizando dois adjuvantes de secagem: a lactose
ou a trealose. Foram avaliadas, além das propriedades fisico-quimicas, a estabilidade frente ao
armazenamento, a atividade antifungica e o perfil de liberacdo do farmaco a partir destes
sistemas. Cabe salientar que ndo foram encontrados dados na literatura a respeito da secagem

por aspersdo de nanocéapsulas poliméricas utilizando a trealose como adjuvante de secagem.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

Tioconazol foi obtido comercialmente pela Pharma Nostra (S&o Paulo, Brasil).
Eudragit® RS100 (R6hm GmbH, Pharma Polymers, Alemanha) foi gentilmente fornecido pela
Almapal (Sd0 Paulo, Brasil). Monooleato de sorbitano (Span® 80) foi adquirido da
Sigma-Aldrich (S&o Paulo, Brasil). Polissorbato 80 (Tween® 80) foi obtido pela Vetec
Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil). Triglicerideos dos acidos caprico/caprilico (TCM) e
lactose monoidratada foram adquiridos da Delaware (Porto Alegre, Brasil). Trealose
(Hayashibara, Japdo) foi gentilmente fornecida pela Tovani Benzaquen Repr. Ltda
(S&o Paulo, Brasil). Metanol grau cromatografico foi adquirido da Tedia (Séo Paulo, Brasil).
Os demais solventes, meios de cultura e reagentes empregados apresentaram grau

analitico/farmacéutico.
2.2 Preparacao das suspensoes de nanocépsulas

As suspensdes de nanocapsulas poliméricas contendo tioconazol (NCg-TIO) foram
preparadas pelo método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado
(FESSI et al., 1989). A fase orgéanica, constituida de tioconazol (0,05 g), monooleato de
sorbitano (0,385 (@), triglicerideos dos é&cidos céaprico/caprilico (0,8 @), o polimero
Eudragit® RS100 (0,5 g) e acetona (134 mL), foi mantida sob agitacdo magnética durante 60

minutos, a uma temperatura de 40 °C para solubilizacéo total dos componentes da formulacao.
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Apos, foi vertida em uma fase aquosa constituida de polissorbato 80 (0,385 g) e agua
ultrapura (267 mL) e mantida sob agitagdo magnética durante 10 minutos. Logo apds, a
formulacdo foi concentrada em evaporador rotatorio (40 °C) para eliminacdo do solvente
organico e obtencdo do volume final de 50 mL (1,0 mg/mL de tioconazol). Nanocépsulas
poliméricas sem o farmaco (NCg-B) também foram preparadas e avaliadas. Todas as
formulacGes foram preparadas em triplicata, acondicionadas em frascos de vidro ambar e

armazenadas a temperatura ambiente para posterior caracterizacéo.

2.3 Caracterizacdo fisico-quimica das suspensfes de nanocapsulas

O didmetro médio das particulas e o indice de polidispersdao (PDI) das suspensfes
foram determinados (n = 3) por espectroscopia de correlagcdo de fétons (Zetasizer Nano ZS,
Malvern Instruments, UK), a 25 + 2 °C. Para tal, uma aliquota das amostras foi diluida em
agua purificada na proporc¢éo 1:500 (v/v). A determinacdo do pH foi realizada diretamente nas
suspensdes, utilizando-se potenciémetro previamente calibrado (Seven Easy, Mettler Toledo,
Sédo Paulo, Brasil), com solucdes tampao pH 4,0 e 7,0.

A determinacdo de teor de tioconazol foi realizada por cromatografia liquida (CL), de
acordo com metodologia previamente validada e os parametros avaliados compreenderam
especificidade, linearidade e precisdo. O instrumento utilizado foi um cromatdgrafo
Shimadzu , Kyoto, Japéo, equipado com uma bomba modelo LC-10AD, detector SPD-10A e
sistema controlador SCL-10A. As anélises foram realizadas de acordo com as seguintes
condicBes experimentais: coluna Cig Gemini® (150 mm x 4,60mm, 5 um) e pré-coluna
Cis Phenomenex Security Guard; fase mével composta de metanol:agua (80:20, v/v) com
ajuste de pH da agua para 11,0 com hidréxido de amonia; fluxo de 1,0 mL/min.; volume de
injecdo de 20 pL e deteccdo em 219 nm, com o tempo de retencdo do tioconazol em
7,2 minutos. A especificidade do método foi realizada a partir das suspensdes de nanocéapsulas
sem farmaco (NCg-B) e pela anélise da pureza do pico cromatografico. Para tal, utilizou-se
um cromatégrafo Shimadzu LC-20A (Kyoto, Japdo) equipado com detector de arranjo de
diodos (SPD-M20A PDA), uma bomba modelo LC-20AT e sistema controlador CBM-20A.

Para a extracdo do farmaco, uma aliquota das suspensdes (400 pL) foi diluida em
metanol. A solucdo foi sonicada por 40 minutos em ultrassom e apos filtrada em filtro
guantitativo. Posteriormente, as amostras foram filtradas em membrana de celulose

regenerada de 0,45 um e injetadas no cromatografo.
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A eficiéncia de encapsulamento (EE%) foi realizada pelo método de
ultrafiltragdo/centrifugacdo (Amicon® 10.000 MW, Millipore) a uma velocidade rotacional de
2.200 xG, durante 10 minutos. A eficiéncia de encapsulamento foi calculada pela diferenca
entre a concentracdo total de farmaco e a concentracdo encontrada no ultrafiltrado
(concentracdo livre), de acordo com a equacdo 1. A concentragdo de tioconazol livre foi
determinada por CL.

(l) EE % = Ctoral o Cultraﬁ]tmdo < 100

C

total

2.4 Preparacdo dos produtos secos a partir de nanocapsulas poliméricas por spray-

drying

Para a secagem das suspensdes coloidais aquosas empregou-se a lactose ou a trealose
como adjuvantes de secagem, ambos na concentracdo de 10 % (m/v). Os produtos secos
foram preparados pela adicdo dos adjuvantes, individualmente, as suspensdes contendo
tioconazol (NCg-TIO), mantendo-se a mistura sob agitacdo magnética durante 20 minutos.
Apdbs, as amostras foram submetidas a secagem em spray-dryer (MSD 1.0, Labmag, Séo
Paulo, Brasil) e as condi¢cdes experimentais utilizadas compreenderam: temperatura de
entrada do ar de 120 £ 5°C, fluxo de alimentacdo de 0,22 L/h e diametro do bico do
atomizador de 0,7 mm. Os pés foram denominados de NCg-TIO-S ac € NCg-TIO-Strea
(produtos secos obtidos a partir de nanocapsulas poliméricas de tioconazol utilizando lactose
e trealose como adjuvantes de secagem, respectivamente). Adicionalmente, produtos secos
obtidos a partir de nanocapulas sem o farmaco (NCg-B-Siac € NCg-B-Strea) € dispersdes de
lactose (Spac) ou trealose (Strea) €m &gua (10 %, m/v) foram, também, preparados e
avaliados. Os pds foram preparados em triplicata, acondicionados em frascos de vidro e

armazenados em dessecador para posterior caracterizacao.
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2.5 Caracterizagdo dos produtos secos
2.5.1 Rendimento ponderal
O rendimento do processo de secagem (%) foi calculado pela razéo entre o peso do pé

obtido no final do processo (experimentalmente) e a soma dos pesos de todos 0s componentes

solidos empregados em cada formulacgéo, descrito conforme a equacao 2:

Peso do p6 obtido experimentalmente
(2) R% = [ P P ] x 100

Peso total das matérias-primas
2.5.2 Determinacdo do teor de farmaco

Para a determinacdo do teor de tioconazol nos produtos secos, a extragdo do farmaco
foi realizada da seguinte forma: as amostras foram pesadas e dispersas em metanol (20 mL),
mantidas sob agitacdo durante 15 minutos e filtradas em filtro quantitativo. Uma aliquota
dessa dispersdo foi retirada e diluida novamente em metanol, a fim de obter uma concentracao
final de 20 pg/mL de tioconazol. Apos, as amostras foram filtradas em membrana de celulose
regenerada de 0,45 um e analisadas por CL, de acordo com as condigdes experimentais
descritas no item 2.3. O método foi previamente validado (capitulo 1, item 2.4.4.1)).
A especificidade do método foi realizada pela andlise dos produtos secos sem farmaco
(NCg-B-Siac € NCg-B-Strea), submetidos a mesma condicdo de extracdo empregada para 0s
pos contendo tioconazol (NCg-T10-S; ac € NCe-TIO-Strea), bem como pela anélise da pureza

do pico especifico.
2.5.3 Avaliacdo da distribuicdo de tamanho de particulas

O volume de distribuicdo de tamanho de particulas dos produtos secos foi determinado
utilizando difracio a laser (Mastersizer® 2000, Malvern Instruments, UK), por via-Gmida. O
perfil de desaglomeracdo dos pos foi avaliado apos sua dispersdao em agua, em intervalos de
tempo de 0, 5, 15, 30 e 60 minutos. Estas analises foram realizadas na Faculdade de Farmacia
da UFRGS.
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2.5.4 Determinacdo do tamanho de particulas apés redispersao dos pds em agua

O tamanho médio de particulas foi determinado por espectroscopia de correlacdo de
fotons, em Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK), a temperatura de 25 + 2 °C,
Os produtos secos foram primeiramente pesados e, apés, dispersos em agua ultrapura, a fim
de se obter uma concentracdo final de 1,0 mg/mL de tioconazol, de acordo com a suspensao
original. Cada amostra foi submetida a agitacdo magnética por 5 minutos e, ap0s, uma
aliquota foi retirada e diluida em agua purificada na proporcdo 1:500 (v/v), seguida de
filtracdo em membrana hidrofilica (0,45 um). O indice de ressuspensdo das particulas, que
representa a recuperacdo do tamanho médio de particulas em relacdo as formulacGes de
origem, também foi calculado. Sua formula é representada atraves da relagdo entre o tamanho
das particulas dos pds ap0s a redispersdo em agua (tamanho final) pelo tamanho das particulas
das formulagdes originais (tamanho inicial), conforme a equagdo 3. Quanto mais proximo de

1, maior é a recuperacdo do tamanho médio de particulas.

3) indice de ressuspenséo = Sf/Si

Onde, Sf é o diametro médio de particulas dos produtos secos ap6s redispersdo em agua e Si é
o diametro médio de particulas das formulacdes de origem.

2.5.5 Determinacdo do teor de agua

O contetdo de agua dos produtos secos (%) foi determinado pelo método de Karl
Fischer (Karl Fischer Metrohm 787 e agitador Ti Stand 703, Sao Paulo, Brasil), empregando-
se quantidades de 40 a 50 mg dos p0s para a titulacédo (F. Bras. V, 2010).
2.5.6 Analise morfologica dos pos

As amostras foram metalizadas com ouro e submetidas a analise por microscopia

eletronica de varredura (Jeol Scanning Microscope, JSM-6063, Toquio, Japdo -—
Departamento de Engenharia Mecanica, UFSM), empregando uma voltagem de 20 kV.
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2.6 Estudo de estabilidade

Para o estudo, as suspensdes de nanocapsulas e 0s produtos secos foram armazenados
a temperatura ambiente e avaliados ap6s 30 dias. Foram monitorados o teor, o didmetro médio

de particulas e, para as suspensdes, adicionalmente, o indice de polidisperséo.
2.7 Avaliacdo da atividade antifangica in vitro

A avaliacdo da atividade antifungica das formulacGes foi realizada pelo método de
difusdo em &gar com pocinhos (F. Bras. V, 2010), frente & levedura de Candida albicans
ATCC 10231, mantida em agar Sabouraud-dextrose 4 % (SAD), por 48 horas, a temperatura
de 25 £ 2 °C (tubo inclinado). O indculo utilizado foi a 1% (v/v), apds o preparo da suspensao
do microrganismo em solucdo salina estéril, a uma concentracdo de 25 + 2 % de
transmitancia, lida em espectrofotdmetro (Pré-Anélise, modelo UV-1800 PC, Porto Alegre,
Brasil), a 580 nm (contendo, aproximadamente, 7,0 x 10* UFC/mL).

Uma aliquota das amostras (suspensdo de nanocépsulas contendo tioconazol —
NCe-TIO; produtos secos obtidos a partir de suspensdo de nanocéapsulas contendo tioconazol
— NCg-TIO-S| ac € NCe-TIO-Strea, € solucdo de tioconazol em metanol — S-TIO) foi diluida
em agua purificada, a fim de obter uma concentracdo final de 2,0 pg/mL de tioconazol. Os
produtos secos foram previamente pesados e redispersos em agua purificada. As amostras sem
farmaco (suspensao de nanocapsulas brancas — NCg-B, produtos secos obtidos a partir destas
— NCg-B-Si ac € NCg-B-Strea, € solventes utilizados na preparacdo da solugdo) foram,
também, avaliadas e diluidas na mesma proporcao que as amostras contendo tioconazol.

Para cada amostra, grupos de seis placas de Petri foram utilizados, as quais continham
20 mL de meio SAD como camada base e 5 mL de in6culo. Aliquotas de 100 uL de cada
amostra foram colocadas, individualmente, em cada orificio (9,5 mm de didmetro). As placas
foram incubadas em estufa, a temperatura de 35 £ 5 °C, por 24 horas, e apds este periodo, 0
didmetro dos halos de inibi¢do foi determinado (mm) com o auxilio de paquimetro digital

(Paquimetro Eletronico Digital Starrett, 727).
2.8 Avaliacao da liberacéo in vitro do farmaco a partir dos produtos secos

A avaliacdo da liberacdo in vitro do farmaco a partir dos produtos secos (n = 3) foi
estudada pela técnica de difusdo em sacos de didlise (MWCO = 12,000 a 14,000 Da,
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Sigma-Aldrich Corporation, MO, USA), conduzida em condigdes sink, utilizando como meio
de liberacdo agua:etanol (70:30, v/v). Para o ensaio, 0s produtos secos foram previamente
pesados e redispersos em 5 mL de agua purificada, a fim de obter uma concentragéo inicial de
1,0 mg/mL de tioconazol. Para comparacdo, uma solucdo etandlica contendo o farmaco livre
(1,0 mg/mL) foi avaliada. Os sacos de dialise contendo 1,0 mL das amostras em estudo foram
colocados em béqueres contendo 200 mL de meio de liberacdo, mantidos sob agitagdo
magnética, a temperatura de 35 °C. Aliquotas de 1,0 mL de meio foram coletadas em
intervalos de tempo pré-estabelecidos, repondo-se 0 mesmo volume de meio fresco, e filtradas
em membrana de 0,45 um. A concentracdo de tioconazol liberada em cada tempo foi
determinada por CL, de acordo com as condi¢des cromatograficas descritas no item 2.3
(capitulo 1).

O perfil de liberacdo in vitro do farmaco a partir das formula¢des foi analisado pela
modelagem matemética de modelos dependentes (ordem zero, monoexponencial,
biexponencial e Lei das Poténcias, conforme descrito no capitulo 1, item 2.7), empregando o
programa MicroMath Scientist® for Windows™. A selecdo do modelo que melhor descreveu
os perfis de liberacdo foi baseada no melhor coeficiente de correlacdo (r), maior critério de

selecdo do modelo (MSC) e melhor ajuste do gréfico.

2.9 Analise estatistica

Todas as formulac@es foram preparadas e analisadas em triplicata. Os resultados foram
expressos como média + desvio padrdo. A Analise de Variancia (ANOVA) foi empregada
para comparacdo dos dados experimentais, seguida do teste Tukey, a um nivel de
significancia de 5 %, empregando-se o software SigmaStat (Versdo 3.0.1.0, Jandel Scientific,
USA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacéo fisico-quimica das suspensdes de nanocapsulas

As nanocapsulas, ap0s a preparacdo, apresentaram-se macroscopicamente
homogéneas, com aspecto levemente branco leitoso e reflexo azulado (efeito Tyndall). Esta

caracteristica se deve ao tamanho nanométrico e a0 movimento Browniano das particulas em
suspensdo  (MAGENHEIM e BENITA, 1991; MORA-HUERTAS; FESSI;
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ELAISSARI, 2010). Os resultados obtidos na caracterizacéo fisico-quimica das nanocapsulas
poliméricas contendo tioconazol e das formulagcbes sem farmaco estdo apresentados

na tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizacdo fisico-quimica das suspens@es de nanocépsulas poliméricas
contendo tioconazol (1 mg/mL) (NCg-TIO) e suas respectivas formulagcBes sem farmaco
(NCg-B), (n = 3, média + s)

Formulacéo pH Tamanho medio de PDI* Teor (%)
particulas (nm)

NCe-TIO 5,30 £ 0,02 116 £ 04 0,16 £0,02 100,61+ 0,52

NCe-B 4,83 +£0,02 110 £ 03 0,15+0,01 -

*PDI: indice de polidisperséo.

As nanocépsulas apresentaram tamanho nanométrico (110-116 nm) e indice de
polidisperséo inferior a 0,20. Estes resultados indicam adequada homogeneidade dos sistemas
e estdo de acordo com outros encontrados na literatura na preparacdo de nanocapsulas
poliméricas pelo método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado
(DOMINGUES et al., 2008; SCHAFFAZICK et al., 2006; SANTOS et al., 2013). Diferencas
significativas ndo foram observadas entre as suspensfes de nanocéapsulas contendo tioconazol
(NCe-TIO) e as nanocéapsulas sem farmaco (NCg-B) (p < 0,05), demonstrando que a presenca
do farmaco ndo influenciou o diametro médio de particulas e a distribuicdo de tamanho.
Quanto ao pH, ambas as nanocapsulas apresentaram valores de pH acido (4,8 - 5,3) devido as
caracteristicas dos componentes presentes nas formulages, corroborando com outras
suspensdes de nanocapsulas preparadas com Eudragit® RS100 (DOMINGUES et al., 2008;
SANTOS et al., 2013). A presenca do farmaco alterou significativamente (p < 0,05) o valor
do pH das suspensdes de nanocépsulas (Tabela 1). Em relacdo ao teor de farmaco, as
nanocapsulas apresentaram contedo semelhante ao valor tedrico (1,0 mg/mL) e elevada
eficiéncia de encapsulamento (85,7 £ 1,6 %). Este resultado pode ser atribuido a afinidade do
farmaco lipofilico com o polimero/6leo. Diferentes eficiéncias de encapsulamento tém sido
reportadas na literatura mediante o desenvolvimento de nanocépsulas de Eudragit® RS100,
preparadas com triglicerideos dos &cidos caprico e caprilico como nucleo, de acordo com o
farmaco incorporado (45 % para melatonina, SCHAFFAZICK et al., 2006; > 99,9 % para
clotrimazol, SANTOS et al., 2013).
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Cabe salientar que para a quantificagdo do farmaco nas suspens@es de nanocépsulas, o
método analitico foi previamente validado e se apresentou especifico (auséncia de picos no
cromatograma das solucdes obtido com a suspensdo de nanocapsulas branca e indice de
pureza de pico = 1,000); linear na faixa de concentracdo de 5 a 50 ug/mL e preciso
(DPR = 1,69 % para repetibilidade).

3.2 Caracterizacao fisico-quimica dos produtos secos obtidos a partir de nanocdpsulas

poliméricas

As suspensdes de nanocapsulas, apds preparacdo, foram submetidas a secagem por
aspersédo (spray-drying) utilizando a lactose ou a trealose como adjuvantes de secagem, na
proporcdo de 10 % (m/v). Os produtos secos apresentaram coloragdo branca, caracteristica
das suspensdes de origem e dos adjuvantes de secagem e auséncia de odor. A lactose
(TEWA-TAGNE; BRIACON; FESSI, 2007; KHO et al., 2010; MARCHIORI et al., 2012) e a
trealose (TOMODA et al., 2008; JENSEN et al., 2010; KATATA et al., 2012) séo acucares
classificados como dissacarideos e possuem elevada solubilidade em &gua, consequentemente,
com maior capacidade de redispersdo aquosa, 0 que € importante para a permanéncia das
caracteristicas inicias das formulacGes originais. Além disso, ambos os adjuvantes apresentam
altas temperaturas de transicdo vitrea (lactose: ~104 °C, ISLAM; LANGRISH, 2010; trealose:
~117 °C, BHARDWAJ; SURYANARAYANAN, 2012), contribuindo de forma significativa
para as propriedades de estabilizacdo das formulacdes (CROWE; REID; CROWE, 1996;
BHARDWAJ; SURYANARAYANAN, 2012; PILCER; WAUTHOZ; AMIGHI, 2012). No
estado vitreo, durante o processo de secagem, as alteragdes estruturais dos adjuvantes sao
significativamente retardadas e apenas pequenos movimentos moleculares ocorrem, como
vibracbes e movimentos de rotacdo das cadeias laterais (LEE, 2002).

Na tabela 2 estdo apresentadas as caracteristicas fisico-quimicas dos produtos secos

desenvolvidos neste trabalho.
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Tabela 2 - Caracterizacdo fisico-quimica dos produtos secos obtidos, por spray-drying, a
partir de nanocépsulas poliméricas contendo tioconazol e como adjuvantes de secagem a
lactose (NCg-TIO-S_ac) ou a trealose (NCg-TIO-Strea), além das amostras sem farmaco
(NCg-B- S ac € NCg-B-Strea), (n =3, média + s)

Formulacéo Rendimento (%) Teor (%)
NCg-TIO-S| ac 69 + 01 99,81 +0,11
NCe-B-S| ac 64 + 02 -
NCeg-TIO-Strea 54 + 09 101,13 +£0,18
NCE-B-STREA 57 + 01 -

O rendimento do processo de secagem foi de 64 a 69 % e 54 a 57 % para 0s p0Os
preparados com lactose e trealose, respectivamente. Na literatura, hé relatos da secagem por
aspersao de nanocépsulas poliméricas utilizando a lactose como adjuvante de secagem e 0s
valores referentes ao rendimento foram inferiores aos encontrados neste trabalho
(HOFFMEISTER et al. 2012; MARCHIORI et al., 2012). No que se refere a utilizacdo de
trealose como adjuvante de secagem de nanoparticulas de PLGA, os valores de rendimento
foram de 30 — 50 % (JENSEN et al., 2010), um pouco inferiores aos valores encontrados neste
trabalho. Quanto ao rendimento, os pos secos obtidos da secagem por aspersdao de uma
solucdo de lactose (Siac) e de trealose (Strea), apresentaram valores de 54 e 22 %,
respectivamente. Diferencas significativas ndo foram observadas entre o adjuvante lactose e
suas respectivas formulaces, (p > 0,05), enquanto que houve diferencas significativas entre o
adjuvante trealose e suas respectivas formulagbes (p < 0,05). E importante mencionar que o
menor rendimento obtido para os poés preparados com trealose (NCg-TIO-Strea €
NCg-B-Strea) em comparacdo aos produtos secos obtidos com lactose (NCg-TIO-Siac €
NCe-B-Siac) pode ser atribuido as condicBes da temperatura de entrada e de saida no qual
ocorreu 0 processo de secagem. Segundo Maury e colaboradores (2005) que estudaram a
secagem por aspersdo da trealose em diferentes métodos, a diferenca entre a temperatura de
entrada e de saida no equipamento ndo deve ser maior do que 10 °C, caso contrario, pode
exceder a deposicdo de particulas nas paredes interiores do spray-dryer, dificultando a sua
coleta. Segundo os autores, outros parametros relacionados ao processo de secagem (fluxo de
alimentacdo da amostra, pressdao do sistema, fluxo de ar e vazdo do ar) ndo influenciaram no

rendimento da trealose.
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Para a determinacdo do teor de farmaco nos produtos secos, o método analitico foi
validado (Apéndice B). O método mostrou-se especifico (auséncia de interferéncia dos
excipientes no pico cromatografico do farmaco e indice de pureza de pico = 1,000); linear
(5a50 ug/mL) e preciso (DPR = 0,49 % para repetibilidade).

O teor de tioconazol nos produtos secos (Tabela 2), apos a preparacgéo, foi préximo ao
valor teorico (7,02 mg/g), demonstrando que ndo houve degradacdo ou perda seletiva do
farmaco durante o processo de secagem.

A distribuicdo de tamanho de particulas foi avaliada por difragdo a laser através do
perfil de desaglomeracéo dos produtos secos apds dispersdo em agua, a partir do tempo inicial
(tempo zero) até 60 minutos (Figura 1). O perfil de distribuicdo de tamanho dos pds foi
comparado com o da suspensdo de nanocapsulas (NCg-TIO), a qual apresenta um pico
unimodal. Apéds a redispersdo, os produtos secos preparados com lactose (NCg-TIO-Siac)
apresentaram dois picos, um com uma pequena populacdo nanométrica e com particulas de
tamanho micrométrico (abaixo de 5 pm), e um pico com maior numero de particulas
micrométricas. Ap6s 60 minutos, o perfil de redispersdo ndo apresentou diferencas
importantes em relagdo a populagdo nanométrica e 0 maior pico de populacdo micrométrica
apresentou uma pequena reducdo no tamanho das particulas (Figura 1A). Apesar de existir
uma populacdo nanométrica no produto seco contendo a lactose como adjuvante de secagem,
neste tipo de analise, este pd ndo apresentou um perfil semelhante a suspensdo de
nanocapsulas original.

Resultados diferenciados foram verificados para os pés preparados com trealose como
adjuvante de secagem (NCg-TIO-Strea). ApOs redispersdo, verificou-se a presenca de dois
picos, ambos com populacdo nanométrica, no qual o maior deles apresentou um perfil de
distribuicdo de tamanho semelhante ao perfil da suspensdo original e, apds 60 minutos, o
perfil permaneceu o0 mesmo (Figura 1B), indicando que este sistema pode ser totalmente
redispersivel para alcancar tamanhos nanométricos, fato que pode ser evidenciado por analise

através de difracéo a laser.
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Figura 1 - Distribuicdo de tamanho de particulas por difracdo a laser da suspensdo de
nanocapsulas contendo tioconazol (NCg-TIO) e dos produtos secos, analisados por via-umida,
nos tempos 0 (ap0s redispersdo) e 60 minutos. (A) NCg-TIO-S, ac € (B) NCg-TIO-Strea.

O tamanho médio de particulas ap6s redispersdo dos pos foi realizado para verificar a
recuperacdo do tamanho das nanoparticulas originais, por espectroscopia de correcdo de
fotons. Os produtos secos foram facilmente redispersiveis ap6s 5 minutos de agitacao, tendo
em vista a solubilidade dos adjuvantes de secagem (lactose e trealose) em agua. A partir dos
resultados, calculou-se o indice de ressuspensdo (Sf/Si), o qual representa a relacdo entre o
tamanho das particulas dos produtos secos e o tamanho destas nas suspensdes iniciais, e
guanto mais proximo de 1, maior € a manutencdo do didmetro médio das particulas originais
antes do processo de desidratacdo. Os valores obtidos para os pos desenvolvidos neste
trabalho foram de 146 + 11 nm e Sf/Si de 1,2 + 0,09 (NCe-TIO-Syac) € de 134 + 04 nm e
Sf/Side 1,1 + 0,07 (NCg-T1O-Strea). Diferencgas significativas ndo foram verificadas entre 0s
po6s em relagdo ao tamanho de particulas e o indice de ressuspensédo (p > 0,05). Entretanto, no
que se refere as formulagdes sem farmaco, diferengas foram observadas (p < 0,05), as quais
apresentaram particulas de tamanho de 178 = 10 nm e Sf/Si de 1,6 + 0,10 e particulas de
tamanho médio de 149 + 04 nm e Sf/Si de 1,3 £ 0,03 para NCg-B-S; ac € NCg-B-Strea,

respectivamente.
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Resultados semelhantes (Sf/Si = 1,03) foram obtidos por Hoffmeister e colaboradores
(2012) na secagem de nanocépsulas contendo melatonina, utilizando Eudragit® S100 como
polimero e a lactose como adjuvante de secagem, e por Marchiori e colaboradores (2012) na
secagem de nanocéapsulas de poli(e-caprolactona) contendo tretinoina (Sf/Si = 0,93).
Da mesma forma, os resultados obtidos para os pos preparados com trealose corroboram com
0s encontrados na literatura na secagem de nanoparticulas de PLGA contendo rifampicina
(Sf/Si = 1,25) por spray-drying (TOMODA et al., 2008) e nanoparticulas de PLGA contendo
SIRNA (JENSEN et al., 2010). A partir dos resultados, verifica-se a importancia da utilizagéo
destes dissacarideos na secagem de nanocapsulas poliméricas, a fim de manter as
caracteristicas préximas as das formulagdes originais. Em um estudo realizado por
Domingues e colaboradores (2008) na secagem de nanocépsulas de Eudragit® RS100,
empregando didxido de silicio coloidal como adjuvante de secagem (insoltvel), o qual
apresenta propriedades diferenciadas dos agucares, o indice de ressuspensdo obtido foi 2,28,
tendo em vista a ampla faixa de distribuicdo granulométrica.

Cabe salientar que diferencas significativas ndo foram observadas em relacdo ao
tamanho ap6s redispersdo dos pdés contendo o farmaco em estudo (NCg-TIO-Siac €
NCg-TIO-Strea) (p > 0,05), evidenciando que o tipo de adjuvante ndo influenciou nesta
caracteristica, segundo as andlises realizadas por espectroscopia de correlacdo de fétons.
Desta forma, as formulacgdes apresentaram adequada eficiéncia de ressuspensdo considerando
os referenciais de literatura para sistemas nanoestruturados (TOMODA et al., 2008;
JENSEN et al., 2010; HOFFMEISTER et al., 2012; MARCHIORI et al., 2012). Também foi
realizado o tamanho apds redispersdo apenas dos adjuvantes de secagem, para verificar se a
presenca destes influenciaria no tamanho dos sistemas nanoestruturados apds desidratacdo. A
lactose (Siac) e a trealose (Strea) Secas por spray-drying obtiveram valores de 227 + 13 nm e
547 + 21 nm, respectivamente, demonstrando que estes adjuvantes ndo influenciaram os
tamanhos apds redispersdo de tais sistemas, uma vez que a presenca das nanoestruturas
resultaram em tamanho médios de particulas menores (134 a 146 nm), sendo mais proximos
aos obtidos nas formulagdes originais (116 = 04 nm).

Na figura 2 esta representado o perfil de distribuicdo de tamanho de particulas das
suspensOes originais em relacdo aos seus respectivos produtos secos redispersos em agua,
indicando praticamente sobreposicdo dos picos de populacdo obtidos por espectroscopia de
correlagdo de fotons, demonstrando a manutencdo da distribuicdo de tamanho proxima a

original, independente do carboidrato empregado.
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Figura 2 - Distribuicdo de tamanho de particulas por espectroscopia de correlacdo de fotons,
da suspensdo de nanocépsulas contendo tioconazol (NCg-TIO) e dos produtos secos apds
redispersdo em agua (A) NCg-TIO-S ac € (B) NCg-TIO-Strea.

O teor de umidade residual dos produtos secos foi determinado por Karl Fischer e 0s
valores encontrados foram 2,93 + 0,14 % e 3,66 £ 0,08 % para NCg-TIO-S ac €
NCe-TIO-Strea, respectivamente. Cabe salientar que o teor de umidade referenciado na
monografia da lactose monohidratada e da trealose di-hidratada, pelo método do Karl Fischer,
é entre 45 a 5,5 % e 9,0 a 11,0 %, respectivamente (USP 35, 2012). Na literatura, foram
encontrados valores semelhantes a este trabalho utilizando a lactose como adjuvante de
secagem de nanocapsulas poliméricas (TEWA-TAGNE; BRIACON; FESSI, 2007). Em
relacdo a utilizacdo de trealose, resultados semelhantes foram obtidos na secagem por
aspersao de nanoparticulas com PLGA (JENSEN et al., 2010). Valores inferiores de umidade
foram  encontrados por LI e MANSOUR (2011) na obtencdo de
microparticulas/nanoparticulas de trealose. Estas diferencas podem estar relacionadas com
uma maior temperatura de saida do spray-dryer durante o processo de secagem
(GOULA; ADAMAPOULOS, 2005; CHAUBAL; POPESCU, 2008). Além disso, diferencas
significativas entre as formulagdes foram observadas (p < 0,05), decorrente, provavelmente,
da natureza quimica dos adjuvantes empregados, sendo que a lactose € monoidratada e a
trealose di-hidratada.

A anélise morfoldgica dos produtos secos e dos adjuvantes de secagem foi realizada
pela técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) e as imagens estdo representadas
na figura 3. Para os produtos secos contendo tioconazol utilizando a lactose como adjuvante
de secagem (NCg-TIO-S ac), verificou-se a presenca de particulas arredondadas, de

superficie levemente rugosa e a presenga de microaglomerados com distribuicdo de tamanho
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relativamente pequeno (Figura 3A e 3B). Resultados semelhantes foram encontrados na
secagem de nanocépsulas de melatonina que utilizou 0 mesmo adjuvante de secagem
(HOFFMEISTER et al., 2012). Em relacdo aos produtos secos preparados com trealose
(NCg-TIO-Strea) foram observadas particulas arredondadas, esféricas, com superficie mais
lisa e com uma aparente maior distribuicdo de tamanho (Figura 3C e 3D). Resultados
semelhantes foram encontrados na obtencdo de produtos secos a partir de nanoparticulas de
rifampicina utilizando a trealose como adjuvante de secagem (TOMODA et al., 2008). Além
disso, ndo foi possivel verificar a presenca de nanoestruturas nos produtos secos, por estarem,
provavelmente, aderidas a matriz de lactose (TEWA-TAGNE; BRIACON; FESSI, 2007;
MARCHIORI et al., 2012) ou de trealose, ou, ainda, devido & problemas associados a
resolucdo. Atraves das imagens, pode-se verificar também que as formulacGes apresentaram
tamanho de particula geralmente menor do que 5 pm.

Adicionalmente, foi avaliada a morfologia dos adjuvantes, os quais foram submetidos
a secagem sob as mesmas condic¢Bes experimentais descritas para os produtos secos contendo
nanocapsulas de tioconazol. A lactose (Spac), apés secagem, apresentou particulas
arredondadas, com o aspecto rugoso e com ampla distribuicdo de tamanho (Figura 3E),
semelhante ao p6 contendo as nanoestruturas (NCg-T1O-S ac). Por outro lado, a presenca de
particulas arredondadas, esféricas e com aparentemente mais ampla distribuicdo de tamanho
foram observadas para a trealose (Strea) (Figura 3F). As diferengas quanto & morfologia das
particulas dos adjuvantes de secagem podem ser atribuidas as suas diferentes temperaturas de
transicdo vitrea e solubilidade, que podem acabar influenciando durante o processo de spray-
drying (MASTERS, 1991).
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Figura 3 - Imagens por microscopia eletronica de varredura (MEV) dos produtos secos.
NCe-TIO-S| ac (A) e (C), NCe-TIO-Strea (B) e (D), SLAC (E) e Strea (F) [A eB (1,500X); C,
D, E e F (5,000x)].

3.3 Estudo de estabilidade

A estabilidade da suspensdo de nanocépsulas contendo tioconazol (NCg-TIO) foi
avaliada em relacdo ao tamanho médio de particulas, indice de polidispersdao e teor de
farmaco apds 30 dias de armazenamento a temperatura ambiente. Para tal, as amostras foram

acondicionadas em frascos de vidro ambar e armazenadas ao abrigo da luz. Fendmenos de
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sedimentac¢do ou precipitacdo do polimero ndo foram observados neste intervalo de tempo. Os
resultados obtidos nesta avaliagcdo estdo representados na figura 4.

Em relacdo ao tamanho médio de particulas (Figura 4A) e ao indice de polidispersédo
(Figura 4B), tanto as nanocépsulas contendo tioconazol (NCg-TIO) quanto as nanocapsulas
sem farmaco (NCg-B) mantiveram suas caracteristicas iniciais, ndo havendo diferencas
significativas (p > 0,05) em relacdo ao periodo inicial de anélise (apos preparacéo). Da mesma
forma, o teor de farmaco nas nanocapsulas permaneceu constante (Figura 4C). Resultados
semelhantes foram encontrados na literatura quanto a estabilidade, durante um tempo de 60
dias, de nanocapulas poliméricas contendo clotrimazol, utilizando também o Eudragit® R$100
como polimero do sistema (SANTQOS, et al., 2013).
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Figura 4 - Valores de tamanho médio de particulas (A), indice de polidispersdo (B) e teor de
tioconazol (C), determinados no estudo de estabilidade das suspensdes de nanocépsulas
(NCe-TIO e NCg-B).

A estabilidade dos produtos secos obtidos a partir de nanocapsulas contendo
tioconazol submetidas a secagem por aspersdo, utilizando como adjuvantes de secagem a

lactose (NCg-TIO-S ac) ou a trealose (NCg-TIO-Strea), foi, também, avaliada apos 30 dias
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de armazenamento a temperatura ambiente (Figura 5). Macroscopicamente, ndo foram
observadas mudangas em relacdo a cor dos pos.

Considerando o tamanho meédio de particulas (Figura 5A) apos o intervalo de 30 dias,
todos os produtos secos apresentaram caracteristicas semelhantes ao tempo inicial (p > 0,05).
Os resultados obtidos utilizando a lactose como adjuvante de secagem (NCg-TIO-Siac €
NCg-B-S ac) foram: Sf/Si = 1,1 + 0,13 e 1,5 = 0,17; respectivamente. Enguanto que, na
utilizacdo da trealose (NCg-TIO-Strea € NCg-B-Strea), foram encontrados valores no indice
de ressuspensao de 1,0 £ 0,04 e 1,3 + 0,03, respectivamente.

Em relacéo ao teor de farmaco (Figura 5B), 0s produtos secos nos quais se utilizou a
trealose como adjuvante de secagem (NCg-TIO-Strea) foram estdveis durante o periodo de
armazenamento. Porém, uma diminuicdo no teor de tioconazol de 36 % foi verificada para os
produtos secos preparados com lactose (NCg-TIO-S_ ac), podendo estar relacionada a
presenca de uma fracdo de farmaco livre na suspensdo de nanocépsulas, tendo em vista a taxa
de associacdo verificada (eficiéncia de encapsulamento de 86 %), além, em hipotese, de
alguma incompatibilidade entre o Eudragit® RS100/lactose/tioconazol, com o emprego de
calor no processo de secagem, que pode ter acarretado na instabilidade do tioconazol em
funcéo do tempo de armazenamento. Neste caso, a trealose se mostrou uma alternativa eficaz
na secagem de nanocépsulas de tioconazol, ndo alterando a estabilidade do farmaco em
funcdo do tempo de armazenamento. Esta protecdo pode estar relacionada a presenca do
grupo di-hidrato em sua estrutura, um acgucar ndo redutor e, portanto, no estado sélido, ndo
suscetivel a degradacGes quimicas, como as reacGes de Maillard por exemplo
(LI; MANSOUR, 2008). Além disso, a trealose tem demonstrado protecdo para
macromoléculas labeis, proteinas e, principalmente, lipidios (ZHANG et al., 2009;
LUYCKX; BAUDOQUIN, 2011). Cabe ressaltar que ndao foram encontrados estudos relativos a
incompatibilidade do tioconazol com adjuvantes. Além disto, os produtos com lactose, apds o

término do estudo, comegaram a apresentar aspecto levemente amarelado.
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Figura 5 - Valores de tamanho médio de particulas (A) e teor de tioconazol (B) determinados
no estudo de estabilidade dos produtos secos obtidos a partir de nanocapsulas utilizando como
adjuvantes de secagem a lactose (NCg-TIO-Siac € NCg-B-Sac) ou a trealose
(NCe-TIO-Strea € NCe-B-Strea).

Devido a instabilidade verificada para os produtos secos preparados por spray-drying,
utilizando a lactose como adjuvante de secagem, as nanocapsulas contendo tioconazol foram,
tambeém, submetidas a desidratacdo por liofilizacdo (NCg-TIO-Liac). A liofilizacdo (freeze-
drying) é um processo de desidratacdo a frio, no qual consiste na remocdo da agua de uma
amostra congelada por sublimagdo e dessorcdo sob vacuo. A adicdo de crioprotetores &
geralmente utilizada para a protecdo das nanoparticulas frente as condi¢des de congelamento
e desidratacdo (ABDELWAMHED et al., 2006). Neste caso, a lactose serviu como crioprotetor
nos produtos secos por liofilizacdo. Da mesma forma, os pds obtidos foram avaliados em
relacdo ao tamanho médio de particulas, indice de ressuspenséo e teor de farmaco. O tamanho
médio de particulas apos redispersdo dos pos em agua foi de 144 + 03 nm e Sf/Si = 1,2.



103

Diferencas significativas (p > 0,05) ndo foram verificadas em relacdo aos produtos secos
preparados por spray-drying (NCg-T1O-S ac). O teor de tioconazol foi de 7,11 + 0,04 mg/g,
préximo ao valor tedrico (7,02 mg/g). Apés 30 dias de armazenamento a temperatura
ambiente, ndo foram observadas mudancas significativas em relacéo as caracteristicas iniciais
dos pos (tamanho apos redispersdo = 150 + 06 nm e teor de farmaco = 7,09 + 0,06 mg/qQ)
(p > 0,05). Desta forma, verificou-se que os pos preparados por liofilizacdo, a partir de
suspensdo de nanocédpsulas de Eudragit® RS100, utilizando a lactose como adjuvante
(NCg-TIO-Lac), foram estaveis por um periodo de 30 dias em comparagdo aos produtos
secos preparados por spray-drying (NCg-TIO-Siac). Assim, 0 emprego do processo de
desidratacdo a frio permitiu manter o teor de farmaco, reforcando a hipétese levantada de
haver alguma incompatibilidade com o uso do calor. Para melhor caracterizacdo, outras
analises poderiam ser exploradas futuramente para melhor compreensdo dos fatores

envolvidos na degradagdo do farmaco.

3.4 Avaliacdo da atividade antifiingica in vitro

A atividade antifungica da suspensdo de nanocépsulas e dos produtos secos
ressuspensos contendo tioconazol foi avaliada frente a levedura de C. albicans, a fim de
verificar se mudancas na agdo do farmaco poderiam ocorrer apos o processo de secagem, bem
como a sua comparagcdo com uma solucdo do farmaco livre (ndo associado as nanocapsulas)
(Figura 6). As formulacbes sem o farmaco foram, também, analisadas para conferir a
existéncia de alguma interacdo dos excipientes no ensaio.

A partir dos resultados (Figura 6), verificou-se que a presenca de tioconazol ocasionou
halos de inibicdo entre 24 e 26 mm. O farmaco presente nas suspensées de nanocapsulas
(NCe-TIO) apresentou acdo sobre a C. albicans semelhante ao farmaco livre (S-T10). Em
relacdo aos produtos secos (NCg-TIO-S; ac € NCe-TIO-Strea), halos de inibicdo semelhantes
foram obtidos (p > 0,05), independente do adjuvante de secagem utilizado, demonstrando que,
mesmo apds o processo de secagem, a utilizacdo de altas temperaturas ndo modificou a
atividade antifingica do farmaco frente ao microrganismo empregado. Uma pequena
diminuicdo dos halos de inibicao foi verificada para os produtos secos em relacdo a suspensao
de nanocapsulas. Porém, atribuindo-se 100 % a atividade observada para as nanocapsulas, 0s
produtos secos apresentaram um decaimento de apenas 2,6 e 4,1 % (NCg-TIO-Siac €
NCe-TIO-Strea, respectivamente), podendo considerar estes resultados satisfatérios no que se

refere a manutencéo da atividade do tioconazol ap6s o0 processo de secagem. Para as amostras
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sem farmaco (NCg-B, NCg-B-S ac, NCe-B-Strea € solventes), ndo foi verificada atividade

antifungica.
NCE-TIO-STREA ||
NCE-TIO-SLAC 1 ||
NCE-TIO 4
S-TIO A '
0 10 20 30

Medida dos halos (mm)

Figura 6 - Avaliacdo da atividade antifungica do tioconazol frente & levedura de C. albicans,
associado as nanocépsulas poliméricas (NCg-T1O), produtos secos obtidos a partir das
nanocapsulas (NCg-TIO-S; ac € NCg-TIO-S1rea) € solucdo do farmaco livre (S-T10).

Um pequeno aumento da atividade antifngica para a solucdo do farmaco livre
também foi encontrado por Santos e colaboradores (2013); no entanto, a associacdo do
farmaco livre com o 6leo (TCM) também apresentou atividade antifungica e foi semelhante a
das suspensdes de nanocapsulas de Eudragit® RS100 contendo clotrimazol pela técnica de
microdiluicdo, onde as nanocépsulas desenvolvidas foram consideradas promissoras para o
tratamento de candidiase vulvovaginal. Em outro trabalho, Attama e colaboradores (2011)
avaliaram a atividade antifungica do tioconazol associado a um carreador lipidico
(microemulsao) frente a C. albicans, pelo método de difusdo em agar, no qual o farmaco
apresentou uma boa atividade (halos de inibicdo de 22 + 0,1 mm) em relacdo a uma solucao
de tioconazol em DMSO (halos de inibicdo de 16 + 0,3 mm). A associacdo do farmaco com
substancias lipidicas pode aumentar a atividade microbioldgica, pela desorganizacdo
ocasionada no citoplasma dos microrganismos, devido a ruptura da membrana plasmatica ou
desintegracdo causada por uma pressdo hidrostatica no interior da célula dos mesmos
(CARBALLEIRA, 2008). Cabe salientar que este trabalho demonstra, pela primeira vez, a
atividade antifingica de produtos secos a partir de nanocapsulas poliméricas obtidos por

spray-drying.
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3.5 Avaliacéo da liberacéo in vitro do farmaco a partir dos produtos secos

O estudo de liberacdo in vitro dos produtos secos foi realizado a fim de verificar a
habilidade das nanoestruturas em controlar a liberacdo do tioconazol apds a secagem em
spray-dryer, utilizando a lactose ou a trealose como adjuvantes. O perfil de liberagdo do
tioconazol a partir dos pos ressuspensos foi comparado a uma solugdo metanolica do farmaco
livre (S-TI10O). Para a quantificacdo do farmaco nas amostras, 0 método analitico foi validado e
mostrou-se especifico (ndo se verificou interferéncia do meio receptor no pico cromatografico
do farmaco), linear na faixa de concentracdo de 0,1 a 10 ug/mL (y = 48733x + 1997,1; r® = 1;
ANOVA: regressao linear significativa — Feaiculado = 88702,47 > Fiapelado = 4,96, € auséncia de
desvio de linearidade — Feaicutado = 1,09 < Fiapelado = 3,71) € preciso (DPR = 1,68 % e 1,63 %
para repetibilidade e precisdo intermediaria, respectivamente).

Os resultados obtidos demonstraram que o0 tioconazol presente nos produtos secos
(NCg-TIO-S ac € NCe-TIO-Strea) foi liberado de maneira semelhante, apresentando perfis
muito proximos, (p > 0,05; Figura 7), sendo que os adjuvantes de secagem nao influenciaram
de forma importante a liberacdo do farmaco, corroborando com os indices de ressuspensdo
determinados através de espectroscopia de correlacdo de fétons. Em comparacdo ao farmaco
livre, apds 6 horas, verificou-se uma liberacdo de 23 e 28 % para os produtos secos
reconstituidos (NCg-TIO-S ac e NCg-TIO-Strea, respectivamente) e uma difusdo de,
aproximadamente, 100 % para a solucdo de tioconazol. Apds 48 horas, 68 % e 67 % do
farmaco foi liberado a partir dos pos reconstituidos (NCg-TIO-S ac € NCg-TIO-Strea,

respectivamente).
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Figura 7 - Perfis de liberacdo in vitro do tioconazol a partir dos produtos secos contendo
nanocapsulas (NCg-TIO-S; ac € NCe-TIO-Strea) € da solugdo metandlica (S-T1O).

Os perfis de liberagdo foram modelados empregando os modelos matematicos de
ordem zero, monoexponencial e biexponencial. De acordo com o coeficiente de correlacgdo (r)
e o critério de selecdo do modelo (MSC), para a solugdo metanolica, ou seja, farmaco livre, o
melhor ajuste foi o modelo de ordem zero (k= 17,3883 + 0,2206 h™; r = 0,9821 + 0,0013 e
MSC = 2,9318 £ 0,0706). Para os produtos secos contendo tioconazol, o melhor modelo
matematico foi o de segunda ordem (r > 0,99), demonstrando uma liberagdo mais réapida na
fase inicial (efeito burst), seguida por uma etapa sustentada (Tabela 3) (SIEPMANN,
SIEPMANN, 2008). A fase burst geralmente esta relacionada com a por¢do de farmaco que
esta localizada mais superficialmente na particula, ou seja, mais disponivel para ser liberada
rapidamente (CRUZ et al., 2006).



107

Tabela 3 - Constantes de velocidade (k1 e k2), coeficientes de correlagdo (r) e MSC obtidos

na modelagem matematica dos perfis de liberacdo do tioconazol a partir dos produtos secos

(NCE-T 10-S; ac € NCe-Tl O‘STREA)

NCe-TI1O-S|ac NCg-T1O-Strea
Ordem zero
k (1/h) 1,8121 + 0,0277 1,8686 + 0,0404
r 0,9362 + 0,0038 0,9126 + 0,0125
MSC 1,2565 + 0,0638 0,8322 £ 0,1794
Monoexponencial
k (1/h) 0,0328 £+ 0,0012 0,0363 + 0,0024
r 0,9858 + 0,0008 0,9766 + 0,0049
MSC 2,8583 + 0,0653 2,1943 + 0,2484
Biexponencial
k1 (1/h) 0,0831 £ 0,0046 0,1053 £ 0,0246
k2 (1/h) 0,0085 £ 0,0011 0,0076 + 0,0031
a (mg/mL) 0,5495 + 0,0328 0,5483 + 0,0569
b (mg/mL) 0,4584 + 0,0319 0,4527 + 0,0558
r 0,9984 + 0,0009 0,9977 £ 0,0010
MSC 5,0817 +0,7481 4,6545 + 0,4462
Lei das poténcias
a 8,7160 + 0,3961 11,3139 + 1,3976
n 0,5531 £ 0,0090 0,4869 + 0,0287
r 0,9868 + 0,0007 0,9839 + 0,0018
MSC 3,1807 + 0,0552 3,0058 +0,1162

Os valores das constantes de velocidade relacionados a fase burst (k1) dos produtos
secos foram: 0,0831 + 0,0046 h™ (NCg-TIO-Siac) € 0,1053 + 0,0246 h™* (NCg-TIO-Strea)
(p > 0,05); enquanto que os valores na fase sustentada (k2) foram: 0,0085 + 0,0011 h™ e
0,0076 + 0,0031 h™ (NCg-TIO-S act € NCe-TIO-Strea, respectivamente) (p > 0,05). Os

valores de “a” estdo relacionados as concentragdes iniciais do farmaco liberado e indicam

que, provavelmente, cerca de 55 % do farmaco estd adsorvido as nanoestruturas ou

independentemente livre em ambos produtos secos (NCg-TIO-S; ac € NCg-TIO-Strea). Por

sua vez, em relacdo a fase sustentada (b), cerca de 45 - 46 % do tioconazol estdo retidos

dentro das nanocéapsulas, fragdes semelhantes independente do tipo de produto seco
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(p > 0,05). Com estes resultados, pode-se inferir a hipdtese de que o0s produtos secos
apresentaram comportamentos de liberagdo do tioconazol semelhantes, devido a analoga
localizagdo do mesmo nas particulas, tanto obtidas com trealose quanto com lactose como
adjuvante de secagem.

Em relagdo ao tempo de meia-vida das formulagdes, a solugéo de tioconazol (S-TIO)
apresentou uma difusdo mais rapida através da membrana de diélise (ty» = 2,90 h) quando
comparada a dos produtos secos redispersos de NCg-TIO-S| ac (t12 na fase inicial = 8,34 h e
t1/» na fase sustentada = 81,53 h) e de NCg-TIO-Stgrea (t1/2 na fase inicial = 6,58 h e ty, na fase
sustentada = 91,18 h). A partir destes resultados, verificou-se que entre os produtos secos com
lactose (NCg-TIO-S ac) e trealose (NCg-TIO-Strea) ndo foram observadas diferencas
estatisticas em relacdo ao tempo de meia-vida entre a fase inicial e também entre a fase
sustentada (p > 0,05); além disso, as quantidades liberadas nas duas fases foram bastante
semelhantes entre os adjuvantes.

Em uma Gltima avaliagdo, 0 mecanismo de liberagcdo do farmaco nos produtos secos a
partir de nanocapsulas contendo tioconazol também pode ser investigado atraveés do modelo
da lei da poténcia (Korsmeyer - Peppas), o qual avalia o mecanismo de liberacdo do farmaco a
partir de sistemas poliméricos, pela determinacdo do expoente de liberacdo (n) para sistemas
que apresentam uma geometria esférica, sendo denominados: (a) n = 0,43 indicando difuséo
Fickiana; (b) 0,43 < n <0,85 correspondente ao transporte anémalo e (¢) n > 0,85 transporte
de caso Il (PEPPAS, 1985). Os resultados encontrados foram de 0,55 e 0,49 para
NCe-TIO-S ac € NCe-TI10-Strea, respectivamente, correspondendo a um transporte anémalo,
no qual a liberagdo do tioconazol é controlada pelo relaxamento das cadeias poliméricas
(Eudragit® RS100) seguido da sua difusdo. Este polimero, por se tratar de um copolimero de
metacrilato de aménio (copolimero insolivel em &gua) é utilizado para promover a liberacdo
de farmacos de forma sustentada, atuando em relacdo a permeabilidade no organismo de
forma pH-independente (ROWE; SHESKEY; OWEN, 2006), corroborando com o perfil de
liberacdo sustentada do farmaco verificado neste trabalho.

Desta forma, verifica-se a importancia do polimero Eudragit® RS100 em possibilitar
uma liberacdo controlada de substancias ativas, e, adicionalmente, por ser um polimero
catibnico, apresenta boas propriedades bioadesivas (NIKAM et al., 2011), sendo uma
interessante alternativa para a retencdo das nanoparticulas contendo o farmaco no local de
acdo (CONTRI et al., 2011; SANTOS et al., 2013), tendo relevancia na aplicacéo cutanea.
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4 CONCLUSAO

A finalidade deste trabalho foi desenvolver produtos secos redispersiveis obtidos a
partir de nanocapsulas poliméricas contendo tioconazol, utilizando dois adjuvantes de
secagem, a lactose e a trealose, a fim de compara-los frente ao processo de secagem por
aspersao. Ambos os produtos apresentaram adequada redispersibilidade em &gua e atividade
antifngica ap0s o processo de secagem; entretanto, a utilizacdo de trealose possibilitou obter
pOs com caracteristicas mais semelhantes as suspensdes originais, além de manter o teor de
farmaco durante o armazenamento. Os perfis de liberacdo entre os pds foram semelhantes e as
nanocapsulas, apds secagem, possibilitaram controlar a liberacdo do tioconazol. Desta forma,
os adjuvantes de secagem, em especial a trealose, mostrou-se promissora na secagem, por
spray-drying, de nanocapsulas poliméricas para o desenvolvimento de formas farmacéuticas

solidas destinadas a aplicacdo topica de farmacos antifungicos como o tioconazol.
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O tioconazol se trata de um antifungico pertencente a familia dos azois, que por
apresentar um anel imizadoélico em sua composicdo, Ihe confere um amplo espectro de acéo
antifangica frente a microrganismos como a Candida albicans, dermatofitos e algumas
bactérias gram-positivas (SWEETMAN, 2006). No entanto, devido a sua reduzida absorcédo
cutnea, a sua utilizacdo em altas concentracOes, principalmente para o tratamento de
onicomicoses (MUNOZ et al., 2010), pode acarretar efeitos topicos indesejaveis
(STUBB et al., 1992; SWEETMAN, 2006).

Os sistemas nanocarreadores, em especial as nanoparticulas poliméricas, se
apresentam como uma alternativa para contornar os obstaculos apresentados pelo tioconazol.
Considerando o fato que estes sistemas apresentam diversas vantagens, como o aumento da
eficacia de farmacos, pelo seu direcionamento no local de acdo (SCHAFFAZICKet al., 2003a;
RAWAT; SINGH; SARAF, 2006), podendo modular a velocidade e o local de liberacdo de
substancias ativas (KUMARI; YADAV; YADAV, 2010; MISHRA; BHAVESH,;
TIWARI, 2010), consequéntemente, proporcionando a reducdo dos efeitos adversos
(CASTRO et al., 2009) e a diminuicdo da frequéncia de administracdo de dose para a
permanéncia dos niveis terapéuticos (NIMESH et al., 2006). No entanto, por se apresentarem
na forma de suspensdes agquosas, estes sistemas podem sofrer processos de instabilidade em
meio aquoso, como a precipitacdo do polimero e/ou sedimentacdo das particulas e
contaminacdo microbiana (GUTERRES; BECK; POHLMANN, 2009; BECK et al., 2012).

A partir destas observacdes, no Capitulo 1, foi estudado a utilizacdo de técnicas de
desidratacdo das formulacfes liquidas (nanocapsulas poliméricas e nanoemulsdes) utilizando
a secagem por aspersdo (a quente) e a liofilizacdo (a frio), afim de comparar as suas
influencias no desenvolvimento de formulacdes solidas. Para tal, suspensdes de nanocéapsulas
poliméricas (NCp-TIO) foram preparadas utilizando a poli(e-caprolactona), um polimero
semi-cristalino e  biodegradavel (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007;
KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010). Para avaliar a influéncia da parede polimérica em tais
suspensdes apds o processo de desidratacdo, nanoemulsGes tambem foram preparadas e
avaliadas. As suspensdes de nanocapsulas e as nanoemulsdes foram caracterizadas em relagédo
ao diametro de particulas, indice de polidispersdo, pH e teor de farmaco. Ambas as
formulacBes apresentaram caracteristicas satisfatorias: tamanho nanométrico (170 - 206 nm),

indice de polidispersédo abaixo de 0,20, pH &cido (5 - 6), teor de farmaco préximo ao valor
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tedrico (1,0 mg/mL) e eficiéncia de encapsulamento de, aproximadamente, 100 %. Além
disso, as amostras mantiveram-se estaveis a temperatura ambiente por um periodo de 30 dias.

Logo apds o desenvolvimento das formulacdes liquidas, estas foram dispersas em um
adjuvante, a lactose (10 %, m/v), conhecida por ser altamente soltvel em agua e, desta forma,
apresentar uma boa redispersdo neste meio, o que é ideal para a permanéncia das
caracteristicas das formulacGes de origem, além das suas caracteristicas amorfas e de alta
temperatura de transicdo vitrea (~ 104 °C) (ISLAM; LANGRISH, 2010), conferindo
estabilidade aos sistemas durante o processo de desidratacdo (TEWA-TAGNE; BRIACON;
FESSI, 2007; KHO et al., 2010), além de ser uma boa candidata como crioprotetor para a
liofilizacdo (WESSMAN; EDWARDS; MAHLIN, 2010).

Os produtos secos obtidos a partir da secagem por aspersdo e pela liofilizacdo foram
avaliados quanto ao rendimento do processo. A técnica da secagem por aspersao apresentou
valores entre 60 — 70 %, semelhantes aos reportados em outros trabalhos que utilizaram
também a lactose como adjuvante (TEWA-TAGNE et al., 2007), e inferiores aos obtidos na
liofilizacdo (95 — 100 %,). No que se refere ao teor de farmaco, ambos 0S processos
possibilitaram obter valores préximos aos tedricos: 7,02 mg/g e 7,55 mg/g para os produtos
secos obtidos a partir de nanocédpsulas poliméricas (NCp-TIO-S e NCp-TIO-L) e
nanoemulsdes (NE-TIO-S e NE-TIO-L), respectivamente. O perfil de desaglomeracdo dos
pos apos dispersdao em agua foi avaliado por difracdo a laser. Nesta analise se verificou que
todas as formulacBes apresentaram populagdes nanométricas, umas com maior intensidade
que as outras, pela diferenca no tipo de estrutura e técnica de desidratacdo, confirmando a
eficiéncia da redispersdo de tais sistemas em recuperar, parcial ou totalmente, o tamanho dos
sistemas nanoestruturados originais.

O tamanho médio das particulas ap0ds redispersao dos p6s em agua foi determinado
por espectroscopia de correlacdo de fotons, e comparado com o tamanho das formulagdes
originais, calculando-se o indice de ressuspensdo (Sf/Si). Valores de Sf/Si proximos a 1,0
foram verificados para os poOs preparados a partir das nanoemulsdes, independente do
processo de desidratacdo, e para as nanocépsulas submetidas a liofilizagdo. Entretanto, valores
mais baixos foram verificados para os produtos secos obtidos a partir de nanocéapsulas
contendo tioconazol por secagem por aspersao (Sf/Si = 0,7). De acordo com a literatura, esta
diferenca pode ser atribuida as mudancas na estrutura do polimero (rearranjo molecular) que
podem ocorrer durante o processo de desidratagdo por spray-drying, tendo em vista as altas

temperaturas empregadas e ao ponto de fuséo da PCL (cerca de 60 °C) (KHO et al., 2010).
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A determinacdo do teor de umidade residual foi determinada por Karl Fischer e os
produtos secos apresentaram valores satisfatorios e inferiores a 4,2 %. A analise morfoldgica
foi realizada por microscopia eletronica de varredura (MEV), sendo possivel verificar
diferencas entre os produtos secos obtidos pelos dois métodos de desidratacdo, relacionadas
ao comportamento do adjuvante em tais processos. Os produtos secos obtidos a partir da
secagem por aspersdo (NCp-TIO-S e NE-TIO-S) apresentaram particulas arredondadas de
superficie lisa; particulas com bordas mais irregulares e disformes foram verificadas para os
produtos secos obtidos por liofilizagdo (NCp-TI10-L e NE-TIO-L), nos quais a utilizacdo de
adjuvantes amorfos pode colaborar com as irregularidades (ABDELWAHED; DEGOBERT;
FESSI, 2006d). Além disso, em ambos 0s processos, a presenca da parede polimérica ndo
influenciou na morfologia dos pds e ndo foram observadas estruturas de tamanho nanométrico
na superficie dos mesmos, sugerindo gque estas se encontram na matriz das particulas de
lactose. Estes resultados estdo de acordo com relatos na literatura, no qual as nanoparticulas
ndo  foram  visualizadas na  superficie de  microparticulas de lactose
(TEWA-TAGNE et al., 2007; MARCHIORI et al., 2012), podendo-se sugerir que quando o
adjuvante ndo estd solubilizado na suspensao aquosa de nanoparticulas, como é relatado na
utilizacdo de dioxido de silicio coloidal, as nanoestruturas tendem a se depositar sobre a
superficie do adjuvante (MULLER et al., 2000; BECK et al., 2006). No entanto, quando o
adjuvante esta soltvel, como é o caso da lactose, este se dispersa nas suspensdes e seca
juntamente com as nanoestruturas, formando microaglomerados com organizagdo estrutural
aleatéria (TEWA-TAGNE et al., 2007).

A estabilidade dos produtos secos preparados a partir das nanocépsulas e
nanoemulsdes submetidas a secagem por aspersdo e a liofilizacao foi monitorada apés 30 dias
de sua preparacdo. Em relacdo ao didmetro médio de particulas, os produtos secos
mantiveram semelhantes ap6s o intervalo de 30 dias (p > 0,05) e apenas a NE-TIO-S diferiu
significativamente (p < 0,05). Em relag&o ao teor de farmaco, todos os produtos mantiveram-
se estaveis; no entanto, os produtos secos obtidos a partir de nanoemulsdes por spray-drying
(NE-TIO-S) apresentaram uma diminuicdo de 29 % no teor de tioconazol, evidenciando a
importancia da parede polimérica em proteger o farmaco frente ao armazenamento.

A avaliacdo da atividade antifungica foi realizada pelo método de difusdo em agar
frente a levedura Candida albicans. As suspensdes de nanocapsulas e nanoemulsdes contendo
tioconazol e os produtos secos obtidos por tais sistemas, tanto por spray-drying e liofilizacéo,
apresentaram acao frente a levedura. Cabe salientar que os processos de desidratacdo em que

as nanoestruturas foram submetidas ndo influenciaram na atividade antifungica do farmaco, se
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tornando inédito este tipo de estudo em relacdo aos produtos secos obtidos a partir de
nanocapsulas poliméricas.

De posse dos resultados encontrados neste trabalho, os produtos secos preparados a
partir de nanocapsulas poliméricas contendo tioconazol (por spray-drying e liofilizacdo) se
mostraram promissores para a realizagdo do estudo de liberagdo in vitro do farmaco. Para tal,
empregou-se a técnica de sacos de dialise, seguindo as condicGes sink, utilizando como meio
de liberacdo agua:etanol (70:30, v/v) e a quantificacdo do tioconazol foi determinada por
cromatografia liquida. Uma liberacdo controlada do farmaco foi verificada para os produtos
secos obtidos por spray-drying (NCP-TIO-S) e liofilizagdo (NCP-TIO-L), os quais
apresentaram 53 % e 74 % de farmaco liberado em 48 horas, respectivamente. Comparando
estes resultados com a solucdo do farmaco livre (S-T10), uma difusdo completa do tioconazol
foi verificada ap6s 6 horas (modelo de ordem zero; k = 17,3883 + 0,2206/h). Trabalhos
relatados na literatura comprovam este controle na liberacdo de farmacos em suspensdes de
nanocapsulas (CRUZ et al., 2006; FONTANA et al., 2010; SANTOS et al., 2013) e em
produtos secos a partir de nanocapsulas (HOFFMEISTER et al., 2010). Além disso, a
liberacdo do tioconazol a partir dos pds seguiu um modelo biexponencial, representado por
uma liberacdo inicial rapida (efeito burst), sequida por uma lenta liberagdo do farmaco, em
que 79 % e 43 % do mesmo se encontra dentro da nanoparticula, e 20 % e 61 % do farmaco
esta adsorvido ou independentemente livre no sistema para 0s produtos secos obtidos por
spray-drying e liofilizacdo, respectivamente. Em relacdo ao mecanismo de liberacdo do
tioconazol, utilizando a Lei das Poténcias, os produtos secos apresentaram valores de 0,68 e
0,45 para NCp-TIO-S e NCp-TIO-L, respectivamente, indicando um transporte andmalo,
através do inchamento ou relaxamento das cadeias de polimero seguido da difusdo do
farmaco. Desta forma, € possivel verificar que o tipo de método de desidratacdo (spray-drying
e liofilizacdo) influenciou na extensdo da liberacdo do tioconazol. Resultados semelhantes
foram reportados na literatura (REBOUCAS et al., 2012). Ainda, a liberacdo mais prolongada
dos produtos secos preparados pela secagem por aspersdo (NCp-TIO-S) pode estar
relacionada a maior quantidade de farmaco localizado dentro das particulas (79 %).

Pelo fato da técnica de secagem por aspersao ter demonstrado melhores resultados em
relacdo a liberagdo do farmaco, o Capitulo 2 prop6s a secagem de nanocapsulas de tioconazol,
utilizando o Eudragit® RS100 como polimero, de caracteristicas diferenciadas da PCL, por ser
um polimetacrilato biocompativel, pH independente e, devido a presenca de grupamentos
catiénico, apresenta propriedades mucoadesivas (PIGNATELLO et al., 2002). Além disso, foi
empregado dois adjuvantes de secagem, de maneira independente: a lactose e a trealose, este
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um acgucar dissacarideo, altamente soltvel em dgua e com uma maior temperatura de transi¢éo
vitrea (~ 117 °C) (BHARDWAJ; SURYANARAYANAN, 2012), inédito para a obtencdo de
produtos secos a partir de nanocapsulas poliméricas por spray-drying.

As suspensdes de nanocapsulas, apds preparacdo, apresentaram tamanho nanométrico
(110 - 116 nm), indice de polidispersdo abaixo de 0,17 e pH em torno de 4,8 - 5,3. Resultados
semelhantes quanto ao desenvolvimento de nanocapsulas utilizando Eudragit® RS100 como
polimero  foram  reportados na literatura  (SCHAFFAZICKet al., 2006;
DOMINGUES et al., 2008; SANTOS et al., 2013). O teor de farmaco foi proximo ao valor
tedrico (1,0 mg/mL) e a eficiéncia de encapsulamento foi de 86 %. Este resultado pode estar
relacionado com uma provavel diferenca de afinidade do farmaco com o polimero, visto que
as nanocapsulas preparadas com PCL, reportadas no capitulo 1, apresentaram taxa de
associacdo proxima a 100 %. Apos o desenvolvimento das suspensdes, estas foram dispersas
em lactose ou trealose (10 %, m/v) para posterior desidratacao.

Os produtos secos obtidos a partir da secagem por aspersdao foram avaliados em
relacdo ao rendimento do processo, no qual apresentaram valores entre 64 — 69 % e 54 — 57 %
para 0s produtos secos com lactose e trealose, respectivamente. Estes resultados foram
satisfatorios e superiores aos valores reportados na literatura na secagem de nanocapsulas com
lactose (HOFFMEISTER et al., 2012; MARCHIORI et al, 2012) e trealose
(JENSEN et al, 2010) como adjuvantes. O teor de farmaco foi préximo ao teorico,
(7,02 mg/g), demonstrando que ndo ocorreu degradacdo do mesmo durante 0 processo de
desidratacdo empregando altas temperaturas.

A avaliacdo da distribuicdo das particulas foi realizada por difracdo a laser, afim de
avaliar o perfil de desaglomeracdo dos produtos secos, apés a redispersao em agua. Um perfil
de distribuicdo semelhante a suspensdo de origem foi verificado para os produtos secos
preparados com trealose, indicando a recuperacdo das nanoestruturas pela boa
redispersibilidade do sistema.

O tamanho médio das particulas ap6s redispersdo dos pds em agua foi realizado por
espectroscopia de correlagdo de fotons, calculando-se, posteriormente, o indice de
ressuspensdo. Os produtos secos obtidos a partir de nanocépsulas contendo tioconazol
utilizando a lactose como adjuvante (NCg-T1O-S, ac) apresentaram Sf/Si = 1,2. Diferenca em
relacdo aos pos preparados a partir de nanocapsulas de PCL (NCp-TIO-S ac, capitulo 1) foi
verificada (Sf/Si = 0,7), e pode estar relacionada aos diferentes pontos de fusdo dos
polimeros. Para o Eudragit® RS100, o ponto de fusdo relatado é de 174,23 °C (USP 32, 2009),

superior ao da PCL, e pode ter influenciado na permanéncia do tamanho das particulas dos
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produtos secos. Em relagdo aos produtos secos preparados com trealose (NCg-TIO-Strea), 0S
resultados obtidos foram préximos a 1,0 (Sf/Si = 1,1), corroborando com valores reportados
na literatura (TOMODA et al., 2008).

O teor de umidade residual dos pos foi determinado por Karl Fischer e os valores
encontrados para os produtos secos foram satisfatorios e inferiores a 4 %. A analise
morfolégica foi realizada e para os pos preparados com a lactose (NCg-TIO-Siac) foram
visualizadas particulas arredondadas, de superficie levemente rugosa. Em relacdo aos
produtos secos preparados com trealose (NCg-TI10-Strea), particulas arredondadas, esféricas
e com superficie lisa foram observadas. A presenca das nanoestruturas nao foi verificada em
ambos o0s produtos, por estarem, provavelmente, aderidas a matriz de lactose
(TEWA-TAGNE; BRIACON; FESSI, 2007; MARCHIORI et al., 2012) e a matriz da
trealose, esta por se tratar, também, de um adjuvante solivel em agua. Particulas com
tamanhos menores que 5,0 um foram visualizadas em ambos os produtos secos.

A estabilidade das suspensfes de nanocépsulas (NCg-TIO) foi realizada por um
periodo de 30 dias (amostras armazenadas a temperatura ambiente) e as formulacdes
mantiveram suas caracteristicas iniciais, ndo havendo diferencas em relacdo ao tamanho,
polidispersdo e teor de farmaco (p > 0,05). Da mesma forma, a estabilidade dos produtos
secos foi monitorada. No que se refere ao didmetro médio de particulas, os produtos
mantiveram semelhanca em 30 dias e diferencas significativas ndo foram observadas em
relacdo aos indices de ressuspensdo (p > 0,05). Em relacdo ao teor de farmaco, os produtos
secos preparados com trealose foram estaveis; no entanto, os produtos secos preparados com
lactose sofreram uma redugéo de 36 % de tioconazol. Esta diminuig&o na concentragéo inicial
de farmaco pode estar relacionada a menor eficiéncia de encapsulamento verificada para as
nanocapsulas de Eudragit® RS100 (86 %) em comparacdo com as de PCL (aproximadamente
100 %), as quais permaneceram estaveis durante o estudo. Ainda, a literatura reporta a
utilizacdo da trealose na protecdo de macromoléculas labeis, proteinas e lipidios
(ZHANG et al., 2009; LUYCKX; BAUDOUIN, 2011). Outra hipétese que pode ser abordada
em relacdo a instabilidade da NCg-TIO-S ac € a relacdo polimero/calor/lactose. Para
comprovar se 0 processo de aquecimento poderia influenciar na estabilidade dos pés, as
nanocapsulas foram, também, submetidas a desidratacéo por liofilizacdo (NCg-TIO-Lac), as
quais ap6s 30 dias de armazenamento se mantiveram estaveis e mudancas significativas nao
foram verificadas em relacdo ao teor de tioconazol (p > 0,05). A partir deste resultado é visto
que a relacdo polimero/calor/lactose teve influéncia na estabilidade dos pos, obtidos a partir

da secagem por aspersao, utilizando a lactose como adjuvante.
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Da mesma forma abordada no capitulo 1, a atividade antifingica dos pos frente a
C. albicans foi realizada, sendo possivel verificar a acdo do farmaco quando associado as
nanocapsulas e dos produtos secos obtidos a partir das nanoestruturas (NCg-TIO-Sjac €
NCg-TIO-Strea). Além disso, comparando os halos de inibicdo das nanocapsulas e dos
produtos secos, é possivel afirmar que o processo de secagem a altas temperaturas manteve a
acdo do farmaco frente a levedura.

A avaliacdo da liberacéo in vitro do farmaco a partir dos produtos secos foi realizada
empregando a técnica de sacos de didlise, de acordo com as condi¢cbes referenciadas no
capitulo 1. Resultados semelhantes foram obtidos entre os pds, ndo havendo interferéncia
significativa do adjuvante na libera¢do do tioconazol a partir dos pés (liberagdo de 68 % e
67 % do farmaco em 48 horas para os pés preparados com lactose e trealose,
respectivamente). Além disso, comparando-se estes resultados com uma solucdo de
tioconazol, a qual demonstrou uma difusdo completa do farmaco para o meio de liberacdo
apos 6 horas, a associacdo do tioconazol as nanoestruturas e posterior desidratacéo, foi capaz
de promover um controle na liberacdo do mesmo. Para melhor compreensao dos resultados, a
modelagem matematica foi realizada. Para a solucdo do farmaco livre (S-T1O) o melhor ajuste
foi 0 modelo de ordem zero (k1 = 17,3883 £ 0,2206/h), enquanto que para 0s produtos secos
contendo tioconazol, foi biexponencial, ndo diferindo dos produtos secos apresentados no
capitulo 1 (preparados a partir de nanocapsulas de PCL). Ainda, os perfis de liberacdo foram
semelhantes e isto pode ser evidenciado pelas concentracdes de farmaco nos sistemas, no qual
55 % do farmaco se encontra adsorvido ou independentemente livre no sistema para ambos 0s
pos (independente do adjuvante empregado) e 46 % e 45 % do farmaco estd no interior das
nanocapsulas (p > 0,05). Quanto & modelagem utilizando o modelo da Lei das Poténcias, 0s
produtos secos apresentaram valores de 0,55 e 0,49 para NCg-TIO-S ac € NCg-TIO-Strea,
respectivamente, indicando um transporte anémalo (ndo Fickiano).

Adicionalmente, comparando-se os perfis de liberacdo do tioconazol a partir dos
produtos secos obtidos pela secagem por aspersdo das nanocapsulas de PCL (NCp-TIO-S,
capitulo 1) e das nanocapsulas de Eudragit® RS100 (NCg-TI0-S,ac, capitulo 2), utilizando a
lactose como adjuvante, se verificou um menor percentual de liberagdo do farmaco apos 48
horas para NCp-TIO-S (53 % em relacdo a NCg-TIO-S ac, a qual demonstrou 68 % de
liberacdo do farmaco) (Figura 1).
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Figura 1. Perfis de liberacdo in vitro dos produtos secos contendo tioconazol por spray-drying
(NCp-TIO-S e NCg-TIO-S| ac) e da solugdo metandlica (S-T10).

Além disso, de acordo com o modelo apresentado (segunda ordem), as concentracdes
de farmaco que se encontram dentro das nanoparticulas foram de 79 % e 46 %, enquanto que
20 % e 55 % do farmaco estdo adsorvidos ou independentemente livres no sistema para 0s
produtos secos de NCp-TIO-S e NCg-TIO-S ac, respectivamente, demonstrando que a
utilizacdo de diferentes polimeros pode ter afetado a associacdo do farmaco nas
nanoestruturas. Estas diferencas podem estar relacionadas as caracteristicas dos polimeros.
O Eudragit® RS100 é um polimero amorfo (THAKRAL; THAKRAL; MAJUMDAR, 2013) e
a PCL possui estrutura semicristalina; polimeros com estruturas cristalinas possuem um maior
grau de empacotamento molecular e, com isto, tendem a maior resisténcia a difusdo do
farmaco em relacdo a polimeros com caracteristicas amorfas (OLIVEIRA; LIMA, 2006).
Além disso, as diferencas no perfil de liberacdo dos produtos secos também podem estar
relacionadas a melhor eficiéncia de encapsulamento do farmaco verificada para as

nanocdpsulas de PCL, contribuindo para uma liberagdo mais lenta do mesmo.
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CONCLUSOES

. A associacéo do tioconazol as nanocapsulas poliméricas de PCL e Eudragit® RS100
foi satisfatoria e as formulagbes apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas:
tamanho nanométrico de particulas, compativel com o método de preparacéo utilizado, indice
de polidispersdo abaixo de 0,20 e teor de farmaco proximo ao tedrico. Além disso, as
formulacdes foram estaveis por um periodo de 30 dias.

. A secagem por aspersdo e a liofilizag&o possibilitaram a obtencéo de produtos secos a
partir das nanocapsulas e nanoemulsdes contendo o farmaco em estudo, utilizando a lactose e
a trealose como adjuvantes, na proporcdo de 10 % (m/v). Independente do método de
desidratacdo e do adjuvante, os produtos secos apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
satisfatorias quanto ao rendimento, teor e umidade. Além disso, apresentaram boa redispersao
em agua, sendo possivel verificar a presenca de particulas nanomeétricas e micrométricas (por
difracdo a laser), e a retomada do tamanho nanométrico semelhante a formulacdo liquida
original, apos filtracdo, na analise por espectroscopia de correlagdo de fotons. A analise
morfologia dos pds demonstrou a presenca de particulas arredondadas para as desidratadas
por spray-drying e irregulares para as obtidas por liofilizacao.

. Os produtos secos obtidos a partir de nanocapsulas de PCL apresentaram estabilidade
a temperatura ambiente no que se refere ao tamanho e teor de farmaco; no entanto, 0s
produtos secos obtidos a partir de nanoemulsdes e nanocépsulas de Eudragit® RS100, por
spray-drying e lactose como adjuvante, mostraram-se instaveis ap6s 30 dias de preparacéo,
devido, provavelmente, ao efeito do calor, observando-se uma diminuicédo do teor de farmaco.
. As suspensdes de nanocapsulas poliméricas e nanoemulsfes contendo tioconazol
apresentaram atividade antifingica frente a levedura de C. albicans, da mesma forma que 0s
produtos secos originados a partir destas formulacGes, demonstrando que 0s processos de
desidratacdo (a quente e a frio) utilizados ndo afetaram a acéo antifingica do farmaco.

. A avaliacdo de liberagdo in vitro do farmaco demonstrou que os produtos secos a
partir de suspensdes de nanocapsulas foram capazes de promover o controle de liberagdo do
tioconazol, independente do adjuvante e do processo de desidratacdo utilizado. Todas as
formulacBes apresentaram modelo biexponencial, enquanto que o farmaco livre apresentou
cinética de ordem zero.

. Os produtos secos obtidos a partir de nanocapsulas de PCL por spray-drying
apresentaram maior controle na liberagéo do tioconazol no tempo de 48 horas.
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. A utilizagdo de trealose como adjuvante na desidratacdo de nanocéapsulas poliméricas
de Eudragit® RS100 por spray-drying se mostrou promissora, uma vez que possibilitou uma
adequada redispers@o dos pos em agua e conferiu estabilidade ao farmaco em comparacgéo a
lactose. Além disso, mudancas no perfil de liberacdo do farmaco ndo foram observadas.

. No que se refere aos processos de desidratacdo utilizados neste trabalho, a secagem
por aspersdo de nanocapsulas de PCL poderia ser o método de escolha, uma vez que
possibilitou um maior controle na liberacdo do farmaco em estudo, além de ser uma técnica

rapida e de facil transposicédo de escala.
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Apéndice A — Cromatogramas das solucées de trabalho utilizadas na quantificacdo do

tioconazol nos produtos secos obtidos a partir de nanocapsulas por spray-drying.
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Figura 1- Cromatogramas obtidos por CL. (A) Solucdo de tioconazol em metanol
(20,0 pg/mL); (B) NCp-TIO-S (20,0 pg/mL); (C) NCp-B-S.
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Apéndice B — Cromatogramas das solugfes de trabalho utilizadas na quantificagdo do
tioconazol nos produtos secos obtidos a partir de nanocapsulas por spray-drying,

utilizando a lactose e trealose como adjuvantes.
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Figura 2- Cromatogramas obtidos por analise em CL. (A) Solucdo de tioconazol em metanol
(20,0 pg/mL); (B) NCe-TIO-Siac (20,0 pg/mL) e (C) NCe-B-Spac.
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Figura 3- Cromatogramas obtidos por analise em CL. (A) Solucéo de tioconazol em metanol
(20,0 ug/mL), (B) NCe-TIO-Strea (20,0 ug/m L) e (C) NCg-B-Strea.



