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

DESENVOLVIMENTO DE NANOEMULSOES E
NANOCAPSULAS POLIMERICAS CONTENDO
TIOCONAZOL E INCORPORAGAO EM HIDROGEIS

DISSERTACAO DE MESTRADO

Andréia Pisching Garcia Harter

Santa Maria, RS, Brasil
2013



DESENVOLVIMENTO DE NANOEMULSOES E
NANOCAPSULAS POLIMERICAS CONTENDO
TIOCONAZOL E INCORPORACAO EM HIDROGEIS

Andreéia Pisching Garcia Harter

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 obtencao do grau de
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Profa. Dra. Cristiane de Bona da Silva

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 DE NANOEMULSOES E NANOCAPSL!LAS
POLIMERICAS CONTENDO TIOCONAZOL E INCORPORACAO EM
HIDROGEIS

elaborada por
Andréia Pisching Garcia Harter

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

COMISSAO EXAMINADORA:

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

Valéria Weiss Angeli, Dra. (UCS)

Clarice Madalena Bueno Rolim, Dra. (UFSM)

Santa Maria, 21 de junho de 2013.



A0S meus pais e a0 meu esposo,
pelo amor, apoio e incentivo
a mim sempre dedicados.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, que pela Sua graca e Seu imensuravel amor me abengoou
com oportunidades, sabedoria e discernimento, estando comigo em todos 0os momentos, me
conduzindo e capacitando para que eu chegasse até aqui. Certamente sem Ele nada seria
possivel. A Ele seja toda a gléria, honra e todo meu louvor;

Aos meus pais, Jorge e Doris, pelo amor incondicional, constante incentivo, pelas oragdes,
por sofrerem comigo, vibrarem com minhas conquistas e vitorias e por nao medirem esforgos,
fazendo sempre o possivel para que meus sonhos sejam realizados;

Ao meu esposo, Lucas, pelo amor, cuidado, carinho, paciéncia, por compreender minha
auséncia, por ser incansavel em me ajudar, pelos mimos, por ouvir meus desabafos, pelo
apoio e incentivo constantes;

Ao Fernando, meu maninho amado, por sempre se preocupar comigo e por aguentar minhas
provocagoes;

Ao0s meus avos Jose e Terezinha, a oma Sirlei, tia Mara, Franci, Fabi, tio Marcos e os demais
familiares, pelo incentivo, preocupacao e oragoes;

Ao0s meus sogros, Rubem e Marlen, pela preocupacao, carinho, incentivo e oragoes;

A professora Cristiane de Bona da Silva pela oportunidade, orientacdo, paciéncia, exigéncia,
por confiar no meu trabalho, pelo conhecimento transmitido e pelo exemplo de profissional;
A minha IC, Julia Barros, por toda ajuda, por dispor de finais de semana e feriados para me
ajudar, pelo cuidado com que sempre desempenhou suas atividades, pelas conversas e por ter
contribuido com o meu crescimento pessoal e profissional;

A todas as meninas do Laboratdorio de Desenvolvimento Farmacotécnico (R, Mari, Ana
Luiza, Juh W, Ju Lima, Ju B, F&, Andréia, Thami e Daiane), com as quais tive o privilégio de
conviver durante todo o desenvolvimento deste trabalho, pela amizade, pelas risadas, pela
ajuda, pelas conversas, pelas trocas de conhecimento e agradaveis momentos de descontracgéo.
Agradeco em especial a RO e a Mari por toda ajuda (e que ajuda, hein), por ndo medirem
esforgos, por estarem sempre dispostas e também por abdicarem dos seus dias de folga e
descanso pra contribuirem com a realizacdo deste trabalho; & Juh W pela ajuda com os
hidrogéis e a Fé pelo auxilio com os ensaios microbioldgicos;

A Rose pelo carinho e pela disponibilidade em ajudar;

As amigas e colegas de mestrado, Sara, Jana, Ana C. e Pri pelas conversas, auxilios,
aprendizagem e pelos bons momentos;

As amigas de ljui, em especial a Carol (cunhadinha), Luisa e Maria, pela amizade sincera e
verdadeira, pelas conversas e por sempre me ouvirem e motivarem;

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;

Ao Prof. Dr. Sydney Alves pela doacdo das cepas de C. glabrata e isolado clinico de C.
albicans;

Aos professores do PPGCF pelo conhecimento transmitido;

A Universidade Federal de Santa Maria pelo espaco fisico e ao Programa de Pds-Graduagéo
em Ciéncias Farmacéuticas pela oportunidade.

A todos vocés minha sincera gratidao!



RESUMO
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HIDROGEIS

AUTORA: ANDREIA PISCHING GARCIA HARTER
ORIENTADORA: CRISTIANE DE BONA DA SILVA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 21 de junho de 2013.

Este trabalho objetivou o desenvolvimento de nanoemulsGes e nanocédpsulas poliméricas
contendo tioconazol para o tratamento topico de micoses superficiais. Inicialmente, foi
validado um método por cromatografia liquida com deteccdo UV para quantificacdo do
tioconazol nas formulagfes nanoestruturadas. O método apresentou-se especifico, linear,
preciso, exato e robusto. As nanoemulsdes e nanocéapsulas de PCL contendo o tioconazol (1,0
mg/mL) foram preparadas pelos métodos de emulsificagdo esponténea e deposicéo interfacial
do polimero pré-formado, respectivamente, utilizando como nucleo oleoso os triglicerideos de
cadeia média ou o Oleo de café verde. Os parametros fisico-quimicos avaliados foram
tamanho de particulas, indice de polidispersdo, pH, potencial zeta, teor e eficiéncia de
encapsulamento. As formulagdes apresentaram tamanho nanométrico (150 - 200 nm), indice
de polidispersdo abaixo de 0,15, pH &cido (5,5 a 6,3), potencial zeta negativo (-3,5 a -11,3
mV), teor de farmaco proximo ao teorico e eficiéncia de encapsulamento préximo a 100%.
Com excecdo do pH, todos esses parametros mantiveram-se iguais apds os 30 dias de
armazenamento a temperatura ambiente, comprovando a estabilidade dos sistemas. O estudo
de fotodegradacdo do tioconazol frente a luz UVC demonstrou a importancia dos sistemas
nanoestruturados na fotoprotecdo do farmaco e uma maior protecdo foi verificada para as
nanocapsulas contendo 6leo de café verde. A atividade antifingica das nanoestruturas foi
avaliada pelo método de difusdo em agar e os resultados demonstraram que as formulagdes
apresentaram acao frente a C. albicans, C. glabrata e isolado clinico de C. albicans. As
nanoestruturas foram incorporadas em hidrogéis de Aristoflex® AVC e estes caracterizados
guanto ao tamanho de particulas apos dispersdo em &gua, indice de polidispersdo, teor,
espalhabilidade, propriedades reoldgicas e estabilidade frente ao armazenamento. Os
hidrogéis apresentaram tamanho nanomeétrico (196 - 203 nm), indice de polidispersdo abaixo
de 0,25, pH de 6,3 a 6,5, teor de tioconazol proximo ao tedrico (0,99 a 1,01 mg/g),
comportamento plastico (modelo de Casson) e perfis de espalhabilidade semelhantes. As
formulacBes mantiveram-se estaveis por 30 dias a temperatura ambiente, sendo evidenciada a
importancia da parede polimérica nas nanocapsulas em preservar as caracteristicas das
formulacGes. O estudo de liberacdo in vitro do farmaco a partir dos hidrogéis foi realizado
empregando célula de difusdo do tipo Franz. Os resultados obtidos demonstraram a
capacidade das nanoestruturas em controlar a liberacdo do tioconazol, sendo que um maior
controle foi observado para os hidrogéis contendo as nanocapsulas poliméricas.

Palavras-chave: Hidrogéis. Nanocapsulas. Nanoemulsdes. Tioconazol.
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This work aimed to develop nanoemulsions and polymeric nanocapsules containing
tioconazole for the topical treatment of superficial mycoses. Initially, a method was validated
by liquid chromatography with UV detection to quantify the tioconazole in the nanostructured
formulations. The method proved to be specific, linear, precise, accurate and robust. The
nanoemulsions and tioconazole-loaded PCL nanocapsules (1.0 mg/mL) were prepared by
spontaneous emulsification and interfacial deposition of preformed polymer methods,
respectively, and using as oily core medium chain triglycerides or green coffee oil. The
physicochemical parameters evaluated were: particle size, polydispersity index, pH, zeta
potential, drug content and encapsulation efficiency. Formulations presented nanometric mean
size (150-200 nm), polydispersity index below 0.15, acid pH (5.5 to 6.3), negative zeta
potential (-3.5 to -11.3 mV), drug content close to the theoretical and encapsulation efficiency
close to 100%. With the exception of pH, all these parameters remained the same after 30
days of storage, proving the stability of systems. The study of photodegradation of
tioconazole against UVC light has shown the importance of nanostructured photoprotection in
the drug and the greater protection was observed for the nanocapsules containing green coffee
oil. The antifungal activity of the nanostructures was evaluated by agar diffusion and the
results showed that the formulations presented antifungal activity against the yeast C.
albicans, C. glabrata and clinical isolate of C. albicans. The nanostructures were incorporated
into Aristoflex® AVC hydrogels and those were characterized by size of particles when
dispersed in water, polydispersity index, drug content, spreadability, rheological properties
and stability. The hydrogels had nanometer size (196-203 nm), polydispersity index below
0.25, pH 6,3 to 6.5, tioconazole content close to theoretical (0.99 to 1.01 mg/g) plastic
behavior (model Casson) and similar spreadability profiles. The formulations were stable for
30 days at room temperature, evidencing the importance of the polymeric wall in the
nanocapsules to preserve the characteristics of the formulations. The study of the in vitro
release of drug from the hydrogel was carried out using diffusion Franz cell. The results
demonstrated the ability of nanostructures to control the release of tioconazole, with greater
control observed for hydrogels containing polymeric nanocapsules.

Keywords: Hydrogels. Nanocapsules. Nanoemulsions. Tioconazole.
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INTRODUCAO

As micoses superficiais sdo processos fangicos que afetam 40% da populacéo
mundial, acometendo todas as faixas etarias e gerando inimeras despesas em tratamento todos
os anos (ARAUJO et al., 2003). Essas infeccdes sdo causadas por fungos que, ao longo do
processo evolutivo, desenvolveram a capacidade de invadir e colonizar tecidos queratinizados
do organismo, tais como, estrato corneo, pélos e unhas, promovendo patologias inflamatorias
em decorréncia de processos de destruicdo da queratina. Os dermatofitos que mais
frequentemente acometem o0s seres humanos estdo distribuidos em varias especies
pertencentes aos géneros Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton, além de algumas
leveduras como Candida spp. (RUIZ; ZAITZ, 2001).

Obter um tratamento adequado das micoses superficiais € um grande desafio e
algumas vezes, pode ser bastante dificultoso. Em parte, toda essa dificuldade pode estar
relacionada com a resisténcia dos micro-organismos aos medicamentos disponiveis ou
ineficacia dos mesmos e, ainda, com a falta de adesdo ao tratamento por parte do paciente,
devido ao alto custo dos medicamentos, a necessidade de tratamentos prolongados e a
manifestacdo de efeitos colaterais (ALMEIDA et al., 2009a). Essas dificultades sdo ainda
mais evidentes em casos de onicomicoses (infecgdes flngicas que acometem as unhas), uma
vez que, na maioria das vezes, sd0 necessarias terapias sistémicas que exigem um longo
periodo de tratamento, apresentam diversos efeitos colaterais, alto custo e ainda, por atuarem
em enzimas do sistema citocromo P-450, sdo passiveis de apresentarem interacdo com outros
medicamentos (RUIZ; CHIACCHIO, 2005). O uso de antifungicos tépicos € uma alternativa
para casos onde ndao haja comprometimento da matriz da unha; entretanto, é pouco utilizado
devido a dificuldade de se obterem concentracfes adequadas do farmaco no local infectado,
pela baixa penetracdo da substancia ativa na lamina ungueal. Outros fatores também podem
estar relacionados ao insucesso do tratamento, dentre eles o lento crescimento das unhas,
tornando-as vulnerdveis a uma reinfeccdo e a resisténcia dos microorganismos aos
medicamentos (BARAN; KAOUKHOV, 2005).

O tioconazol é um agente antifangico sintético de amplo espectro de acdo, utilizado
por via topica no tratamento da candidiase mucocutanea, dermatofitoses da pele e unhas e
pitiriase versicolor (WELSH; CABRERA; WELSH, 2010). Para o tratamento de infecgdes
fangicas superficiais, o tioconazol é aplicado em concentragdo de 1%, na forma de creme,

locéo, spray ou po, sendo também utilizado no tratamento de onicomicoses (solugéo topica a
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28%) (SWEETMAN, 2006) e vulvovaginites, em concentracdo de 6,5%, na forma de creme
ou pomada ou, ainda, em 6vulos vaginais de 300 mg (BENNET, 1996).

Um dos principais problemas enfrentados na terapéutica tépica com o tioconazol esta
relacionado a sua reduzida absorcdo (MUNOZ et al., 2010), uma vez que a eficacia clinica de
um farmaco depende, ndo sé das suas propriedades farmacologicas, mas também da sua
disponibilidade no local de acdo. A necessidade de elevadas concentra¢fes do farmaco para
obtencdo do efeito terapéutico desejado pode ser responsavel pelo ocasional aparecimento de
algumas reacdes adversas (MUNOZ et al., 2010), como coceira, descamacéo da pele, edema,
irritacdo local, ardor, prurido e, relacionados ao uso vaginal, dor durante o ato sexual, dor e
queimacdo vaginal (SWEETMAN, 2006).

Uma forma eficiente de controlar a liberacdo de substancias em determinados locais e
permitir alteracbes no tempo de permanéncia destas no local de acdo é através da utilizacdo de
sistemas nanoestruturados. Estes sistemas coloidais, por apresentarem tamanho reduzido
(< 1 pum), melhoram as propriedades fisico-quimicas dos farmacos, atuando como carreadores
que irdo distribui-los em locais especificos (MISCHRA; PATEL; TIWARI, 2010;
SCHAFFAZICK et al., 2003). Além disso, podem reduzir possiveis reacdes de sensibilidade,
por diminuirem o contato direto do ativo com a regido alvo, bem como pelo uso de
concentra¢es menores do farmaco. Por promoverem um aumento no tempo de permanéncia e
adesividade, a utilizacdo de nanoparticulas em formas farmacéuticas semissélidas se mostra
muito vantajosa, uma vez que sdo destinadas a aplicacdo em regides suscetiveis a friccdo por
vestimentas ou por simples atividades cotidianas (GUTERRES; ALVES; POHLMANN,
2007). Nesse sentido, a incorporacdo do tioconazol em sistemas nanoestruturados poderia
promover uma maior permeabilidade, eficacia antifingica e diminuicdo da irritacdo em
relacdo as suas formas farmacéuticas ja conhecidas.

Tendo em vista as vantagens apresentadas pelos sistemas nanoestruturados associado
aos problemas enfrentados na terapéutica com o tioconazol, este trabalho objetivou o
desenvolvimento de nanoemulsfes e nanocapsulas poliméricas contendo tioconazol para
aplicacdo topica. Além disso, com o intuito de se obter uma forma farmacéutica final para os
sistemas desenvolvidos, estes foram incorporadas em géis hidrofilicos. Cabe salientar que, até
0 momento, ndo ha relatos na literatura de sistemas nanoestruturados contendo tioconazol, tdo
pouco sua associagao a geis.

Este trabalho foi dividido em trés partes experimentais, sendo que o capitulo 1 se
refere a validacdo de uma metodologia analitica por cromatografia liquida com detec¢do UV

para a quantificacdo do tioconazol associado as nanoestruturas; no capitulo 2 é apresentado o



18

desenvolvimento e a caracterizagdo das suspensGes de nanoemulsdes e nanocépsulas
poliméricas contendo o tioconazol, bem como a avaliacdo da atividade antiflingica in vitro e
da fotoestabilidade dos sistemas desenvolvidos; e por fim, no capitulo 3 é apresentado o
desenvolvimento e a caracterizacdo dos hidrogéis contendo as formulagdes liquidas

nanoestruturadas e a liberacdo in vitro do farmaco a partir dos sistemas semissolidos.



OBJETIVOS
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OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Desenvolver nanoemulsdes e nanocapsulas poliméricas contendo tioconazol, visando

sua incorporacdo em base semissolida do tipo hidrogéis.

1.2 Objetivos especificos

Validar um método analitico por cromatografia liquida com deteccdo UV para a
determinacéo do tioconazol em nanoemuls@es e nanocapsulas poliméricas;

Preparar nanoemulsfes e suspensfes de nanocapsulas de PCL contendo tioconazol
(1 mg/mL) com diferentes nucleos oleosos (triglicerideos de cadeia média e 6leo de
café verde);

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

Avaliar a fotoestabilidade do tioconazol incorporado aos sistemas nanoestruturados
frente a radiacdo UVC,;

Estudar a estabilidade do farmaco associado as suspensGes de nanocapsulas
poliméricas e nanoemulsdes frente ao armazenamento por um periodo de 30 dias;
Avaliar a atividade antifngica in vitro do tioconazol associado as suspensfes de
nanocéapsulas poliméricas e nanoemulsdes frente a C. albicans, C. glabrata e isolado
clinico de C. albicans pelo método de difusdo em agar;

Preparar géis hidrofilicos de Aristoflex® AVC contendo os nanocarreadores;
Caracterizar os hidrogéis quanto ao didmetro médio de particulas, distribuicdo de
tamanho, pH, teor de farmaco, espalhabilidade e propriedades reoldgicas;

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

desenvolvidos, utilizando células de difusdo do tipo Franz.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Micoses superficiais

A pele é o 6rgdo responsavel em proteger organismo, formando uma barreira bioldgica
contra agentes externos. Este 6rgdo é composto por trés camadas: a epiderme, a derme e a
hipoderme, sendo que a epiderme é formada por queratindcitos que véo se diferenciando e
amadurecendo até formarem o estrato cérneo. O estrato cdrneo € composto por células
anucleadas cujo citoplasma é rico em queratina (WYATT et al., 2005; CEVEC; VIERL,
2010). Tecidos queratinizados sdo altamente susceptiveis ao crescimento de fungos
dermatdfitos, uma vez que estes, através de enzimas proteoliticas, hidrolisam a queratina
liberando substancias essenciais para o seu desenvolvimento (nitrogénio, carbono e enxofre).
Ao colonizarem a pele, unhas e/ou cabelos, esses microrganismos desencadeiam processos
inflamatorios locais denominados dermatofitoses ou micoses superficiais. Essas micoses sdo
frequentemente transmitidas por contato direto, sendo que a infeccdo ocorre pela inoculagéo
de fragmentos de hifas sob uma area geralmente lesada, associada a capacidade do fungo em
degradar a queratina (SIDRIM; ROCHA, 2004; MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2008).
Algumas infec¢des tendem a cronicidade e as recidivas podem ser por reinfeccao ou pelo fato
da infeccdo original ndo ter sido tratada em sua totalidade (DRAKE et al., 1999).

As micoses superficiais estdo entre as doengas infecciosas mais comuns, afetando a

qualidade de vida de milhares de pessoas por causarem coceira, desconforto, dor nas regides
afetadas e constrangimentos (GARG et al., 2009; TABORDA, et al., 2010). Além de danos
causados aos pacientes, essas enfermidades representam um dos principais problemas
sanitarios a nivel mundial, gerando um custo significativo para os sistemas de saude de paises
desenvolvidos e subdesenvolvidos. As principais micoses superficiais sdo:
a) Tineas: sdo lesdes dermatofiticas que acometem, exclusivamente, o estrato cdrneo, couro
cabeludo e/ou regido da barba e bigode. Sdo divididas em: tinea capitis e barbae
(Trychophyton tonsurans, T. mentagrophytes, T. schoenleinii e Microsporum canis); tinea
pedis (T. rubrum, T. tonsurans Epidermophyton flocosum); tinea cruris (T. rubrum, E.
flocosum) e tinea corporis (T. rubrum; T. mentagrophyte; T.verrucosum e M. canis)
(SIDRIM; ROCHA, 2004).

b) Pitiriase versicolor: também conhecida como micose de praia ou pano branco, causada pelo

agente etioldgico Malassezia furfur. Neste tipo de infeccdo, as lesbes sdo caracterizadas por
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placas hipo ou hiperpigmentadas, escamosas e de bordas delimitadas que podem se estender
por diversas areas do corpo, dentre elas, regido cervical, ombros e térax (SIDRIM; ROCHA,
2004).

c) Candidiases: sdo infec¢bes produzidas por espécies do género Candida, sendo a C.
albicans a espécie comumente encontrada. A infecgdo pode ocorrer em qualquer parte do
corpo, apresentando maior incidéncia nas mucosas (orofaringea, vaginal, retal, entre outras)
(PAPPAS et al., 2004).

d) Onicomicoses ou tinea unguium: sdo infec¢bes fungicas superficiais de um ou mais

componentes da unidade ungueal e representam de 18 a 40% de todas onicopatias (ALBERT;
WEIS, 2004). Dentre os fungos que apresentam maior predilecdo pela queratina das unhas se
destacam as espécies dos géneros Trychophyton, Epidermophyton e Candida (HAY; BARAN,
2011). Ao se alojarem nas unhas, estes fungos causam les@es caracteristicas, deixando-as mais
grossas e com cor amarelada ou esbranquicada. Essas infec¢fes podem, também, induzir
outros sintomas, como 0 descolamento da unha do seu leito, o aparecimento de linhas
transversais e longitudinais e, ainda, a presenca de escamas esbranquicadas depositadas sob as
mesmas (REPKA et al., 2002).

De todas as dermatofitoses apresentadas, a maior dificuldade de tratamento esta
relacionada as onicomicoses, apresentando uma taxa de insucesso terapéutico de 25 a 35%
(GARCIA; PILAR; ERCHIGA, 2007). Os fungos que acometem as unhas sio muito dificeis
de erradicar, devido ao lento crescimento das unhas (5 a 6 meses para as unhas das méaos e 12
a 18 meses para as unhas dos pés) e, principalmente, pela baixa absorcdo dos medicamentos
por esta via, em funcdo da densa estrutura queratinica da unha, bem como sua baixa
vascularizagdo (NAKASHIMA et al., 2002).

O aumento na prevaléncia das dermatofitoses associado ao uso disseminado de
antifangicos e, por conta disso, 0 aparecimento de cepas resistentes, torna preocupante o
tratamento dessas infeccBes. Entretanto, o grande desafio é desenvolver formas farmacéuticas
que contenham veiculos capazes de promover uma alta taxa de difusdo do principio ativo, de
modo que se possa atingir a regido infectada e na dose adequada.

Nesse sentido, espera-se que um agente topico para infec¢bes flngicas superficiais
tenha um amplo espectro de acdo, seja eficaz em baixas concentracdes, possibilite esquemas
de dosagem convenientes, possua maior atividade fungicida do que fungistatica, apresente alta
afinidade pelo estrato coérneo, seja bem tolerado, ndo sensibilizante e apresente baixa
incidéncia de recidivas (MACHADO, 2008).
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Em geral, o tratamento das micoses superficiais é realizado pela administracdo topica
de farmacos antiflngicos, destacando-se os derivados imidazolicos (cetoconazol, miconazol,
tioconazol, entre outros), polienos (nistatina) e alilaminas (terbinafina) (BERGOLD;
GEORDIADIS, 2004).

1.2 Tioconazol

O surgimento dos derivados imidazolicos, ao fim da década de 60 e durante 0os anos
70, representou uma importante etapa na terapéutica das micoses superficiais. Esses
compostos apresentam estruturas quimicas semelhantes, tendo em comum, um anel
imidazolico livre (com dois nitrogénios) unido através da ligacdo C-N a outros anéis
aromaticos (Figura 1). A presenca desses anéis € o que difere essas moléculas e sdo
responsaveis pelas diferentes propriedades fisico-quimicas e bioldgicas apresentadas por estes
farmacos (SILVA, 1994).

N

Figura 1: Estrutura quimica do anel imidazélico.

Os imidazdis possuem mecanismo e espectro de acdo semelhantes, sendo ativos contra
todos os fungos causadores de infec¢des superficiais da pele e mucosas. Sdo muito eficazes,
possuem baixa toxicidade, baixos niveis de resisténcia e possuem meia vida sérica suficiente
para possibilitar a terapia com uma ou duas aplicac6es ao dia. Ndo sdo observados efeitos
colaterais sisttmicos ap0s 0 uso topico destes farmacos, uma vez que a absorcao sistémica dos
mesmos € insignificante. No entanto, reacdes locais como ardor, irritacdo, descamacao,
eritema, prurido e formacéo de vesiculas séo relatados em alguns casos (SIDRIM; ROCHA,
2004).

Os principais derivados imidazdlicos utilizados sdo: bifonazol, cetoconazol,

clotrimazol, econazol, isoconazol, miconazol, oxiconazol, sertaconazol, terconazol e
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tioconazol. Esses farmacos formam um grupo de compostos sintéticos utilizados,
exclusivamente, por via tdpica, com exce¢do do cetoconazol e miconazol que também podem
ser administrados por via oral e parenteral, respectivamente (REYNOLDS, 1996; SIDRIM,;
ROCHA, 2004).

O tioconazol é um derivado imidazoélico desenvolvido pela Pfizer® (BEGGS, 1984),
sendo desde entdo utilizado no tratamento topico de infecgdes cutdneas e de unhas causadas
por dermatofitos, candidiases mucocutaneas e pitiriase versicolor (SWEETMAN, 2006).
Caracteriza-se como um p@ cristalino branco ou quase branco, muito pouco solivel em agua,
muito solivel em cloroférmio e facilmente solivel em etanol (BRITISH
PHARMACOPOEIA, 2010). Sua férmula molecular é C16H13CI3N,OS, apresenta uma massa
de 387,71 g/mol (USP, 2009), pKa de 6,5 (FERGUSON; GOODALL; LORAN, 1998) e LogP
de 4,29 (VRAKAS; GIAGINIS; TSANTILI-KAKOULIDOU, 2006).

Quanto ao seu espectro de acdo, possui atividade frente a Candida sp., Trichophyton
sp., Epidermophyton sp., Microsporum sp., Malassezia furfur, além de atividade
antimicrobiana contra varios microrganismos Gram positivos, incluindo Staphylococcus sp.,
Streptococcus sp., Gardnerella vaginalis, Bacteroides sp. e Trichomonas vaginalis (MUNOZ
et al., 2010; SWEETMAN, 2006). A concentracdo inibitoria minima (CIM) do tioconazol
relatada na literatura para C. albicans e C. glabrata é de 4,7 mg/L e 0,06 mg/L,
respectivamente (JEVONS et al., 1979).

A acdo terapéutica do tioconazol esta relacionada com a inibicdo da esterol-14-4-
desmetilase, um sistema enzimatico microssomal dependente do citocromo P450,
prejudicando a sintese do ergosterol na membrana citoplasmatica e levando ao acimulo de
precursores (14-a4-metilesterdis) que ndo possuem as mesmas propriedades fisicas que o
ergosterol. Esses precursores, consequentemente, levam a formacdo da membrana com
propriedades alteradas, impedindo que estas desempenhem funcdes basicas necessarias ao
desenvolvimento dos fungos (GEORGOPAPADAKOU, 2001).

No Brasil, o tioconazol é comercializado sob a forma de pomada (6,5%), 6vulo
vaginal (300 mg), creme dermatoldgico (1%), spray (1%) e solucdo para unhas (28%).

No que se refere a eficacia, o tioconazol apresentou atividade antifungica igual ou
superior a outros derivados azolicos como, por exemplo, 0 miconazol (FROMTLING, 1988;
JEVONS et al., 1979) e o fluconazol (JONES, et al., 1993). A acéo do tioconazol em casos de
candidiase vaginal foi verificada por Henderson e colaboradores (1983). Neste estudo foi
relatado que apos a administracdo do farmaco em 6vulo vaginal (100 mg) ou creme (2%), por

um periodo de 3, 6 e 14 dias, e ap0ds a dose unica do 6vulo vaginal (300 mg) ou pomada (6%),
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a taxa de cura foi de 85 e 96%, respectivamente. Dois anos apds, Kashin e colaboradores
(1985) compararam diferentes posologias para o tratamento de dermatofitoses. O estudo foi
realizado com dois grupos de pacientes, onde o primeiro foi tratado com tioconazol (creme a
1%) duas vezes ao dia e 0 segundo apenas uma vez ao dia. Os autores concluiram que nédo
houve diferenca significativa na eficicia entre os regimes de tratamento e relataram que
reacOes adversas ocorreram em 6 e 4% dos pacientes dos grupos 1 e 2, respectivamente. Em
1997, um estudo foi realizado por Cryer e Robinson, a fim de avaliar o tempo necessario para
ocorrer a acdo fungicida do tioconazol frente a C. albicans e ao T. rubrum apds aplicacdo de
uma solucdo do farmaco a 28%. Os resultados obtidos pela técnica de contagem de micro-
organismos viaveis demonstraram que apds cinco minutos de exposi¢do ja era evidente a acao
fungicida do tioconazol frente aos dois micro-organismos testados. Mediante a rapida acéo
fungicida verificada apds a utilizacdo da solucdo de tioconazol, os autores concluiram, por
hipétese, que a baixa taxa de cura das onicomicoses € devido a exposi¢do insuficiente do
farmaco aos micro-organismos.

Em um estudo realizado por Hay e colaboradores (1985), 27 pacientes com
onicomicose foram tratados duas vezes ao dia com solucdo de tioconazol a 28%, por um
periodo de até 12 meses. Melhoras significativas foram registradas em mais de 11 pacientes,
sendo que desses, seis alcancaram remissdo clinica completa e estavam livres da infeccdo
apos trés meses de tratamento. A solucédo topica de tioconazol também foi estudada em uso
concomitante com um antifungico sistémico. Foram acompanhadas durante 12 meses, 70
unhas acometidas com onicomicose bilateral de 10 pacientes, tratados duas vezes ao dia com
200 mg de griseofulvina e solugdo de tioconazol ou placebo. Das unhas tratadas com
tioconazol, 20 foram curadas, enquanto que apenas 12 das tratadas somente com griseofulvina
alcancaram remissdo total, sugerindo a utilizacdo do tioconazol como um adjuvante no
tratamento destas infeccbes (HAY; CLAYTON; MOORE, 1987). Em 2003 Simonetti e
colaboradores associaram o butilhidroxianisol (BHA) ao tioconazol e observaram uma rapida
atividade antimicrobiana in vitro contra micro-organismos resistentes (C. albicans e
Escherichia coli). O BHA, utilizado em baixas concentracdes, possibilitou uma maior
penetracdo do farmaco no micro-organismo, aumentando a atividade do tioconazol.

Houang e Lawrence (1985) estudaram a permanéncia do tioconazol na cavidade
vaginal e a sua absorcéo sistémica apos aplicacdo de dvulo vaginal (300 mg) em dose Unica.
Apos oito horas, a concentragdo no plasma foi de 21,2 ng/mL e ap6s 24 horas ndo foi
detectado em 9 de 10 pacientes. A concentracdo vaginal apds 24 horas foi de 21,4 ng/mL e

permaneceu detectavel apos 48 e 72 horas em 7 de 9 e 2 de 9 pacientes, respectivamente.
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Estudos farmacocinéticos em ratos demonstraram minima absorcao sistémica ap6s aplicacdo
cutanea do tioconazol quando incorporado em creme (ENOGAKI, 1985 apud SOBUE;
SEKIGUCHI, 2004), o que remete a ndo existéncia de efeitos sisttmicos indesejados, sendo
relatadas apenas reacdes locais leves. No entanto, em estudo realizado por Soube e
colaboradores (2004) foi relatado que a absorcdo percutdnea do tioconazol € superior a de
outros farmacos imidazélicos. Neste estudo avaliou-se a absorcdo percuténea e a distribuicdo
intradérmica da solucéo e creme de tioconazol (1%), solucao de nitrato de miconazol (1%) e
solucdo de bifonazol (1%) apds a aplicacdo topica na pele abdominal de cobaias. A maior
penetracdo foi observada para a solucéo de tioconazol, seguida do creme contendo o farmaco
e 0s autores atribuiram os resultados a potente atividade antiflngica do tioconazol.

Apesar dos efeitos favoraveis na terapéutica com o tioconazol, na literatura cientifica
encontram-se relatos de alguns problemas enfrentados com o uso deste farmaco. Esses
problemas estdo basicamente relacionados a sua baixa absorcdo, sendo necessaria a utilizacdo
de elevadas concentragdes do mesmo (por exemplo, solucdo para unhas — 28%) para obtencéo
do efeito terapéutico desejado. Essas doses elevadas estariam diretamente relacionadas com o
eventual aparecimento de efeitos adversos (MUNOZ et al., 2010).

O tioconazol estd entre os derivados imidazolicos com maior potencial alergénico
(DOOMS-GOOSSENS et al., 1995). Stevens (1988) relata que a incidéncia de efeitos
indesejados como ardor e prurido é de 7%. Yoneyama (1996), ao analisar 66 individuos
tratados com derivados imidazolicos, relatou a ocorréncia de dermatite de contato em 35
pacientes, sendo que desses, trés foram devido ao uso do tioconazol (8,5%). Neste mesmo
contexto, Dooms-Goossens e colaboradores (1995) ao revisarem casos de alergia de contato
decorrente do uso de derivados imidazolicos, relataram que de 48 pacientes tratados com
tioconazol, 33 apresentaram reacdes positivas.

A alta concentracdo do farmaco também pode ser o fator responsavel pelos casos de
sensibilidade ao tioconazol. No periodo de 1991 a 1994 foram detectados 72 casos de alergia
de contato decorrente do uso de tioconazol, em estudo realizado na Finlandia. Desde entdo,
este passou a fazer parte dos testes de sensibilidade de rotina no pais, mostrando-se como uma
importante causa de alergia, com uma incidéncia de mais de 1% dos pacientes submetidos ao
teste. Ainda neste estudo, os autores sugerem a inclusdo do tioconazol em testes de
sensibilidade de outros paises (HEIKKILA; STUBB; REITAMO, 1995).

Em 2011, com o intuito de reduzir os efeitos colaterias provocados pelo tioconazol
apos aplicacdo topica, aumentar a sua biodisponibilidade, reduzir as doses e aumentar a sua

atividade antifingica, Attama e colaboradores desenvolveram microemulsfes contendo
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tioconazol para administragédo oral. Os resultados obtidos demonstraram que a administragéo
oral da microemulsdo aumentou a atividade antifungica in vitro e a biodisponibilidade in vivo
do farmaco (ATTAMA et al., 2011).

1.3 Sistemas nanoestruturados

Os sistemas nanoestruturados sdo sistemas coloidais que apresentam dimensdes de até
1 um, e diferem entre si de acordo com a composicao e organizacdo estrutural (COUVREUR
et al., 2002). No campo farmacéutico, o grande interesse em torno destes sistemas estd
associado com a capacidade das nanoestruturas em controlar a liberagdo e promover um
direcionamento do farmaco ao alvo terapéutico, evitando seu acumulo em tecidos néo-
especificos, onde poderia apresentar toxicidade, com consequente aumento da sua
concentracdo no local de acéo e sua eficacia (KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010; MISHRA,;
BHAVESH; TIWARI, 2010). Além disso, estudos demonstram outras vantagens na
associacdo de substancias ativas aos nanocarreadores, sendo eles: reducéo de efeitos adversos,
como por exemplo, a protecdo das mucosas de lesbes provocadas pelos anti-inflamatérios ndo
esteroides (RAFFIN et al., 2003; BECK et al., 2006) e diminuicdo da irritacdo local apds a
aplicacdo topica de substancias (SHAH et al., 2007); aumento da biodisponibilidade apds
administracdo oral de farmacos (SONAJE et al., 2010); protecdo do farmaco frente a
degradacbes enzimaticas (BECK et al., 2006; BECK et al., 2007); quimicas (WEISS-
ANGELI et al., 2008; OURIQUE et al., 2008; FONTANA et al., 2009) e peroxidacao lipidica
(SCHAFFAZICK et al., 2005; SCHAFFAZICK et al., 2008); aumento da permeacéo cutanea
(ALVES et al., 2007); alta habilidade em promover o acesso de farmacos pela barreira
hemato-hencefalica, proporcionando a liberacdo cerebral (CALVO et al., 2001; FREDDO,
2009), além de protegerem 0leos essenciais da volatilidade (FLORES et al., 2011).

A associacdo de farmacos aos sistemas nanocarreadores ndo interfere em seu
mecanismo de ac¢do; no entanto, esses sistemas se distribuem pelo organismo e alcangam
orgdos e tecidos especificos através do sistema imunoldgico que 0s reconhece como
substancias estranhas. A partir disso, as células do sistema fagocitario (principalmente as
células de Kupffer do figado e macréfagos do baco e da medula 6ssea) removem as
nanoestruturas da circulacdo sanguinea e as direcionam para 6rgdos do sistema reticulo
endotelial. Por outro lado, a presenca de substancias hidrofilicas (polietilenoglicol,
polissorbarto 80, entre outras) na superficie das particulas impedem a adsorcéo de proteinas

séricas, dificultando o reconhecimento pelos macrdfagos e outras células fagocitarias e,
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consequentemente, fazendo com que as particulas permanecam por um maior tempo na
circulacdo sanguinea. Este fato, aliado ao reduzido tamanho de particula, permite que estas
atravessem o0 endotélio capilar presente em tecidos inflamados e tumores soélidos
(DEVALAPALLY etal., 2007).

Devido a capacidade desses sistemas em permear as barreiras bioldgicas, estudos estéo
sendo direcionados para aplicagdo das nanoestruturas em diferentes vias de administragéo,
como a via topica (ALVES et al., 2007, FONTANA et al., 2011), parenteral (OURIQUE et
al., 2010, JEONG et al., 2010; THOMAS et al., 2011), oftdlmica (GUPTA et al., 2010), nasal
(ALONSO, 2004) e oral (BECK et al., 2006).

Na &rea farmacéutica os principais carreadores nanoestruturados estudados sdo 0s
lipossomas, as nanoparticulas lipidicas, as nanoparticulas poliméricas (nanoesferas e
nanocapsulas) e as nanoemulsdes. Os lipossomas representam a primeira geracdo de
carreadores coloidais, sendo constituidos, principalmente, por fosfolipidios organizados em
bicamadas concéntricas em torno de um nucleo aquoso central. A grande vantagem dessas
estruturas é o fato de possuirem um carater anfifilico, permitindo o encapsulamento de
substancias hidrofilicas no nucleo aquoso ou substancias hidrofébicas nas membranas de
fosfolipidios. Porém, algumas desvantagens sdo observadas na utilizagdo desses sistemas,
como a baixa eficiéncia de encapsulamento, alto custo de producdo e baixa estabilidade
fisico-quimica (EDWARDS; BAEUMNER, 2006; JOSHI, MULLER, 2008). As
nanoparticulas lipidicas podem ser divididas em nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) e
carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN). Essas particulas sdo constituidas
principalmente por lipidios, sendo que as NLS séo constituidas por lipideos solidos sob
temperatura ambiente e corporal e os CLN possuem um nucleo constituido por uma mistura
de lipidios solidos e liguidos, resultando em uma estrutura mais desorganizada e capaz de
promover um maior encapsulamento dos farmacos, quando comparado com as NLS. Como
vantagens, essas estruturas apresentam a baixa toxicidade, facilidade de transposicdo de
escala, auséncia de solventes organicos na preparacdo e boa compatibilidade (MULLER;
MADER; GOHLA., 2000; PARDEIKE; HOMMOS; MULLER, 2009). No entanto, estas
estruturas apresentam desvantagens, como 0 baixo encapsulamento de farmacos, presenca
simultanea de outras estruturas coloidais (micelas, lipossomas, nanocristais do farmaco) e
instabilidade fisica durante o armazenamento (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).

As nanoemulsdes sdo emulsdes submicrométricas, em geral menores que 300 nm,
formadas por goticulas de 6leo estabilizadas por tensoativos, dispersas na fase aquosa

(BOUCHEMAL et al., 2004). S&o principalmente empregadas para o encapsulamento de
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substancias lipofilicas, como por exemplo, o propionato de clobetasol (FONTANA et al.,
2009) e o dleo de melaleuca alternifolia (FLORES et al., 2011), podendo também encapsular
moléculas hidrofilicas, como os oligonucleotideos (SILVA et al., 2006; MARTINI et al.,
2007). As nanoparticulas poliméricas sdo particulas solidas coloidais divididas em
nanoesferas e nanocépsulas. As nanocapsulas poliméricas sdo vesiculas carreadoras de
farmacos, compostas por um nucleo geralmente oleoso envolto por uma parede polimérica,
podendo o farmaco estar adsorvido a esta parede e/ou dissolvido no nucleo. Ja as nanoesferas
sdo formadas por uma matriz polimérica (sem a presenca do 6leo) e o farmaco pode estar
retido ou adsorvido na matriz (SHAFFAZICK et al., 2003; MISHRA; BHAVESH; TIWARI,
2010). Estas nanoparticulas apresentam vantagens relacionadas a estabilidade in vivo e
também durante o armazenamento, quando comparadas aos lipossomas. Recentemente, foram
desenvolvidas nanocépsulas de nucleo lipidico, as quais possuem um nucleo hidrofébico
(triglicerideos de cadeia média) contendo uma substancia lipidica sélida (monoestearato de
sorbitano), o que remete a um ndcleo mais viscoso que as nanocapsulas convencionais,
podendo aumentar a estabilidade fisico-quimica (JAGER et al., 2009).

As nanoparticulas poliméricas sdo tecnicamente mais atraentes que as nanoesferas por
permitirem altos niveis de encapsulamento de farmacos lipofilicos, devido a presenga do
ndcleo oleoso, e por utilizar uma menor concentracdo de polimero (ANTON; BENOIT,;
SAULNIER, 2008). Além disso, a parede polimérica € capaz de prevenir alguns
inconvenientes relacionados ao farmaco como, por exemplo, protegé-lo frente a degradacéo
causada pela luz ultravioleta (OURIQUE et al., 2008; FONTANA et al., 2009), modular e
controlar a liberacdo dos farmacos (MARCHIORI et al., 2010) e, ainda, impedir o contato
direto do farmaco com os tecidos, reduzindo a irritacdo local (GUTERRES; ALVES;
POHLMANN, 2007).

As nanoparticulas poliméricas podem ser preparadas por diversos métodos como, por
exemplo, a dispersdo de polimeros pré-formados, a polimerizagcdo de monémeros dispersos ou
a deposicéo interfacial do polimero pré formado (nanoprecipitacdo) (SCHAFFAZICK et al.,
2003). A técnica de deposicdo interfacial do polimero pré formado foi desenvolvida em 1988
por Fessi e colaboradores, sendo 0 método mais utilizado para a preparacdo destas estruturas,
por permitir altas taxas de associacdo de farmacos e boa reprodutibilidade (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Através deste método, as nanocapsulas poliméricas
sdo obtidas por meio da injecdo de uma fase orgénica constituida de um solvente organico
miscivel em &gua, um tensoativo de baixo EHL, um 6leo, o farmaco e o polimero sobre uma

fase aquosa constituida por um tensoativo de alto EHL. Enquanto a fase organica € vertida
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sobre a fase aquosa, o solvente organico (contendo o polimero) se difunde no meio aquoso, e
na interface 6leo/dgua o polimero precipita ao redor das goticulas de 6leo. O solvente é entdo
removido da fase aquosa por pressdo reduzida até o ajuste do volume final da formulacdo. A
utilizacdo de polimeros biodegradaveis e biocompativeis na preparacdo das nanocapsulas
poliméricas é preferivel por promoverem a biodegradagdo in vivo das particulas e consequente
remocao do organismo (KALLINTERI et al., 2005). A poli(e-caprolactona), um polimero
semicristalino, é 0 mais empregado devido as suas caracteristicas de biocompatibilidade,
biodegradabilidade e propriedades mecanicas (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).

A determinacéo das caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas poliméricas é de
grande importancia. A combinacdo de diversas técnicas de analises se faz necessario para a
avaliacdo da estabilidade desses sistemas, sendo as principais: avaliagdo do diametro médio e
da distribuicdo de tamanho das particulas (espectroscopia de correlacdo de foétons),
determinacdo do potencial zeta (mobilidade eletroforética), pH, analise morfoldgica
(microscopia eletronica — transmissdo ou varredura, associada ou ndo a criofratura), teor, taxa
de associacdo e forma de associagdo do farmaco (ultracentrifugacdo, ultrafiltracdo-
centrifugacdo, calorimetria exploratoria diferencial, espectroscopia no infravermelho) e
liberacdo in vitro do farmaco (difusdo em saco de dialise, ultracentrifugacao, filtracdo a baixa
pressdo ou ultrafiltracdo-centrifugacdo) (SCHAFFAZICK et al., 2003; GUTERRES; ALVES;
POHLMANN, 2007).

1.3.1 Sistemas nanoestruturados contendo farmacos antifungicos

A incorporagdo de farmacos antifungicos em sistemas nanoestruturados tem se
mostrado uma boa alternativa para contornar os problemas enfrentados na terapéutica com
esses medicamentos. De um modo geral, os beneficios relatados na literatura a partir da
associacdo dos antifungicos as nanoestruturas estdo relacionados com a reducéo da toxicidade
e efeitos indesejados, melhora dos indices terapéuticos e obtencdo de um efeito mais
prolongado devido a capacidade das nanoestruturas em promover uma liberacéo controlada de
substancias a elas associadas.

Devido ao tamanho reduzido, estes sistemas permitem que um maior nimero de
particulas se fixe na superficie dos micro-organismos, promovendo um aumento na eficacia
do farmaco (PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN, 2008). Este fato pode justificar os
resultados obtidos por Pons Jr. (2011), onde mesmo em concentragdes menores que as usuais

(0,4; 0,8 e 1,6 pg/mL), nanocéapsulas de PCL contendo cetoconazol demonstraram possuir
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atividade antifungica frente a C. albicans, com uma potencia de 98,15%. Nanoparticulas de
PLG [poli(acido glicolico)] contendo os farmacos econazol e moxifloxacino foram
desenvolvidas por Ahmad e colaboradores (2008), a fim de avaliar a poténcia desses sistemas
frente ao Mycobacterium tuberculosis. Os resultados obtidos demonstraram que oito doses
orais administradas em camundongos infectados foram equipotenciais a 112 doses do farmaco
livre, administrada duas vezes ao dia. Além disto, uma Unica dose oral resultou em
manutencdo das concentracdes terapéuticas do econazol por até 5 dias. Gupta e colaboradores
(2000) observaram que o fluconazol incorporado a lipossomas teve sua meia vida
significativamente aumentada na cavidade vitrea de coelhos em comparacéo ao farmaco livre.
Em 2008, Peng e colaboradores desenvolveram nanoparticulas de PLGA contendo
voriconazol e a atividade antifungica das formulacdes foram testadas através de ensaios in
vivo e in vitro. Os resultados demonstraram que em ambos 0s ensaios o itraconazol associado
as nanoparticulas foi mais eficaz contra C. albicans que o farmaco livre. No mesmo contexto,
Pattel e colaboradores (2010) observaram uma maior eficicia do itraconazol associado a
nanoparticulas de PLGA do que a solucdo do farmaco livre. Os autores atribuiram os
resultados obtidos ao tamanho reduzido das particulas, que possibilitou que essas se
acumulassem na superficie da parede celular e se internalizassem com maior facilidade.

Zili e colaboradores (2005) desenvolveram nanocapsulas e nanoesferas de PCL
contendo griseofulvina pelo método de nanoprecipitacio. Uma alta eficiéncia de
encapsulamento foi obtida para ambos os sistemas e o tamanho de particula foi de 250 a
326 nm para as nanoesferas e de 390 a 400 nm para nanocapsulas. A taxa de dissolucdo das
nanoparticulas foi maior do que a da griseofulvina micronizada, segundo os autores, como
consequéncia ocorrerd um aumento na biodisponibilidade do farmaco e possivelmente um
aumento na sua eficécia para o tratamento de dermatofitoses.

A liberacdo controlada de farmacos antiflngicos é bastante almejada, tendo em vista
que uma das principais causas de recidivas e falhas na cura de doencas flngicas se deve ao
fato da ndo adesdo do paciente ao tratamento devido a necessidade de freqlientes aplicacbes
do medicamento para obtencdo de niveis terapéuticos desejaveis. Nanoparticulas lipidicas
solidas contendo clotrimazol foram desenvolvidas por Souto e colaboradores (2004) a fim de
avaliar seu perfil de liberacdo in vitro. As formulagbes apresentaram uma taxa de
encapsulamento superior a 50% e um tamanho de particula em torno de 300 nm. Os
resultados obtidos demonstraram que essas formulagGes propiciaram uma liberacdo
modificada do farmaco por um periodo de 10 horas. Pandey e colaboradores (2005)

desenvolveram nanocapsulas de PLG e alginato estabilizado com quitosana, a fim de
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melhorar a biodisponibilidade oral dos antifingicos econazol e clotrimazol. As nanoparticulas
foram preparadas pelo método de emulsificacdo e evaporagdo do solvente, obtendo um
tamanho médio de particulas de 217 nm e 235 nm, e uma eficiéncia de encapsulamento de
90% e 50% para as formulagdes com PLG e alginato, respectivamente. Dados
farmacocinéticos em ratos demonstraram que houve uma liberagdo controlada dos farmacos
encapsulados por 5-6 dias, enquanto que os farmacos livres foram metabolizados 4-5 horas
apos administracdo oral e endovenosa. Em outro estudo, o fluconazol radiomarcado
encapsulado em nanocapsulas estericamente estabilizadas foi detectado por maior tempo in
vivo em infecgOes induzidas por C. albicans que o fluconazol livre (ASSIS, 2008).

Como citado anteriormente, outra vantagem a cerca da associa¢do de antifungicos a
sistemas nanoestruturados € a reducdo da toxicidade e efeitos indesejados. Estudos realizados
em ratos com candidiase sistémica mostraram que a incorporacdo da anfotericina B em
lipossomas reduziu a sua toxicidade e permitiu 0 uso de doses mais elevadas, aumentando a
eficacia terapéutica (LOPEZ-BERESTEIN et al., 1983). No mesmo contexto, ensaios in vivo
demonstraram que a toxicidade da anfotericina B foi reduzida apds a sua incorporacdo em
nanoesferas de PCL (ESPUELAS et al., 1997). Em outro estudo, foi relado que lipossomas
contendo nistatina protegeram os eritrocitos da toxicidade do farmaco livre. Além disso, a
dose méxima tolerada de nistatina livre ndo apresentou efeito no tratamento de camundongos
infectados; entretanto, a nistatina associada aos lipossomas aumentou a sobrevida dos animais
(MEHTA et al., 1987). Anos mais tarde, Amaral e colaboradores (2009) associaram a
anfotericina B em nanoparticulas de PLGA promovendo a isencdo de toxicidade renal e
hepatica em comparacdo a sua forma livre. Em 2006, Velpandian e colaboradores
desenvolveram lipossomas contendo fluconazol com o objetivo de avaliar a toxicidade na
retina de coelhos albinos, ap6s a administracdo do farmaco livre e associado. Os autores
concluiram que, mesmo em concentracdes menores (100 ug), o fluconazol livre ocasionou
mudangas na retina dos coelhos, enquanto que os lipossomas ndo desenvolveram nenhuma
alteracdo significativa até uma concentracdo de 200 pg.

Variadas vias tém sido destinadas para a administracdo de sistemas nanoestruturados
contendo farmacos antifungicos. Chasteingner e colaboradores (1996) associaram o
itraconazol a diferentes tipos de nanocarreadores (lipossomas, nanoesferas e complexos de
colesterol), objetivando a aplicacdo intravenosa. Neste estudo, foi avaliada a diferenca nas
taxas de associacdo do farmaco aos nanocarreadores. Ambos os carreadores lipidicos
propiciaram uma baixa taxa de associacdo (< 0,6%), sendo que a maior associagdo do

itraconazol foi as nanoesferas (4,1 %). Nanoparticulas de Eudragit® RL 100 contendo
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anfotericina B foram desenvolvidas com o objetivo de proporcionar uma liberacéo controlada
do farmaco na via ocular. Para a realizacdo do ensaio de liberacdo foi utilizado célula de
difusdo, onde o meio receptor foi constituido por uma solugdo simulando o fluido lacrimal e
com barreira de difusdo foi utilizada membrana de dialise. As nanoparticulas promoveram
uma liberacdo mais réapida na fase inicial (efeito burst), seguida por uma etapa sustentada
(DAS; SURESH; DESMUKH, 2010). Agarwal e Katare (2002) desenvolveram lipossomas
contendo miconazol para aplicacdo tdpica, com o intuito de melhorar a absorcdo cutanea do
farmaco. A permeacdo cutdnea e a retencdo do farmaco na pele foram analisadas e 0s
resultados obtidos demonstraram uma elevada absorcéo e retencdo do miconazol associada
aos lipossomas, quando comparado com o0s cremes comerciais contendo o farmaco.
Recentemente, Santos e colaboradores (2013) desenvolveram nanocapsulas de Eudragit® RS
100 contendo clotrimazol com o intuito de aumentar o tempo de permanéncia do antiflngico
na regido vulvovaginal e promover uma liberacdo controlada do mesmo. As nanoparticulas
foram preparadas pelo método de deposicdo interfacial do polimero pré formando e
apresentaram tamanho de particulas em torno de 150 nm, indice de polidispersdo abaixo de
0,17 e eficiéncia de encapsulamento proxima a 100%. O estudo de liberacdo in vitro das
suspensdes de nanocapsulas foi conduzido a partir da técnica de difusdo em sacos de dialise e
os resultados demonstraram que ap06s 24 horas de experimento a solucdo de farmaco livre ja
havia liberado praticamente 100% do clotrimazol, enquanto que as nanocépsulas contendo o
farmaco nas concentracbes de 1,0 e 3,0 mg/mL liberaram 66% e 58% do farmaco,

respectivamente.
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CAPITULO 1: Validacio de metodologia analitica por CLAE-UV para

quantificacdo do tioconazol associado a nanocéapsulas polimericas.

1.1 Apresentacao

O desenvolvimento de metodologias analiticas destinadas a quantificacdo de farmacos
¢ de fundamental importancia e sdo imprescindiveis no acompanhamento de formulacGes
farmacéuticas. A validacdo analitica assegura que a metodologia desenvolvida ira
proporcionar resultados confidveis ao proposito que se destina. Os parametros requeridos para
a validagdo de métodos sdo: especificidade ou seletividade, linearidade, intervalo de
concentracdo, precisao, exatidao, robustez e limites de deteccdo e quantificacdo (ICH, 2005).
A determinacdo desses parametros € realizada de acordo com guias que fornecem diretrizes a
serem seguidas, como por exemplo, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
o International Conference on Harmonization (ICH).

Alguns métodos para analise do tioconazol por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) sdo encontrados na literatura; entretanto, sdo métodos trabalhosos e complexos que
utilizam solventes organicos de alto custo e solugdo tampé&o na preparacdo da fase movel.

Diante do exposto, este capitulo tem como objetivo apresentar a validacdo de um
método analitico para quantificacdo do tioconazol em suspensBes de nanocapsulas

poliméricas por CLAE-UV.
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1 INTRODUCAO

Os derivados imidazolicos sdo agentes antifungicos caracterizados pela presenca de
um anel azolico com dois &tomos de nitrogénio, o qual se liga a outros anéis aromaticos que
conferem a esses farmacos diferentes propriedades fisico-quimicas e bioldgicas (SILVA,
1994). O tioconazol (Figura 1) é um imidazol, caracterizado como um po cristalino branco ou
quase branco, muito pouco solivel em agua, muito soldvel em cloroformio e facilmente
solavel em etanol (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2010). Sua formula molecular é
C16H13CI3N2OS, apresenta uma massa de 387,71 g/mol (USP, 2012), pKa de 6,5
(FERGUSON; GOODALL; LORAN, 1996) e LogP de 4,29 (VRAKAS; GIAGINIS;
TSANTILI-KAKOULIDOU, 2006).

MN—.
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Figura 1: Estrutura quimica do tioconazol.

Esse farmaco possui um amplo espectro de acdo sendo utilizado para o tratamento
topico de dermatofitoses de pele e unhas, pitiriase versicolor e candidiase mucocutanea
(SOBUE; SEKIGUCHI, 2004). Relatos de efeitos indesejaveis decorrente do uso de
tioconazol séo encontrados na literatura, inclusive Dooms-Goossens e colaboradores (1995) o
destacam como um dos derivados imidazolicos com maior potencial alergénico. Esses
inconvenientes na terapéutica com tioconazol podem estar diretamente relacionados com a
baixa absor¢do do farmaco, uma vez que se faz necessaria a utilizacdo de concentracdes
elevadas para o efeito desejado (MUNOZ et al., 2010).

Visando minimizar os problemas enfrentados com o0 uso deste antifingico,
nanocapsulas poliméricas contendo tioconazol foram desenvolvidas pelo nosso grupo de
pesquisa. As nanocépsulas poliméricas sdo nanoparticulas compostas por um nucleo

geralmente oleoso envolto por um fino filme de polimero, onde o farmaco pode estar
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adsorvido na parede, disperso no meio e/ou dissolvido no nucleo (SCHAFFAZICK et al.,
2003). Esses sistemas apresentam tamanho de particulas inferior a 1 um e atuam como
carreadores de farmacos, promovendo uma liberacdo controlada das substancias em locais
especificos. Além disso, promovem uma melhora na resposta terapéutica, permitem a reducéo
da quantidade administrada de farmaco e minimizam efeitos colaterais indesejaveis
(RAWAT: SING; SARF, 2006; OURIQUE et al., 2011).

A caracterizacdo dos sistemas nanoestruturados é realizada através de variadas
metodologias, sendo fundamental a determinacdo do teor de farmaco incorporado a eles. Na
literatura cientifica encontram-se alguns métodos para a quantificagdo do tioconazol em
formas farmacéuticas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE); entretanto,
nenhum é especifico para nanoestruturas. Além disso, sdo métodos bastante trabalhosos, que
utilizam solventes de custo elevado e, ainda, a grande maioria faz uso de solucdo tampéo
(BERRIDGE; LAST; PLATT, 1985; PIETRA et al., 1992; FERGUSON; GOODALL;
LORAN, 1996; GAGLIARDI et al., 2003).

A Farmacopéia Americana (USP, 2012) descreve como fase moével a utilizacdo de
acetonitrila:zmetanol:dgua (44:40:28) baseificada com hidréxido de amdnio, tendo como
desvantagem o uso de acetonitrila, solvente de alto custo. Outro fator desvantajoso é o
comprimento da coluna, que necessita de longo tempo de eluigéo, retardando o tempo de
retencdo do pico do tioconazol (entre 12 e 17 minutos). Por outro lado, a Farmacopéia
Britanica (2010) descreve métodos para gquantificacdo do tioconazol em forma farmacéutica
creme e solucdo para unhas. Ambas as metodologias utilizam como fase mével uma mistura
de tetrabutilamdnio diidrogénio ortofosfato 0,005 M (pH ajustado para 7,4 com hidroxido de
amonio 2M) e metanol (1:4), fator esse desvantajoso em se tratando do uso de tampé&o, por ser
prejudicial tanto para o tempo de vida til da coluna, quanto do equipamento.

Frente ao exposto, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento e a validacdo de
uma metodologia analitica capaz de quantificar o tioconazol ap6s a sua associacdo a

nanocapsulas poliméricas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material e Reagentes

O tioconazol (99,22%, m/m) foi obtido da Pharma Nostra (S&o Paulo, Brasil); metanol
de grau cromatografico foi adquirido da Tedia (Rio de Janeiro, Brasil); o hidroxido de aménia
da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil) e a agua ultrapura foi purificada através do aparelho
MegaPurity Mega RO (Rio de Janeiro, Brasil). Para a preparacdo das nanoparticulas foram
utilizados monoestearato de sorbitano (Span® 80) e o polimero poli(e-caprolactona) (PCL, Mn
= 70,000 — 90,000) obtidos da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brasil); triglicerideos de cadeia
média adquiridos da Delaware (Porto Alegre, Brasil) e o polissorbato 80 (Tween® 80) e a

acetona da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).

2.2 Preparacdo da suspenséo de nanocépsulas poliméricas

As suspensdes de nanocapsulas foram preparadas pelo método de deposicdo interfacial
do polimero pré-formado descrito por Fessi e colaboradores (1989). Foram obtidas
nanocapsulas poliméricas de tioconazol (NC-TIO), a uma concentracdo de 1,0 mg/mL. Para a
avaliacdo da especificidade do método, nanocépsulas sem o farmaco foram, também,
preparadas (NC-B).

2.3 Condicdes cromatogréficas

Foi utilizado um cromatégrafo a liquido Shimadzu (Kyoto, Japdo), equipado com
bomba LC-10AD VP, detector UV SPD-10AVP, central de controle SCL-10A VP e injetor
manual Rheodyne (volume de injecdo 20 pL). Os dados foram analisados pelo programa
Class-VP (Shimadzu, Kyoto, Japdo). Um segundo cromatégrafo foi utilizado para
determinacdo da pureza do pico (Shimadzu LC-20A, Kyoto, Japdo), equipado com bomba
LC-20AT, detector SPD-M20A PDA e sistema controlador CBM-20A. Como fase
estacionaria empregou-se uma coluna Gemini® Phenomenex C-18 (150 x 4,6 mm) com
porosidade de 5 pm associada a uma pré-coluna Phenomenex® C-18 (4,0 x 3,0 mm, 5 pm). A
fase movel foi composta de metanol:agua (80:20, v/v) acrescida de 0,18% de hidroxido de

amonio. O sistema foi operado a temperatura ambiente, utilizando fluxo isocratico de
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1,0 mL/min. A deteccdo foi realizada em 219 nm e o tempo de retencdo foi de,

aproximadamente, 7,2 minutos.

2.4 Preparacdo das amostras

Para total extracdo do tioconazol, 400 pL das suspensdes de nanocépsulas poliméricas
foram adicionados em baldo volumétrico de 20 mL juntamente com metanol. Essa solucéo foi
submetida a sonicacdo por 40 minutos, a fim de romper a estrutura das nanocapsulas. Apos, 0
volume do baldo foi aferido, para obtencdo da concentracdo tedrica de 20,0 pg/mL. As
amostras foram filtradas em filtro quantitativo e em membrana de celulose regenerada
(0,45 mm) sendo, apds, analisadas através de CLAE-UV (n = 3).

2.5 Preparacao da solucéo de referéncia

Pesou-se, exatamente, 20 mg de tioconazol, transferindo-se, cuidadosamente, para
baldo volumétrico de 20 mL, sendo o volume completado com metanol (1,0 mg/mL). A partir
dessa solucdo, uma aliquota de 400 pL foi transferida para baldo volumétrico de 20 mL,
utilizando metanol como solvente, a fim de obter uma solucdo de concentracdo de
20 pg/mL. Todas as solugdes foram filtradas em membrana de celulose regenerada (0,45 pm)

antes de serem analisadas através do sistema cromatogréafico (n = 3).

2.6 Validagdo do método analitico

Os parametros avaliados na validacdo do método compreenderam: especificidade,
linearidade, limites de quantificacdo e deteccdo, precisdo (repetibilidade e precisdo
intermediéaria), exatidao e robustez (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

2.6.1 Especificidade

A especificidade do metodo foi determinada pela anélise da pureza do pico do
tioconazol e pela utilizacdo de uma suspenséo de nanocapsulas sem o farmaco, contendo os
excipientes utilizados na sua preparagdo (amostra placebo). Essa suspensédo foi submetida ao

mesmo processo de preparacdo das amostras contendo o farmaco (item 2.4), sendo
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posteriormente injetada e o cromatograma obtido foi analisado para verificar a possibilidade

de alguma inferéncia dos componentes da formulacao.

2.6.2 Linearidade e limites de deteccéo e quantificagdo

Para a construgdo da curva analitica, foram retiradas aliquotas da solucdo padrdo
(1,0 mg/mL), a fim de obter concentracdes de 5, 10, 20, 30, 40 e 50 pg/mL. Essas solugdes
foram preparadas em balGes de 20 mL e o contetdo diluido em metanol. Trés curvas
analiticas independentes foram construidas e a linearidade foi obtida pelo estudo da regresséo
linear, pelo método dos minimos quadrados e analisadas por Analise de Variancia (ANOVA).
Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados a partir da curva analitica
utilizando as equacbes 1 e 2.

LD=33.DP/S (1)

LQ=10.DP/S  (2)

Onde: DP = Desvio padrdo e S = inclinacdo da curva analitica.

2.6.3 Precisao

A precisdo foi determinada pela repetibilidade e precisdo intermediaria. A
repetibilidade foi realizada a partir da analise de seis amostras independentes, na mesma
concentracdo (20,0 pg/mL), no mesmo dia e nas mesmas condi¢cdes experimentais. Para a
avaliacdo da precisdo intermediaria as amostras (20,0 pg/mL) foram analisadas em trés dias

diferentes (n = 3). Os resultados foram expressos como desvio padréo relativo (DPR, %).

2.6.4 Exatidao

O ensaio de exatiddo foi realizado em triplicata, a partir do teste de recuperacdo. Uma
solucdo de tioconazol na concentracdo de 10 pg/mL foi preparada, apos extracdo do farmaco
das nanocapsulas com metanol. A essa solucdo foram acrescidas quantidades de solugdo mae,
a fim de obter solucgdes de concentracdo de 16, 20 e 24 pg/mL (correspondendo a 80, 100 e
120% da concentracdo usual de andlise — 20 pg/mL). O percentual de recuperagdo foi
calculado pela diferenca entre as areas obtidas das solugdes acrescidas ou ndo da solugdo mée
(AOAC, 2000).
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2.6.5 Robustez

A robustez do método foi avaliada, a partir analise das amostras (20 pug/mL), variando-
se 0 comprimento de onda (216 e 222 nm), o fluxo (0,8 e 1,2 mL/min) e a coluna

(Nanoseparation® C-18 — 15 x 4,6 mm, porosidade de 5 um).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento de uma metodologia analitica capaz de quantificar farmacos
incorporados em sistemas nanoestruturados exige cuidados no sentido de garantir a total
separacdo do farmaco do complexo sistema ao qual estd confinado. Neste sentido, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem se mostrado uma boa alternativa e cada
vez mais estudos a cerca do uso dessa metodologia para analise de farmacos nanoestruturados
vém sendo realizados (FONTANA et al., 2010; SANTOS et al., 2012).

Alguns testes para escolha da fase mdvel ideal foram realizados, sendo o principal
objetivo utilizar um sistema eluente menos complexo que os ja relatados na literatura
(BERRIDGE; LAST; PLATT, 1985; GAGLIARDI et al., 2003). Inicialmente foram testadas
solucBes de metanol:agua em diferentes proporg¢des (80:20; 85:15; 90:10), sendo o metanol o
solvente escolhido por apresentar um menor custo quando comparado a acetonitrila. Todas as
fases mdveis testadas proporcionaram valores de fator de cauda e pratos teéricos semelhantes
(em torno de 1,2 e 3000, respectivamente); entretanto, as proporcdes 85:15 e 90:10, apesar de
promoverem uma redugdo no tempo de retencdo, levaram a uma diminuicdo da resolucdo. A
proporcdo 80:20 foi a escolhida por propiciar uma melhor resolucdo, além de utilizar uma
menor quantidade de solvente organico. No entanto, no decorrer das analises variacdes
significativas nos parametros cromatograficos (area, fator de cauda e resolucdo dos picos)
foram observadas. Essas variacdes foram atribuidas a mudancas nos valores de pH durante o
ensaio. Cabe salientar que em meio levemente &cido e neutro, mesmo com pequenas variacdes
nos valores de pH, a ionizacdo do farmaco muda drasticamente. Desta forma, optou-se pela
adicdo de uma base a fase movel, a fim de manter o tioconazol na forma ndo ionizada, sem ser
necessario o uso de solucdo tampdo para o controle do pH. A escolha de hidroxido de amdnia
e da concentracdo utilizada foi baseada no método descrito pela Farmacopéia Americana
(USP, 2012).

A fase mével composta por metanol:dgua (80:20) e 0,18% de hidroxido de aménia,

mostrou-se adequada, proporcionando um tempo de analise de 9 minutos, picos com boa
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resolucdo (préximo a 10.000), simétricos (fator de cauda em torno de 1,2) e com pratos
tedricos em torno de 5000. Apds a definicdo das condicbGes cromatogréficas o método foi
validado quanto a especificidade, linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, preciséo,
exatiddo e robustez.

No que diz respeito a especificidade, 0 método mostrou-se especifico para a analise do
tioconazol, sem ser observada a interferéncia dos excipientes e/ou solvente no pico
cromatografico do farmaco. A Figura 2 mostra a sobreposicdo dos cromatogramas obtidos
para a amostra (NC-TIO), solucdo de trabalno e para a solucdo placebo (NC-B),
demonstrando que nenhum pico referente aos excipientes foi detectado no tempo de retencao
do tioconazol e nem mesmo proximo a ele. A analise da pureza do pico confirma a

especifidade do método, uma vez que o indice de pureza encontrado foi de 1,000.

= a) NC-B
b) Solucio de tioconazol
c) NC-TIO

Rk

Figura 2: Cromatogramas obtidos por CLAE para a formulagédo placebo (NC-B), solucéo de
tioconazol (20,0 pg/mL) e suspensdo de nanocapsula polimérica contendo tioconazol (NC-
TIO) (20,0 pug/mL).

Na analise da linearidade, as curvas apresentaram adequado coeficiente de correlagéo
(r=0,9999; y = 52105x - 386,7), regressao linear significativa (Fcaiculado = 64.256,05 > Frapelado
= 4,75) e sem desvio de linearidade (Fcaiculado = 1,74 < Fiapelado = 3,26), demonstrando que o
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método proposto € linear na faixa de concentragdo de 5 a 50 pg/mL. Os valores de LQ e LD

foram de 0,61 pg/mL e 0,18 pg/mL, respectivamente, evidenciando a sensibilidade do método

para baixas concentracdes.

Os resultados obtidos para a precisdo (repetibilidade e precisao intermediaria) estéo

expressos na Tabela 1. O desvio padréo relativo (DPR) para a repetibilidade foi de 1,42% e

para precisdo intermediéria foi de 1,17%, indicando que a metodologia desenvolvida € precisa

dentro da faixa de concentracfes avaliada. Os valores de recuperacdo alcancados para o

ensaio de exatiddo estdo entre 99 e 100%, demonstrando que o método possui exatidao

satisfatoria (Tabela 2).

Tabela 1: Resultados da precisdo do método analitico por CLAE (repetibilidade e preciséo

intermedidria) para a quantificacdo do tioconazol em nanocépsulas poliméricas.

Concentragédo Concentracéo Teor DPR
Tebrica Experimental (%) (%)
(Kg/mL) (Mg/mL)
Repetibilidade (n = 6) 20,0 19,99 £ 0,28 99,95+ 1,42 1,42
Precisdo intermediaria
Dial (n=3) 20,0 19,74 + 0,14 98,70 + 0,68 0,69
Dia2 (n=3) 20,0 19,93 + 0,33 99,64 + 1,64 1,65
Dia3 (n=23) 20,0 19,67 +0,18 08,35+ 0,90 0,92
Média+s (n=9) 20,0 19,78 £ 0,23 98,89 +1,15 1,17

Tabela 2: Resultados obtidos para o ensaio de exatiddo do método analitico por CLAE para a

quantificacdo do tioconazol em nanocépsulas poliméricas (n = 3).

Amostra  Concentragdo adicionada Concentragdo recuperada

Recuperacéo (%)

(Mg/mL) (Hg/mL)
R1 6,01 £ 0,05 16,19 £ 0,03 100,32 £ 0,85
R2 9,99+ 0,14 20,16 £ 0,11 99,93+ 1,45
R3 13,95+ 0,16 24,12 £ 0,15 99,63 +1,17
Recuperacdo média (%) 99,96 + 0,35
DPR 0,35

R1, R2 e R3: amostras acrescidas da solucdo mae.
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A Tabela 3 demonstra os resultados encontrados na robustez do método analitico. O
método ndo foi afetado pelas pequenas variagdes no comprimento de onda, fluxo e nem
mesmo pela mudanca da marca da coluna, uma vez que os resultados obtidos foram muito
semelhantes aos obtidos nas condi¢Ges recomendadas, apresentando DPR menor que 2% o0

que indica a robustez do método cromatografico desenvolvido.

Tabela 3: Andlise da robustez do método analitico por CLAE para a quantificagdo do

tioconazol em nanocépsulas poliméricas.

Condicdes Pratos  Fator de Tempo de Tioconazol DPR
tedricos cauda retencéo (%) %)

Condic¢oes recomendadas*  5521,25 1,2 7,2 99,41 1,11

Fluxo (mL/min)

0,8 6131,3 15 9,0 99,51 0,05

1,2 5038,25 11 6,2 99,40 0,19

A (nm)

216 5626,29 1.3 7,3 100,05 0,71

222 5603,3 1.3 7,3 100,83 1,80

Coluna:

Nanoseparation® (15 x 3478,27 1,2 5,5 99,57 0,04

4,6 mm)

*: fluxo de 1,0 mL/min; deteccdo UV a 219 nm; coluna Gemini® Phenomenex C-18.

Mediante o conjunto dos resultados, foi possivel verificar que o método
cromatografico desenvolvido é adequado para a analise do tioconazol, podendo ser aplicado
para a quantificacdo do farmaco incorporado em matrizes complexas como as nanocapsulas
poliméricas, devido a sua satisfatoria seletividade. Comparando com os métodos
cromatograficos encontrados na literatura para a analise do tioconazol, o método proposto
apresenta como vantagens a facilidade na preparacdo da fase movel, a reducéo de solventes
organicos e a nao utilizacdo de solugdo tampdo, 0 que preserva 0 equipamento e aumenta o

tempo de vida util da coluna.
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4 CONCLUSAO

Neste trabalho, um método rapido, simples e eficiente foi desenvolvido para a
quantificacdo do tioconazol em nanocapsulas poliméricas, utilizando a cromatografia liquida
de alta eficiéncia com deteccdo UV. O método proposto mostrou-se especifico, robusto,
preciso, exato e linear na faixa de concentragcbes de 5 a 50 pg/mL, demonstrando a

confiabilidade do mesmo.

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AOAC. Association of Official Analitycal Chemists. Official Methods of Analysis. Ed 17,
Gaithersburg, MD, 2000, v. 1.

BERRIDGE, J.C.; LAST, P.E.; PLATT, R.V. High-performance liquid chromatographic
determination of tioconazole in pharmaceutical formulations. Journal of Pharmaceutical &
Biomedical Analysis, v. 3, n. 4, p. 391-394, 1985.

BRASIL. Resolucdo — RE n° 899 de 29 de maio de 2003. Guia para validacdo de métodos
analiticos e bioanaliticos. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 02 de junho de 2003.

BRITISH PHARMACOPOEIA. 2010: Her Majesty. Stationary Office, v.2, London, p. 2103-
2104, 2010.

DOOMS-GOOSSENS, A.; MATURA, M.; DRIEGH, J.; DEGREEF,H. Contact allergy to
imidazoles used as antimycotic agents. Contact Dermatitis, v. 33, n. 2, p. 73-77, 1995.

FERGUSON, P.D.; GOODALL, D.M.; LORAN, J.S. Systematic approach to the treatment of
enantiomeric separations in capillary electrophoresis and liquid chromatography I11.A binding
constant-retention factor relationship and effects of acetonitrile on the chiral separation of
tioconazole.Journal of Chromatography A, v. 745, p. 25-35, 1996.

FESSI, H.; PUISIEUX, F.; DEVISSAGUET, J-Ph.; AMMOURY, N.; BENITA, S.
Nanocapsule formation by interfacial polymer deposition following solvent displacement.
International Journal of Pharmaceutics, v.55, n.1, p. R1-R4, 1989.

FONTANA, M.C.; BASTOS, M.O.; BECK, R.C.R. Development and Validation of a Fast
RP-HPLC Method for the Determination of Clobetasol Propionate in Topical Nanocapsule
Suspensions. Journal of Chromatographic Science, v. 48, n. 8, p. 637-640, 2010.

GAGLIARDI, L.; ORSI, D.; CHIMENTI, P.; PORRA, R.; TONELLI, D. HPLC
determination of imidazole antimycotis in antidandruff cosmetic products. Analytical
Sciences, v. 19, p. 1195-1197, 2003.

Internacional Conference on Harmonization (ICH), Validation of Analytical Procedures: Text
and Methodology, Q2 (R1), 2005.



47

MUNOZ, AJ.C.; TUR-TUR, C.; MOLINA, JM.H.; SANTOS, P.; CARDENES, D.;
GIUSIANO, G.Antifungicos disponibles para eltratamiento de 1& micosisungueales. Revista
Iberoamericana de Micologia, v. 27, n. 2, p. 49-56, 2010.

OURIQUE, A. F.; MELERO, A.; SILVA, C.B.; SCHAEFER, U. F.; POHLMANN, A. R;;
GUTERRES, S. S.; LEHR, C.M.; KOSTKA, K.H.; BECK, R. C. R. Improved photostability
and reduced skin permeation of tretinoin:Development of a semisolid nanomedicine.
European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, v. 79, p. 95-101, 2011.

PIETRA, A.M.; CAVRINI, V.; ANDRISANO, V.; GATTI, R. HPLC analysis of imidazole
antimycotic drugs in pharmaceutical formulations. Journal of Pharmaceutical &
Biomedical Analysis, v. 10, n. 10-12, p. 873-879, 1992.

RAWAT, M.; SINGH, D.; SARAF, S. Nanocarriers: promising vehicle for bioactive drugs.
Biological & Pharmaceutical Bulletin, v. 29, p. 1790-1798, 2006.

SANTOS, S. S.; FERREIRA, L. M.; SCHAFFAZICK, S. R.; CRUZ, L. A simple RP-HPLC
method for determination of clotrimazole from acrylic nanocapsule suspensions. Latin
American Journal of Pharmacy, v. 31, n. 3, p. 482-486, 2012.

SCHAFFAZICK, S. R.; FREITAS, L. L.; POHLMANN, A. R.; GUTERRES, S. S.
Caracterizacdo e estabilidade fisico-quimica de sistemas poliméricos nanoparticulados para
administracdo de farmacos. Quimica Nova, v. 25, n. 5, p. 726-737, 2003.

SILVA, P. Farmacologia. 4. Ed. Rio de Janeiro: Editora Guanabara & Koogan S.A., 1994. p.
1178-1179.

USP 35. The United States Pharmacopeia. 35™. ed. Rockville: Unites States Pharmacopeial
Convention, 2012.

VRAKAS, D.; GIAGINIS, C.; TSANTILI-KAKOULIDOU, A. Different retention behavior
of structurally diverse basic and neutral drugs in immobilized artificial membrane and
reversed-phase high performance liquid chromatography: Comparison with octanol-water
partitioning. Journal of Chromatography A, v. 1116, p.158-164, 2006.



CAPITULO 2: Nanoemulsdes e nanocapsulas poliméricas contendo tioconazol:
Desenvolvimento, caracterizacdo, avaliacdo da fotoestabilidade e atividade

antifungica in vitro.




49

CAPITULO 2: Nanoemulsdes e nanocapsulas poliméricas contendo
tioconazol: Desenvolvimento, caracterizacdo, avaliacdo da fotoestabilidade e

atividade antifungica in vitro.

2.1 Apresentacgao

As micoses superficiais sdo infec¢bes cutaneas causadas por fungos dermatdfitos e que
afetam a qualidade de vida dos pacientes causando coceira, desconforto e dores nas regides
afetadas (MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2008). O tratamento destas infec¢fes tem
sido motivo de grande preocupacéo, devido ao aumento da prevaléncia dessas doencas e pela
ampliacdo do uso de antifingicos que levou ao aumento de cepas resistentes. O tioconazol é
um antifungico imidazdlico utilizado no tratamento de micoses superficiais. Entretanto,
devido a baixa absorcdo cutanea do farmaco se faz necessario o uso de concentracGes
elevadas do mesmo a fim de se obter a resposta terapéutica desejada. Esse aumento na sua
concentracdo pode estar relacionado ao aparecimento de efeitos indesejados, como coceira,
irritacdo local, alergias, eritema, prurido, dor durante o ato sexual e queimacdo vaginal
(SWEETMAN, 2006; MUNOZ et al., 2010). Com o intuito de contornar os problemas
enfrentados com os farmacos convencionais, 0s sistemas nanoestruturados tém sido
amplamente estudados. Esses sistemas permitem controlar e modular a liberacdo de farmacos,
reduzir efeitos indesejados e proteger a substdncia ativa de degradacdes quimicas e
enzimaticas (CRUZ et al., 2006; RAWAT et al., 2006).

Diante do exposto, neste capitulo sera descrito o desenvolvimento e a caracterizacdo
de nanocapsulas poliméricas de poli(e-caprolactona) e nanoemulsées contendo o antifingico
tioconazol. Além disso, uma nova alternativa de fase oleosa para os sistemas nanoestruturados
¢ apresentada através da utilizacdo do o dleo de café verde. As formulacdes foram avaliadas
guanto ao teor de farmaco, eficiéncia de encapsulamento, diametro médio, indice de
polidispersdo, potencial zeta, pH, atividade antifingica in vitro e estabilidade frente ao

armazenamento e a radiacdo UVC.
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1 INTRODUCAO

O tioconazol € um derivado imidazolico de uso tdpico, utilizado no tratamento de
candidiases mucocutaneas, pitiriase versicolor e infec¢bes cutaneas e de unhas, causadas por
dermatofitos. Possui atividade frente a Candida spp., Trichophyton spp., Epidermophyton
spp., Malassezia furfur, sendo também ativo frente a algumas clamideas, tricomonas e
bactérias gram positivas (CLISSOLD; HEEL, 1986; SWEETMAN, 2006). Seu mecanismo de
acao estd basicamente relacionado com a inibicdo da sintese do ergosterol, acarretando em
alteracOes na formagéo da membrana celular, comprometendo, assim, o desenvolvimento dos
micro-organismos (LATRILLE et al., 1987; JONES et al., 1993).

Apesar de, em alguns casos, possuir eficacia superior a de outros derivados azélicos,
como por exemplo, o miconazol (JEVONS et al., 1979; FROMTLING, 1988) e o fluconazol
(JONES et al.,, 1993), a terapéutica com o tioconazol ocasionalmente pode propiciar o
aparecimento de alguns efeitos indesejados, como, coceira, queimacao, irritacdo e prurido
local (BATISTUZZO; ITAYA; ETO, 2006). Além disso, o tioconazol encontra-se entre 0s
derivados imidazélicos com maior potencial alergénico (DOOMS-GOOSSENS et al., 1995).
Essas reacOes adversas podem estar diretamente relacionadas com a necessidade de doses
mais elevadas do farmaco para obtencdo da resposta terapéutica (por exemplo, solugdo para
unhas — 28% e creme vaginal — 6,0%), uma vez que este apresenta uma baixa absorcéo
cutanea (MUNOZ et al., 2010).

Os sistemas nanoestruturados tém sido desenvolvidos e amplamente estudados, a fim
de contornar os problemas enfrentados com o uso de formulagdes convencionais. Esses
sistemas sdo capazes de promover o controle da liberacdo de farmacos e devido ao seu
tamanho reduzido (< 1 um), direcionam as substancias a sitios especificos, promovendo um
aumento na eficacia e possibilitando a reducdo da frequéncia de aplicaces para obtencdo de
niveis terapéuticos (SHAFFAZICK et al., 2003; JIMENEZ et al., 2004; RAWAT; SING;
SARF, 2006; MISCHRA; PATEL; TIWARI, 2010). Outros fatores que despertam grande
interesse a cerca dessas nanoestruturas é a capacidade de protegerem a substancia ativa de
degradacBes quimicas (OURIQUE et al.,, 2008; FONTANA et al., 2009) e enzimaticas
(BILATI et al., 2005; BECK et al., 2006) e ainda, reduzirem os efeitos colaterais, por
diminuirem o contato direto do ativo com a regido alvo e permitirem o uso de concentragdes
menores do farmaco (SHAH et al., 2007; CARLUCCI; BREGNI, 2009).

Nanocapsulas poliméricas e nanoemulsdes sao exemplos de sistemas nanoestruturados

e constituem os sistemas que serdo estudados neste trabalho. As nanocapsulas sdo formadas
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por um invélucro polimérico disposto ao redor de um nicleo geralmente oleoso, enquanto que
as nanoemulsfes sdo goticulas oleosas submicrométricas estabilizadas por tensoativos
(ANTON; BENOIT; SAULNIER, 2008). Quanto a associacdo do farmaco a esses sistemas,
ele pode estar dissolvido no nucleo, disperso ou ainda adsorvido na superficie externa das
particulas (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Diferentes tipos de Oleos séo utilizados no desenvolvimento dos sistemas
nanoestruturados. Dentre eles, os triglicerideos de cadeia média (TCM) sdo amplamente
utilizados, por solubilizarem diversos tipos de farmacos e serem biocompativeis (MORA-
HUERTAS et al., 2010). Por outro lado, uma série de dleos vegetais vem sendo estudados
como alternativa para o desenvolvimento desses sistemas (FRIEDRICH et al., 2008;
ALMEIDA et al., 2009; CONTRI et al., 2012). Neste trabalho, propde-se a utiliza¢do do 6leo
de café verde como nucleo oleoso dos sistemas coloidais, uma vez que este é capaz de evitar a
desidratacdo e restaurar a barreira cutanea, por auxiliar na regeneragdo dos lipideos da camada
cérnea (PEREDA et al., 2006). O 6leo de café verde é obtido dos grdos de café da espécie
Coffea arabica (Rubiaceae) através da prensagem a frio (CRODA, 2007) e apresenta efeito
fotoprotetor (PELLE; ANDERSON, 1999), acdo antioxidante (SAVIAN et al., 2011), além de
ser renovador, estimulante cutaneo e apresentar efeito emoliente superior a de outros 6leos
(ATHAR; NASIR, 2005).

Considerando o fato de que, até 0 momento, ndo existem relatos na literatura cientifica
da inclusdo do tioconazol em nanocarreadores, e tendo em vista as caracteristicas deste
farmaco, aliado as vantagens apresentadas pelos sistemas coloidais, este trabalho tem por
objetivos 0 desenvolvimento e a caracterizagdo de suspensfes de nanoemulsbes e
nanocapsulas poliméricas contendo tioconazol, bem como a avaliacdo da influéncia desses

sistemas na protecdo do farmaco frente a luz UVC e na atividade antifingica.
2 MATERIAL E METODOS
2.1. Material

O tioconazol (99,22 %; m/m) foi adquirido da Pharma Nostra (S&o Paulo, Brasil); o polimero
— poli(e-caprolactona) (PCL, Mn = 70,000 — 90,000) e o Span® 80 (monoestearato de
sorbitano) foram obtidos da Sigma Aldrich (S&o Paulo, Brasil); Tween® 80 (polissorbato 80) e
acetona foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Os 6leos triglicerideos de cadeia

média (TCM) e oleo de café verde (OC) foram obtidos da Delaware (Porto Alegre,
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Brasil) e DEG (S&o Paulo, Brasil), respectivamente. Metanol grau cromatogréafico foi
adquirido da Tedia (Sao Paulo, Brasil). Os demais solventes, meios de cultura e reagentes

empregados apresentaram grau farmacéutico.
2.2 Teste de inchamento/dissolucéo do polimero

Para a realizacdo deste ensaio, o polimero (PCL) foi comprimido em prensa hidraulica
durante 5 minutos, a 5 toneladas (Prensa Hidraulica P30000, Bovenau, Brasil) para a obtengédo
de filmes poliméricos. Esses filmes foram exatamente pesados, submersos em volume
suficiente de 6leo de café verde (2 mL) e em intervalos de tempos pré-estabelecidos (0, 3, 6,
9, 12,15, 18, 21, 24, 27 e 30 dias), foram retirados com o auxilio de uma pinga, secos em
papel absorvente e pesados em balanca analitica (WEISS-ANGELI et al., 2008). O ensaio foi

realizado em triplicata.
2.3 Preparacdo das suspensdes de nanocapsulas poliméricas e nanoemulsdes

As nanoemuls6es (NE) e nanocéapsulas poliméricas (NC) foram obtidas pelos métodos
de emulsificacdo espontanea (BOUCHEMAL et al., 2004) e deposicdo interfacial de polimero
pré formado (FESSI et al., 1989), respectivamente. Para a preparacdo das NC (n = 3),
inicialmente, a fase organica contendo o farmaco (0,025 g), o polimero biodegradavel — PCL
(0,25 g), 0 6leo (TCM ou OC — 0,40 g), o tensoativo de baixo EHL (Span® 80 — 0,1925 g) e
um solvente miscivel em agua (acetona — 67 mL) foi adicionada a uma solucdo aquosa
contendo o tensoativo de alto EHL (Tween® 80 — 0,1925 g) sob agitacdo magnética. A
agitacdo foi mantida durante 10 minutos e, ap0s, a formulacao foi submetida a evaporacdo em
evaporador rotatério (Fisatom, Sdo Paulo, Brasil) (60 rpm e 40 °C) para a eliminacdo do
solvente organico e ajuste do volume (25 mL) e da concentracdo final do farmaco (1,0
mg/mL). Para a preparacdo das NE (n = 3) foi omitida a presenca do polimero. As
formulacGes foram designadas: nanocapsulas de tioconazol com OC ou TCM (NC-TIO-OC e
NC-TIO-TCM, respectivamente) e nanoemulsdes de tioconazol com OC ou TCM (NE-TIO-
OC e NE-TIO-TCM, respectivamente). Para fins comparativos, formula¢fes controle (sem o
farmaco) foram, também, preparadas e avaliadas (NE-TCM; NC-TCM; NE-OC e NC-OC).
Apo6s a preparacdo, as formulacBes foram acondicionadas em frascos de vidro ambar,

armazenadas a temperatura ambiente e protegidas da luz.
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2.4 Caracterizacao fisico-quimica dos sistemas desenvolvidos
2.4.1 Determinacéo do pH

A determinacdo do pH foi realizada diretamente nas formulagbes empregando
potencidbmentro previamente calibrado (Seven Easy, Mettler Toledo, Brasil) com solucdes

tampéo pH 4,0 e 7,0.
2.4.2 Andlise do tamanho das particulas, indice de polidispersdo (PDI) e potencial zeta

O tamanho das particulas e o indice de polidispersdo foram determinados por
espectroscopia de correlacdo de fétons (Zetasizer Nanoseries®, Malvern Instruments, UK)
apos a diluicdo das amostras em agua ultrapura (1:500, v/v), a 25 £ 2 °C. A determinacdo do
potencial zeta foi realizada no mesmo equipamento, através da mobilidade eletroforética, apos

as amostras serem diluidas (1:500) em solu¢do de NaCl 10 mM.
2.4.3 Determinagdo do teor de farmaco e da eficiéncia de encapsulamento

O teor de farmaco foi determinado apds a diluicdo de uma aliquota das formulagdes
(400 pL) em metanol. Esta solugdo foi submetida a sonicacdo (40 minutos) para total extracéo
do farmaco, sendo posteriormente completado o volume com o solvente organico (20 mL),
filtrada em filtro quantitativo e em membrana de celulose regenerada (0,45um) e analisadas
por cromatografia liquida com detec¢do UV.

A quantificacdo do tioconazol nas formulacdes foi realizada por CLAE-UV, de acordo
com metodologia previamente validada (Capitulo 1). As analises foram realizadas em um
cromatdgrafo a liquido Shimadzu (Kyoto, Japédo), equipado com bomba LC-10 AD VP,
detector UV SPD-10AVP e injetor manual Rheodyne com volume de inje¢do de 20 pL. Um
segundo cromatdgrafo foi utilizado para a analise da pureza dos picos, sendo ele um
Shimadzu LC-20A (Kyoto, Japéo), equipado com bomba LC-20AT, detector SPD-M20A
PDA e sistema controlador CBM-20A. Para a separa¢do cromatogréafica foi utilizada uma
coluna Gemini Phenomenex® Cig (150 x 4,6 mm; 5 pm) e pré-coluna Cis Phenomenex
Security Guard. A fase mdvel foi composta por metanol/agua (80:20 v/v) e 0,18% de
hidréxido de amdnia. O fluxo empregado foi de 1,0 mL/min e a detecgdo do farmaco foi em
219 nm.
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O tioconazol livre (ndo-associado) foi avaliado no ultrafiltrado, pela técnica de
ultrafiltracdo-centrifugacdo (Amicon® 10.000 MW, Millipore) em microcentrifuga (Sigma
Aldrich), a 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

(concentracéo livre), de acordo com a equagéo 1.

C total — (-'ultraﬁltrado

) EE % = x 100
(

~total

2.5 Estabilidade das formulacdes

A estabilidade das formulagdes foi verificada ap6s 30 dias de armazenamento a
temperatura ambiente. Os pardmetros avaliados foram: pH, tamanho médio das particulas,

PDI, potencial zeta e teor de farmaco.

2.6 Estudo da protecdo do farmaco frente a fotodegradacéo

A protecdo do farmaco frente a fotodegradacdo foi avaliada pela exposicdo das
formulagGes (NC-TCM-TIO, NE-TCM-TIO, NC-OC-TIO e NE-OC-TIO) a luz ultravioleta
artificial UVC (Phillips TUV — UVC long life, 30W). As amostras foram acondicionadas,
individualmente, em cubetas transparentes (1,0 mL), em camara espelhada (1 m x 25 cm X
25 cm). Cubetas individuais foram utilizadas para cada intervalo de tempo. Para comparacao,
uma solucdo do farmaco em metanol (S-TIO) foi, também, empregada. A fim de eliminar a
hipotese de degradacdo térmica, uma amostra de cada formulacdo foi acondicionada em
cubetas cobertas com papel aluminio (protegidas da luz). As amostras foram coletadas em
tempos pré-estabelecidos (0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2; 3; 4; 5; 7; 10; 15; 20 e 22 horas), submetidas
ao processo de extracdo (item 2.5.4) e o teor de tioconazol foi determinado por CLAE-UV.

Para determinacdo da ordem de reacdo, os resultados obtidos foram plotados em
gréficos de concentracdo do farmaco versus tempo (ordem zero), logaritimo da concentragédo
do farmaco versus tempo (primeira ordem) e 1/concentracdo do farmaco versus tempo
(segunda ordem). A constante de degradacdo (k) e o tempo de % vida de cada formulacédo

foram calculados segundo a respectiva ordem de reagéo (SINKO, 2006).
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2.7 Avaliacao da atividade antifangica in vitro dos sistemas nanoestruturados

A avaliacdo da atividade antifungica das formulagGes contendo tioconazol foi
realizada pelo método de difusdo em agar com pocinhos. As leveduras utilizadas foram:
Candida albicans ATCC 10231, isolado clinico de C. albicans e C. glabrata ATCC 2201, as
quais foram mantidas em agar Sabouraud-dextrose 4% (SAD), por 48 horas, a temperatura de
25 + 2 °C (tubo inclinado). O indculo utilizado para cada levedura foi a 1% (v/v), apds
preparacdo da suspensdo do micro-organismo em solucdo salina estéril, a uma concentracéo
de 25 + 2% de transmitancia, lida em espectrofotdmetro (Pro-Analise, modelo UV-1800 PC,
Porto Alegre, Brasil), a 580 nm (contendo, aproximadamente, 7,0 x 10* UFC/mL).

Para execugdo do ensaio, inicialmente, 20 mL de SAD foram distribuidos em placas
de Petri esterilizadas, formando assim a camada base. Apds total solidificacdo do meio, 5 mL
do inoculo foram uniformemente distribuidos sob a camada base. Com o auxilio de um
cilindro de metal, pocos de 9,5 mm de diametro foram confeccionados e posteriormente
preenchidos com 100 pL das amostras diluidas em &gua, a uma concentracdo de 2,0 pg/mL.
Para fins comparativos, as formulagdes brancas (sem a presenca do farmaco) e uma solugédo
metanolica de tioconazol (farmaco livre), diluida em &gua (2,0 pg/mL) foram, também,
utilizadas. As placas foram incubadas a 35 +5 °C, por 24 horas, e ao final do periodo de
incubacdo os halos obtidos foram medidos utilizando paquimetro digital (Paquimetro
Eletronico Digital Starrett, 727) (F. Bras. V, 2010). Para cada amostra foram realizadas seis

determinacoes.

2.8 Analise estatistica

Todas as formulac@es foram preparadas e analisadas em triplicata. Os resultados foram
expressos como média + desvio padrdo. A analise estatistica dos resultados foi realizada por
andlise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey, a um nivel de significancia de
5 %, empregando-se o software SigmaStat Windows versao 3.0.1.0 (Jandel Scientific, USA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teste de inchamento/dissolu¢do do polimero

Como citado anteriormente, nanocépsulas poliméricas sao vesiculas formadas por uma
cavidade oleosa envolta por um filme polimérico. Para a formacdo e a estabilidade destas
estruturas € fundamental que o 6leo ndo dissolva o polimero, a fim de manter a integridade do
sistema, pois a incompatibilidade desses componentes pode levar a formacao de micelas e ndo
de nanocéapsulas (SCHAFFAZICK et al., 2002). Guterres e colaboradores (2000) observaram
esta incompatibilidade entre o PCL e o0 benzoato de benzila, onde o 6leo agiu como solvente
do polimero.

Este ensaio foi realizado com o intuito de analisar a compatibilidade do 6leo de café
verde com o PCL, uma vez que até o presente momento ndo se encontram na literatura
nanocapsulas poliméricas que associem estes dois componentes. A massa inicial dos filmes
poliméricos (1, 2 e 3) foi de 0,026; 0,027 e 0,025 g, respectivamente, e manteve-se até o final
do experimento (p < 0,05) (Figura 1). Estes resultados demonstram que ndo houve interacao
entre 0 OC e a PCL, uma vez que ndo houve perda ou acréscimo de massa, sendo possivel
empregar o 6leo como nulcleo oleoso na obtencdo das nanocapsulas poliméricas contendo
tioconazol.
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Figura 1: Peso dos filmes polimeéricos em intervalos de tempo.
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3.2 Caracterizacao fisico-quimica das nanoemulsdes e nanocapsulas poliméricas

Ap0s preparacao, as formulacGes apresentaram, macroscopicamente, aspecto leitoso,
homogéneo, opalescente e com reflexo azulado (efeito Tyndall), este decorrente do
movimento Browniano das estruturas coloidais (SCHAFFAZICK et al., 2003). Os resultados
obtidos na caracterizagdo das nanoestruturas se encontram na Tabela 1. Nas Figuras 2 e 3

estdo apresentados os resultados da analise de distribuicdo do tamanho das particulas.

Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas das nanocépsulas polimeéricas e nanoemulsdes de
tioconazol contendo os 6leos — TCM (NC-TCM-TIO e NE-TCM-TIO) e OC (NC-OC-TIO e
NE-OC-TIO) e suas respectivas formulaces sem o farmaco (NC-TCM; NE-TCM; NC-OC e
NE-OC) (n = 3, média * desvio padréo)

Formulacéo Concentracdo Tamanho de PDI* Potencial pH
farmaco Particula zeta (mV)
(mg/mL) (nm)
NC-TCM-TIO 0,99 +0,01 197 £ 03 0,12+0,01 -3,5+0,6 6,02 + 0,02
NC-TCM 181 £ 02 0,08 £ 0,01 -7,2+0,1 5,94 £+ 0,06
NE-TCM-TIO  1,00+£0,01 181+ 03 0,10 £0,03 -42+10 6,27 £ 0,07
NE-TCM 175+ 09 0,09+ 0,02 -76+0,7 5,92 + 0,05
NC-OC-TIO 1,01+0,01 193+ 03 0,08 £ 0,03 -46+0,9 6,09 + 0,04
NC-OC 177 £ 01 0,07+0,01 -113%11 5,56 + 0,06
NE-OC-TIO 1,02 £ 0,00 173 £ 05 0,05+0,01 -5,9+20 6,25 + 0,04
NE-OC 158 + 04 0,09 £0,01 -99+0,8 5,96 £ 0,10

*PDI: indice de polidisperséo.
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Figura 2: Distribuicdo do tamanho de particulas das nanoemulsdes e nanocapsulas poliméricas
contendo tioconazol (1,0 mg/mL), analisadas por espectroscopia de correlacdo de fétons. (A)
NC-TCM-TIO, (B) NE-TCM-TIO, (C) NC-OC-TIO e (D) NE-OC-TIO.
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Figura 3: Distribuicdo do tamanho de particulas das nanoemulsdes e nanocapsulas poliméricas
contendo tioconazol (1,0 mg/mL), analisadas por difragéo a laser. (A) NC-TCM-TIO, (B) NE-
TCM-TIO, (C) NC-OC-TIO e (D) NE-OC-TIO.

As formulagdes apresentaram tamanho nanométrico (150 — 200 nm) e indice de
polidispersdo abaixo de 0,15, indicando a adequada homogeneidade do sistema. Os valores
encontrados estdo de acordo com dados relatados na literatura para estes sistemas, de acordo
com os métodos empregados (BERNARDI et al., 2008; OURIQUE et al., 2008; FLORES et
al., 2011). A andlise do tamanho de particulas por difracdo a laser demonstrou uma

distribuicdo nanométrica, sem a presenca simultdnea de microparticulas (Figura 3).
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Comparando os sistemas desenvolvidos, & possivel observar que as nanoemulsfes e
nanocapsulas apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) quanto ao tamanho (NC >
NE), demonstrando que a presenca do polimero é fator relevante no aumento do tamanho das
particulas. Este resultado corrobora com o obtido por Flores e colaboradores (2011), que ao
analisarem nanoemulsfes e suspensdes de nanocédpsulas contendo o Oleo essencial de
melaleuca observaram que as nanoemulsdes apresentaram tamanho de particula menor que as
nanocapsulas (167 + 04 e 212 + 08 nm, respectivamente). A adicdo do tioconazol as
nanoestruturas também promoveu um aumento no didmetro médio. Shaffazick e
colaboradores (2002) relataram que a incorporagdo do diclofenaco nos sistemas
nanoestruturados gerou um acréscimo de cerca de 20% no tamanho das particulas.

No que se refere ao pH, as amostras apresentaram pH acido (5,5 a 6,3) devido as
caracteristicas dos componentes das formulacdes. Diferencas significativas foram observadas
entre as formulagcBes (NE > NC). As nanocépsulas apresentaram pH mais baixo devido a
presenca do PCL, que por possuir grupos de acido carboxilicos terminais em sua estrutura
leva a valores de pH mais baixos (SCHAFFAZICK et al.,, 2002). A adicdo do farmaco
promoveu um pequeno aumento no pH das nanoestruturas, provavelmente devido as

caracteristicas basicas do tioconazol.

Figura 4: Distribuicdo do potencial zeta das nanoemulsGes e nanocapsulas poliméricas
contendo tioconazol (1,0 mg/mL), analisadas através da mobilidade eletroforética. (A) NC-
TCM-TIO, (B) NE-TCM-TIO, (C) NC-OC-TIO e (D) NE-OC-TIO.
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Em relagdo ao potencial zeta, as formulagdes apresentaram valores negativos (-3,5 a -
11,3 mV), devido ao efeito estérico causado pelo polissorbato 80 (Tween® 80) e a presenca
dos grupamentos carboxilicos terminais da estrutura do PCL (CATTANI et al., 2010). A
incorporacdo do tioconazol nos sistemas nanoestruturados reduziu o potencial zeta, 0 que
poderia indicar uma adsor¢do do farmaco na superficie das particulas. Esta reducdo poderia
indicar uma menor estabilidade das formulac6es apés a adigdo do farmaco, pois quanto maior
o valor de portencial zeta maior seria a estabilidade das formula¢bes, uma vez que grandes
forcas repulsivas tendem a evitar a agregacao entre as particulas (LEGRAND et al., 1999). O
nacleo oleoso ndo afetou esse pardmetro, uma vez que ndo foram observadas diferencas
significativas entre as formulaces contendo 6leo de café verde e as contendo TCM. A Figura
4 apresenta a distribuicdo do potencial zeta das formulagdes.

Quanto ao teor de farmaco, as formulacdes apresentaram valores proximos ao tedrico
(1,0 mg/mL) e eficiéncia de encapsulamento de, aproximadamente, 100%.

Comparando-se as formulacBes em relacdo a presenca dos 6leos empregados,
diferencas significativas ndo foram observadas nas caracteristicas fisico-quimicas das

nanocapsulas poliméricas e nanoemulsdes (p>0,05).
3.3 Estabilidade frente ao armazenamento
Apds 30 dias de armazenamento a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, as

formulacGes mantiveram suas caracteristicas macroscépicas iniciais, sem precipitacdo e

alteracdes de cor ou aspecto.
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Figura 5: Tamanho médio das particulas e PDI das nanocapsulas poliméricas e nanoemulsdes
contendo tioconazol (NC-TCM-TIO; NE-TCM-TIO; NC-OC-TIO e NE-OC-TIO)
determinados no estudo de estabilidade a temperatura ambiente.
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Figura 6: Potencial zeta das nanocépsulas poliméricas e nanoemulsdes contendo tioconazol
(NC-TCM-TIO; NE-TCM-TIO; NC-OC-TIO e NE-OC-TIO) determinados no estudo de
estabilidade a temperatura ambiente.

As Figuras 5 e 6 demostram um comparativo entre os resultados obtidos para tamanho
médio das particulas, PDI e potencial zeta, ap6s a preparagdo (t = 0) e 30 dias de

armazenamento. A partir dos resultados se verificou que as formulagbes mantiveram suas
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caracteristicas inicias e diferengas significativas ndo foram verificadas (p > 0,05),
demonstrando a estabilidade das mesmas durante o periodo de armazenamento, a temperatura

ambiente.

Tabela 2: Valores de pH e teor de tioconazol determinados no estudo de estabilidade das
suspensdes de nanocépsulas polimeéricas (NC-TCM-TIO e NC-OC-TIO) e nanoemulsdes
(NE-TCM-TIO e NE-OC-TIO) ap6s preparacdo e 30 dias a temperatura ambiente (n = 3,
média + desvio padréo)

Formulacgéo pH Concentracdo (mg/mL)
t=0 t = 30 dias t=0 t = 30 dias
NC-TCM-TIO 6,05+0,04 549+0,05 099+0,01 0,99+0,00
NE-TCM-TIO 6,27 £ 0,07 5,74+ 0,19 1,00 £ 0,01 1,00 £ 0,02
NC-OC-TIO 6,09+0,04 5,33%£0,27 1,00+0,01 0,99 +0,00
NE-OC-TIO 6,25+0,03 5,59+ 0,08 1,02+0,01 1,00%0,02

No que se refere ao pH, uma reducéo significativa em relacdo aos valores iniciais foi
observada para todas as formulagdes (p < 0,05) (Tabela 2); no entanto, esses resultados estdo
de acordo com outros trabalhos encontrados na literatura (FONTANA et al., 2009; FLORES
et al., 2011). Esta diminuicdo poderia ser explicada por uma possivel hidrélise das cadeias dos
triglicerideos e o respectivo aumento dos acidos graxos livres presentes nos 6leos. Além
disso, no caso das nanocéapsulas, a interacdo do polimero com a agua, e consequente hidrélise
ou ionizagdo dos grupos carboxilicos que ficam expostos apds o relaxamento das cadeias
poliméricas, pode, também, ter contribuido para a diminuicdo do pH (JAGER et al., 2007).

Cabe ainda ressaltar, que todas as formulacdes mantiveram o teor de farmaco proximo
ao valor tedrico (1,0 mg/mL) e que a presenca do farmaco ndo alterou a estabilidade dos

sistemas, uma vez que as formulagcfes brancas apresentaram 0 mesmo comportamento.
3.4 Estudo da protecédo do farmaco frente a fotodegradacgao
Este estudo teve por objetivo avaliar a capacidade dos sistemas nanoestruturados e de

seus componentes na fotoprotecdo do tioconazol. As formulagfes foram expostas a luz UVC,

que por ser uma fonte mais energética, possibilitou reduzir o tempo do experimento. Cabe
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salientar que, até o0 momento, ndo hé relatos na literatura cientifica a cerca do comportamento
do tioconazol nesta condicdo.

Os resultados obtidos no estudo de fotodegradacdo estdo expressos na Figura 7. Para
determinacéo da ordem e da cinética de fotodegradacao, as amostras foram degradadas ate,
aproximadamente, 50%. Todas as formulacfes apresentaram cinética de primeira ordem e a
constante de degradacdo (k) e o tempo de meia vida (tempo necessario para que ocorra 50%

de degradacéo — t¥2) foram calculados (Tabela 3).
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Figura 7: Teor residual de tioconazol em funcdo do tempo apds exposicdo da solucédo
metandlica do farmaco (S-TIO), nanocapsulas poliméricas (NC-TCM-TIO e NC-OC-TIO) e
nanoemulsdes (NE-TCM-TIO e NC-OC-TIO) a luz UVC.
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Tabela 3: Pardmetros de constante de velocidade de degradacgéo (k), tempo de meia vida (t%2)
e correlacdo (r?) para solugdo metandlica de tioconazol (S-TI0), suspensdo de nanocépsulas e
nanoemulsdes de tioconazol com TCM e OC (NC-TCM-TIO e NE-TCM-TIO,
respectivamente), suspensdo de nanocapsulas e nanoemulsdo de tioconazol com TCM e OC
(NC-OC-TIO e NE-OC-TIO, respectivamente) apos o estudo de fotodegradacao frente a luz
uvC

Formulagéo k (h™) ty, (h) r*

S-TIO 0,19 +£0,02 3,72 0,9952
NC-TCM-TIO 0,05+0,01 13,41 0,9903
NE-TCM-TIO 0,06 £ 0,01 11,38 0,9934
NC-OC-TIO 0,03+0,01 22,39 0,9845
NE-OC-TIO 0,04 £0,01 16,01 0,9932

*: Valores calculados considerando cinética de primeira ordem.

A partir dos resultados, torna-se clara a importancia dos sistemas nanoestruturados em
proteger o tioconazol da luz. Experimentalmente, para degradar aproximadamente 50% do
farmaco, as nanocapsulas e nanoemulsées com TCM e nanocépsulas e nanoemulsdes com OC
levaram 15 e 22 horas respectivamente, enquanto que a solucdo metanodlica (farmaco livre)
levou apenas 4 horas (Figura 5). Os dados de cinética de degradacdo do farmaco (Tabela 3)
confirmam esses resultados, uma vez que, as constantes de velocidade de degradacéo (k) dos
sistemas nanoestruturados foram de 0,03 a 0,06 h™*, valores estes inferiores ao obtido para o
farmaco livre (0,19 h™). Esta caracteristica das nanoestruturas em proteger as substancias da
luz é bastante conhecida e estudada. Weiss-Angeli e colaboradores (2008) verificaram um
aumento na fotoestabilidade do octilmetoxicinamato ap6s sua incorporagdo em nanocapsulas
poliméricas. No mesmo contexto, Fontana e colaboradores (2009) evidenciaram que as
nanoparticulas (nanocapsulas, nanoesferas e nanoemulsdo) reduziram a fotodegradacdo do
propionato de clobetasol quando comparada com a solucgéo capilar comercial e com a solucéo
etandlica contendo o farmaco livre. Almeida e colaboradores (2009) verificaram uma maior
protecdo frente & luz UVC da benzofenona-3 associada a nanoemulsdes e nanocapsulas. Um
ano mais tarde, 0 mesmo grupo de pesquisa relatou que a associagdo da rutina & nanocéapsulas
poliméricas e nanoemulsdes apresentou um aumento de 5,3 e 6,9 vezes na fotoestabilidade da
mesma, respectivamente (ALMEIDA et al., 2010).

Comparando os sistemas desenvolvidos neste trabalho em relagdo ao tempo de meia

vida (tempo necessario para que ocorra 50% de degradacdo do fdrmaco), as nanocépsulas
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apresentaram valores superiores as nanoemulsdes (p < 0,05) (Tabela 3). Esta maior
estabilidade observada para as suspensdes poliméricas pode ser atribuida ao invélucro
polimérico formado pela PCL a qual possui a capacidade de refletir e espalhar a radiacdo UV,
promovendo uma maior protecdo do farmaco frente & luz (JIMENEZ et al., 2004). Além
disso, este ensaio também evidenciou a importancia do OC na protecdo do farmaco frente a
luz UVC, uma vez que o ty, para NE-TIO-OC e NC-TIO-OC foi de 16 e 22 horas,
respectivamente, enquanto que para as NE-TIO-TCM e NC-TIO-TCM os valores encontrados
foram 11 e 14 horas, respectivamente. Este potencial esta provavelmente relacionado com a
acao antioxidante (SAVIAN et al., 2011) e o efeito fotoprotetor (PELLE; ANDERSON, 1999;
ALVAREZ, RODRIGUES, 2000) do 6leo de café verde.

Cabe ressaltar que durante o estudo todas as amostras protegidas da luz (controle
escuro) apresentaram teor de tioconazol proximo a 100%, demonstrando nao haver influéncia
da temperatura na degradacdo do farmaco. Outro fator importante se refere ao método
cromatografico, o qual permitiu a total separacdo do pico cromatografico do farmaco (pureza

= 1) e de seus possiveis produtos de degradacéo (Figura 8).

oo o= Lo i.s 20 2= 30 is +0

3 0 55 [:3:] B85 0 7= B0 85 ao
M

Figura 8: Cromatograma obtido por CLAE para a solucdo metandlica de tioconazol (S-TIO)
apos 5 horas de exposicdo a luz UVC.

3.5 Avaliagéo da atividade antifungica in vitro dos sistemas nanoestruturados

O objetivo deste ensaio foi verificar se a atividade antifingica do tioconazol foi

alterada ap0s sua incorporacdo nos sistemas nanoestruturados. O ensaio foi realizado frente a
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trés cepas de Candida, sendo uma delas um isolado clinico. Cabe salientar que as espécies
testadas sdo comumente relacionadas a vulvovaginites (MASLYANSKAYA et al., 2013). Os
resultados alcancados foram satisfatorios, uma vez que as nanocapsulas e nanoemulsdes
apresentaram acdo frente todas as leveduras testadas (C. albicans; isolado clinico de C.
albicans e C. glabrata). Porém, uma maior atividade foi verificada para as espécies de C.
albicans (Tabela 4). Para as amostras sem o farmaco (NC-TCM, NE-TCM, NC-OC, NE-OC e

solventes), ndo foi verificada atividade antifingica.

Tabela 4: Didmetro dos halos de inibicdo (mm) do tioconazol livre (T10), suspensdo de
nanocapsulas e nanoemulsdo de tioconazol com TCM e OC (NC-TCM-TIO e NE-TCM-TIO,
respectivamente), suspensdo de nanocapsulas e nanoemulséo de tioconazol com TCM e OC
(NC-OC-TIO e NE-OC-TIO) (n = 3, média * desvio padrao)

Amostras C. albicans ATCC 10231  C. albicans IC*  C. glabrata ATCC 2201
NC-TIO-TCM 24,15+ 0,10 27,09 £ 0,38 18,04 + 0,29
NE-TIO-TCM 24,71 £ 0,15 27,13+£0,31 18,67 + 0,33
NC-TI10-OC 24,19+ 0,19 27,07 £0,17 18,17 + 0,32
NE-TIO-OC 24,82 + 0,50 27,28 £ 0,10 18,65 + 0,33
TIO 25,79+ 0,32 28,00 £ 0,24 19,35+ 0,21

*: jsolado clinico.

A acdo antifangica do tioconazol frente a C. albicans foi avaliada por Attama e
colaboradores (2011), apds a sua associacdo em microemulsdes. O ensaio realizado pelo
método de difusdo em agar demonstrou que a acao do tioconazol incorporado a microemulsdo
foi superior a a¢do da solucdo de tioconazol em DMSO, sendo que os halos de inibigdo foram
de 22 + 0,1 mm e 16 = 0,3 mm, respectivamente. Os autores atribuiram este resultado ao fato
dos constituintes da formulacdo (6leo de soja — 26%, Cremophor® S9 — 40% e Brij® 35 —
34%) aumentar a permeabilidade do farmaco na parede da célula fungica.

Uma pequena diminui¢do dos halos de inibi¢éo foi verificada para as nanoemulses e
nanocépsulas em relacdo a solucdo do farmaco livre (ndo associado aos nanocarreadores). A
maior inibicdo verificada para o farmaco livre pode estar relacionada & sua maior
disponibilidade em difundir para o meio de cultura, uma vez que se encontra em solugéo,

enquanto que associado aos nanocarreadores necessita transpor a barreira estabelecida pelo
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sistema ao qual esta confinado, fazendo com que seja liberado de maneira controlada e,
consequentemente, em concentragdes menores. Porém, atribuindo-se 100% a atividade
observada para a solucdo de tioconazol, os nanocarreadores apresentaram entre 93,64 e
97,49 % de atividade para todas as espécies testadas, podendo considerar este resultado
satisfatorio no que se refere a manutencdo da atividade antifingica do tioconazol. Estas
observagdes associadas a liberacdo mais lenta do farmaco demonstram, por hipoétese, que as
nanoestruturas promovem uma maior acdo antifingica, tendo em vista o tamanho reduzido,
permitindo que um maior numero de particulas fixe na superficie do micro-organismo
(PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN, 2008).

Vitalis (2012) avaliou a atividade antifingica de nanocépsulas de clorexidina frente a
C. albicans e Enterococcus faecalis, pelo método de difusdo em agar, e os halos de inibicdo
foram medidos em 24, 48 e 72 horas. Nas primeiras 24 horas as nanocapsulas apresentaram
halos de inibicdo significativamente menores que o farmaco livre; entretanto, apds este
periodo, se verificou um aumento gradual dos halos formados. Patel (2010) relatou que
nanocapsulas poliméricas contendo itraconazol apresentaram maior atividade antifungica
frente ao Aspergillus flavus que o farmaco disperso em dgua ou emulsionado. A avaliacdo da
atividade antifingica de nanocapsulas poliméricas contendo clotrimazol foi realizada por
Santos e colaboradores (2013). Neste estudo, os autores relataram um pequeno aumento da
atividade antiflngica para a solucéo de clotrimazol; entretanto, a associagdo do farmaco com
TCM apresentou atividade semelhante & das nanocapsulas de Eudragit® RS100.

Comparando-se os sistemas nanoestruturados, as nanoemulsdes apresentaram halos de
inibicdo um pouco mais acentuados que as nanocapsulas, independente do tipo de cepa
avaliada. Esta diferenca nos halos formados pode estar relacionada a presenca da parede
polimérica nas nanocépsulas, uma vez que esta proporciona uma liberacdo gradual da
substancia e, consequentemente, mantém as concentracbes por um tempo mais prolongado
(FLORES et al., 2013). Além disso, a presenca dos diferentes dleos ndo influenciou na
atividade antifungica dos sistemas. Para obter resultados mais conclusivos em relagdo ao
perfil de inibicdo das nanoestruturas, sugere-se a realizacdo de ensaios por um periodo mais

prolongado.
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4 CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou a viabilidade tecnoldgica na obtencdo de nanoemulsdes e
nanocapsulas poliméricas de PCL contendo tioconazol, utilizando como ndcleo oleoso 0s
6leos triglicerideos de cadeia meédia e o 6leo de café verde. Os sistemas nanoestruturados
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas satisfatorias (tamanho nanométrico, baixo indice
de polidispersdo e potencial zeta negativo) e foram estaveis por um periodo de 30 dias quando
armazenadas a temperatura ambiente. Além disso, uma maior protecdo do farmaco frente a
radiacdo UVC foi verificada para as nanocépsulas contendo o 6leo de café verde. A atividade
antifungica do tioconazol associado as nanoestruturas foi avaliada e ambas as formulagoes

apresentaram acao frente as leveduras de C. albicans e C. glabrata.
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CAPITULO 3: Hidrogéis contendo nanocéapsulas poliméricas e nanoemulsdes

de tioconazol: desenvolvimento, caracterizacéo e liberagdo in vitro.

1.1 Apresentacao

A via topica constitui uma interessante alternativa para o tratamento de doencas, por
ser uma terapia ndo invasiva e por promover a acao local de substancias, reduzindo, assim,
efeitos colaterais sistémicos. Entretanto, a penetracdo cutdnea ¢ um grande desafio no
desenvolvimento de formulagcfes, uma vez que a camada cOrnea atua como uma barreira para
a penetracdo de farmacos ou substancias através da pele (SCHAFER-KORTING, MEHNERT
& KORTING, 2007). O uso de sistemas nanoestruturados em formulagcdes dermatoldgicas
tem sido uma estratégia para aumentar a biodisponibilidade de substancias e para modular a
penetracdo cutanea (ALVES et al., 2007).

No capitulo 2 foi apresentado o desenvolvimento e a caracterizagdo fisico-quimica de
suspensdes de nanocépsulas poliméricas e nanoemulsdes contendo tioconazol com dois
diferentes tipos de 6leos: triglicerideos de cadeia média e o 6leo de café verde. Neste capitulo,
foi avaliada a incorporacdo desses nanocarreadores em hidrogéis de Aristoflex® AVC, sendo
apresentada a caracterizacdo fisico-quimica e o perfil de liberacdo in vitro das formulacdes

semissolidas em estudo.
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1 INTRODUCAO

Micoses superficiais sdo doencas causadas quando certos tipos de fungos colonizam
tecidos queratinizados como pele, unhas, pélos e cabelos, desencadeando processos
inflamatorios decorrentes da destruicdo da queratina. Dentre as principais infecgdes,
destacam-se as dermatofitoses ou tineas, pitiriase versicolor e candidiases mucocutaneas,
sendo 0s principais agentes causadores espécies de fungos pertencentes aos géneros
Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton, alem de algumas leveduras como Candida sp
(SIDRIM; ROCHA, 2004).

Por serem transmitidas pelo contato direto, estdo entre as doengas infecciosas mais
comuns (MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2008), afetando principalmente a qualidade
de vida dos pacientes por causarem desconforto, coceira, dores nos locais afetados e até
mesmo constrangimentos (SHAW et al., 2002; TABORDA, et al., 2010). Além de danos
causados aos pacientes, essas enfermidades representam um dos principais problemas
sanitarios a nivel mundial, gerando um custo significativo para os sistemas de salude de paises
desenvolvidos e subdesenvolvidos.

O tratamento dessas infeccOes geralmente é realizado pela administracdo topica de
antifungicos, por um longo periodo de tempo, 0 que requer persisténcia por parte dos
pacientes (CAMPANHA; TASCA; SVIDZINSKI, 2007). Cabe salientar que os fungos que
acometem as unhas sdo os mais dificeis de erradicar, uma vez que, a densa estrutura
queratinica e a baixa vasculariza¢do do local reduzem a absorcdo de medicamentos por esta
via, tornando o tratamento das onicomicoses (tinea unguium ou micose das unhas) ainda mais
complicado (MURDAN, 2002). Para o tratamento tdpico ideal de micoses superficiais é
necessario uma formulacdo que promova uma alta difusdo do principio ativo, a fim de que
este possa atingir a regido afetada na dose adequada (REPKA; MIDIDODDI; STODGHILL,
2004). Neste sentido, o grande desafio seria o desenvolvimento de formulagdes que fiquem
retidas no estrato corneo, sejam eficazes em baixas concentracGes, possibilitem uma reducédo
dos efeitos adversos e uma posologia conveniente (MACHADO, 2008).

O tioconazol é um antifngico pertencente a classe dos imidazois, utilizado no
tratamento tépico de dermatofitoses, pitiriase versicolor e candidiases mucocutaneas.
Apresenta atividade frente a uma série de microorganismos, como Candida sp, Trichophyton
sp, Epidermophyton sp e Malassezia furfur, bem como a algumas clamidias, tricomonas e

bactérias gram positivas (SWEETMAN, 2006). Seu mecanismo de acdo esta relacionado a
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inibicdo da sintese do ergosterol, comprometendo o desenvolvimento dos microorganismos
(JONES et al., 1993).

Por outro lado, na literatura encontram-se relatos do aparecimento de efeitos
indesejados, como coceira, irritacdo, queimacao e prurido decorrentes do uso de tioconazol.
Mufioz e colaboradores (2010) relacionam o aparecimento desses efeitos com a necessidade
de elevadas concentragfes do farmaco para obtencdo do efeito terapéutico, devido a sua
reduzida absorcdo. Ainda, Dooms-Goossens e colaboradores (1995) relatam que apds a
analise de casos de alergia de contato recorrente do uso de imidazois, dos 43 pacientes
tratados com tioconazol, 33 apresentaram reacOes positivas, estando este entre os derivados
imidazdlicos com maior potencial alergénico.

O desenvolvimento de sistemas nanoestruturados tem sido uma estratégia bastante
promissora para aplicacdo tOpica de substancias ativas, uma vez que a via epidérmica
apresenta como vantagens a acdo local e a baixa absorcéo sistémica. Por apresentarem um
tamanho reduzido (< 1um), essas particulas sdo capazes de transpor a barreira formada pelo
estrato corneo, proporcionando um direcionamento em niveis ideais da substancia ativa até o
local de acdo (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004). Diferentes vantagens sio relatadas a cerca
da aplicacéo topica dos sistemas nanoestruturados, podendo destacar: praticidade ao paciente,
por permitir reduzir o ndmero de aplicacdes (JIMENEZ et al., 2004); reducio da toxicidade
(GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007); maior penetracdo do ativo na derme e
epiderme viavel (ALVES et al., 2007); diminuicdo de reacdes alérgicas (PAESE et al., 2009)
e a liberacdo controlada do farmaco (MARCHIORI et al., 2010). Além disso, reacGes de
irritacdo e sensibilidade podem ser prevenidas, uma vez que o encapsulamento diminui o
contato direto da substancia com o local (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).

Outra grande vantagem em utilizar esses sistemas na terapia topica é o fato de
promoverem um aumento da adesividade da substancia ativa, evitando que a formulacéo seja
removida por fricgbes provocadas pelas vestimentas ou mesmo pelas atividades cotidianas
(GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007). Laderman e colaboradores (2007)
comprovaram a capacidade das nanoestruturas em ficarem retidas no foliculo piloso. Nesse
estudo, os autores demonstraram que um marcador fluorescente associado a nanoparticulas
permaneceu por 10 dias no foliculo piloso, enquanto que o marcador ndo associado foi
detectado por quatro dias ap6s a aplicacao topica.

A incorporacdo das suspensdes coloidais em bases semissélidas pode melhorar sua
estabilidade, além de facilitar sua aplicabilidade. Essas vantagens podem ser ainda mais

evidentes quando associadas a geéis hidrofilicos, uma vez que estes sdo biocompativeis,
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hidrofilicos, flexiveis e versateis (HAMIDI; AZADI; RAFIEI, 2008). Ourique e
colaboradores (2011) desenvolveram hidrogéis de Carbopol® Ultrez 10 NF contendo
nanocapsulas de tretinoina e obtiveram maior fotoprotecdo do farmaco frente a luz UVA,
além de observarem um aumento na retencdo do mesmo sobre a pele, obtendo um controle
maior da permeabilidade da tretinoina. No mesmo contexto, Fontana e colaboradores (2011)
desenvolverem hidrogéis com nanocépsulas e nanoemulsdes de propionato de clobetasol, a
fim de avaliar sua eficacia em dermatites de contato. O maior controle da liberacdo observado
para 0s sistemas nanoestruturados promoveu um melhor efeito imunossupressor e um
aumento da eficicia no tratamento in vivo da doenca.

De acordo com a potencialidade das nanoemulsdes e nanocépsulas poliméricas
contendo tioconazol desenvolvidas por nosso grupo de pesquisa, aliadas as vantagens
apresentadas pela aplicacdo topica dos sistemas nanoestrurados, este trabalho tem por
objetivos a incorporacdo dos sistemas coloidais desenvolvidos em hidrogéis de Aristoflex®
AVC, bem como sua caracterizacao, avaliacdo das propriedades reoldgicas, espalhabilidade e
perfil de liberacdo in vitro. E importante ressaltar que este trabalho é totalmente inovador,

uma vez que ndo existe, até 0 momento, hidrogéis contendo tioconazol.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material

O tioconazol (99.22 %, w/w) foi adquirido da Pharma Nostra (Sdo Paulo, Brasil); poli
(e-caprolactona) (PCL, Mn = 70,000 - 90,000) e Span® 80 (monooleato de sorbitano) da
Sigma Aldrich (S&o Paulo, Brasil); Tween® 80 (polissorbato 80), etanol e acetona da Vetec
(Rio de Janeiro, Brasil); triglicerideos de cadeia média (TCM) foram obtidos da Delaware
(Porto Alegre, Brasil); o 6leo de café verde da DEG (S&o Paulo, Brasil); Aristoflex® AVC
(acriloildimetiltaurato/\VVP) da Clariant (S30 Paulo, Brasil) e Germal® 115 (imidazolidinil
uréia) da Delaware (Porto Alegre, Brasil). Metanol grau HPLC foi adquirido da Tedia (Rio de

Janeiro, Brasil).
2.2 Preparacao das suspensdes de nanocapsulas polimeéricas e nanoemulsdes

As suspensdes de nanocapsulas poliméricas (NC) e nanoemulsdes (NE) contendo

tioconazol (1,0 mg/mL) foram preparadas em triplicata, pelos métodos de deposicédo
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interfacial do polimero pré-formado (FESSI et al., 1989) e emulsificacdo espontanea
(BOUCHEMAL et al., 2004), respectivamente. Uma fase organica composta por Span® 80
(0,1925 ), oleo de café verde (OC) ou triglicerideos de cadeia media (TCM) (0,4 g),
tioconazol (0,025 g), PCL (0,25 g) e acetona (67 mL) foi lentamente vertida, através de um
funil, em uma fase aquosa contendo &gua ultrapura (133 mL) e Tween® 80 (0,1925g), sob
agitacdo magnética. A agitagdo foi mantida por 10 minutos e, em seguida, a dispersdo foi
submetida a evaporacdo em evaporador rotatorio (Fisatom, Brasil) para eliminacdo do
solvente e ajuste da concentracao de farmaco (volume final de 25 mL). As formulacGes foram
denominadas: NCtcm-TIO e NEtcm-TIO (nanocapsulas e nanoemulsdes preparadas com
TCM, respectivamente); NCoc-TIO e NEoc-TIO (nanocépsulas e nanoemulsdes preparadas
com OC, respectivamente).

As amostras foram avaliadas em relacdo ao pH, tamanho das particulas e indice de
polidispersdo (PDI) por espectroscopia de correlacdo de fotons (Zetasizer Nano ZS, Malvern

Instruments), a 25 + 2 °C, apo6s diluicdo (1:500, v/v) em &gua ultrapura.
2.3 Preparacdo dos hidrogéis

Os hidrogéis foram preparados a partir das suspensdes de nanocapsulas poliméricas e
nanoemulsdes contendo tioconazol, em triplicata, utilizando gral e pistilo. Inicialmente, o
polimero formador de gel (Aristoflex®AVC — 1,0 %) e o conservante (Germal® 115 —
0,33 %), foram, cuidadosamente, triturados e homogeneizados. Em seguida, as dispersdes
coloidais foram lentamente adicionadas a essa mistura, a fim de obter 24,0 g de hidrogel
(1,0 mg/g). Para fins comparativos, foram preparadas formulagdes com o farmaco livre (ndo
associado aos nanocarreadores). Para estas amostras, o tioconazol foi previamente
solubilizado em Tween® 80 (0,1925 g) e etanol (500 pL) para posterior mistura com 0s
demais componentes da formulacéo (dgua, polimero e conservante), na mesma propor¢do que
os hidrogéis contendo as nanoestruturas. Formulagdes placebo (omitindo-se a presenca de
farmaco) foram, também, preparadas para posterior avaliacdo da especificidade do método
cromatografico. As formulagfes foram designadas: HG-NEoc-TIO e HG-NCoc-TIO
(hidrogéis contendo nanoemulsdes e nanocédpsulas poliméricas de tioconazol e OC,
respectivamente); HG-NEtcm-TIO e HG-NCrcu-TTIO (hidrogeis contendo nanoemulsdes e
nanocapsulas poliméricas de tioconazol e TCM, respectivamente) e HG-TIO (hidrogel

contendo o farmaco livre).
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2.4 Caracterizacao fisico-quimica dos hidrogéis

Ap0s a preparacgdo, as formulacdes foram caracterizadas quanto a cor, odor, aspecto,
teor de farmaco, tamanho de particulas, indice de polidispersao (PDI), pH, espalhabilidade,

viscosidade e propriedades reoldgicas.

2.4.1 Determinacdo do teor de farmaco nos hidrogéis

A quantificacdo do farmaco nas formulagdes foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), utilizando um cromatédgrafo Shimadzu LC-10A (Kyoto, Japdo),
equipado com bomba LC-10A e detector modelo UV-VIS SPD-10A. Foi utilizada uma
coluna Gemini Phenomenex® C18 (150 x 4,6 mm, 5 um) e pré coluna Phenomenex® C-18
(4,0 x 3,0 mm, 5 um). A fase movel foi composta por uma mistura de metanol/agua (80:20
v/v) com 0,18% de hidréxido de amonio, e o fluxo empregado foi de 1,0 mL/min. O volume
de injecdo foi de 20 pL e o farmaco foi detectado em 219 nm. Para a determinacéo da pureza
do pico um segundo cromatografo foi utilizado (Shimadzu LC-20?, Kyoto, Japdo), equipado
com bomba LC-20AT, detector SPD-M20A PDA e sistema controlador CBM-20A. O método
foi validado quanto a especificidade, linearidade e precisdo (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Para a extracdo do tioconazol, uma aliquota de 0,5076 g de cada hidrogel foi
transferida, quantitativamente, para baldo volumétrico de 25 mL utilizado como solvente o
metanol (20 pg/mL). Essa solucdo foi submetida a agitacdo magnética (4.000 rpm) por 20
minutos e em seguida agitada em vortex (Biomixer, QL - 901) por 2 minutos. Apds, as
amostras foram centrifugadas (5.500 rpm) por 5 minutos, filtradas em filtro quantitativo e em
membrana de celulose regenerada (porosidade de 0,45 um), sendo, entdo, analisadas por
CLAE-UV.

2.4.2 Determinacéo do pH
A medida dos valores de pH foi realizada em potenciémetro previamente calibrado

(Seven Easy, Mettler Toledo, Brasil) com solugdes tampéo pH 4,0 e 7,0, apos diluicdo das
amostras em agua na proporcao de 10% (m/v).
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2.4.3 Determinacdo do didmetro médio das particulas e do indice de polidispersao (PDI)

apods incorporacdo das nanoemulsdes e nanocapsulas poliméricas em hidrogéis

As amostras foram dispersas em agua ultrapura (1:500) e homogeneizadas em agitador
vortex (Biomixer, QL - 901) durante 4 minutos para posterior determinacdo do didmetro
médio e do indice de polidispersdo por espectroscopia de correlacdo de fétons (Zetasizer

Nano ZS, Malvern Instruments), a 25 + 2 °C.

2.4.4 Determinagéo da espalhabilidade

A espalhabilidade foi determinada a temperatura ambiente, pelo método das placas
paralelas descrito por Borguetti e Knorst (2006). Para tal, uma placa molde com orificio
central de 1,0 cm de didmetro foi posicionada sobre uma superficie de vidro (20 x 20 cm) com
uma escala milimetrada, sendo posteriormente o orificio preenchido com a formulacéo. Apos,
a placa molde foi cuidadosamente removida e, intervalos de um minuto, placas de vidro com
peso conhecido foram sendo adicionadas sobre a formulacéo (total de 10 placas). A medida da
area espalhada foi determinada, em milimetros, nos eixos horizontal e vertical apds a adicéo
de cada placa (Equacdo 1). O fator de espalhabilidade foi calculado através da Equacdo 2
(MILAN et al., 2007).

Ei= d’n/4 (1)
Onde:
E;. area de espalhabilidade (mm?) apés aplicacio de determinada area i (g);

d: diametro médio (mm) determinado ap6s a adicdo de cada amostra.

Fe= AP 2
Onde:
Fe: fator de espalhabilidade (mmZ.g);
A: espalhabilidade méxima (mm?);

P: peso total adicionado (g).
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2.4.5 Avaliacéo da viscosidade e das propriedades reoldgicas

As caracteristicas reologicas das formulacGes em estudo foram determinadas com o
auxilio do viscosimetro rotacional (Brookfield LVDV-II+ Pro, Middleborough, Estados
Unidos), com adaptador para pequenas amostras e sensor de cisalhamento SC4-25. As
andlises foram realizadas em triplicata, a temperatura de 25 £+ 1 °C e seis pontos diferentes
foram registrados (0,3 a 0,9 s™), em intervalos de 1 minuto. Os resultados foram analisados
com o auxilio do programa Rheocalc (V3.1-1 version, Brookfield, USA) e os reogramas
foram avaliados usando diferentes modelos de fluxo: Binghan (t = t + ny), Casson (1 =
72+ %%y??), Ostwald (1 = ky") e Herschel-Bulkley (t = 1o>>+ ky"), onde t: tensdo de
cisalhamento; 1,: tensdo de cisalhamento limite; n: viscosidade; n: indice de fluxo; k: indice

de consisténcia e y: taxa de cisalhamento (KIM et al., 2003).

2.5 Estabilidade dos hidrogéis frente ao armazenamento

Os hidrogéis foram armazenados em potes plasticos de parede dupla, por 30 dias a
temperatura ambiente. Ao final deste periodo foram analisados quanto ao teor, pH, tamanho

de particulas e indice de polidisperséo.

2.6 Avaliacao da liberacéo in vitro do fArmaco a partir dos hidrogéis

Estudos de liberacdo in vitro foram realizados utilizando-se células de difusdo vertical
do tipo Franz (n = 6) com area de difusdo de 1,77 cm?® e volume de meio receptor de 7,0 mL.
O meio receptor foi composto por uma solucdo de etanol/agua (40:70), a qual foi mantida a
temperatura de 35 + 1 °C sob agitacdo constante (3.000 rpm). Como barreira de liberacédo
utilizou-se membrana de dialise (porosidade de 12,000 a 14,000 Da, Sigma-Aldrich, S&o
Paulo, Brasil). Para o ensaio, uma aliquota de 0,5 g de cada formulacdo foi cuidadosamente
espalhada na superficie da membrana e, ap6s intervalos de tempos pré-estabelecidos (0,5; 1;
2; 4; 6 e 8 horas), aliquotas do meio receptor foram coletadas (200 pL) repondo-se 0 mesmo
volume de meio fresco. O experimento foi conduzido mantendo a condi¢do sink. A
quantidade de tioconazol liberada foi determinada por CLAE, utilizando as condicGes

cromatograficas descritas no item 2.4.1; entretanto, devido a necessidade do uso de
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concentracfes menores, uma nova validagcdo do meétodo foi realizada (BRASIL, 2003; ICH,
2005).

Os perfis de liberacdo in vitro do farmaco, a partir dos hidrogéis, foram analisados
mediante modelagem matematica (MicroMath Scientist® for Windows™), empregando

modelo de Higuchi.
2.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como media + desvio padrdo e avaliados
estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey, a um nivel de
significancia de 5 %, empregando-se o software SigmaStat Windows versdao 3.0.1.0 (Jandel
Scientific, USA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacao fisico-quimica dos hidrogéis

Para a preparacdo dos hidrogeis contendo as nanoestruturas, inicialmente, as
nanoemulsdes e suspensdes de nanocapsulas contendo tioconazol foram avaliadas em relacdo
ao tamanho das particulas e indice de polidispersdo. As amostras mostraram-se homogéneas e
apresentaram tamanho nanométrico (170 - 202 nm), indice de polidispersdo menor que 0,25
(0,13 - 0,22) e pH é&cido (6,06 - 6,18). Estes resultados estdo de acordo com os obtidos no
desenvolvimento destes sistemas descritos no Capitulo 2.

Apbs a verificacdo das adequadas condicbes das nanoestruturas, essas foram
incorporadas em hidrogéis de Aristoflex® AVC (acriloildimetiltaurato/\V/P). Este polimero,
permite a formacdo de géis cristalinos, consistentes e estaveis numa ampla faixa de pH (4 a
9), conferindo, ainda, uma agradavel sensacdo a pele (OLIVEIRA, 2009). Além disso, o
Aristoflex®AVC foi escolhido por ser pouco utilizado na preparacdo de géis contendo
sistemas nanoestruturados. A fim de analisar a influéncia dos sistemas coloidais nas
caracteristicas e comportamento dos hidrogéis, uma formulacdo sem a presenca das
nanoestruturas (farmaco livre) foi, tambem, preparada e avaliada.

Os hidrogéis apresentaram aspecto brilhante, homogéneo e caracteristicas
organolépticas satisfatorias. Os hidrogéis contendo NC-TIO e NE-TIO com TCM e OC

apresentaram coloracdo branca e levemente amarelada (devido a cor do 6leo de café verde),
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respectivamente; os hidrogéis com o farmaco livre apresentaram-se incolores. As

caracteristicas fisico-quimicas dos hidrogéis ap6s preparacdo encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas dos hidrogéis de Aristoflex®AVC contendo
nanocapsulas poliméricas e nanoemulsdes de tioconazol de tioconazol e os 6leos — TCM (HG-
NCrcm-TIO, HG-NEtcm-TIO, HG-NCpc-TIO e HG-NEoc-TIO) e com farmaco livre (HG-

TIO) (n = 3, média + desvio padrao)

Formulacéo Teor de farmaco Tamanho de PDI* pH
(mg/g) particulas (nm)

HG-NCrcm-TIO 0,99 £0,00 196 + 04 0,17 £0,05 6,30 + 0,09

HG-NE+1cum-TIO 1,01 £ 0,00 196 + 13 0,24 £0,01 6,48 + 0,05

HG-NCoc-TIO 1,00 £ 0,01 195 + 02 0,16 + 0,03 6,35+ 0,03

HG-NEoc-TIO 1,00 = 0,00 203 £24 0,24 £0,01 6,45+ 0,03

HG-TIO 1,00 £ 0,01 -—-- -—-- 6,88 + 0,18

* indice de polidispersao; ---- N&o determinado.

Para a determinacdo do teor de farmaco nos hidrogéis, o método analitico foi validado,
o qual mostrou-se especifico, ou seja, ndo foi observada a interferéncia dos excipientes e/ou
solventes na quantificacdo do farmaco, sendo a especificidade confirmada pela anélise da
pureza do pico (indice de pureza do pico = 1,000). Quanto a linearidade, o método
apresentou-se linear na faixa de concentracdo de 5 a 50 pg/mL (y = 52105x-386,7; r* =
0,9999) e preciso (repetibilidade — DPR: 0,68% e precisdo intermediaria — DPR: 0,90%) na
faixa de concentracGes analisada (20 pg/mL). O teor de tioconazol em todos os hidrogéis,
apos a preparacao, foi proximo ao teoérico (0,99 a 1,01 mg/g), demonstrando que 0 processo
de preparacao dos hidrogéis ndo alterou a concentracdo do farmaco e a técnica de extracdo foi
capaz de recuperar a quantidade tedrica do mesmo presente nas formulacdes.

Os hidrogéis contendo os sistemas nanoestruturados apresentaram pH na faixa acida
(6,48 — 6,30) e portanto compativel com a aplicacdo topica (KIM et al., 2006). O tipo de
nanoestrutura (NC ou NE) modificou significativamente o pH dos hidrogéis (NE > NC; p <
0,05); por outro lado, o tipo de 6leo (OC ou TCM) néo afetou esse parametro (p > 0,05). Estes
resultados estdo de acordo com 0s obtidos para as respectivas dispersdes coloidais, sendo

atribuido o fato das nanocéapsulas apresentarem pH menor que as nanoemulses devido a
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presenca dos acidos carboxilicos terminais presentes na estrutura da PCL (SCHAFFAZICK et
al., 2002). O hidrogel contendo o farmaco livre (HG-TIO) apresentou pH mais elevado. Esta
diferenca é decorrente das caracteristicas quimicas dos componentes das nanoestruturas que
contribuem para o carater acido dos sistemas coloidais. Além disso, o fato do tioconazol

possuir caracteristicas basicas contribui para o pH mais elevado do HG-TIO.
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Figura 1. Representacdo grafica do didmetro médio das particulas das suspensbes de
nanocépsulas poliméricas e nanoemulsbes contendo tioconazol com TCM (NCrcm-TIO e
NE7cm-TIO) e OC (NCoc-TIO e NEoc-TIO) e os respectivos hidrogéis (HG-NCrcu-TIO,
HG-NEtcu-TIO, HG-NCoc-TIO e HG-NEoc-TIO).

Todas as formulagdes contendo as nanoestrtuturas apresentaram tamanho nanométrico
(203 - 196 nm) e indice de polidispersdo abaixo de 0,25 (0,16 - 0,24), indicando uma
adequada uniformidade de tamanho dos sistemas. A Figura 1 mostra um comparativo entre o
tamanho das nanoemulsdes e suspens@es de nanocapsulas originais e o tamanho obtido para
cada sistema apds a incorporagdo aos hidrogéis. Os resultados demonstraram que ndo houve
diferenga significativa (p > 0,05) entre o tamanho da formulacdo liquida original e da

respectiva preparacdo semissolida, indicando a presenca das nanoestruturas apos sua



85

incorporacdo nos hidrogéis. A fim de verificar a influéncia do polimero formador de gel
(Aristoflex® AVC) e dos demais constituintes da formulacdo, um hidrogel branco (sem a
presenca de farmaco e das nanoestruturas) foi preparado. A analise por espectroscopia de
correlacdo de fétons demonstrou a presenca de particulas de tamanho micrométrico (485 +
50) e um alto indice de polidispersdo (0,52 + 24,8), indicando que os valores de tamanho
obtidos a partir dos hidrogéis contendo as nanoestruturas & proveniente dos sistemas
nanoestruturados.

A avaliacdo reologica de produtos semissolidos de base nanotecnolégica tem sido
bastante estudada (BOOULMEDARAT et al., 2003; ALVES et al., 2005; MARCHIORI et
al.,, 2010), uma vez que esta caracteristica pode influenciar na liberagdo topica das
substancias, além de auxiliar na caracterizacdo desses sistemas. Através das propriedades
reoldgicas das formas farmacéuticas € possivel prever o comportamento da formulacéo e
auxiliar no processamento do produto. Além disso, permite a avaliacdo da sua espalhabilidade
e aderéncia a pele, sendo possivel analisar a estabilidade fisico-quimica de formulacdes frente
aos efeitos causados pela temperatura e tempo (MAMBRO et al., 2003; SINKO, 2006).
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Figura 2: Representacdo grafica de viscosidade (mPa.s) dos hidrogéis de Aristoflex® AVC
contendo nanocapsulas e nanoemulsées de tioconazol em fungdo da velocidade de
cisalhamento (s-1).
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Figura 3: Reogramas dos hidrogéis de Aristoflex® AVC. (1) HG-NCrcu-TIO; (2) HG-NEtcu-
TIO; (3) HG-NCoc-TIO; (4) HG-NEoc-TIO e (5) HG-TIO.

Os reogramas dos hidrogéis foram obtidos pela representacdo gréfica da viscosidade

versus velocidade de cisalhamento (Figura 2) e tensdo de cisalhamento versus velocidade de

cisalhamento (Figura 3). A partir dos resultados foi possivel constatar que todas as

formulacBes apresentaram comportamento de fluxo ndo newtoniano, ou seja, ndo foi

verificada uma relagéo linear entre a tenséo de cisalhamento e a velocidade de cisalhamento

(KIM et al., 2003). Este comportamento é caracteristico de sistemas semissélidos, sendo

observado em alguns estudos de desenvolvimento de hidrogéis contendo nanocarreadores
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(FONTANA et al., 2011; OURIQUE et al., 2011). Além disso, as formulages apresentaram
tixotropia (Figura 3), com exce¢do do HG-NCoc-TIO. Este comportamento é caracterizado
pela diminuicdo aparente da viscosidade em funcdo do tempo de deformacdo, sendo uma
propriedade desejavel em formulacGes farmacéuticas por permitirem uma facil remocédo do
material de acondicionamento e por proporcionarem uma melhor espalhabilidade (AULTON,
2005). O comportamento tixotropico foi relatado para os hidrogéis contendo nanocarreadores,
como por exemplo, em hidrogéis de Carbopol® 934 associados a carreadores lipidicos
nanoestruturados contendo cetoconazol e clotrimazol e nanoparticulas lipidicas sélidas com
os mesmos farmacos (SOUTO; MULLER, 2006). Por outro lado, Alves e colaboradores
(2005) verificaram a auséncia de tixotropia nos hidrogéis de Carbopol® 940 contendo
nanocapsulas, nanoesferas e nanoemulsdes de nimesulida.

A analise dos reogramas foi realizada empregando-se quatro modelos de fluxo:
Bingham, Ostwald, Casson e Herschel-Bulkley. O modelo que melhor descreveu o fluxo dos
hidrogéis foi o de Casson, apresentando uma correlagdo maior que 0,96. Nos sistemas ndo
newtonianos os fluidos podem apresentar caracteristicas plasticas, pseudoplasticas e dilatantes
(KIM et al., 2003). O modelo de Casson descreve o comportamento plastico dos sistemas e se
caracteriza por apresentar uma tenséo de cisalhamento inicial para iniciar o fluxo das camadas
moleculares (LACHMAN et al., 2001). Na literatura cientifica alguns trabalhos descrevem
este tipo de comportamento para géis hidrofilicos contendo sistemas nanoestruturados
(PAVELIC; SKALKO-BASNET; SHUBERT, 2001; MILAO et al., 2003).

Mildo e colaboradores (2003) desenvolveram géis hidrofilicos de Carbopol® 940
contendo nanocapsulas poliméricas de diclofenaco, os quais apresentaram comportamento
ndo newtoniano e fluxo plastico (modelo de Casson). Mais recentemente, nosso grupo de
pesquisa avaliou as caracteristicas reoldgicas de hidrogéis de Aristoflex® AVC contendo
nanocapsulas poliméricas de antralina, 0s quais apresentaram tixotropia e seguiram o modelo
de Casson (SAVIAN, 2012), conforme observado neste trabalho. Cabe salientar, que a
incorporacdo das nanoestruturas nos hidrogéis ndo alterou as caracteristicas reologicas dos
mesmos, uma vez que os hidrogéis contendo o farmaco livre também apresentaram
comportamento nao-newtoniano, fluxo plastico (modelo de Casson) e tixotropia.

Apos estabelecer o modelo de fluxo, os pardmetro de viscosidade (n) e valor de
cedéncia (6p) foram calculados (Tabela 2). A partir dos resultados, verificou-se que a
incorporagdo das nanocapsulas e nanoemulsGes ao hidrogel ndo alterou significativamente a
viscosidade das formulagbes (p > 0,05). Da mesma forma, os valores de cedéncia ndo

diferiram entre as formulacbes (96 a 190 Pa). A ndo interferéncia dos sistemas
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nanoestruturados na viscosidade dos hidrogéis também foi observada por Almeida e
colaboradores (2012), ao compararem hidrogéis de Carbopol Ultrez® 10 NF contendo

nanocapsulas de rutina com hidrogéis contendo o farmaco livre.

Tabela 2: Valores de viscosidade (1), valor de cedéncia (tp) e fator de espalhabilidade (Fe)
calculados para os hidrogéis de Aristoflex® AVC contendo nanocépsulas e nanoemulsdes de

tioconazol e o farmaco livre (n = 3, média * desvio padréao)

Formulagao 1 (mPa.s) 0o (Pa) Fe (MM?/g)
HG-NCycm-TIO 29466 + 1688 115,13+ 4,55 5,27 £0,47
HG-NE1cuw-TIO 33290 + 1309 106,10 + 40,14 581+0,77
HG-NCoc-TIO 37629 £ 7947 161,00 = 23,13 4,98 +£0,61
HG-NEoc-TIO 32620 £ 814 96,70 £ 7,48 6,10 £ 0,59
HG-TIO 33986 + 10608 188,97 + 130,30 5,43+ 0,60

Outra caracteristica importante a ser avaliada em formulacdes semissolidas € a
espalhabilidade. Através deste parametro se verifica a capacidade da formulacdo em se
espalhar sobre uma superficie ap6s um determinado periodo de tempo, estando relacionada
com a sua aplicacdo no local e com a acéo requerida (ZANIN et al., 2001; GARG et al.,
2002). Os valores de espalhabilidade versus peso foram plotados em grafico e se encontram
representados na Figura 4. Para os hidrogéis em estudo, os perfis de espalhabilidade foram
semelhantes, independentes da presenca e do tipo de sistema nanoestruturado incorporado ao
hidrogel. Da mesma forma, diferencas significativas entre os fatores de espalhabilidade
verificado para as formulagdes ndo foram observadas (p > 0,05) (Tabela 2). Estes resultados
corroboram com os obtidos por Alves e colaboradores (2005) na avaliacdo da espalhabilidade
de hidrogéis de Carbopol® 940 contendo nimesulida associada & nanoemulsdes, nanocapsulas

e nanoesferas.
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Figura 4: Representacdo grafica da espalhabilidade dos hidrogéis de Aristoflex® AVC em
funcgéo do peso adicionado (g).

3.2 Estudo de liberacéo in vitro

O estudo de liberag&o in vitro do tioconazol associado a nanoemulsdes e nanocapsulas
poliméricas e do farmaco livre a partir dos hidrogéis foi realizado utilizando célula de difuséo
do tipo Franz e membrana de dialise como barreira de difusdo. A escolha desta membrana se
deve ao tamanho menor dos poros (12,000 a 14,000 Da), impedindo a passagem das
nanoestruturas. Os resultados obtidos estdo representados na Figura5.  Para a quantificacéo
do tioconazol nos diferentes tempos, 0 método analitico foi validado e se mostrou especifico,
ou seja, o meio receptor ndo interferiu no doseamento do farmaco (Apéndice 2); linear na
faixa de concentracdo de 0,5 a 30 pg/mL (y = 52480x + 1120; r? = 1), apresentando regressao
linear significativa (Fcaiculado = 28442,97 > Fiapelado = 4,96) € auséncia de desvio de linearidade
(Featculado = 0,3446 < Fapelado = 3,71) € preciso (repetibilidade: — DPR: 1,38%; precisdo
intermediaria: — DPR: 1,08%).
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Figura 5: Liberacdo in vitro do tioconazol a partir dos hidrogéis em fungédo do tempo (h).

A partir dos resultados € possivel verificar que o tioconazol quando livre (ndo
associado aos nanocarreadores — HG-TIO) apresentou uma maior liberacdo quando
comparado com as formulagdes contendo as nanoestruturas. Ao final de oito horas de ensaio
as formulag6es HG-NC+rcm-TIO, HG-NE1cm-TIO, HG-NCoc-TIO e HG-NEoc-TIO liberaram
39,19 + 3,52 (13,87%); 51,31 + 1,62 (18,16%); 44,61 + 7,75 (15,79%) e 47,99 + 2,09 pg/cm?
(16,99%) de farmaco, respectivamente, enquanto que o HG-TIO liberou 110,82 + 14,45
Hg/cm? (39% do total de farmaco aplicado), evidenciando a efic4cia das nanoestruturas em
controlar a liberagdo do farmaco. Os resultados encontrados permitem supor que o farmaco
esteja localizado mais internamente as particulas, pois uma localizacdo mais externa do
mesmo levaria a uma liberacdo mais rapida do que a observada neste estudo, onde ap6s uma
hora de ensaio menos de 19% do farmaco havia sido liberado. Esse fato pode ser justificado
pela alta lipofilicidade do tioconazol e consequente afinidade do mesmo pela fase oleosa das
nanoestruturas; entretanto, para uma correta afirmacdo do local de associa¢do do farmaco a

esses sistemas, ensaios mais especificos necessitam ser realizados.
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Tabela 3: Constantes de velocidade (k), coeficientes de correlagcdo (r) e MSC obtidos no
estudo de liberacdo in vitro do tioconazol para os hidrogéis contendo o farmaco livre (HG-
TI10), nanocépsulas poliméricas (HG-NCrcu-TIO e HG-NCoc-TIO) e nanoemulsdes (HG-
NE7cm-TIO € HG-NEoc-TIO) de acordo com o modelo de Higuchi (n = 6, média * desvio

padrdo)
Formulacéo Modelo de Higuchi
r k (h™) MSC

HG-TIO 0,967 £ 0,01 11,809 + 1,25 1,933+ 0,30
HG-NCrcm-TIO 0,977 £ 0,00 4,430 £ 0,27 2,228 + 0,17
HG-NE+tcm-TIO 0,969 + 0,01 5,366 + 0,15 1,974+0,12
HG-NCoc-TIO 0,953 +0,01 4,679 + 0,60 1,653 £ 0,25
HG-NEoc-TIO 0,975 £ 0,00 5,295+ 0,26 2,155+ 0,15

A modelagem matematica dos resultados seguiu modelo de Higuchi e as constantes
encontradas estdo na Tabela 3. Todas as formulagfes apresentaram adequado coeficiente de
correlacdo (r) e as constantes de velocidade (k) demonstram que os hidrogéis contendo as NC,
propiciaram uma liberacdo mais lenta do farmaco (p > 0,05) devido a presenca da parede
polimérica. Fontana e colaboradores (2010) relatam que a utilizacdo da PCL como invélucro
polimérico de nanocépsulas promoveu uma liberagdo ainda mais controlada do propionato de
clobetasol quando comparado & utilizacdo de polimeros amorfos, relacionando os resultados
obtidos com as caracteristicas hidrofobicas do polimero, a sua estrutura semicristalina e ao
organizado arranjo de suas cadeias poliméricas. N&o foi observada influéncia dos 6leos (TCM
ou OC) na liberacéo do tioconazol (p > 0,05).

Cabe salientar que os resultados obtidos neste ensaio corroboram com outros trabalhos
descritos na literatura. Em estudo realizado por Marchiori e colaboradores (2010) observou-se
que o hidrogel de Carbopol® Ultrez 10 NF contendo nanocépsulas de dexametasona
promoveu um maior controle da liberacdo do que o hidrogel que continha o farmaco livre. No
mesmo contexto, Fontana e colaboradores (2011) constataram que os hidrogéis de Carbopol®
Ultrez 10 NF contendo nanoestruturas (nanocépsulas, nanoesferas e nanoemulsfes) de
propionato de clobetasol propiciaram a liberacdo controlada do farmaco. Nesse mesmo
estudo, os autores relatam que os hidrogéis contendo as nanocapsulas e nanoesferas
proporcionaram um maior controle da liberagcdo do clobetasol que os hidrogéis contendo as
nanoemulsdes, atribuindo o ocorrido & presenca do polimero (PCL).
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A liberacdo do farmaco a partir dos sistemas nanoestruturados € influenciada por uma
série de fatores. No caso das nanocépsulas poliméricas esse processo pode ser dependente da
dessorcdo do farmaco das particulas ou, ainda, da difusdo do mesmo através da parede
polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003). Estudos comprovam que a incorporacdo dos
nanocarreadores em veiculos semissélidos permite um controle ainda maior da velocidade de
liberacdo do farmaco, uma vez que a substancia necessita ser liberada da nanoestrutura para
entdo difundir através do semissolido. Contri (2010) relatou que a associacao de nanocapsulas
de capsaicina a hidrogéis de quitosana promoveu um maior controle da liberacdo da mesma
quando comparado as nanoparticulas em suspensdo aquosa. Este resultado foi associado a
elevada viscosidade do hidrogel.

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

consequentemente, a uma maior comodidade para o paciente.

3.3 Estabilidade dos hidrogéis

Apo6s 30 dias de armazenamento a temperatura ambiente, as formulagGes foram
avaliadas quanto ao aspecto, tamanho médio de particulas, indice de polidispersao, pH e teor
de farmaco.

A anélise macroscopica demonstrou que os hidrogéis contendo o farmaco livre (HG-
TIO) e a nanoemulsdo de OC (HG-NEoc-TIO) apresentaram mudangas na coloragéo,
passando de incolor para amarelo e de levemente amarelada para amarelo intenso,
respectivamente. As demais formulacBes ndo apresentaram alteracfes quanto ao aspecto

macroscopico.
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Figura 6: Avaliacdo do tamanho das particulas e do indice de polidispersdao (PDI) dos
hidrogéis contendo nanocapsulas de tioconazol com TCM (HG-NC1cm-TIO) e OC (HG-
NCoc-TIO) e de nanoemulsdes de tioconazol com TCM (HG-NEtcu-TIO) e OC (HG-NEoc-
TIO) apds preparacao e 30 dias de armazenamento a temperatura ambiente.

A Figura 6 apresenta os resultados obtidos para o didmetro médio das particulas e o
indice de polidispersdo apoOs preparacdo (tempo zero) e 30 dias de armazenamento das
formulacBes. Os resultados obtidos demonstraram que mudancas significativas ndo foram
verificadas para as formulagOes em relacdo a estes parametros (p > 0,05), com excegédo do
hidrogel HG-NEqc-TIO. Para esta formulacdo se verificou um aumento no tamanho (de 203,1
+ 23,55 nm para 286,17 £+ 4,22 nm) e no indice de polidispersdo (de 0,23 £ 0,03 para 0,38 +
0,02) durante o tempo de estocagem (p < 0,05). O aumento nos valores de PDI indica uma
menor uniformidade das particulas ap6s o periodo de armazenamento e o aumento do

tamanho pode ser decorrente da aglomeracao das particulas.
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Tabela 4: Determinacdo do pH e teor de tioconazol dos hidrogeéis contendo nanocéapsulas de
tioconazol com TCM (HG-NCrcm-TIO) e OC (HG-NCqc-TIO), e de nanoemulsdes contendo
tioconazol com TCM (HG-NE1cm-TIO) e OC (HG-NEoc-TIO) apos preparacao e 30 dias de

armazenamento a temperatura ambiente (n = 3, média + desvio padréo)

Formulacgéo pH Teor (mg/Q)

t=0 t = 30 dias t=0 t = 30 dias
HG-NCrcm-TIO 6,30 + 0,09 6,24 +£0,04 0,99 +0,00 0,99+0,01
HG-NEtcuw-TIO 6,48 + 0,05 6,43+ 0,03 1,01+0,00 1,01 £ 0,01
HG-NCoc-TIO 6,35+ 0,03 6,32+0,03 1,00+0,01 1,01 £ 0,01
HG-NEoc-TIO 6,45 + 0,03 580+0,11 1,00+0,00 0,82+0,01
HG-TIO 6,88 £ 0,18 565+0,12 1,00+0,01 0,84 £0,09

Os valores de pH e teor de farmaco encontram-se na Tabela 4. Em relagdo ao pH, uma
reducdo significativa foi observada para os hidrogéis HG-NEoc-TIO e HG-TIO (p > 0,05),
variando de 6,45 + 0,03 para 5,80 = 0,11 e de 6,88 + 0,18 para 5,65 + 0,12, respectivamente.
O monitoramento do pH em funcdo do tempo fornece informacGes relevantes sobre a
estabilidade das formulacdes nanoestruturadas (SCHAFFAZICK et al., 2003) e alteracbes
nesse parametro podem indicar degradacdo dos componentes ou, ainda, difusdo do farmaco
para 0 meio aquoso (GUTERRES et al., 1995). As demais formulagdes (HG-NC+tcm-TIO,
HG-NE1cm-TIO e HG-NCoc-TIO) mantiveram-se estaveis durante os 30 dias e alteragdes
significativas ndo foram observadas em relagdo ao pH e teor de tioconazol; entretanto, uma
queda no teor de 18 e 16 % foi observada para 0 HG-NEoc-T1O e HG-TIO.

As alteracdes no aspecto, tamanho das particulas, indice de polidisperséo, pH e teor de
tioconazol observadas apds o periodo de armazenamento para o hidrogel contendo a
nanoemulsdo com o OC (HG-NEoc-TIO) podem estar relacionadas a uma provavel
degradacéo do 6leo de café verde, ou de seus acidos graxos, quando em contato com polimero
formador de gel (Aristoflex® AVC). Esta instabilidade ndo foi observada para o hidrogel
contendo as nanocapsulas (HG-NCoc-TIO), provavelmente, devido a presenca da parede
polimérica entorno do Oleo que impediu o contado direto do mesmo com os demais
componentes da formulacdo, bem como o farmaco de sua degradagdo. Da mesma forma, o
hidrogel contendo o farmaco livre (HG-TIO) também apresentou alteraces nas caracteristicas
mencionadas anteriormente, indicando uma provavel instabilidade do tioconazol neste

veiculo. Estas alteracGes ndo foram observadas nos hidrogéis preparados com as nanocapsulas
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(contendo ambos os o6leos) e com a nanoemulsdo com TCM como nucleo oleoso,
confirmando o potencial das nanoestruturas, especialmente das nanocapsulas, em manter a

estabilidade do farmaco nas formulac6es em estudo.

4 CONCLUSAO

Os hidrogéis contendo tioconazol associado & nanocéapsulas e nanoemulsdes
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas satisfatorias: pH compativel com aplicacdo
topica, tamanho nanométrico, teor de tioconazol proximo ao tedrico e comportamento
plastico. O estudo de liberacdo in vitro demonstrou a importancia dos sistemas coloidais em
controlar a liberacdo do tioconazol. O maior controle da liberagdo foi verificado para os
hidrogéis contendo as nanocépsulas, independente do tipo de 6leo (TCM ou café verde)
empregado. Além disso, estas formulacGes mantiveram-se estaveis por 30 dias a temperatura
ambiente, demonstrando a importancia da presenca da parede polimérica nas nanocapsulas em

preservar as caracteristicas das formulacGes e manter o teor de farmaco.
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O tratamento de micoses superficiais, por vezes, pode ser um grande desafio, devido a
ineficacia ou resisténcia dos medicamentos disponiveis, a necessidade de tratamentos
prolongados, a manifestacdo de efeitos colaterais e ao alto custo dos medicamentos
(ALMEIDA et al., 2009a). O tioconazol ¢ um farmaco antifungico pertencente a classe dos
imidazdis, utilizado no tratamento tépico de infecgbes cutdneas e de unhas como
dermatofitoses, candidiases mucocuténeas e pitiriase versicolor (SWEETMAN, 2006). Apesar
de sua eficacia e seu amplo espectro de acdo, alguns problemas séo enfrentados na terapéutica
com este farmaco, como o aparecimento de algumas reacdes adversas (coceira, descamacao
da pele, edema, irritacdo local, ardor e prurido) e, ainda, relacionados ao uso vaginal, dor
durante o ato sexual, dor e queimacdo vaginal (SWEETMAN, 2006). Estes efeitos
indesejados podem ser decorrentes da necessidade de altas concentracdes do farmaco para
obtencdo da acdo desejada, uma vez que a absorcdo do farmaco é limitada (MUNOZ et al.,
2010).

Com o intuito de contornar as dificuldades encontradas no tratamento com o
tioconazol, este trabalho foi delineado com o proposito de incorporar este farmaco em
nanoemulsdes e nanocapsulas poliméricas. Devido ao tamanho reduzido de particula (< 1
pum), estes sistemas atuam como carreadores de farmacos, distribuindo-se em locais
especificos e, consequentemente, aumentando sua eficacia (RAWAT,; SINGH; SARAF,
2006). Além disso, as nanoestruturas sdo capazes de controlar a liberagdo das substancias
ativas (KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010), reduzir efeitos adversos por diminuirem o
contato direto do ativo com a regido alvo (CASTRO et al., 2009), diminuir a frequéncia das
aplicacdes por aumentarem o tempo de permanéncia no local de acdo (NIMESH et al., 2006),
bem como proteger o farmaco de degradacfes (FONTANA et al., 2009).

Diferentes técnicas sdo utilizadas para caracterizar e avaliar o0s sistemas
nanoestruturados, sendo fundamental a determinacdo do teor de farmaco incorporado a eles.
A partir disto, no Capitulo 1 foi relatada a validacdo de uma metodologia analitica utilizando
a cromatografia liquida com deteccdo UV para quantificagdo do tioconazol nas
nanoestruturas, uma vez que o0s métodos encontrados na literatura cientifica para
quantificacdo deste derivado imidazolico, ndo sdo especificos para 0s sistemas
nanoestruturados (BERRIDGE; LAST; PLATT, 1985; PIETRA et al., 1992; GAGLIARDI et
al., 2003; Farmacopéia Britanica, 2010). Além disso, buscamos utilizar um sistema eluente

menos complexo que os j& relatados e que ndo empregasse solucdo tampdo em sua
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composicgdo, a fim de prolongar a vida util do equipamento e da coluna cromatografica. Apos
alguns testes, a fase mével escolhida foi uma solucdo de metanol:agua (80:20) acrescida de
0,18% de hidroxido de amonia. O fluxo empregado foi de 1,0 mL/min e o farmaco foi
detectado em 219 nm. O método demonstrou ser especifico, ou seja, ndo foi observada
interferéncia dos excipientes e/ou solventes na quantificacdo do tioconazol e os picos foram
puros; linear na faixa de concentracdo de 5 a 50 pg/mL,; preciso, exato e robusto.

Apos o desenvolvimento da metodologia analitica, no Capitulo 2, foram preparadas e
caracterizadas nanoemulsdes e nanocapsulas de PCL contendo tioconazol (1,0 mg/mL),
utilizando dois tipos de éleos como nucleo oleoso (triglicerideos de cadeia média e dleo de
café verde). Os triglicerideos de cadeia média sdo amplamente utilizados no desenvolvimento
de nanoestruturas, por solubilizarem diversos tipos de farmacos e por serem biocompativeis
(MORA-HUERTAS et al.,, 2010); no entanto, pela primeira vez o 6leo de café verde é
utilizado na preparacdo dos nanocarreadores estudados. Dentre as propriedades do 6leo de
café verde destacam-se: a capacidade de evitar a desidratacdo e restaurar a barreira cutanea,
por auxiliar na regeneracdo dos lipideos da camada cérnea (PEREDA et al., 2006), o efeito
fotoprotetor (PELLE; ANDERSON, 1999), a acdo antioxidante (SAVIAN et al., 2011), ser
renovador e possuir efeito emoliente superior a dos 6leos comuns (ATHAR; NASIR, 2005).
Cabe salientar que para a formacdo e estabilizacdo das nanocapsulas poliméricas, é
fundamental que o 6leo ndo dissolva o polimero (GUTERRES et al., 2000); portanto, a
viabilidade da preparacdo das nanocapsulas de PCL utilizando com nucleo oleoso o éleo de
café verde, foi verificada através do teste de inchamento/dissolucdo do polimero. Filmes de
PCL foram completamente imersos no Oleo de café verde durante 30 dias, ndo sendo
observadas mudancas na massa dos filmes poliméricos (p < 0,05). A partir deste resultado foi
possivel constatar que ndo houve interacdo entre 0s dois componentes, assegurando que a
parede polimérica das nanocapsulas ndo sera dissolvida ou desestruturada pelo éleo durante o
armazenamento.

Apés a preparagdo, as formulagbes foram caracterizadas em relacdo ao teor de
tioconazol, eficiéncia de encapsulamento, pH, didametro médio das particulas, indice de
polidisperséo, potencial zeta e estabilidade. No estudo da estabilidade, as formulagdes foram
avaliadas imediatamente apds a preparacdo e ap0os 30 dias de armazenamento a temperatura
ambiente. Todas as formulagcbes apresentaram caracteristicas macroscopicas favoraveis,
apresentando-se como um liquido leitoso, homogéneo e com reflexo azulado (efeito Tyndall),
este devido ao movimento browniano das nanoestruturas (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Quanto a cor, as formulagbes com triglicerideos de cadeia média apresentaram coloracéo
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branca e as com 6leo de café verde apresentaram coloragdo amarela clara, caracteristica do
6leo. As formulagdes apresentaram particulas com tamanho nanométrico (150 — 200 nm) e
homogéneas (PDI abaixo de 0,15), pH acido (5,5 a 6,3), potencial zeta negativo (-3,5 a -11,3
mV), teor de farmaco proximo ao tedrico (1,0 mg/mL) e eficiéncia de encapsulamento
proxima a 100%. Estes resultados corroboram com outros encontrados na literatura para estes
sistemas, de acordo com as metodologias empregadas (OURIQUE et al., 2008; ALMEIDA et
al., 2009b; FONTANA et al., 2009). O tamanho das particulas foi influenciado pela presenca
do polimero e pela adicdo do farmaco, uma vez que nanocapsulas apresentaram tamanho de
particula maior que as nanoemulsfes e as nanoestruturas brancas (sem o farmaco)
apresentaram didmetro menor que as contendo o farmaco, assim como observado por Flores e
colaboradores (2011) e Schaffazick e colaboradores (2002), respectivamente. Como citado
anteriormente, as formulagcbes apresentaram potencial zeta negativo o que pode ser justificado
pela presenca dos grupamentos carboxilicos terminais da estrutura da PCL e pelo efeito
estérico causado pelo polissorbato 80 (CATTANI et al., 2010). Cabe salientar que uma
reducdo no potencial zeta foi observada apds a incorporacdo do tioconazol nos sistemas
nanoestruturados, o que poderia indicar uma reducdo na estabilidade (LEGRAND et al.,
1999). Quanto ao pH, as nanocéapsulas apresentaram valores mais baixo devido a presenca da
PCL, que por possuir grupos &cidos carboxilicos terminais em sua estrutura leva a valores de
pH mais baixos (SCHAFFAZICK et al., 2002) e a adi¢do do farmaco promoveu um pequeno
aumento no pH das nanoestruturas, provavelmente devido as caracteristicas do tioconazol.
Cabe ainda ressaltar que ndo foram observadas diferencas significativas nas caracteristicas
fisico-quimicas dos sistemas em relagdo aos 6leos empregados.

Apo6s 30 dias de armazenamento a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, as
formulagGes mantiveram suas caracteristicas macroscépicas iniciais, sem precipitacdo e
alteracdes de cor ou aspecto. Com excecdo dos valores de pH, nenhuma alteracdo foi
observada nas caracteristicas fisico-quimicas das formulacbes apds o periodo de
armazenamento. Todas as amostras apresentaram reducdo nos valores de pH, que pode ser
explicada pela hidrélise dos triglicerideos presentes nos éleos utilizados ou, ainda, no caso das
nanocépsulas, pela degradacdo do polimero (CALVO et al., 1996) ou pelo relaxamento das
cadeias da PCL expondo seus grupamentos &cidos (SCHAFFAZICK et al., 2002). E
importante ressaltar que esta diminuigdo ja foi relatada em outros estudos encontrados na
literatura (ALMEIDA et al., 2009; FONTANA et al., 2009; FLORES et al., 2011).

Além da caracterizacao fisico-quimica, o estudo da protecdo do tioconazol associado

as nanoestruturas frente a luz UVC foi, também, realizado. Os resultados obtidos
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evidenciaram o potencial dos sistemas nanoestruturados em proteger o farmaco da luz, uma
vez que, um tempo de 15 e 22 horas foi necessario para degradar, aproximadamente, 50% do
tioconazol quando associado as nanoestruturas com TCM e OC, respectivamente, enquanto
que para a solucdo metanolica (farmaco livre) este percentual de degradacédo foi evidenciado
em 4 horas de exposigdo. Varios estudos relatam a eficiéncia das nanoestruturas em proteger
os farmacos da luz, como exemplo, pode-se citar o estudo realizado por Santos e
colaboradores (2013), no qual o nanoencapsulamento do clotrimazol promoveu um aumento
na estabilidade do farmaco frente a luz UVC. As nanocapsulas poliméricas apresentaram um
maior tempo de meia vida que as nanoemuls@es (p < 0,05), podendo ser atribuida esta maior
protecdo a presenca da parede polimérica (PCL) que possui a capacidade de refletir e espalhar
a radiacdo UV (JIMENEZ et al., 2004). O OC promoveu um aumento na fotoestabilidade do
tioconazol, uma vez que, o ty, para as nanocapsulas com o mesmo foi de 22 horas e para as
nanocapsulas com TCM foi de 14 horas, o que pode ser justificado pela acdo antioxidade e o
efeito fotoprotetor do OC relatada em alguns estudos (ALVAREZ, RODRIGUES, 2000;
SAVIAN et al., 2011).

A avaliacdo da atividade antifungica foi realizada pelo método de difusdo em agar
frente as leveduras de C. albicans; C. glabrata, e isolado clinico de C. albicans. As
suspensdes de nanocépsulas e nanoemulsGes contendo tioconazol apresentaram acdo frente a
todas as leveduras testadas. Uma pequena diminuicéo dos halos de inibicéo foi verificada para
as nanoemulsdes e nanocépsulas em relacdo a solucdo do farmaco livre; no entanto, este
decaimento foi inferior a 7%, podendo considerar este resultado satisfatorio no que se refere a
manutencdo da atividade antifngica do tioconazol. Este resultado pode ser um indicativo do
controle da liberacdo do tioconazol promovido pelos sistemas nanoestruturados, onde
provavelmente concentracbes menores do farmaco estejam disponiveis para agir frente as
leveduras. Comparando 0s sistemas nanoestruturados, foi possivel observar que as
nanocapsulas apresentaram halos de inibicdo um pouco menores que as hanoemulsdes, 0 que
pode estar relacionado com a presenca da parede polimérica, que proporciona uma liberacdo
gradual do ativo (FLORES et al., 2013).

Com o objetivo de obter uma forma farmacéutica final, as nanoemulsdes e suspensdes
de nanocépsulas foram incorporadas em hidrogéis de Aristoflex® AVC (Capitulo 3). Para fins
comparativos, hidrogéis contendo o farmaco livre também foram preparados. A incorporacéo
do tioconazol em hidrogéis € inovadora, uma vez que devido as caracteristicas lipofilicas do
farmaco as formulagdes disponiveis no mercado sdo pomadas e cremes. Além disso, 0s

hidrogéis sdo uma forma farmacéutica muito bem aceita pelo consumidor, pois ao contrario
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das bases lipofilicas, ndo deixam residuos na pele, sdo facilmente lavaveis, ndo mancham as
roupas, sao refrescantes e de secagem rapida.

Os hidrogeis foram caracterizados quanto ao aspecto macroscopico, tamanho de
particulas, indice de polidispersdo, pH, teor, espalhabilidade, viscosidade e estabilidade.
Todos os hidrogéis apresentaram caracteristicas organolépticas satisfatorias, aspecto brilhante
e homogéneo. Quanto a coloragdo, os hidrogéis contendo as nanoestruturas com TCM e OC
apresentaram coloracdo branca e levemente amarelada (devido a cor do 6leo de café verde),
respectivamente, e os hidrogéeis com o farmaco livre apresentaram-se incolores. O pH das
formulagdes contendo os sistemas nanoestruturados foi compativel com a aplicacdo cuténea,
apresentando valores na faixa de 6,30 a 6,48. Assim como nas dispersdes coloidais, as
formulacGes contendo as nanoemulsdes apresentaram valores de pH mais elevados que o das
formulacGes contendo as nanocapsulas e o tipo de 6leo ndo interferiu nesse parametro. Devido
as caracteristicas basicas do tioconazol, os hidrogéis contendo o farmaco livre apresentaram
pH mais elevado que os hidrogéis contendo os sistemas nanoestruturados. No que diz respeito
ao teor, todas as formulacGes apresentaram valores proximos ao teoérico (0,99 a 1,01 mg/g).
As formulaces contendo as nanoestruturas apresentaram tamanho nanométrico (196 — 203
nm) e indice de polidisperséo menor que 0,25, indicando a uniformidade do sistema.
Comparando os resultados obtidos para o tamanho das nanoemulsfes e suspensdes de
nanocapsulas originais e o tamanho obtido para cada sistema ap6s a incorporagdo aos
hidrogéis, foi possivel constatar que ndo houve diferenca significativa entre os valores (p >
0,05), indicando a presenca das nanoestruturas apds sua incorporacao nos hidrogéis.

Em relacdo as caracteristicas reoldgicas, todos os hidrogéis apresentaram
comportamento de fluxo ndo-newtoniano com propriedades plasticas, ajustado ao modelo de
Casson, como também foi observado por Pavelic e colaboradores (2001) ao analisarem
hidrogéis de Carbopol® 980 NF contendo lipossomas de calceina e por Savian (2012) ao
analisar hidrogéis de Aristoflex® AVC contendo nanocépsulas de antralina. O modelo de
Casson é caracterizado por apresentar uma tensdo de cisalhamento inicial para iniciar o fluxo
das camadas moleculares (LACHMAN et al., 2001). A incorporacdo dos sistemas
nanoestruturados ndo alterou significativamente a viscosidade e os valores de cedéncia (96 a
190 Pa) das formulacOes, corroborando com os resultados obtidos por Almeida e
colaboradores (2012). Os perfis de espalhabilidade das formulagdes foram semelhantes e
diferengas significativas ndo foram observadas no fator de espalhabilidade dos hidrogéis,

como também verificado por Alves e colaboradores (2005).
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A estabilidade dos hidrogéis foi avaliada ap6s 30 dias de armazenamento a
temperatura ambiente, em relacdo ao aspecto, tamanho médio de particulas, indice de
polidispersdo, pH e teor de farmaco. Os hidrogéis contendo as nanoemulsdes de OC e 0s
hidrogéis contendo o farmaco livre apresentaram mudancas na coloracdo, passando de
levemente amarelada para amarelo intenso e de incolor para amarelo, respectivamente (Figura
1); nos valores de pH (6,45 £ 0,03 para 5,80 + 0,11 e de 6,88 + 0,18 para 5,65 = 0,12,
respectivamente) e no teor de tioconazol, verificando-se uma queda de 18 e 16%,
respectivamente, em relacdo ao contetdo inicial. Um aumento no tamanho (de 203,1 £+ 23,55
nm para 286,17 + 4,22 nm) e no indice de polidispersdo (0,23 £ 0,03 para 0,38 + 0,02) dos
hidrogéis contendo as nanoemulsdes de OC foi, também, observado. Essas altera¢fes indicam
a instabilidade destas duas formulacdes frente ao armazenamento, provavelmente devido a
uma possivel degradacdo do 6leo de café verde e do farmaco. No entanto, as demais
formulaces ndo apresentaram alteragdes quanto ao aspecto macroscépico (Figura 1), teor,
tamanho de particulas, indice de polidispersdo e pH, indicando a estabilidade dos hidrogéis

apos 30 dias de armazenamento a temperatura ambiente.

=0 = t=3
Figura 1: Fotografia dos hidrogéis contendo nanocapsulas e nanoemulsdes de tioconazol com
TCM (A e B, respectivamente), nanocapsulas e nanoemulsées de tioconazol com OC (C e D,
respectivamente) e hidrogel contendo tioconazol livre (E), no tempo zero (ap6s preparacao) e
apos 30 dias de armazenamento a temperatura ambiente.

O perfil de liberacédo in vitro do farmaco a partir dos hidrogéis foi avaliado utilizando
celula de difuséo do tipo Franz. Os resultados obtidos demonstraram um controle na liberagéo
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do tioconazol a partir dos hidrogéis contendo as nanoestruturas quando comparado ao
hidrogel contendo o farmaco livre, uma vez que, ao final de oito horas de ensaio, menos de
19% do farmaco contido nas nanoestruturas havia sido liberado, enquanto que o hidrogel
contendo o farmaco livre liberou 39% do farmaco. A modelagem matematica dos resultados
seguiu modelo de Higuchi e os resultados obtidos para as constantes de velocidade (k)
demonstraram que os hidrogéis contendo as nanocépsulas propiciaram uma liberagcdo ainda
mais lenta do farmaco (p < 0,05), o0 que pode ser atribuido a presenca da parede polimérica.
Estes resultados corroboram com outros descritos na literatura nos quais € relatada a
eficiéncia dos sistemas nanoestruturados em controlar a liberagdo de farmacos (MARCHIORI
et al., 2010; FONTANA et al., 2011). Cabe salientar que os tipos de 6leos (TCM e OC) nao
influenciaram na liberacdo do farmaco, o que pode ser justificado por uma provavel
semelhanca na viscosidade dos mesmos.

O conjunto de todos os resultados obtidos neste trabalho demonstra a possibilidade da
preparacdo de nanoemulsdes e nanocapsulas poliméricas contendo tioconazol e sua
incorporacdo em hidrogéis. Os hidrogéis contendo as nanocapsulas poliméricas (com ambos
os Oleos) e as nanoemulsGes com TCM apresentaram caracteristicas satisfatdrias, sendo,
portanto, uma alternativa vidvel para o tratamento de doencas flungicas superficiais. Como
perspectivas para a continuidade deste trabalho pode-se citar a avaliacdo da permeacéo
cutanea do tioconazol a partir dos sistemas desenvolvidos e o desenvolvimento de ensaios
biolégicos que comprovem a atividade farmacoldgica do farmaco apo6s a incorporacdo nas
nanoestruturas, bem como que avaliem o potencial dos sistemas nanoestruturados em reduzir

a irritacdo dérmica provocada pelo farmaco.
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o No presente trabalho, um método analitico por cromatografia liquida com detecgédo
UV foi validado para a quantificacéo do tioconazol associado a nanoemulsdes e nanocapsulas
poliméricas, o qual permitiu a andlise rapida, confidvel e simples do farmaco, mostrando-se
especifico, linear, preciso, exato e robusto.

o Nanoemulsdes e nanocapsulas de PCL contendo tioconazol foram preparadas
empregando-se dois tipos de 6leos: triglicerideos de cadeia média e o 6leo de café verde, as
quais apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas (particulas com tamanho
nanométrico e homogeneidade adequada, potencial zeta negativo, pH &cido, teor de farmaco
préximo ao teorico e eficiéncia de encapsulamento préoxima a 100%) e foram estaveis por um
periodo de 30 dias frente ao armazenamento a temperatura ambiente.

o O ensaio de fotoestabilidade demonstrou que as nanoestruturas promoveram uma
menor degradacdo do tioconazol frente a luz UVC comparando com o farmaco néo
encapsulado, sendo que as nanocapsulas foram mais eficientes que as nanoemulsdes. Além
disso, as formulagGes com 6leo de café verde apresentaram maior estabilidade frente a luz.

o As nanoestruturas contendo tioconazol apresentaram atividade antifungica frente a C.
albicans, C. glabrata e isolado clinico de C. albicans.

o Hidrogéis de Aristoflex® AVC contendo as nanoemulsdes e suspensbes de
nanocapsulas poliméricas foram desenvolvidos e apresentaram caracteristicas apropriadas e
adequadas para administracdo topica.

o Com excecdo das formulacdes contendo as nanoemulsbes preparadas com o 6leo de
café verde e o farmaco livre, os hidrogéis mantiveram-se estaveis durante 30 dias de
armazenamento a temperatura ambiente.

o O estudo de liberacdo in vitro demonstrou que 0s sistemas nanoestruturados sao
capazes de controlar a liberacdo do tioconazol e um maior controle da liberacéo foi observado
para os hidrogéis contendo as nanocéapsulas, independente do tipo de éleo utilizado.

o As suspensdes de nanocapsulas poliméricas e nanoemulsdes contendo tioconazol e
seus respectivos hidrogéis sdo formulacdes de base nanotecnologica apresentando-se como
uma alternativa viavel para o tratamento de micoses superficiais, por promoverem o
encapsulamento do farmaco, evitando o contanto direto do ativo com a pele e promovendo

uma liberagdo controlada do mesmo, sem perder sua acdo antifungica.
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APENDICES

Apéndice A — Cromatogramas demonstrando a especificidade do método para andlise
do tioconazol nos hidrogéis.

— HG-NCoe-TIO

—— Formulaciio placebo
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Figura 1- Cromatogramas obtidos por CL. Hidrogel contendo nanocépsulas de tioconazol e
OC (20 pg/mL) e formulacdo placebo (sem a presenca do farmaco).
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Apéndice B — Cromatogramas demonstrando a especificidade do método para o ensaio
de liberacéo in vitro.

— Solucio de tioconazol

—— Meio receptor
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Figura 2- Cromatogramas obtidos por CL. Solucdo de tioconazol (5 pg/mL) e meio receptor
(etanol:agua 40:60).
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