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Resumo

RESUMO

Nas ultimas décadas, tem ocorrido um aumento expressivo na incidéncia de
infecgbes fungicas. Por outro lado, o tratamento das micoses nem sempre €
efetivo, pois os farmacos antifungicos disponiveis apresentam espectro de
atividade e perfil farmacocinético inadequados, em especial no tratamento das
lesBes cutaneas. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver e
caracterizar sistemas nanoestruturados estabilizados com alcool cetilico
etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP (PROC) contendo fluconazol (FLU),
empregando acido oléico (AO) e Oleo de copaiba como fases oleosas. A
caracterizagdo quimica, seguida de ensaios biologicos, dos 6leos de copaiba
de diferentes fontes, foi determinante para a escolha do 6leo a ser usado no
desenvolvimento das formulagdes. A construcado de diagramas de fases com
ambos os 6leos mostrou que diferentes sistemas como microemulsées (ME) e
cristais liquidos (CL) podem ser formados. A caracterizacdo fisico-quimica
(MLP, SAXS e Reologia) mostrou que na regido de 40% de PROC, o aumento
da quantidade de agua favorece a formacdo de sistemas mais estruturados
como CL de fase lamelar e hexagonal quando se utiliza AO e 6leo de copaiba
procedente de Cooperativas do Acre (OC) e Sigma (OS). O estudo reoldgico
evidenciou que ocorre diminuicdo da viscosidade das formulacbes a medida
que aumenta a quantidade de fase oleosa e diminui a fase aquosa. As
formulacbes analisadas ndo provocaram sinais de toxicidade dérmica apos
administracdo em ratos, resultados confirmados através da avaliacdo
histoldgica, pela qual se verificou aumento significativo da espessura da derme
e epiderme, além de contagem de leucécitos estatisticamente iguais ao
controle. Os testes de atividade antifungica contra Candida albicans mostraram
que o fluconazol incorporado nas formulagcdes apresentou melhores resultados,
provavelmente devido as propriedades dos sistemas de liberagdo como ME e
CL. Os ensaios de liberagéo in vitro mostraram que as formulagdes contendo
AO e OS podem controlar a liberacao de fluconazol. Os ensaios de permeacao
cutdnea mostraram que o0s sistemas analisados promoveram a retencdo do
farmaco nas camadas da pele. Os resultados apresentados sugerem que
esses sistemas podem ser promissores na administracdo cutéanea de

fluconazol para o tratamento de dermatomicoses.
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Abstract

ABSTRACT

In the last decades, there has been an expressive increase in incidence
of fungal infections. On the other hand, the treatment of mycoses is not always
effective, because available antifungal drugs show inappropriate activity
spectrum and pharmacokinetic profile. The aim of this work was to develop and
characterize nanostructured systems stabilized by propoxyl (50P) ethoxyl (20
OE) cethyl alcohol (PROC) containing fluconazole, using oleic acid and copaiba
oil from different origins as oily phases. Chemical and biological
characterization of copaiba oils from different origins was decisive for the choice
of oil to be used in the development of the formulations. The construction of
phase diagrams with studied copaiba oils showed that different systems such
as microemulsions (ME) and liquid crystals (CL) can be formed. The
characterization by polarized light microscopy, rheological behavior and SAXS
confirmed the results obtained in phase diagrams, showing that in the region of
40% of PROC, the increase in the quantity of water favors the formation of more
structured systems as CL of lamellar and hexagonal phase when using AO
and copaiba oil Cooperatives founded in Acre (OC) and Sigma (OS). The
formulations did not show signs of Acute Dermal Toxicity after dermal
administration in rats. This result was confirmed by histological evaluation, for
which there was significant increase in dermis and epidermis thickness, and
present leukocytes count lesser than the control. The antifungal activity essay
against C. albicans showed that the formulations presented significantly higher
inhibition halo, suggesting that the components of the systems can improve the
drug diffusion, providing better use of their properties and increasing antifungal
activity. The in vitro release tests showed that the formulations containing OS
and AO can control the drug release. Cutaneous permeation tests showed that
the analyzed systems promoted the drug retention in the skin layers. The
presented results suggest that these systems may be promising in cutaneous

administration of fluconazole in the treatment of dermatomicoses.
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1 INTRODUCAO

As infeccBes fangicas sdo consideradas um dos maiores problemas para a
saude publica. Dentre estas infeccfes, destacam-se as dermatomicoses, que
envolvem a pele, principalmente o estrato corneo e apéndices como unhas, cabelo e
mucosas (oral e vaginal) (NEGRONI, 2010; CRESPO-ERCHIGA et al., 2005). O
tratamento das micoses humanas ndo é sempre efetivo e em muitos casos 0s
antifingicos topicos sdo ineficazes e o0s sistémicos, embora mais eficientes,
apresentam uma série de efeitos colaterais, obrigando a uma analise risco/beneficio
da sua utilizacado (SIZENANDO NETO; SVIDZINSKI, 2002). Por esta razdo, ha uma
busca continua de novos medicamentos antifiangicos mais potentes, mas, sobretudo,
mais seguros que os existentes.

O tempo necessario e 0 elevado custo sdo os principais fatores limitantes
para 0 sucesso terapéutico no tratamento das micoses (SIZENANDO NETO;
SVIDZINSKI, 2002). Aléem disso, muitas infec¢des fungicas provocam aparecimento
de lesdes cutaneas ou subcutaneas que demoram a desaparecer mesmo em
tratamentos longos (REX, 2001; FENNER et al., 2006).

Por outro lado, o desenvolvimento de um agente antifingico representa um
grande desafio para todos os pesquisadores da area, uma vez que, por tratar-se de
célula eucaribtica, compartilha com a maior parte dos alvos potenciais de acdo com
as células do hospedeiro, conferindo altos niveis de toxicidade (SIZENANDO NETO;
SVIDZINSKI, 2002). Por esta razdo, ha uma busca continua de novos farmacos e
medicamentos antifUngicos mais potentes, e, sobretudo, mais seguros que 0S
existentes. Assim, nas ultimas décadas tem ocorrido um grande interesse no
desenvolvimento de produtos para serem administrados na pele ou mucosas, para
exercer acao local ou sistémica.

A pele apresenta inUmeras vantagens tanto para a liberagdo topica quanto
para a permeacdo cutanea de farmacos (URBAN, 2004; NARISHETTY;
PANCHAGNULA, 2004; THOMAS; PANCHAGNULA, 2003; LEHMANN et al., 2001).
O farmaco ao se difundir na pele pode ficar retido no estrato cérneo, na
epiderme+derme, caracterizando a retengdo cutanea do farmaco ou ainda se
permear para as camadas mais profundas, podendo atingir a circulacdo sistémica.

Entretanto, devido a estrutura e composicdo lipidica da epiderme, mais
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especificamente do estrato corneo, existe uma grande dificuldade na difusdo dos
farmacos através da pele. Por conseguinte, a penetracdo através da pele e
permeacdo do farmaco apos aplicacdo tépica depende das propriedades fisico-
quimicas do farmaco, coeficiente de particdo O/A, propriedades de superficies, entre
outras (BAROLI, 2000; PROW et al.,, 2011; MULLER et al.,, 2003; MULLER,;
GOYMANN, 2004; MAGHRABY, 2008).

Assim, a habilidade de se conseguir concentragcfes terapéuticas de farmaco
nas diversas camadas do tecido cutaneo ou lesdo, acompanhado por baixas
concentracbes sanguineas, evitando-se, desta forma, os efeitos farmacoldgicos,
adversos e toxicos em outras regides do corpo, pode melhorar a eficiéncia de
tratamento de algumas patologias como a dermatomicoses.

Muitas das alternativas tecnolégicas empregadas na modulacdo da
penetracdo e permeacao do farmaco pela pele tém sido focadas no desenvolvimento
de sistemas nanoestruturados, como os lipossomas, as nanoparticulas lipidicas
sélidas, as micro e nanoparticulas, as microemulsdes e os cristais liquidos, devido
as suas propriedades favoraveis de transporte, direcionando mais especificamente o
farmaco para o local de acao, além da facilidade de solubilizacdo de farmacos,
melhorando as propriedades biofarmacéuticas dos mesmos.

As microemulsdes (ME) e cristais liquidos (CL) tém sido amplamente
estudados no desenvolimento de novas formulacdes para administragéo topica, em
especial a cutanea (HEUSCHKEL et al., 2008; MULLER-GOYMANN, 2004). ME s&o
sistemas estaveis, consituidos por um tensoativo e/ou co-tensoativo, uma fase
oleosa e a fase aquosa, propriedades que facilitam a solubilizacdo de farmacos
lipofilicos, possibilitando incoporacéo, se necesséario, de concentracdo mais elevada
gue a preconizada. A interacdo farmaco com o sistema também proporciona um
controle da liberacdo do farmaco, bem como o direcionamento do mesmo ao local
de acdo. Dependendo da composicao, estes sistemas podem interagir com a pele,
facilitando a interacdo com o estrato cérneo e proporcionando melhor
aproveitamento da dose administrada do farmaco (BAROLI, 2000).

Com base no exposto, torna-se interessante a busca de novas alternativas
tecnolégicas para o tratamento de dermatomicoses envolvendo estudos
relacionados a nanotecnologia. O presente trabalho propde a pesquisa de ME e CL

para adminitracao cutanea de fluconazol no tratamento de dermatomicoses.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DERMATOMICOSES: CONSIDERACOES GERAIS

As dermatomicoses sao definidas como dermatites crénicas localizadas,
causada pela invasao de dermatoéfitos, podendo acometer pele, cabelos, unhas,
canal auditivo externo, mucosas e areas adjacentes (LACAZ etal., 2002). Sdo
doencas de ocorréncia mundial, com maior prevaléncia em regides com clima
quente e umido (SAMPAIO; RIVITTI, 2002).

Nas ultimas décadas, tem se verificado um grande aumento na incidéncia de
infeccbes fungicas, sendo as dermatomicoses as principais responsaveis por este
aumento expressivo. Dentre os fatores relacionados a esta ocorréncia, 0s principais
sdo: o melhor diagnéstico laboratorial e clinico, o aumento da sobrevida de
pacientes com doengas imunossupressoras ou que utilizam medicamentos
imunossupressores e 0 uso indiscriminado de farmacos que tém permitindo a
instalagdo de microorganismos convencionalmente saprofitos. Além das infeccdes
em humanos, os animais também podem ser atacados por fungos muito dificeis de
serem combatidos, tornando-se foco de transmissédo (FENNER et al., 2006).

As infec¢Bes fungicas que acometem a pele sédo divididas em micoses
subcutaneas ou sistémicas. As primeiras resultam de infec¢do traumatica causada
pelo fungo no tecido subcutaneo, desenvolvendo doencgas localizadas, com eventual
disseminacéao linfatica. A esporotricose € uma das infeccbes mais comuns desta
classe e, embora antes considerada doenca do meio rural, esta cada vez mais
frequente em grandes centros urbanos (ARAUJO et al, 2001). As micoses
sistémicas ou profundas ou disseminadas compreendem as infec¢des fungicas que
atingem os orgaos internos do corpo ou se difundem pela circulacdo sanguinea,
como por exemplo, a coccidioidomicose, histoplasmose e candidiase sistémica
(ERCHIGA, 2008).

A maioria das doengas fangicas tem sido tratadas com medicamentos
administrados por via oral ou venosa, entretanto, observam-se limitacdes nas
opcOes terapéuticas disponiveis. Outro agravante € que muitas destas infeccdes

provocam aparecimento de lesdes cutaneas ou subcutaneas que demoram a
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desaparecer mesmo com tratamentos em longo prazo, podendo se tornar focos de
transmissédo (REX, 2008; FENNER et al., 2006).

O tratamento das micoses nem sempre é efetivo, pois os farmacos
antifingicos disponiveis possuem um perfil farmacocinético inadequado,
promovendo recorréncia ou resisténcia, além de apresentarem toxicidade. Além
disso, em muitos casos os antifiingicos topicos séo ineficazes e os sistémicos,
embora mais eficientes, apresentam uma série de efeitos colaterais, obrigando a
uma analise risco/beneficio da sua utilizacdo (SIZENANDO NETO; SVIDZINSKI,
2002). Por esta razdo e levando em conta o fato de que a introducdo de novos
farmacos na terapéutica tem se tornado um processo muito oneroso, a pesquisa de
novas alternativas tecnologicas que aumentem a eficiéncia e seguranca dos
farmacos ja disponiveis tem sido intensificada.

O antifungico ideal deve ter amplo espectro de atividade e acéo fungicida ao
invés de fungistética, estar disponivel em formulagcbes tépicas e orais, apresentar
poucas interacdes medicamentosas, ser seguro em doses eficazes, ter custo
acessivel e ndo apresentar resisténcia (SIZENANDO NETO; SVIDZINSKI, 2002).

A anfotericina B e os derivados azolicos, como itraconazol, cetoconazol e
fluconazol (Figura 1), sdo os farmacos mais eficazes disponiveis no arsenal
terapéutico da atualidade para o tratamento de infec¢cdes fungicas. Dentre o0s
derivados azolicos pertencentes a classe dos triazois, o fluconazol, desenvolvido na
década de 1980, foi o primeiro a integrar a classe dos triazdis e surgiu apés anos de
pesquisas com modificacdes moleculares a partir dos farmacos imidazoélicos, como
um promissor antifingico gracas a Otima combinacdo de eficacia, caracteristicas
farmacocinéticas, solubilidade e perfii de seguranca (PEREIRA, 2007). E
metabolizado de forma mais lenta e, quando comparado aos imidazodlicos, age na
inibicdo da sintese de esterdide fungico e praticamente ndo altera a sintese do
ergosterol dos mamiferos, sendo menos téxico e melhor absorvido que os outros
azois, razao principal pelas quais os triazéis sdo os principais farmacos antifingicos
em pesquisa e desenvolvimento (PARK et al., 2007).

O fluconazol (P.M. 306, 27 g/mol), € um p6 branco, ligeiramente soltivel em
agua (8 mg/mL), soluvel em etanol e acetona, facilmente solivel em metanol e muito
pouco soluvel em tolueno. A presenca de dois anéis triazélicos em sua estrutura

responsavel por sua menor lipofilicidade (Figura 1). E considerado uma base fraca
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com constante de ionizacdo (pka) medida em NaOH 1,1M de 1,76 + 0,1, com
protonacédo no nitrogénio 4 (O'NEIL, 2006; DASH; ELMQUIST, 2001).

Seu mecanismo de ac¢do, assim como dos outros azois, esta ligado a sua
capacidade de alterar a permeabilidade da membrana das leveduras e outros
fungos, inibindo a sintese do ergosterol. A inibicdo do P-450-14-alfa- demetilase
dependente de lanosterol causa acumulo de esterdis metilados, deplecdo de
ergosterol e inibicdo do crescimento celular (SIZENANDO NETO; SVIDZINSKI,
2002).

Figura 1. Principais antifingicos usados no tratamento de micoses superficiais e sistémicas.
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Dependendo do tipo de dermatomicose, existem os farmacos de escolha,
entretanto, em alguns casos pode-se observar intolerancia, resisténcia e diversos

efeitos colaterais, que podem aumentar o tempo de tratamento, que pode durar trés
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meses ou mais, principalmente quando ndo ha administragdo de antifingico por via
topica (KWON et al., 1998; HAN, 2007; BONIFAZ et al., 2007).

O fluconazol é utilizado quando ocorre intolerancia. E utilizado também por
apresentar menor numero de efeitos colaterais. Entretanto, o tratamento é muito
longo, principalmente quando ha presenca de lesGes cutaneas, sendo que a dose
quase sempre é aumentada devido a resposta inadequada do tratamento,
necessitando assim de mais estudos para determinacdo de dose ideal e duragéo do
tratamento.

Devido a importancia das infeccfes antifingicas dentro do cenario de saude
publica, destacando o papel dos azdis como agentes antifungicos, é necessario
buscar novas alternativas tecnoldgicas, que engloba inclusive outras vias de
administracdes, para o uso destes farmacos no tratamento de doencas antifingicas,
que possibilitem aumentar a eficiéncia dos mesmos na terapia e forneca aos clinicos

e pacientes uma maior diversidade de tratamento.

2.2 VIA CUTANEA

A pele, considerada o maior érgédo do corpo humano, pode ser descrita como
um oOrgao estratificado com trés camadas: epiderme, derme e tecido subcutaneo,
além dos apéndices como foliculos pilosos e glandulas sebaceas e sudoriparas
(Figura 2). A epiderme é composta externamente do estrato cérneo (cerca de 10 ym
de espessura), conhecido como epiderme ndo viavel e considerado a principal
barreira limitante a absorcdo percutanea de farmacos, o que se justifica pelo seu
espaco intercelular, rico em lipidios, que compreende matrizes lamelares com
camadas hidrofilicas e camadas duplas lipofilicas alternantes formadas durante o
processo de queratinizacdo. Além dessa estrutura, o estrato cérneo possui células
queratinizadas sobrepondo-se umas as outras, ligadas por pontes intercelulares
(cornedcitos) e comprimidas em cerca de 15 camadas. Ele requer no minimo 10%
de umidade para que sua flexibilidade seja mantida, e a camada de lipidios
intercelulares € a responsavel direta por evitar a perda de agua transcutanea
(WALTERS; ROBERTS, 2002; BLOCK, 2005).
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Figura 2. Estrutura da pele (Fonte: BLOCK, 2008).

Apesar da grande utilizacdo e vantagens que a via oral oferece, varios
farmacos, quando administrados por esta via podem ser inativados no trato
gastrintestinal ou apresentarem extenso metabolismo hepatico. Assim, nas ultimas
décadas tem ocorrido um grande interesse no desenvolvimento de produtos para
serem administrados por outras vias de administracdo, como a cutanea. Para isso,
muitos trabalhos tém sido realizados no sentido de conhecer mais os mecanismos
de permeabilidade cutdnea das substancias ativas (KOVACEVIK et al., 2011,
BAROLI, 2009).

O uso de medicamentos administrados pela via cutanea tem se evidenciado
ao longo dos anos. Existem relatos de efeitos sistémicos de agentes hormonais e
antimicrobianos quando administrados por via tépica, desde o século anterior. Os
medicamentos sédo aplicados na pele com o objetivo de alcancar um ou mais dos
seguintes efeitos: efeitos de superficie (fotoprotetores); efeitos locais
(corticosterbides para dermatite); permeacdo para atingir efeitos sistémicos
(adesivos transdérmicos de nicotina) e tecidos mais profundos (anti-inflamatorios
nao-esteroidais) (BLOCK, 2005; WALTERS; ROBERTS, 2002; ROBERTS; CROSS;
PELLET, 2002). As Figuras 3 e 4 resumem 0 processo permeacao e penetracao do
farmaco através da pele através do estrato cérneo. Esta Ultima pode ocorrer
intracelularmente através da matriz lipidica entre os cornedcitos ou pela via
transcelular entre os cornedcitos e a matriz lipidica (Figura 4) (MOSER et al., 2001).

Apesar da grande utilizagdo e vantagens que a via oral oferece, varios
farmacos, quando administrados por esta via, podem ser inativados no trato

gastrintestinal ou apresentarem extenso metabolismo hepatico. Assim, nas ultimas
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décadas tem ocorrido um grande interesse no desenvolvimento de produtos para
serem administrados por outras vias de administracdo, como a cutanea. Para isso,
muitos trabalhos tém sido realizados no sentido de conhecer melhor os mecanismos
de permeabilidade cutanea das substancias ativas (KOVACEVIK et al., 2011;
BAROLI, 2009; PROW et al., 2011).

Figura 3. Absor¢éo percutanea e liberagao transdérmica. Absorcéo pode ocorre através dos ductos

sudoriparos (1); regides do estrato cérneo (2) e através dos foliculos pilosos (3) (adaptado de
Walters, 2002).

FARMACO NA FORMULACAO
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Figura 4. Vias de permeacdo de farmacos através do estrato corneo (adaptado de MOSER et al.,
2001).
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A via cutédnea apresenta inUmeras vantagens tanto para a liberacdo tépica

guanto para a permeacdo cutanea de farmacos, uma vez que o metabolismo pré-
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sistémico do farmaco pode ocorrer antes que este alcance a circulacao sistémica,
além de maior conforto e adesdo do paciente ao tratamento (BAROLI et al., 2000;
KREILGAARD, 2002). Entretanto, devido a estrutura e composicdo lipidica da
epiderme, mais especificamente do estrato cérneo, existe uma grande dificuldade na
difusdo dos farmacos através da pele.

Um produto farmacéutico tépico ideal é aguele capaz de liberar o farmaco no
local de acdo na concentracdo terapéutica por um periodo de tempo tdo longo
quanto necessario (SERQUEIRA, 1990). Assim, pode-se afirmar que 0 sucesso
terapéutico para alguns produtos esta relacionado com a habilidade de se conseguir
concentracdes terapéuticas de farmaco no tecido cutédneo ou lesdo, acompanhado
por baixas concentragbes sanguineas, evitando-se, desta forma, os efeitos
farmacoldgicos, adversos ou toxicos, em outras regides do corpo (NACHT, 1996).

Segundo Suhonen et al. (1999), o aumento da permeacao cutanea se da por
agentes especificos chamados de promotores de permeacado, que interagem com o
estrato corneo, alterando sua resisténcia a penetragdo de substancias exogenas.
Sao exemplos, dimetil-suféxido (DMSO), acido latico, acido oléico, acido salicilico,
uréia, solventes organicos (etanol, metanol e acetona) e os tensoativos, 0s quais
podem interagir com o estrato corneo quando incorporados em formula¢cdes de uso
tépico, facilitando a difusdo do farmaco. A interacdo da agua presente na bicamada
lipidica com as cabecas polares do tensoativo permite a entrada de substancias
polares, devido ao intumescimento dessas cabecas, induzindo alteragcbes na
estrutura do estrato corneo, aumentando a permeacdo (SUHONEN et al., (1999).

Devido as suas propriedades favoraveis de transporte e solubilizacdo de
farmacos, os sistemas de liberagcdo controlada de farmacos tém se tornado um foco
de maior interesse na aplicacdo topica, com o objetivo de se obter um efeito mais
localizado. Na aplicacdo cutanea de antifiungicos para algumas infec¢des, o aumento
da distribuicdo e do acumulo desses farmacos no estrato corneo ou em camadas da
pele como epiderme e derma € mais importante para a eficacia e seguranca do
tratamento que o aumento da absorcéo percutanea e/ou sistémica. (HASHIGUCHI et
al., 1997).

A eficacia clinica de terapia tépica antifingica depende da habilidade do
farmaco penetrar no estrato corneo e do tempo de residéncia (PIERARD et al.,

1996). O fluconazol é um antifingico de amplo espectro que tem sido usado para
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administragao oral (KLEIN, 2007). Apos administragdo oral, podem ocorrer efeitos
adversos como cefaléia, desconforto epigastrico, diarréia, nduseas, ictericia, e, além
disso, pode acumular-se no suor e estrato corneo (FAERGEMANN, 1999), além de
favorecer o aparecimento de cepas resistentes ao farmaco (BORECKA-
MELKUSOVA et al., 2008). Ele pode acumular em tecidos queratinizados mesmo
durante semanas apdés o término do tratamento, ficando muito tempo em locais que
em alguns casos seria necesséario (FAERGEMANN, 1999).

Por um bom tempo, acreditou-se que o mecanismo pelo qual algumas
substancias administradas por via sistémica alcancavam as camadas mais
superficiais da pele era pelo mecanismo de difusdo. Por este mecanismo, a
substancia era lentamente transportada para as camadas queratinizadas e
cornedcitos pelo processo de renovacao natural da pele. Entretanto, este processo
leva cerca de 3-4 semanas, 0 que contraria as evidéncias de que algumas
substancias, como o fluconazol, administrada sistemicamente sdo capazes de atingir
a pele muito mais rapidamente que a renovacédo celular. Outra evidéncia de que o
transporte destas substancias deve ocorrer por outros mecanismos € a auséncia de
vasos sanguineos nesta regido. Em um bom trabalho de revisdo, Patzelt e
colaboradores (2008) discutem os mecanismos que podem explicar porque algumas
substancias administradas por via sistémica atingem rapidamente as camadas mais
externas da pele. Segundo estes autores, o transporte pode ocorrer por dois
mecanismos que dependem das caracteristicas da substancia a ser transportada.

A retencéo do fluconazol na pele tem sido atribuida a alta afinidade ao estrato
corneo devido a uma interacdo entre o farmaco e queratina (KLIMKE; SCHAFER-
KORTING, 1997). Com o acumulo na pele, cabelo ou unhas, o fluconazol
dificilmente ird4 atingir camadas mais profundas e posteriormente a circulagédo
sistémica, devido a sua alta afinidade ao estrato coérneo, até mesmo quando é
administrado pela via oral (DE DONCKER et al., 1997). Esse alto tropismo do
fluconazol pela queratina € um importante fator para sua agdo contra infecgbes da
pele (SOBUE; SEKIGUCHI; NABESHIMA, 2004), no entanto precisa atingir as outras
camadas da pele, como epiderme e derme para ter maior efeito sobre os fungos.
Entretanto, sua administracdo tépica tem sido pouco investigada, apesar das

vantagens apresentadas.
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Deste modo, entender como estes mecanismos ocorrem € importante para
que sistemas mais adequados possam ser desenvolvidos. Principalmente no caso
dos antifiungicos que, para algumas patologias, o alvo pode ser as diferentes
camadas da pele ou ainda a lesdo, que, em geral, apresenta um meio muito
hidrofilico com uma grande riqueza de organismos, que poderiam nao receber

concentracfes adequadas de farmaco.

2.3 SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS: MICROEMULSOES E
CRISTAIS LIQUIDOS

A pesquisa de novos sistemas de liberacdo de farmacos, ao longo dos anos,
tem possibilitado contornar as limitacbes existentes, bem como melhorar as
propriedades de medicamento com consequente direcionamento do farmaco
(BLOCK, 2008). A acessibilidade da pele como via de administragdo de
medicamentos, além de evitar efeitos adversos observados em outras vias, resultou
em um numero cada vez mais crescente de sistemas de liberacdo de farmacos e
formas farmacéuticas aplicadas a pele, quer seja para efeitos locais ou sistémicos
(BLOCK, 2008; ROBERTS; CROSS; PELLET, 2002).

Uma preparacdo farmacéutica ideal € aquela capaz de liberar a substancia
ativa no seu 6rgado alvo em doses terapeuticamente relevantes, com minimos
desconfortos e efeitos adversos para o paciente (KREILGAARD, 2002). Muitas das
pesquisas de novas alternativas tecnolégicas que aumentem a eficiéncia e
seguranca dos farmacos ja disponiveis tém sido focadas no desenvolvimento de
sistemas de liberacdo de farmacos (BRUSCHI et al., 2008; MAINARDES et al., 2006;
BRUSCHI et al., 2003).

A nanotecnologia tem representado um grande avan¢o no desenvolvimento
de sistemas de liberacédo de farmacos, em especial na industria farmacéutica. Esses
sistemas se caracterizam pelo tamanho reduzido das particulas e principalmente
pela compartimentalizagdo de farmacos em ambientes restritos, podendo, com isso,
direciona-los para regides especificas onde deveréo exercer o efeito farmacolégico,
favorecendo a interacdo com sistemas biolégicos, aléem de poder controlar a
velocidade de liberacdo sem alterar a estrutura quimica da molécula transportada
(MAINARDES et al., 2005, MOURAO et al., 2005).
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Além da vantagem econdmica, o desenvolvimento de novos sistemas para
liberacdo de farmacos, como lipossomas, microemulsbes, cristais liquidos,
micro/nanoparticulas e dispersdes sdlidas, tem permitido o aumento da eficiéncia de
farmacos utilizados na terapéutica atual, a re-introducdo de outros anteriormente
descartados por suas propriedades indesejaveis e o0 aprimoramento de novos
farmacos antes que sejam utilizados na terapéutica (MAINARDES et al. 2006;
URBAN, 2004).

O estudo de microemulsbes e cristais liquidos como alternativa de novos
sistemas de liberacdo de componentes ativos tem se intensificado com os objetivos
de aumentar a solubilidade e a estabilidade de componentes ativos, possibilitando a
incorporacdo de componentes hidrofilicos ou lipofilicos, agindo como sistemas
reservatorios, melhorando a biodisponibilidade e estabilidade dos farmacos,
reduzindo a dose de farmacos (HOELLER; KLANG; VALENTA, 2008; HEUSCHKEL;
GOEBEL; NEUBERT, 2008; FORMARIZ et al., 2005).

Microemulsdes (ME) séo sistemas opticamente transparentes ou translicidos,
pouco viscosos, termodinamicamente estaveis e sua formacao € acompanhada pela
diminuicdo da tensdo superficial do sistema, chegando a ficar proxima de zero
(HOELLER; KLANG; VALENTA, 2008; HEUSCHKEL; GOEBEL; NEUBERT, 2008).
S&o caracterizadas pela mistura de Oleo, agua e tensoativo, formando um sistema
isotropico e termodinamicamente estavel, que se forma espontaneamente. Possuem
grande capacidade de solubilizacdo (compostos hidrofilicos e lipofilicos) e baixa
viscosidade. Um filme interfacial flexivel é formado e caracteriza-se por valores
baixos de tensdo interfacial (10° mN/m) (HOELLER; KLANG; VALENTA, 2008;
FORMARIZ et al., 2005).

Geralmente, as MEs séo sistemas esféricos com diametro muito pequeno, na
faixa de 100 a 1000 A, enquanto que o didmetro das goticulas de uma emuls&o
estavel é da ordem de 5000 A. As MEs sfo classificadas como sistemas coloidais
com diametro de particula menor que % do comprimento de onda da luz incidente, e,
portanto, ndao espalham luz. Este fato explica porque s&o sistemas opticamente
transparentes (HOELLER; KLANG; VALENTA, 2008; HEUSCHKEL; GOEBEL;
NEUBERT, 2008; FORMARIZ et al., 2005).

As microemulsdes (ME) podem ser de agua em 0leo (A/O, quando o volume

de agua é baixo) ou 6leo em agua (O/A, guando o volume de 6leo € baixo), podendo
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inverter de um tipo para outro pela adicdo de uma fase ou alteracéo do tensoativo. A
Figura 5 mostra uma representacdo esquematica da organizacdo das
microemulsGes. Em sistemas nos quais as quantidades de agua e Oleo séo
similares, estruturas bicontinuas sdo formadas (LAWRENCE; REES, 2000). Essas
diferentes microestruturas podem afetar significativamente a liberacdo de farmacos
(CORREA et. al., 2005).

Figura 5. Representacdo esquematica das trés microestruturas mais comuns de microemulsdes: (a)
O0leo em agua, (b) microemulsdo bicontinua e (c) microemulsdo agua em o6leo (adaptado de
LAWRENCE; REES, 2000).

a

Os sistemas microemulsionados podem facilitar a permeacdo cutanea de
farmacos (PADULA; NICOLI; SANTI, 2009), provavelmente devido ao fato de
possuirem quantidade significativa de tensoativo, que pode interagir com o estrato
cérneo e desestruturar a camada lipidica da pele, fazendo com que os lipidios
passem de uma forma cristalina para uma forma liquida desordenada, aumentando
a permeabilidade cutanea e facilitando a penetracdo de substancias que
normalmente n&o atravessariam essa barreira (KREILGAARD, 2002).

As microemulsdes sdo exemplos de formulacdes que podem aumentar a
penetracdo através do estrato coérneo. Isto pode ocorrer pelos seguintes
mecanismos: a composicado e estrutura destes sistemas permitem incorporar
guantidades de farmacos maiores que outras formulacdes tdpicas convencionais,
como locdes, cremes e géis; podem aumentar a solubilidade de farmacos pouco
soliveis em agua atraves da fase oleosa; podem, através de sua composicao,
aumentar a estabilidade do farmaco, modificar a barreira de difusdo da pele,

podendo favorecer sua liberacdo na pele, sem, contudo, induzir alteracdes
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significantes e irreversiveis a fungao barreira da pele (BAROLI et al., 2000; URBAN,
2004).

A composicdo e propriedades destes sistemas tém permitido uma melhor
aplicabilidade e utilizacdo das microemulsées como sistemas de liberacdo de
farmacos em diferentes vias de administracdo (BAROLI et al., 2000). A utilizacédo de
microemulsfes como sistemas capazes de modular a liberacdo transdérmica de
farmacos e o potencial destes sistemas tem sido descrito e discutido por varios
autores (HOELLER; KLANG; VALENTA, 2008; HEUSCHKEL; GOEBEL; NEUBERT,
2008; SARCIAUX et al., 1995; OLIVEIRA et al., 2004).

Dependendo da composicdo da ME, a barreira difusional da pele pode ser
modificada o que podera favorecer o particionamento do farmaco na pele. Estes
sistemas podem ainda modular a liberacdo local ou sistémica de farmacos através
de diferentes mecanismos. (HOELLER; KLANG; VALENTA, 2008; FORMARIZ et al.,
2005; BAROLI et al., 2000).

Por esta razdo, esses sistemas tém se tornado foco de grande interesse para
administracdo cutanea, com o objetivo de se obter um efeito do farmaco mais
localizado, 0 que podera ser acompanhado de uma diminuicdo da sua absorcao
sistémica, uma vez que esta absor¢cdo muitas vezes nao é necessaria, como nas
dermatomicoses.

A organizagdo espontanea de tensoativos em meios aquosos pode resultar
em outras estruturas além de microemulsdes, como por exemplo, fases liquido-
cristalinas. Os cristais liquidos sdo estruturas ordenadas com arranjo molecular
contendo regifes hidrofobicas e hidrofilicas alternadas. Alterando a composicéo dos
sistemas, podem ser formadas diferentes formas liquido-cristalinas, como lamelares,
hexagonais e cubicas. Os cristais liquidos séo utilizados na liberagdo de farmacos
devido a sua alta viscosidade, podendo prolongar a liberagdo dos mesmos. Além
disso, possuem uma area interfacial interna, com caracteristicas fisico-quimicas
diferentes da é&rea externa, formando microambientes distintos, que permitem
compartimentalizar farmacos lipossolUveis e hidrossolaveis (BOYD et al., 2006;
KREILGAARD, 2002).

Os cristais liquidos séo sistemas cujas caracteristicas fisicas os posicionam
entre solidos e fundidos, com parcial ordem/desordem das espécies moleculares.

Por esse motivo, sdo também chamados de mesofases. Mesofases liotropicas
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contém, no minimo, dois componentes: 0 componente organico, por exemplo,
tensoativo e seu solvente. A porcdo organica deve exibir certa complexidade
quimica, do contrario, o solvente iria simplesmente solubilizar a molécula, originando
solucbes de moléculas dispersas e desordenadas, e certamente nao seriam
formados cristais liquidos. A adicdo de um solvente, tal como a &agua, ird hidratar
seletivamente a porcéo hidrofilica das moléculas de tensoativo, evitando as regifes
hidrofébicas (FORMARIZ et al., 2005; HYDE, 2001).

As mesofases liotropicas podem ser consideradas um arranjo molecular de
micelas ordenadas, caracterizadas por dominios hidrofébicos e hidrofilicos
alternadamente. Conforme aumenta a concentracdo de tensoativo, diferentes
mesofases liquido-cristalinas podem ser formadas, como lamelares, hexagonais e
cubicas (Figura 6). Materiais que formam cristais liquidos pela adicdo de solventes
sdo chamados liotropicos, enquanto os termotrdpicos tém sua estrutura dependente
da temperatura (GABBOUN et al., 2001).

A fase lamelar é formada por camadas paralelas e planares de bicamadas de
tensoativo separadas por camadas de solvente, formando uma rede unidimensional.
Ja na fase hexagonal, os agregados sédo formados pelo arranjo de cilindros longos
formando estruturas bidimensionais. Nos sistemas de fase cubica, as moléculas
estdo arranjadas numa estrutura tridimensional, a qual consiste de duas redes
congruentes de canais de agua envolvidos por bicamadas lipidicas ou de tensoativo
(FORMARIZ et al., 2005).
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Figura 6. Representacdo esquematica das estruturas mais comuns formadas, dependendo do
parametro de empacotamento (ditado pela geometria da molécula), teor de agua e temperatura.
Adaptado de BORNE; NYLAMDER; KHAN (2001).
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Para entender a formacao destas estruturas, deve-se levar em consideracéo
a composicdo do sistema, presenca de sais, 0leos e co-tensoativos, temperatura e
estrutura do tensoativo. Para formacdo de estruturas lamelares, os tensoativos
normalmente tém a forma cilindrica, e na formacao da fase hexagonal e micelar, ele
ocupa a area de um cone. Para entender qual tipo de estrutura do tensoativo &
preferencial para formar determinado sistema, pode ser considerado o parametro de
empacotamento critico (PEC), definido como PEC=v/a.l, em que v é o volume da
cadeia hidrofobica, a é a area da cabeca polar e | € o comprimento da cadeia
hidrofébica. Como pode ser visto na Figura 6, h4 uma correlacdo direta entre os
valores de PEC e o tipo de agregado formado (MALMSTEN, 2002).

Esses sistemas nanoestruturados oferecem uma série de vantagens, como
alto potencial de solubilizacdo de farmacos pouco soluveis, estabilidade
termodinamica, transporte facilitado através de membrana, capacidade de agir como
sistemas reservatorios e modificar a liberacao, permitem a incorporagcéo de grandes

quantidades de farmacos e possibilitam a administracdo de componentes ativos por
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varias vias, como a oftalmica, oral, intravaginal, pulmonar, cutanea, transdérmica,
periodontal e intranasal (URBAN, 2004; MAINARDES et al., 2006, BRUSCHI et al.,
2006; BRINON et al., 1999; LEE; KELLAWAY, 2000; URBAN, 2004; FORMARIZ et
al., 2005). As interacfes farmaco-sistema desempenham importante papel no
controle da liberacdo. O perfil de liberagdo de farmacos incorporados em sistemas
liquido cristalinos depender4d da estrutura da mesofase assim como das
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco. Essas propriedades tornam possivel a
utilizacao de cristais liquidos como veiculos transportadores de farmacos, os quais
devem ser capazes de controlar a liberagcdo das substancias neles incorporados
(GABBOUN et al.,, 2001). Como consequéncia da interacdo farmaco-solvente,
farmacos incorporados nos sistemas podem induzir mudangas no empacotamento

molecular do tensoativo na mesofase liquido cristalina (FARKAS et al., 2001).

2.3.1 DIAGRAMA DE FASES

O comportamento de fase de um sistema microemulsionado ou de cristal
liquido, constituido de Oleo, agua e tensoativo, pode ser representado por um
diagrama de fase ternario, que descreve as condicbes em que 0S componentes
devem ser combinados para formar um sistema especifico.

As microemulsdes podem conter componentes adicionais como co-
tensoativos. No caso em gque quatro ou mais componentes estdo sendo estudados,
diagramas de fase pseudoternarios sédo utilizados e um dos vértices do diagrama
representa uma mistura binaria de dois componentes como tensoativo/co-tensoativo,
agual/farmaco ou oleo/farmaco. A construgdo de diagrama de fases proporciona a
visualizagcéo das diferentes fases formadas com o sistema (Figura 7) (SAULNIER et
al., 2008; PAUL; MOULIK, 2001; LAWRENCE; REES, 2000).

O procedimento mais empregado para a construcao do diagrama de fases é a
preparacdo de uma seérie de misturas binarias e titulagdo com o terceiro
componente, avaliando a mistura apés cada adicdo, podendo necessitar
aguecimento ou sonicacédo (LAWRENCE; REES, 2000).

Representados como triangulos equilateros, a grande vantagem dos
diagramas de fase é que eles mostram tanto a propor¢cdo de cada componente

utilizado (diagrama de pontos), bem como as regides de dominio dos diferentes
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sistemas encontrados (diagrama de linhas). A Figura 7 representa um modelo de
diagrama de fases, com as linhas tracadas direcionadas ao infinito de fase aquosa,
isto €, convergentes ao vértice do triangulo que representa 100% de fase aquosa,

semelhante ao que ocorre na titulacao.

Figura 7. Representacédo esquematica de um diagrama de fases.

2.3.2 COMPOSICAO DOS SISTEMAS

Um paréametro muito importante relacionado ao desenvolvimento de sistemas
de liberacdo de farmacos €, sem davida, a escolha dos componentes da formulacéo.
Essa escolha deve ser bastante criteriosa e atender alguns requisitos, em especial
os relacionados a toxicidade, irritabilidade, capacidade de solubilizacdo do farmaco a
ser incorporado no sistema, bem como capacidade de formar o sistema desejado
(KREILGAARD, 2002; LAWRENCE; REES, 2000).

Os agentes tensoativos sdo fundamentais na estabilizacdo dos sistemas
coloidais. Sistemas de liberacdo de farmacos estabilizados com tensoativos néo
ibnicos sao, geralmente, menos afetados pela presenca de aditivos (tampéo,
eletrolitos e conservantes) e mudancas no pH, quando comparados aos tensoativos
ibnicos, aléem de serem mais seguros € menos susceptiveis em causar irritagcao
(GARTI et al., 2004; KREILGAARD, 2002).
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Quando os tensoativos sdo incorporados em misturas imisciveis de oleo e
agua, a molécula de tensoativo forma um filme na interface dleo-agua estabilizando
a mistura tornando o sistema mais estavel termodinamicamente. Quando dispersos
em Aagua, 0s tensoativos se auto-organizam em uma variedade de fases e a
natureza desta organizacdo depende de forgcas intermoleculares bem como da
entropia do sistema (LAWRENCE; REES, 2000).

Os tensoativos séo substancias caracterizadas pela presenca de uma regiao
polar e outra apolar em suas estruturas moleculares, as quais sao definidas,
principalmente, pelo equilibrio apresentado entre a parte polar e a apolar do
tensoativo empregado, denominado equilibrio-hidrofilo-lipdfilo (EHL). Valores de EHL
inferiores a dez indicam predominancia da parte apolar nessas substancias,
tornando-as adequadas para o preparo de emulsdes A/O. Ao contrario, valores
superiores a oito ou dez apontam a prevaléncia da regido polar e 0 emprego dessas
substancias na obtencdo de emulsdes O/A. No entanto, nem sempre o valor de EHL
do tensoativo consegue explicar o fenébmeno de formacdo de microemulsdo. Por
exemplo, para o tensoativo &lcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP
(PROC), que apresenta EHL de 15, a regido de microemulséo ocorre quando ha o
predominio de certa quantidade de fase oleosa sobre aguosa. Assim, o mais
importante para a estabilizacdo deste sistema € a diminuicdo da tenséo interfacial da
dispersédo, como forma de reduzir a energia livre derivada da expansdo da area
interfacial. A estabilidade de sistemas dispersos devera ser maior, quanto menor for
a energia livre remanescente da expansdo da éarea interfacial, tendendo a um
sistema termodinamicamente estavel, caso o0 aumento da energia livre seja
totalmente compensado pela diminuicdo da tensao interfacial. A estabilizagdo destes
sistemas requer que o0 tensoativo tenha baixa solubilidade nas fases aquosa e
oleosa, resultando na adsorcdo deste na interface Oleo-agua para provocar
abaixamento da tens&o interfacial (OLIVEIRA et al., 2004; DEBORA, 2002).

Dentre os tensoativos, os derivados da classe dos polioxietilenos e
polioxipropilenos tém sido muito utilizados. O &lcool cetilico etoxilado 20 OE e
propoxilado 5 OP (Figura 8), cujo INCI (International Nomenclature of Cosmetic
Ingredient) é PPG-5 CETETH-20 (PROC) e sdo comercializados com 0s nomes
comerciais de Procetyl AWS® ou Acquasolv®, é um tensoativo ndo iénico, que se

apresenta como um liquido transparente ou ligeiramente turvo, incolor, odor leve e
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caracteristico, EHL=15, pH (sol. aquosa 3%, 25°C) = 5,5-7,5, densidade relativa =
1,050 e completamente solivel em agua e etanol. Nao é irritante para pele e DLs
(oral, ratos) de 3050 mg.kg™* (CRODA DO BRASIL, 2002).

Figura 8. Estrutura molecular do PPG-5-CETETH-20.

As caracteristicas fisicas, quimicas e fisico-quimicas, tais como a solubilidade
e coeficiente de particdo 6leo-4gua do tensoativo e das fases oleosa e aquosa,
assim como as proporcdes dos componentes, sao fatores essenciais na formulacao
destes sistemas nanoestruturados. Recentemente, foram desenvolvidos sistemas
coloidais estabilizados com alcool cetilico etoxilado e propoxilado, agua e diferentes
fases oleosas. Alterando as fases oleosas, foi possivel obter sistemas com
diferentes formas de agregacéo, com diferentes concentracdes dos componentes
(CARVALHO et al., 2011; CARVALHO et al., 2009; LANDGRAF, 2006).

Urban (2004) verificou que sistemas compostos por PROC, 4gua e miristato
de isopropila apresentaram sistemas com diferentes estruturas em funcdo da
variacdo da proporcdo entre os componentes. Foi observado também que a
capacidade de solubilizacdo da dexametasona nestes sistemas foi maior que em
seus componentes isolados, sendo possivel a incorpora¢do de uma concentracao 10
vezes maior que a dose farmacologica utilizada. Neste trabalho, observou-se que a
formulacdo de cristal liquido promoveu maior permeacdo e retencdo de
dexametasona através da pele de orelha de porco que o creme empregando 0s
mesmos componentes. Esse comportamento de fase, que forma sistemas mais
estruturados dependendo da proporcdo de agua e tensoativos, tem se mostrado
bastante promissor nos sistemas de liberacdo de farmacos (CARVALHO, 2010a;
CARVALHO, 2010b; URBAN, 2004).

As fases oleosas devem ser compativeis com o farmaco, principalmente se o
farmaco de interesse € lipofilico. Moléculas oleosas grandes, de alto peso molecular,
sdo geralmente capazes de dissolver compostos lipofilicos de véarios tamanhos de
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cadeia carboOnica. Entretanto, para serem capazes de formar microemulsdes, as
moléculas da fase oleosa tem que estar associadas e penetrar no filme interfacial do
tensoativo. Para facilitar a interacdo da fase oleosa com o filme interfacial do
tensoativo, o tamanho da molécula de 6leo ndo deve ser muito grande ou pelo
menos conter ligagdes insaturadas (KREILGAARD, 2002).

O &cido oléico, um &cido graxo monoinsaturado, também denominado acido
cis-9-octadecendico (Figura 9), € muito utilizado como aditivo em bases de sabbes e
sabonetes e em cremes e emulsGes cosméticas pelas suas propriedades emolientes
e para recompor a oleosidade em peles ressecadas e com problemas de
escamacao. Ele vem sendo empregado no preparo de formula¢des farmacéuticas de
liberacdo controlada, em especial para incorporacao de farmacos lipofilicos (KLEIN,
2007).

Figura 9. Estrutura molecular do &cido oléico.
WMOH

Klein (2007) verificou que formulagdes O/A contendo fluconazol aumentaram
cerca de 4 a 5 vezes a absorcdo do farmaco pela membrana intestinal em
comparacdo com solucdo aquosa de fluconazol. Este farmaco apresentou alta
solubilidade no acido oléico e baixa solubilidade em agua, sugerindo-se que o0
farmaco particiona preferencialmente na fase oleosa do sistema.

Como foi dito anteriormente, empregando diferentes fases oleosas foi
possivel obter sistemas com diferentes formas de agregacdo, diferentes
concentracdes dos componentes (CARVALHO et al., 2011; URBAN, 2004). Assim, a
busca de novas fases oleosas que permitam a obtencao de sistemas coloidais com
este tensoativo é bastante interessante.

Por outro lado, a natureza é rica em componentes oleosos que possuem
efeitos farmacoldgicos interessantes, mas que apresentam dificuldades — como

possibilidade de adulteragdo e composicéo a base de misturas complexas (presenca
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de varios constituintes), dificultando a caracterizagdo — que podem influenciar no
desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas.

Diversos sistemas coloidais tém permitido a incorporacdo de material de
composicdo complexa como as matérias-primas de origem vegetal. Microparticulas
de gelatina contendo propolis obtidas por spray-drying tornou possivel a
transformacao de uma forma farmacéutica liquida, com extrato etandlico de prépolis,
em soélida, sem a presenca de etanol, com velocidade de liberacdo lenta dos
componentes ativos (BRUSCHI et al., 2003).

Um produto natural bastante utilizado na indastria de cosmeéticos, na
preparacao de xampus, sabonetes, cremes, lo¢coes capilares e espumas de banhos
devido as suas propriedades emolientes, bactericida e antiinflamatéria, é o éleo de
copaiba (DEL NUNZIO, 1985; VEIGA JR. et al., 2007). Constitui-se de um liquido
transparente cuja coloracdo varia do amarelo ao marrom, cujas caracteristicas
fisicas variam de liquido transparente a opaco, de baixa a alta viscosidade (VEIGA
JR.; PINTO, 2002; RIGAMONTE-AZEVEDO, 2004).

O d6leo de copaiba pertence ao género Copaifera, Caesalpinoideae, é
constituido de espécies de elevado valor econémico e ecoldgico, ndo somente na
Amazbnia, como em todo o continente Sul-americano. As espécies do género
Copaifera sao popularmente conhecidas como copaiba, copaiva ou pau d'dleo.
Compreendem cerca de 72 espécies, sendo que dezesseis destas sao encontradas
apenas no Brasil. Sdo arvores nativas da regido tropical da América Latina e
também da Africa Ocidental. Na América Latina sdo encontradas espécies na regiéo
gue se estende do México ao norte da Argentina (VEIGA JR.; PINTO, 2002; GOMES
et al., 2007).

Os o6leos de copaiba sdo constituidos por misturas de sesquiterpenos,
predominantes na maioria deles, e de diterpenos, pertencentes principalmente aos
esqueletos caurano, labdano e clerodano. Em estudos realizados com diversos
6leos de copaiba de varias regiées do Brasil, o acido copalico foi o Unico encontrado
em todos os Oleos analisados. Por esta razao, este diterpeno acido pode ser usado
como biomarcador de Oleos de copaiba (VEIGA JR.; PINTO, 2000; VEIGA JR;
PATITUCCI; PINTO, 1997). A composi¢cdo pode variar bastante entre as espécies
(MONTI; TILIACOS; FAUREJ, 1996; PINTO et al.,, 2000; VEIGA JR. et al., 2001;
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PATITUCCI et al., 1995; VEIGA JR; PINTO, 2002; GOMES et al., 2007; VEIGA JR.
et al., 2007).

Na medicina popular, o 6leo de copaiba é utilizado como, antiinflamatorio,
anti-séptico, cicatrizante e como agente para tratar bronquites, doencas do trato
urinario, pulmonar e da pele, como Ulceras e feridas (PAIVA et al., 2004; GOMES et
al., 2007). Dentre as propriedades farmacologicas ja descritas para o 6Oleo de
copaiba, destacam-se: antiinflamatoria (VEIGA JR. et al., 2007), anti-ulcerogénica
(PAIVA et al., 2004), cercaricida e anti-helmintica (GILBERT et al., 1972), repelente
de insetos (LACEY; SCHERECK; MCGOVERN, 1981), antimicrobiana (LIMA et al.,
2006) e antinociceptiva (GOMES et al., 2007).

O o6leo de copaiba vem sendo estudado como componente para preparacdes
de sistemas de liberacdo controlada, podendo representar uma alternativa como
fase oleosa no desenvolvimento destes sistemas, além de, possivelmente, poder
promover efeito sinérgico com farmacos incorporados a estes sistemas, devido a
suas propriedades farmacoldgicas e dependendo da proporcdo em que estiver
presente na formulacdo. Ramos (2006) avaliou a utilizacdo do Oleo-resina de
copaiba como insumo farmacéutico para microencapsular sua fracdo volatil, obtendo
microcapsulas com potencial uso na obtencdo de um medicamento com atividade

anti-inflamtoria.

2.3.3 CARACTERIZACAO FiSICO QUIMICA DE SISTEMAS COLOIDAIS

O conhecimento da estrutura de um sistema coloidal é muito importante,
porém bastante complexo. Assim, varias técnicas sdo necessarias para atingir este
objetivo. Métodos como espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS) (FANUN et
al., 2001; SIDDIG et al., 2006), espalhamento de néutron a baixo angulo (SANS)
(CAMPO et al., 2004; REYNOLDS, et al.,, 2004), microscopia eletrbnica de
transmissao, microscopia de luz polarizada e ressonancia magnética nuclear
(FANUN et al., 2001; HELLWEG, 2002) sdo necessarios para o estudo estrutural
dos sistemas. Outras técnicas como comportamento reoldgico, indice de refracéo,
condutividade, viscosidade, entre outras, sdo frequentemente utilizadas para
complementar o estudo estrutural e fisico-quimico desses sistemas (LAWRENCE ;
REES, 2000; CERA, 2001).
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2.3.3.1 Microscopia de Luz Polarizada

Quando a luz se propaga em um meio opticamente isotropico, as
propriedades Opticas sdo as mesmas em todas as direcoes, isto €, existe um unico
indice de refracdo. Entretanto, quando uma fonte de onda de luz incide em um meio
anisotropico, independente do estado inicial de polarizagéo, a dire¢do de oscilacédo
do seu campo elétrico pode ser decomposta em duas componentes conhecidas
como raio extraordinario (paralelo a direcdo do eixo Optico do meio) e raio ordinario
(perpendicular a direcdo do eixo Optico do meio), os quais viajam com velocidades
de propagacéo diferentes (ABRAMOWITZ; PARRY-HILL; DAVIDSON, 2006).

A microscopia de luz polarizada é uma técnica que permite verificar as
estruturas de um sistema e fundamenta-se em um campo elétrico de raio luminoso
polarizado que uma substancia birrefringente € capaz de provocar. Ela possibilita a
classificacdo quanto a isotropia e anisotropia dos sistemas, permitindo diferenciar
microscopicamente os tipos de estruturas formadas. Os sistemas isotropicos séo
aqueles que ndo desviam luz sob o plano de luz polarizada e os anisotropicos
desviam luz sob o plano de luz polarizada (DAVIDSON; ABRAMOWITZ, 2003).

O microscopio de luz polarizada € um microscopio 6ptico comum, em que 0
polarizador, localizado junto ao condensador, orienta as ondas luminosas
provenientes da fonte de luz em uma s6 direcdo, em um s6 plano. As alteracdes que
uma substancia birrefringente ou anisotrépica provoca na dire¢do da propagacao da
luz, em um equipamento desse tipo, sdo feitas gracas ao analisador, um segundo
sistema de polarizacdo, junto a ocular. O maximo de luz é obtido quando o
polarizador e analisador estdo com eixos em paralelo e, ao contrario, a luz extingue
quando sao perpendiculares (DAVIDSON; ABRAMOWITZ, 2003; ABRAMOWITZ;
PARRY-HILL; DAVIDSON, 2006).

A microscopia de luz polarizada € apropriada para a deteccdo de cristais
liguidos, ja que estes sdo birrefringentes, assim como os cristais verdadeiros. O
arranjo cubico apresenta-se isotropico, somente sendo detectado com outras
técnicas de analise, como difracdo de raios-X de baixo angulo. O arranjo hexagonal
apresenta uma forma estriada tipica que o distingue facilmente do lamelar, quando
observados ao microscépio com luz polarizada. Os agregados de tensoativo

organizam-se em cilindros, que podem se empacotar formando uma fase fluida
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bidimensional. J& o arranjo lamelar apresenta-se com varias camadas (lamelas)
sobrepostas, formando espécies de ondas e estruturas denominadas “cruzes-de-

malta” que sdo observadas ao microscopio com luz polarizada (SIDDIG et al., 2006).
2.3.3.2 Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

A técnica de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) na
caracterizacdo de sistemas é importante pela possibilidade de se determinar o
tamanho médio e a distancia entre os objetos espalhadores, como goticulas, micelas
ou estruturas cristalinas, além de avaliar a estrutura de objetos espalhadores mesmo
gue eles ndo estejam organizados de forma ordenada. Um exemplo é a localizacédo
de diferentes fases oleosas nos microdominios de varias estruturas que pode ser
determinada com o auxilio desta técnica (HOLMQVIST; ALEXANDRIDIS; LINDMAN
1997).

Ao irradiar uma amostra bifasica numa plaqueta relativamente fina, com um
feixe de luz monocromatico (luz visivel, raios-x, néutrons, elétrons), observa-se o
espalhamento da radiacdo na vizinhanca angular préxima a do feixe transmitido. O
espalhamento de raios X deve-se as heterogeneidades na densidade eletrénica das
estruturas do sistema. Considerando uma particula de tamanho e forma qualquer, a
intensidade espalhada 1(q) é proporcional ao fator de forma P(q) desta particula, em
que g € o vetor de espalhamento (NIELSEN et al., 1993).

Em um sistema concentrado, as particulas espalhadoras sdo numerosas e
interagem entre si, e 0 espalhamento medido refletirh sua geometria e arranjo. Em
sistemas cuja concentracdo de tensoativo € superior a concentracdo micelar critica,
as interacdes entre as moléculas de tensoativo comegam a ocorrer em diferentes
graus de organizacdo. O padrdo de espalhamento podera entdo ser similar ao
observado em particulas dispersas numa matriz homogénea. Para N particulas
idénticas, distribuidas ao acaso, a intensidade espalhada € descrita pela Equacéo 1,

em que S(q) € o fator de estrutura do conjunto:

1(q) =N.R,-Sq, (Eq. 1)

Entretanto S pode assumir formas muito variadas, de acordo com o arranjo

das entidades espalhadoras e sera dificil separar as contribuicbes de P e S). De
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modo geral, quando a curva de espalhamento apresenta um maximo de
espalhamento a baixos angulos, pode-se relaciona-la com a presenca de
correlacbes entre as posicOes dos centros espalhadores. Pode-se deduzir uma
distancia média d, entre duas goticulas ou planos vizinhos, a partir do valor da
posicdo do vetor de espalhamento quando a intensidade € maxima (Qmax),

empregando a relacao (equacéo 2):

d=— (Eq. 2)

Sistemas cristalinos randomicamente orientados podem também se agregar
formando dominios exibindo estruturas uni, bi e tridimensionais. A intensidade 1(q)
produzida exibe forma maxima (ou picos de Bragg) para valores especificos do vetor
de espalhamento . Se a curva de espalhamento contiver varios picos, suas
posicbes no eixo q revelam o tipo de estrutura cristalina e permite calcular
parametros estruturais (KLUG, 1954).

As estruturas hexagonal, lamelar e cubica podem ser classificadas de acordo
com a posicdo dos picos de difracdo no eixo do vetor de espalhamento . Para
estruturas lamelares, a posicao relativa dos picos (em relacdo ao primeiro pico mais
intenso) deve obedecer a relacdo 1: 2: 3..., enquanto que, para estruturas
hexagonais a relacdo esperada é 1: v : 2: v ... (HOLMQVIST; ALEXANDRIDIS;
LINDMAN, 1997). Quanto a fase cubica, podem ser formados diferentes tipos de
estruturas, como, por exemplo, as fases cubicas de corpo centrado, as quais
possuem trés planos de reflexdo, representados pelo grupamento Im3m (WANG;
ZHOU; GANZUO, 2008) cujas razOes das distancias d em relacdo ao primeiro e
mais intenso pico de espalhamento seguem as razdes NEENaNE (IMURA et al.,
2007). Ha& as fases cubicas bicontinuas, as quais podem ser identificadas pela

geometria la3d, cujos picos satisfazem a relagéo J iV 4. entre outras fases

como Pm3n (v :2: v ..)ePn3m (¥ :+ :2..) (IMURA et al., 2007).
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2.3.3.3 Comportamento Reoldgico

O estudo reoldgico descreve o comportamento deformacional e de fluxo de
matéria submetido a tensdes, sob determinadas condi¢des termodindmicas ao longo
de um intervalo de tempo. Inclui propriedades como: elasticidade, viscosidade e
plasticidade (SCHRAMM, 2006).

A viscosidade é a medida da resisténcia interna ou friccdo interna de uma
substancia ao fluxo quando submetida a uma tensédo (deformac¢céo ou escoamento).
Quanto maior a viscosidade, maior a resisténcia, e esta € dada pela razdo entre a
tensdo de cisalhamento aplicada e o gradiente de cisalhamento, sendo diretamente
proporcional a temperatura (WOOD, 2001).

Um fluido € um material que se deforma continuamente quando sujeito a acao
de uma forca. Os fluidos reais (liquidos, gases, solidos fluidizados) apresentam uma
resisténcia a deformacao ou ao escoamento quando submetidos a uma determinada
tensdo. Os liquidos viscosos que ndo possuem formas definidas escoam
irreversivelmente quando submetidos a for¢gas externas. Por outro lado, os sélidos
elasticos apresentam forma geométrica bem definida e se deformados pela acdo de
forcas externas, assumem outra forma geométrica de equilibrio. Muitos materiais
apresentam um comportamento mecanico intermediario entre estes dois extremos,
evidenciando tanto caracteristicas viscosas como elasticas e, por este motivo, séo
conhecidos como viscoelasticos (SCHRAMM, 2006).

Quando ha uma relacéo linear direta entre a tenséo e taxa de cisalhamento,
os fluidos sédo chamados de Newtonianos, isto €, ndo sdo afetados pelas alteracbes
da taxa de cisalhamento (SCHRAMM, 2006). Quando ndo h& proporcionalidade
entre tais parametros, os fluidos séo classificados como ndo-Newtonianos, podendo
ser plasticos, pseudoplasticos ou dilatantes, que sdo fluidos com comportamento
reolégico independentes do tempo da aplicacdo da tensdo de cisalhamento
(SCHRAMM, 2006).

Os fluidos ndo newtonianos com comportamento reologico dependente do
tempo sdo assim classificados porque apresentam propriedades que variam, além
da tensdo de cisalhamento, com o tempo de aplicagcdo desta tenséo, para uma
velocidade de cisalhamento constante. Podem ser tixotropicos, que tem sua

viscosidade diminuida com o tempo de aplicacdo da tensdo de cisalhamento,
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voltando a ficarem mais viscosos quando a tensdo de cisalhamento cessa; ou
reopéticos, que tem a viscosidade destes fluidos aumentada com o tempo de
aplicacdo da tensdo, retornando a viscosidade inicial quando esta forca cessa
(SCHRAMM, 2006; WOOD, 2001).

Tixotropia € uma propriedade que caracteriza um material mais consistente
quando em repouso, mas de elevada fluidez quando agitado pelo usuario. Logo,
esse fendmeno esta associado a uma recuperacdo lenta da consisténcia do
material, perdida pelo cisalhamento através do retorno das ligacbes quebradas,
redefinindo sua estrutura (WOOD, 2001) e sendo desenhado pela curva de histerese
(NETZ; ORTEGA, 2002). A obtencao de formulagbes com comportamento tixotropico
€ bastante interessante, pois como elas se deformam durante a aplicacdo tornam-se
mais fluidas e facilitam, assim, o espalhamento, recuperando a viscosidade inicial no
momento em que se encerra a forca, o que evita que o produto escorra.

Além disso, o produto tixotrépico tende a ter maior vida de prateleira (“shelf-
life”), pois durante o armazenamento, como apresenta viscosidade constante,
dificulta a separacdo dos constituintes da formulacdo (LEONARDI, 2004; WOOD,
2001). A determinacdo da viscosidade e do comportamento reoldgico de produtos
semisodlidos permite compreender melhor a natureza fisico-quimica do veiculo,
controlam a qualidade de matérias-primas e produtos acabados, e ainda, verificar o
efeito da consisténcia do produto na liberacéo e penetracdo cutanea de substéancias
ativas (LEONARDI, 2004).

As caracteristicas reoldgicas de um produto podem estar associadas a
aspectos de absorcao e biodisponibilidade de um farmaco (NETZ e ORTEGA, 2002).
Como na é&rea farmacéutica, as analises reologicas podem ser utilizadas, também,
para caracterizar a facilidade com que o material pode ser despejado de um frasco,
verificar o bombeamento de um produto do equipamento em um processo industrial,
0 espalhamento de um creme ou locdo sobre a pele, entre outras (ALMEIDA,
BAHIA, 2003; WOOD, 2001; SCHOTT, 2000).

2.4 TOXICIDADE DERMICA AGUDA

A pele representa uma barreira eficaz contra a penetracdo de muitas

substancias. Entretanto, ha varios estudos na literatura comprovando que a pele é
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permeavel a uma grande variedade de compostos. Nos ultimos anos, com o avanco
das pesquisas, 0 uso da pele como local de administragcdo para medicamentos e
cosmeéticos, tem sido cada vez mais intensificada e muitos farmacos estdo sendo
incorporados a preparacfes para aplicacdo sobre a pele (MURRAY et al., 2009;
SOBUE; SEKIGUCHI; NABESHIMA, 2004; TANG et al., 2001). Portanto, o estudo de
toxicidade dérmica é um importante parametro para avaliar o potencial de
formulacdes que serdo aplicadas na pele.

A toxicidade de uma substancia pode ser definida como a sua capacidade de
causar dano a um organismo vivo. Na avaliacdo das caracteristicas toxicologicas de
uma substéancia, a toxicidade dérmica aguda é importante quando ha possibilidade
de exposicdo do composto a pele. Esta avaliacdo fornece informacgfes sobre os
perigos para a saude que uma determinada substancia pode causar a um individuo
quando exposto, por curta duracdo de tempo (OECD 402, 1987; WHO, 1978).
Existem diversos protocolos que avaliam a toxicidade dérmica aguda, dentre eles os
protocolos da OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development)
sdo aceitos em toda comunidade cientifica européia e se adequam as realidades
das pesquisas atuais. O protocolo OECD 402 (1987) relata os procedimentos para
avaliacao de toxicidade dérmica aguda.

Os dados de um estudo de toxicidade dérmica aguda (TDA) podem servir
ainda para classificacao e rotulagem de produtos, uma vez que € uma etapa inicial
para estabelecer regimes de dose de doencas subcrbnicas, e pode fornecer
informacdes sobre a absorcdo cutanea e 0 modo de acado toxica de uma substancia
por esta via (EPA, 1998; OECD 402, 1987; WHO, 1978).

O termo TDA se refere aos efeitos adversos que ocorrem quando uma
substancia teste € administrada na pele, em uma Unica dose e por curto espaco de
tempo (OECD 402, 1987). Assim, a toxicidade ndo pode ser definida sem referéncia
a quantidade de uma substancia administrada ou absorvida (dose), a forma como
esta quantidade € administrada (por exemplo, inalagdo, ingestdo, injecdo) e
distribuida no tempo (por exemplo, dose Unica, doses repetidas) e o tipo e a
gravidade da les&o, assim como o tempo necessario para produzir essa lesao (EPA,
1998; WHO, 1978)

O teste de TDA deve avaliar também a ocorréncia de efeitos sistémicos

provocados pela administracdo cutanea da substancia ou produto. Na pratica, isso
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era feito pela determinagéo da dose letal média (DLsp) apds uma simples exposi¢ao
dérmica dos animais testados. Como a DLsp era usada para avaliar o risco das
substancias ou produtos, as condicfes do teste deveriam simular as condicbes
humanas de exposicdo (AULETTA, 2002; EPA 1998; OECD 402, 1987; NATIONAL,
1977).

A partir de 2004, surgiram novos protocolos na OECD que adaptam a
determinacdo da DL50 para toxicidade dérmica, e ndo calculam um valor exato para
DL50, mas tem como objetivo identificar a dose da substancia em estudo que
apenas produz sinais de toxicidade e nao necessariamente letais. (OECD 434,
2004). Estas adaptacdoes foram feitas com vistas a adequar um teste para
substancias que néo séo letais na dose limite de 2000 mg/kg e observar sinais de
toxicidade e qual dose limite que garante a seguranca toxicolégica do produto em
estudo (STALLARD, 2004; OECD, 2004; AULETTA, 2002).

Como base nas informagOes obtidas no teste limite, duas a quatro doses
menores sao selecionadas para se obter uma regido de dose sem-efeito e outra que
produz efeitos ligeiramente menos pronunciados que o da dose limite. As doses
podem ser administradas concomitantemente, se ja existirem informacdes que
permitam selecdo adequada das mesmas, entretanto, o0 mais comum é a realizacéo
por etapas, com novas doses selecionadas com base nos resultados de doses
anteriores (STALLARD, 2004; OECD, 2004; AULETTA, 2002).

As informacdes obtidas s&o utilizadas para atribuir a classificacdo de acordo
com o Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem (GHS), que
€ uma abordagem sistémica, l6gica e harmonizada para classificacdo de perigos de
produtos quimicos e para comunicacao desses perigos, através de rotulos e fichas
de informacbes de seguranca (OECD, 2004). O GHS resultou de uma atividade
conjunta da OECD (saude humana e ambiental), Organizacdo para o Trabalho
Internacional (OIT) e varios governos e partes do mundo inteiro que se reuniram em
Conferencia na Organizacdo das Nacgbes Unidas em 1992 (OECD, 2004; GHS,
2003).

Levando-se em conta a grande quantidade de substancias em uso
atualmente, além dos principios ativos com atividade terapéutica, muitos produtos
para uso cutaneo podem conter em suas composicfes substancias capazes de

interagir com a estrutura da pele, aumentando a permeacao dos principios ativos.

Hilris Rocha e Silva



Revisao Bibliografica 52

Assim, tornam-se necessario os estudos de toxicidade dérmica para garantia de
seguranca dos principios ativos, dos componentes da formulacéo e do produto final,

de forma a evitar danos a salde humana.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar sistemas nanoestruturados estabilizados com
éter cetilico etoxilado e propoxilado contendo fluconazol para administragdo
cutanea, empregando como fase oleosa o acido oléico e Oleo de copaiba de

trés diferentes origens.

3.2 ETAPAS

As etapas deste trabalho incluiram:

» Avaliacdo de Oleo-resina de copaiba de diferentes procedéncias -
caracterizacdo quimica (RMN e CG-EM) e biologica (atividades anti-
inflamatoria e hepatotoxicidade);

» Desenvolver e caracterizar sistemas nanoestruturados estabilizados com
alcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OE como tensoativo, agua e
as fases oleosas acido oléico ou Oleo de copaiba;

» Incorporar o farmaco nos sistemas selecionados e realizar a caracterizacéo
fisico-quimica;

» Desenvolver e validar metodologia analitica para quantificacdo de
fluconazol nas formulacgdes;

» Avaliar a seguranca dos componentes e formulacdes selecionadas, através
de ensaios de toxicidade dérmica in vivo, seguido de avaliacéo histoldgica
da pele dos animais submetidos a administracdo das amostras;

» Avaliar a atividade antifingica contra Candida albicans para o0s
componentes e formulacdes selecionadas;

» Avaliar a liberagé&o in vitro do fluconazol nos sistemas de interesse;

» Avaliar a permeacao e retengao cutanea in vitro do fluconazol nos sistemas

de interesse.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

e Acido oléico (Synth®);

e Agar Sabouraud dextrose (Acumedia/Newgen);

e Alcool cetilico etoxilado 20 OE e propoxilado 5 OP (Procetyl, Croda®);

e Cartucho SPE Strata C18-E 500mg/3mL, (Phenomenex);

e Cloreto de benzalconio (Merck®);

e Cloreto de Sodio (Vetec);

e Cloridrato de cetamina 10% (Cetamin, Syntec®);

e Cloridrato xilazina 2% (Xilazin, Syntec®);

e Discos brancos de papel filtro esterilizados (Labroclin)

e Fluconazol (Purifarma®);

e Fosfato de potassio monobasico (Quemis );

e Hidroxido de sodio (Quimis );

e Isopropanol (Mallinckrodt);

e Kits da BD Biosciences Pharmingen;

e LPS (lipopolissacarideo obtido de E. coli, Sigma-Aldrich) a 10 yg/mL;

e Meio de cultura RPMI-1640 (Sigma);

e Metanol, J.T. Baker, HPLC;

e Oleo de copaiba (Sigma-Aldrich®);

e Oleo de copaiba “in natura” (obtido de Cooperativas do Acre);

e Oleo de copaiba comercial;

e Placas de 96 orificios (Corning Inc.);

e Placas de cultura de tecidos de 24 cavidades;

e Placas de Petri 100 x 20 mm de diametro;

e Propanol (Synth®);

e Solucdo de MTT (Across Organics);

e Substrato 10 mM de tampao citrato-fosfato, contendo 0,4 mM de
tetrametilbenzidina (SIGMA) e 1,2 mM de H,0y;
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e Tampéao PBS acrescido de 10% de soro fetal bovino inativado, Sigma-
Aldrich, pH 7,2 a 7,4;
e Tioglicolato de sédio (Difco Lab. Ltda) a 3,0%.

4.2 EQUIPAMENTOS

Espectrofotdmetro BECKMAN® modelo DU-530

e Espectrofotdbmetro UV/visivel para microplacas (Multiskan Ascent,

Labsystems),

e Espectrdmetro de RMN Bruker Avance I, UltraShield 400;

e Estufa com tensao constante de 5% de CO, (Thermo Electron Hepa
Class 100)

e Microscopio Jenamed 2, Carl Zeiss — Jena,;

e pH-Metro MicroNal® B474;

e Refratrébmetro de Abbé (Atargo);

e Rebmetro HAAKE, modelo RS1, com software € Rheowin 3.5

e HPLC Varian® ProStar 310

e Sistema automatico com célula de difusédo vertical de Franz — Microette
Plus (Hanson Research Corporation®).

e Cromatégrafo gasoso acoplado a espectrobmetro de massas equipado
com uma coluna HP — 1IMS (30 m de comprimento, 0,25 mm de

diametro, 0,1 ym de espessura do filme da fase estacionaria).
4.3 ANIMAIS

e Camundongos Swiss fémeas (Biotério Central da Faculdade de
Ciéncia Farmacéuticas — UNESP/Araraquara).

e Ratos Wistar machos, (Biotério Central da Faculdade de Ciéncia
Farmacéuticas — UNESP/Araraquara).
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4.4 CELULAS E CEPAS

e Células HepG2 (ATCC n° HB-8065; isoladas a partir de carcinoma
hepatocelular humano)

e Cepa padrao ATCC (American Type Culture Collection) de Candida
albicans n° 64548

4.3 METODOS

4.3.1 CARACTERIZACAO DE OLEOS DE COPAIBA DE DIFERENTES
FONTES

Foram caracterizadas, quimicamente e por ensaios bioldgicos, trés
amostras de 6leo de copaiba: 6leo de copaiba (OC), obtido de cooperativas do
Acre; Oleo de copaiba Sigma (OS) e 6leo de copaiba comercial, adquirido em
farmécia de Araraquara, no estado de Sao Paulo. (OE). As amostras foram
selecionadas de modo a se obter uma amostra originaria da regido amazoénica,
outra obtida comercialmente em farméacias e outra obtida de empresa de

renome que comercializa este 0Oleo

4.3.1.1 CARACTERIZACAO QUIMICA

43.1.1.1 CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG/EM)

A identificacdo dos constituintes do Oleo-resina, ap6s metilacdo com
diazometano (De Lima et al.,, 2008), foi realizada por CG-EM, em um
espectrometro de massas equipado com uma coluna HP — 1MS (30 m de
comprimento, 0,25 mm de diametro, 0,1 pym de espessura do filme da fase

estaciondria). A programacéo utilizada foi a seguinte: injetor a 250 °C, detector
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a 270 °C, coluna a 60 °C (1,0 min) até 180 °C (4 min.), com taxa de
aguecimento de 4 °C/min e, finalmente, aquecimento até 260 °C (15 min.), com
10 °C/min. O gas de arraste foi o hélio, com vazdo de 1,0 mL/min. A aquisi¢do
dos espectros de massas foi feita na faixa de 40 a 450 Daltons pelo método de
ionizacao por impacto de elétrons, com energia de ionizacdo de 70 eV e fonte
de fons a 200 °C. Para identificacdo das substancias, os espectros de massas
foram comparados com a biblioteca eletrénica Wiley 229; foram calculados
também os indices de Kovats, baseados nos tempos de retencédo de padrées
de hidrocarbonetos (Cs ™ C,4) homologos, injetados nas mesmas condi¢cfes das
amostras, para comparagcao com dados da literatura (DE LIMA et al., 2008;
ADAMS, 2007).

4.3.1.1.2 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros de RMN *H e *C foram obtidos em espectrometro RMN
Bruker (Avance I, UltraShield 400), operando a 400 MHz para *H, e 100 MHz
para 13¢, utilizando CDCl; como solventes e TMS como referéncia interna.

Estes experimentos foram realizados durante estagio com o Grupo de
Investigacion de Calidad de los Medicamentos, no Departamento de Farméacia,
da Faculdade de Ciéncias Quimicas, da Universidade Nacional de Cérdoba,

sob supervisédo da Profa. Dra. Marcela Longhi.

4.3.1.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.3.1.2.1 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DOS OLEOS DE COPAIBA
Estes testes foram autorizados pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (UNESP/Araraquara) conforme parecer
n° 35/2008.
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4.3.1.2.1.1 Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos
Swiss fémeas, pesando entre 18-25 g, procedentes do Biotério Central da
Faculdade de Ciéncia Farmacéuticas — UNESP, situado na cidade de
Araraquara-SP. Estes animais foram mantidos em gaiolas de policarbonato em
grupos de 5 com &gua e ragdo (Purina) ad libitum em condi¢cdes ambientais
estaveis (23 + 2 °C, 56 £ 2 % de umidade relativa do ar) e ciclos de
claro/escuro de 12 horas por 5 dias. A eutanasia dos animais foi realizada em
camara de CO,. Todos os procedimentos que utilizaram células vivas dos

animais foram realizados com 5 animais.

4.3.1.2.1.2 Amostras

Os testes foram realizados com OC, OS ou OE na concentracao de 50
ug.mL™ de OC, OS ou OE, em meio RPMI.

4.3.1.2.1.3 Obtencéo das células do exsudato peritoneal

Os animais foram previamente estimulados pela inoculacdo
intraperitoneal de 3 mL de tioglicolato de sodio a 3%, trés dias antes da coleta
das células. Apos esse periodo, os animais foram eutanasiados em camara de
CO, e tiveram a pele da regidao abdominal retirada assepticamente em camara
de fluxo laminar e o peritdbneo exposto. Posteriormente, foram injetados 5 mL
de solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS) estéril em pH 7,2 e a 4°C,
com auxilio de seringa e agulhas estéreis. Uma leve massagem manual
utilizando algodédo foi realizada e as células do exsudato peritoneal foram
coletadas com a mesma seringa e dispensadas em tubo conico estéril para
preparo da suspenséo celular. As células do exsudato peritoneal foram lavadas
trés vezes com 5 mL de PBS e centrifugadas a 400 xg por 5 minutos em
centrifuga a 4°C. As células sedimentadas foram ressuspensas em 1 mL de

meio de cultura RPMI-1640 contendo 2B-mercaptoetanol a 2x10™°M, penicilina
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100 U/mL, estreptomicina 100 U/mL, L-glutamina 2 Mm e 5% de soro fetal
bovino, sendo 0 meio assim composto designado de RPMI-1640 completo
(RPMI-1640-C). O numero de células foi determinado pela contagem em
camara hemocitométrica de Neubauer em uma diluicdo 1:100 em liquido de
Lazarus, e esta foi ajustada & concentracdo de 5x10° células/mL para

realizacdo dos testes propostos.
4.3.1.2.1.4 Obtencé&o do sobrenadante de cultura de macrofagos

As células obtidas do exsudato peritoneal foram ajustadas a
concentracdo de 5x10° células/mL em meio RPMI-1640-C e distribuidas em
placas de cultura de tecidos de 24 cavidades. A cada cavidade foi adicionado
1,0 mL dessa suspenséo celular e um dos seguintes compostos: 1 mL de LPS
(lipopolissacarideo obtido de E. coli, Sigma-Aldrich) a 10 yg/mL em RPMI,
como controle positivo; somente 1 mL de RPMI-1640-C como controle
negativo; ou 1 mL de amostra OC, OS e OE, Meio (meio de cultura RPMI-1640-
C, como controle de viabilidade celular) ou LPS (lipopolissacarideo bacteriano,
controle positivo). Estas placas foram incubadas a 37°C em estufa com tensdo
constante de 5% de CO; por 24 horas. Ap0s esta incubacado, os sobrenadantes
obtidos das placas de culturas foram centrifugados em centrifuga refrigerada a
4°C, durante 10 minutos a 7800 g. Em seguida, os sobrenadantes das culturas

foram coletados e estocados em freezer a -80°C.

4.3.1.2.1.5 Avaliacdo da viabilidade celular de células do exsudato

peritoneal

Foi empregada para a determinacdo da viabilidade celular a técnica
colorimétrica utilizando uma solucdo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), que se baseia na verificacdo da atividade e integridade
mitocondrial, interpretada como uma medida de viabilidade celular
(MOSMANN, 1983).
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Esta metodologia baseia-se na reducédo do sal de MTT por enzimas
microssomais e também pela enzima succinato desidrogenase mitocondrial das
células viaveis. Os produtos dessa reducdo sao cristais de formazana,
insoliveis e de cor puarpura, acumulando-se nas células devido a sua
incapacidade de atravessar a membrana celular. O alcool isopropilico, por sua
vez, é utilizado para a solubilizagdo da formazana, produzindo uma solucéo
homogénea que possibilita a medicdo da densidade Optica em
espectrofotometro UV/visivel.

Foram utilizadas suspensdes de células do exsudato peritoneal,
ajustadas & concentracdo de 5x10° células/mL. 100 pL dessas suspensées
foram adicionadas a placas de 96 cavidades junto a 100 pL de um dos
seguintes compostos: as amostras OC, OS, OE a 50 pyg.mL™ e LPS a 10
pug.mL?  ou somente o meio de cultura RPMI-1640-C (como controle de
viabilidade, equivalendo a 100% de células viaveis). As placas foram incubadas
por 24 horas em estufa a 37°C com tensdo constante de 5% de CO, Apds
esse periodo de incubacdo, o sobrenadante foi descartado e as células
aderentes tratadas com 100 pL de uma solucdo de MTT a 0,5 ug.mL™ em
RPMI-1640 incompleto. A placa foi entdo incubada por mais 3 horas nas
mesmas condi¢cdes anteriores. Apds esse periodo, o conteudo da placa foi
vertido e 100 pL de alcool isopropilico foram adicionados em cada orificio para
solubilizar os cristais de formazana formados. A leitura foi feita em
espectrofotometro UV/visivel de microplacas a 540 nm com filtro de referéncia
a 620 nm (MOSMANN, 1983).

4.3.1.2.1.6 Determinacao da producéo de 6xido nitrico

O Oxido nitrico foi quantificado pelo acumulo de nitrito em meio de
cultura e medido espectrofotometricamente utilizando o reagente de Griess,
constituido de 0,1% de N-1-naftil-etilenodiamina, 1% de sulfanilamida em
solucéo de éacido fosfoérico a 2,5%, utilizando NaNO, como padrdo (GREEN et
al., 1982).

Hilris Rocha e Silva



Materiais e métodos 61

As células obtidas do exsudato peritoneal foram ajustadas a
concentracdo de 5x10° células/mL em meio RPMI-1640-C e distribuidas em
placas de cultura de tecidos de 96 cavidades. A cada cavidade foram
adicionados 100 pL dessa suspensao celular e ainda um dos seguintes
compostos: 100 pyL de LPS a 10 pg/mL, como controle positivo, 100 pyL das
amostras ou RPMI-1640-C como controle negativo. Estas placas foram
incubadas a 37°C em estufa com tenséo constante de 5% de CO, por 24 horas.
Entdo, aliquotas de 50 yL dos sobrenadantes das culturas de macrofagos
foram transferidas para uma placa de cultura de células nao estéril contendo 96
cavidades de fundo plano e acrescidas de igual volume de reagente de Griess.
Apé6s 10 minutos de incubacdo em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a
absorbancia foi determinada com filtro de 540 nm em espectrofotdbmetro. As
concentraces de NO liberado nos sobrenadantes das culturas celulares foram
calculadas a partir de uma curva padrdo, previamente estabelecida, e 0s

valores foram expressos em pmols de nitrito.

4.3.1.2.1.7 Inibicdo da producéao de 6xido nitrico

As células obtidas do exsudato peritoneal foram ajustadas a
concentracdo de 5x10° células/mL em meio RPMI-1640-C e distribuidas em
placas de cultura de tecidos de 96 cavidades. A cada cavidade foram
adicionados 100 pL dessa suspensao celular e ainda um dos seguintes
compostos: 200 yL de LPS a 5 pg/mL, como controle positivo, 100 uL das
amostras ou RPMI-1640-C como controle negativo. Estas placas foram
incubadas a 37°C em estufa com tenséo constante de 5% de CO; por 24 horas.
Entdo, aliquotas de 50 yL dos sobrenadantes das culturas de macréfagos
foram transferidas para uma placa de cultura de células nao estéril contendo 96
cavidades de fundo plano e acrescidas de igual volume de reagente de Griess.
Apds 10 minutos de incubacdo em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a
absorbancia foi determinada com filtro de 540 nm em espectrofotdbmetro. A
porcentagem de inibicdo da producdo de NO foi calculada como (controle

positivo-amostra)*100/(controle positivo — controle negativo).
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4.3.1.2.1.8 Anélise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada através do programa
estatistico GraphPad Instat aplicando-se analise de variancia com
determinacdo do nivel de significancia para p<0,05, através de comparacgdes
multiplas (teste de Tukey). Todos os experimentos foram realizados utilizando

cinco animais e cada determinacao foi executada em duplicata.

4.3.1.2.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE EM CELULAS HEPG2

O presente ensaio foi realizado durante visita técnica da aluna ao Centro
de Investigacdo e Tecnologia de Ciéncias Agro-ambientais e Bioldgicas
(CITAB), Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro (UTAD), Vila Real,

Portugal, sob supervisdo da Profa. Dra. Amélia M. Lopes Dias da Silva.

4.3.1.2.2.1 Cultura celular

Células HepG2 (ATCC n° HB-8065; isoladas a partir de carcinoma
hepatocelular humano) foram rotineiramente cultivadas em meio de cultura
completo contendo meio base Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM
sem L-glutamina; Gibco) suplementado com 2 mM de L-glutamina (Gibco),
antibidticos (200 U/ml penicilina e 200 pug/ml estreptomicina; Gibco) e 10% de
soro fetal bovino (heat inactivated; Gibco) e incubadas em uma atmosfera
umidificada de 5% de CO,/95% de ar a 37°C, em frascos de cultura ventilados.
Em confluéncia (proximo de 80 — 90%), as células HepG2 foram subcultivadas
por tripsinizacdo (0,05% Tripsina-EDTA; Gibco), de forma a evitar uma
diminuicdo do indice mitético e mesmo a morte celular (PHELAN, 2007;
WILLARD; MERRITT & DEAN, 1965).
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4.3.1.2.2.2 Tratamento das células

Células em confluéncia foram tratadas com tripsina (0,05% Tripsina-
EDTA; Gibco), por 4 minutos a 37°C, ap0s este tempo meio de cultura
completo foi adicionado para parar a agao da tripsina (2:1, meio: solucéo de
tripsina). As células foram contadas em camara de Neubauer e diluidas em
meio de cultura completo para a densidade pretendida.

Células foram semeadas em placas de cultura de 96 pocos a uma
densidade de 5 x 10 células/mL (5000 células/poco) e incubadas por 24 h com
meio completo para restabelecimento das condicdes. Apds as 24 h de cultura,
o meio foi removido e substituido por 100 yL de meio de cultura sem soro
suplementado com as diferentes substancias a serem testadas (OS, OC e OE),
nas concentracdes de 5, 10 e 50 pyg/mL ou por meio de cultura sem soro

(controle).

4.3.1.2.2.3 Ensaio de citotoxicidade utilizando Alamar Blue®

Para avaliar a proliferacao e a viabilidade das células HEPG 2, utilizou-se
o indicador Alamar Blue® (AB). E um teste simples e rapido, em que 10% da
solucéo disponivel comercialmente deste corante sdo adicionadas ao meio de
cultura e as medidas séo realizadas tanto por colorimetria ou fluorimetria. O
Alamar Blue® oxidado, azul, ndo fluorescente é reduzido, no meio, a um
corante rosa fluorescente por atividade celular- O Alamar Blue € captado pelas
células ativas e € reduzido por uma das oxiredutases da cadeia respiratéria, dai
gue seja um indicador direto da atividade mitocondrial da célula. Ha uma
correlacdo direta entre a reducéo do Alamar Blue® no meio de crescimento e a
guantidade/proliferacdo de organismos vivos, desde as bactérias as células de
mamiferos (O’'BRIEN ET al., 2000).

Apoés 24 h de incubacéo da placa com as substancias, adicionou-se 10
uL/poco de uma solucéo de Alamar Blue® (Invitrogen) seguida por um periodo
de incubacdo de 1 h (37°C, 5% de CO,, 95% de umidade) antes da primeira

medida de absorbancia aos comprimentos de onda de 570 nm (forma reduzida)
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e 620 nm (forma oxidada). A placa foi incubada, no total, por 7 dias. Devido a
sobreposicao no espectro de absor¢céao da forma oxidada e reduzida do Alamar
Blue, a porcentagem de reducdo do Alamar Blue® foi medida por uma equacéo
derivada por Willard et al., e fornecida pelo fabricante (LARSON et al., 1997):

. A — & A
redug:éoAB _ 8OXId nm ( nm) gomd nm ( nm) x (Eq 3)

Ered  nm (A nm)_ Ered  nm (A nm)

Em que: £,.:5620nm = CoOeficiente de extingdo molar do Alamar Blue na forma
oxidada a 620 nm; &,.;as70mm = CoOeficiente de extincdo molar do Alamar Blue
na forma oxidada a 570 nm; £,.:s70nm = CoOe€ficiente de extincdo molar do
Alamar Blue na forma reduzida a 570 nm; &,.; e20nm = CoOeficiente de extingéo
molar do Alamar Blue na forma reduzida a 620 nm; Ac-p,.m = Absorbancia dos
pocos testados a 570 nm; Azzp,.m = Absorbancia dos pocos testados a 620 nm;
A'comm = Absorbancia dos pocos de controle negativo a 620 nm; A'crgnm =

Absorbancia dos pocgos de controle negativo a 570 nm.

4.3.2 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS

4.3.2.1 DIAGRAMA DE FASES

Foram construidos quatro diagramas de fases ternarios, referentes as
fases oleosas utilizadas: OC, OS, OE e acido oléico (AO). Para construgdo do
diagrama de fase ternario foram preparadas nove amostras de 3g, contendo
diferentes propor¢cbes do tensoativo alcool cetilico etoxilado 20 OE e
propoxilado 5 OP (PROC) e a fase oleosa, conforme Tabela 1.

Em seguida foram realizadas titulacbes através do acréscimo de
volumes constantes de agua, sob continua agitacdo manual, até se adicionar
cerca de 100% de agua em cada formulagéo.

Durante o processo, o comportamento de fases dos sistemas formados

foi determinado visualmente durante a titulacdo. Os volumes de fase aquosa
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adicionados as formulacdes que promoveram as respectivas alteracbes nos
sistemas foram usados para calcular as propor¢cdes dos componentes nas
formulacdes finais e assim delimitar as diferentes regibes existentes no
diagrama de fases. Posteriormente, algumas formulacdes, com diferentes
propor¢cdes dos componentes foram preparadas novamente, para melhor

delimitar as regides de transicao de uma fase para outra.

Tabela 1. Proporcao dos componentes empregados na construcdo do diagrama de fases por

titulacao aquosa

Formulagbes
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Componen
Fase oleosa 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%
Tensoativo 90% 80% 70% 60% 50% 40% 30% 20% 10%

4.3.2.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS SISTEMAS COLOIDAIS

ApoOs avaliacdo dos diagramas de fases, foram escolhidas para
caracterizacdo, os sistemas contendo 40% de tensoativo, usando as
concentracdes de fase oleosa de 20, 30, 40 e 50% (Tabela 9).

As formulacdes selecionadas foram caracterizadas por medidas de
indice de refracdo (IR), determinacdo do pH, microscopia de luz polarizada
(MLP), espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS) e comportamento
reolégico. Analisou-se formulagées com e sem fluconazol (10mg.g™), sendo
este incorporado ao tensoativo durante o preparo da formulagdo. A
concentracdo de fluconazol (10mg.g™) corresponde a usualmente empregada
em publicacdes cientificas internacionais envolvendo experimentos com
fluconazol para administracdo cutanea (SALERNO, CARLUCCI, BREGNI,
2010; AYUB et al., 2007).
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4.3.2.2.1 indice de refracéo

O indice de refracdo foi determinado mantendo a temperatura do
experimento a 20,0 £ 0,5°C e calibrando o equipamento com agua destilada
cujo indice de refracdo € 1,3330 a 20°C. Conforme metodologias descritas na
Farmacopéia Brasileira 5ed. (2010), as leituras foram realizadas em triplicata,
colocando-se quantidade suficiente de cada amostra para cobrir a face do

prisma.

4.3.2.2.2 Determinacéo do pH

As medidas de pH foram determinadas a 25,0 £ 0,50C. O equipamento
foi calibrado com uma solucdo padrdo de pH 7,0 e em seguida com outra

solucéo de pH 10,0. As medidas foram realizadas em triplicata.

4.3.2.2.3 Microscopia de Luz Polarizada (MLP)

A avaliacdo da fase estrutural dos sistemas selecionados foi realizada
por MLP. Nesta analise, as amostras preparadas foram colocadas sobre lamina
de vidro, cobertas com laminula e observadas em microscépio (Jenamed 2,

Carl Zeiss — Jena) sob luz polarizada.

4.3.2.2.4 Espalhamento de Raios-X a baixo angulo (SAXS)

O arranjo estrutural das formulacdes analisadas por Microscopia de Luz
Polarizada (MLP) foi determinado também por SAXS a 25 °C, com a finalidade
de confirmar as fases identificadas. Os dados foram coletados em uma estacéo
de medidas do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), no Pélo Il de
Alta Tecnologia de Campinas, na estacdo D11A-SAXS, equipada com um
monocromador de Si cortado assimetricamente (111) produzindo um feixe de
raios-X (com comprimento de onda de 1, 488 A) colimado e focalizado

horizontalmente. A distancia amostra-detector foi de 899,1 mm e a intensidade
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do feixe espalhado 1(q) (expressa em unidades arbitrarias) em funcdo do
moédulo do vetor de espalhamento (q) foi determinada com um detector de
raios-X sensivel a posicdo bidimensional. O espalhamento parasita do ar
(resquicio de ar, apesar do vacuo) e das fendas foi subtraido da intensidade
total espalhada e as curvas resultantes foram normalizadas levando em
consideracao os efeitos do decaimento natural e da intensidade da fonte de

radiac&o sincroton.

4.3.2.2.5 Comportamento Reolégico

No estudo do comportamento reoldgico, utilizou-se um Redmetro Haake,
modelo RS1, acoplado a computador com software Rheowin 3.5, em que o
equipamento funcionou pelo principio de rotacdo de um dispositivo de placa e
placa (sensor placa PP35Ti), diametro de 35 mm e distancia entre as placas
(gap) de 200 pm.

Inicialmente, para avaliar a viscosidade das amostras, realizou-se testes
de fluxo ou escoamento, a 25 °C e as formulacbes foram submetidas a
condicbes de estresse, tendo como parametros uma faixa de taxa de
cisalhamento de 0-100 s™ para a curva de subida durante 150 segundos e de
100-0 s para a curva de descida também por 150 segundos. Os reogramas
foram avaliados quanto a tenséo de cisalhamento obtida em relacéo a taxa de
cisalhamento, a partir do qual se calculou, com o software Origin, os valores
indice de consisténcia e de fluxo, que fornecem informacbes relativas a
viscosidade.

Apos estes ensaios, estudou-se 0 comportamento viscoelastico das
formulagBes de interesse. Para isso, realizou-se ensaios reolégicos de
varredura de tensdo e varredura de frequéncia para determinar o modulo
elastico (G’) e o modulo viscoso (G”) das amostras. Para o teste de varredura
de tenséo, foi utilizada uma faixa de tensao de cisalhamento de 0 a 100 Pa e
frequéncia de 1 Hz. O teste de varredura de frequéncia foi realizado utilizando

uma faixa de frequéncia de 0,1 a 10 Hz a uma tenséo de 1 Pa.
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As analises foram feitas em triplicata, e os gréaficos foram plotados a

partir das médias obtidas.

4.3.3 AVALIACAO DA INCORPORACAO DO FLUCONAZOL NOS
SISTEMAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE)

Para quantificacdo do fluconazol nas formulagdes selecionadas,
desenvolveu-se e validou-se metodologia usando CLAE. O equipamento
empregado foi um HPLC Varian, com detector espectrofotométrico ProStar®
330 UV-VIS PDA e Rheodine VS 125, auto-amostrador Varian ProSar®modelo
410.

As condi¢cBes experimentais utilizadas estdo apresentadas na Tabela 2.
A validacdo da metodologia analitica foi realizada usando os parametros:
linearidade, precisédo intra-corrida e intermediaria, exatidao,
especificidade/seletividade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e

robustez, sugeridos pelos guias ICH (2005) e ANVISA (BRASIL, 2003).

Tabela 2. Condi¢des analiticas empregadas nos estudos de liberagdo, permeacao e retencao

in vitro do fluconazol

Parametros Condicdes
Coluna C18-RP (VARIAN-CHROMSEP®)
Fase mével MeOH/H,0 (1:1)
Comprimento de onda 210 nm
Meio para preparacao da amostra Fase movel
Temperatura do forno 25°C
Fluxo 1ml.min*
Volume de injecéo 20 ul
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4.3.3.1 Linearidade

Foi avaliada pela construcdo de trés curvas analiticas desenvolvidas em
diferentes dias, usando nove niveis de concentracdo em cada uma delas. Para
isso, preparou-se solucdo padréo do farmaco na concentracdo de 1 mg.ml™ em
fase movel. A partir desta solucdo, preparou-se nove diluicbes, em triplicata,
correspondendo as concentracoes: 20, 40, 50, 100,150, 200, 250, 300, 350 e
400 pg.ml™. A partir da média dos valores de areas encontrados e das
concentracOes testadas para as 3 curvas, construiu-se uma curva total,

verificando-se a relacao linear e coeficiente de correlagao.
4.3.3.2 Precisao

A precisao intra-corrida ou repetibilidade foi avaliada usando trés
concentragdes diferentes da curva, 20, 40 e 200 mg.mL, no mesmo dia e sob
as mesmas condicBes experimentais. A precisao inter-corrida ou intermediéria
foi realizada nas mesmas condi¢des, em trés dias consecutivos. Os resultados
foram analisados através do coeficiente de variacdo. Os ensaios foram

realizados em triplicata.
4.3.3.4 Exatidao

Foi determinada em triplicata, com trés concentracbes diferentes da
curva, 20, 40 e 200 mg.mL, expressa pela relagéo entre a concentragdo média
determinada experimentalmente e a tedrica correspondente (percentual de

recuperacao)
4.3.3.5 Especificidade ou seletividade
Este parametro foi avaliado através da avaliacdo do grau de interferéncia

de outras substancias na quantificacdo de fluconazol. As amostras escolhidas

foram: solucdo de diluicdo do farmaco em tampédo fostato PBS pH 7,4, e
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solugdes contendo aliquotas das formulagdes AO4, OC4 e OS4 com e sem

farmaco.

4.3.3.6 Limite de deteccdao e limite de quantificacéo

Estes parametros foram avaliados com base na obtencdo de 3 curvas
analiticas do farmaco contendo concentragdes proximas ao suposto limite de
guantificacdo. Calculou-se os desvios padrédo dos coeficientes angulares das
retas e o0s coeficientes lineares das mesmas e aplicou-se em equacdes

indicadas pelo ICH (2005) para obter os valores de LQ e LD.

4.3.3.7 Robustez

Neste ensaio, avaliou-se a interferéncia de alguns parametros na
guantificacdo/recuperacdo do farmaco. Os parametros foram: marca da coluna
(Phenomenex e Varian) cromatografica, HPLC (Varian e HP) e detector (DAD e
uv).

4.3.3.8 Avaliacéo da incorporacéao de fluconazol

Devido a viscosidade da maioria das amostras, a quantificacdo do
fluconazol nas mesmas nao foi possivel de ser realizada por métodos
tradicionais, como o0s que envolvem a solubilizacdo de excesso do farmaco na
amostra, posterior centrifugacdo e quantificacdo. Realizou-se, portanto, um
ensaio prévio de incorporacdo, que consistiu da adicdo de quantidade
crescentes de fluconazol as formulacbes em estudo, até a formacao de
precipitado, mediante observacgao visual. Para isso, pesou-se 2g de formulacdo
e acrescentou-se fluconazol em porcentagens de 0,01%, sob agitacdo manual,
até que se observasse formacdo de precipitado. Ao final, registrou-se a
guantidade de fluconazol que solubilizou e que precipitou. Esse mesmo ensaio
foi realizado com os componentes das formulacdes: agua, PROC, AO, OC e
OsS.
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A partir dos resultados obtidos, incorporou-se farmaco nas formulacdes
e, apds 24 h, pesou-se uma quantidade das mesmas que, ao diluir em 10 mL
de fase movel, a concentracao final tedrica de farmaco na solucédo seria de 150
ug.mL™, concentracdo dentro da curva analitica conforme metodologia relatada
anteriormente. Uma aliquota desta solucdo foi submetida a clean-up em
cartucho C18-E 500mg/3mL, previamente condicionado com fase movel
(MeOH/H,0). Apo6s condicionamento, aplicou-se 2,5 mL da diluicdo no
cartucho, coletou-se 1 mL de volume morto (correspondente a contetudo
ocupado pela silica) e em seguida coletou-se a aliquota final que foi filtrada em
membrana 0, 45 ym para quantificacdo por CLAE conforme metodologia

validada.

4.3.4 TOXICIDADE DERMICA

Estes testes foram autorizados pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (UNESP/Araraquara) conforme parecer
n° 33/2008.

4.3.4.1 Toxicidade Dérmica com componentes e formulacdes

A primeira parte dos testes foi feita com objetivo de avaliar a toxicidade
dérmica aguda (TDA) dos componentes da formulacdo escolhidas em ratos
Wistar, conforme guidline OECD 402 (1987).

Realizou-se primeiramente teste limite que consistiu em administrar uma
dose de pelo menos 2000 mg/Kg de peso do animal. As amostras foram: 6leo
de copaiba do Acre (OC), 6leo de copaiba Sigma (OS), acido oléico (AO),
alcool cetilico etoxilado e propoxilado (PROC), controle negativo propanol
(Prop) e controle positivo cloreto de benzalc6nio 15% (CB).

Escolheu-se o Prop como controle negativo, por ser o solvente para
todos os componentes caso haja necessidade de diluicbes posteriores. O CB ja

€ conhecido por ser toxico e irritante em altas concentracdes, portanto,
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escolheu-se a concentracédo de 15% por provocar irritagdo severa e ndo causar
letalidade.

Para todos os componentes das formulacdes foram usados 5 animais;
para o controle positivo CB foram usados 2 ratos, uma vez que o objetivo era
observar a ocorréncia de irritacdo e fazer uma comparagdo com 0S animais
para os quais foram administrados os componentes das formulagbes. Para
isso, ratos machos Wistar adultos (250 - 300 g), apds adaptacao nas condicOes
experimentais, foram pesados e anestesiados com Ketamina/Xylasina (8:3)
para retirada cuidadosa dos pélos da regido dorso-caudal, procurando-se obter
uma area de 4x5 cm.

Apbés um periodo de observacdo de 24 horas para verificacdo da
inexisténcia de qualquer solugcdo de continuidade na pele, aplicou-se
uniformemente um volume de amostra conforme o peso do animal. Como as
amostras sao liquidas, foram administradas sem diluicdo, correspondendo,
portanto, a dose que preconiza o teste limite.

Imediatamente apdés a aplicacdo da amostra, a regido foi protegida
através da fixacdo de uma tela de nylon, em seus bordos, através de
esparadrapos, evitando que o animal pudesse lamber a substancia aplicada.
Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, por 14 dias, para
observagfes de possiveis sinais de toxicidade.

Durante os 14 dias, foram efetuadas observacdes periddicas no
comportamento dos animais, verificando a ocorréncia de alteracdes na pele,
como erupcbes e vermelhiddo, olhos, membranas mucosas e também
alteracdes no sistema respiratério e na atividade somato-motora. Observacdes
como presenca de tremor, convulséo, salivagdo, diarréia, letargia e coma foram
devidamente registradas.

A segunda parte do teste com os componentes consistiu em avaliar a
TDA dos componentes que apresentaram sinais de toxicidade no teste limite,
administrando-se uma dose menor. Para isso, administrou-se aos ratos a
amostra na dose de 600 mg/Kg, diluida em Prop, controle negativo. Se ainda

assim, o componente apresentou sinais de toxicidade, procedeu-se o0
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experimento usando dose de 500 mg/Kg. O protocolo e a observagdao dos
resultados foram 0os mesmos para o teste limite.

ApoOs a avaliagdo da TDA dos componentes dos sistemas, realizou-se
teste de toxicidade dérmica por dose repetida (TDDR) com as formulacdes de
interesse, conforme guidline OECD 410 (1981).

Para isso, selecionou-se as formulagbes AO2, OC2 e OS2 contendo
fluconazol (1%), PROC (40%), fase oleosa (30%) e agua (30%), e administrou-
se em ratos Wistar durante 21 dias, utilizando procedimento experimental
empregado na avaliacdo de TDA dos componentes.

A partir das observacbes realizadas durante o0s experimentos,
estabeleceu-se escores e elaborou-se uma escala de toxicidade dérmica
(Tabela 3) para classificagdes dos sinais clinicos de TDA e TDDR. Realizou-se
um estudo cego simples, com as avaliacdes realizadas por dois pesquisadores

diferentes.

Tabela 3. Escala utilizada nos testes de toxicidade dérmica.

Escore Observacéo

0 Normal; animal com pele intacta, presenca de pequenas manchas
caracteristicas da pele; constituicdo do epitélio sem alteracdes
1 Coceira, pele aspera e mais escurecida que as outras regides,
manchas podem estar mais visiveis, com colora¢cdo marrom, pélos
da regido como em camadas, podendo ocorrer vermelhidao.
Pequenas feridas formando escaras leves.
Escaras moderadas, feridas com crostas maiores e escurecidas.

Escaras graves, com desprendimento de crosta e ferida exposta.

4.3.4.2 Anélise estatistica

As diferencas entre os dados ndo paramétricos (escores de toxicidade
dérmica) foram analisadas estatisticamente usando o teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste de Wilcoxon-Mann-Whitney utilizando o programa Bioestat
5.0. Valores de p<0,05 foram considerados significantes (ARANGO, 2001).
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4.3.4.3 Avaliagao histologica

A avaliacdo histologica envolveu trés ensaios: Teste Limite, realizado
com 0s componentes empregados nos sistemas; Teste Porcentagem, realizado
com 0s componentes que apresentaram toxicidade no teste limite e Teste Dose
Repetida, onde foram avaliadas as formula¢cdes AO3F, OS3F e OC3F.

O Teste Limite envolveu seis grupos experimentais administrados com
as matérias-primas AO, PROC, OC, OS e 15% de CB, como controle positivo e
Prop, como controle negativo. O Teste Porcentagem englobou 6 grupos
experimentais: PROC 60%, AO60%; OC 50% OC 60%, OS 60% e Prop
(controle negativo). O Teste Dose Repetida envolveu 4 grupos: AO3F, OS3F,
OC3F e Prop (controle negativo).

Os animais foram eutanasiados em camera de CO; ap6s anestesia com
cloridrato de xilazina/cloridrato de ketamina, as areas tratadas foram removidas
com tamanhos de cerca de 1 cm e fixadas em solugcéo de formaldeido 10% por
48 horas e tratadas convenientemente para inclusdo em parafina. Foram
obtidos 5 cortes histolégicos nédo seriados de 6 ym de profundidade para cada
lamina, sendo 5 laminas para cada grupo. As laminas foram processadas de
forma a obter uma coloracdo em hematoxilina e eosina (HE) para posterior

andlise histométrica e histopatoldgica.

4.3.4.1 Analise histométrica

Para essa analise utilizou-se ara andlise histopatolégica foram captadas
imagens aleatdrias de cada corte por meio de um microscopio 6ptico Leica
DMZ 2000 conectado a um microcomputador e do software Motic Images
Advanced 3.2, Escolheu-se aleatoriamente 30 areas nas quais foram medidas
a espessura da epiderme e da derme para cada area de tratamento. Para a
epiderme, obteve-se medidas em areas planas, sem muitas papilas dérmicas,
através da distancia entre a membrana basal até a borda externa da camada
cornea (POLACOW et al.,, 2004). A partir dessas medidas, foi realizada a

correcao do coeficiente micrométrico, considerando que foi utilizada objetiva de
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20x, e obtida a média e o desvio padrdo de cada grupo experimental. A analise
estatistica foi realizada utilizando-se teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido de
Teste de Duns, usando software GraphPad Prism 5.0. O nivel de significancia

considerado nos testes estatisticos foi de 5% (p< 0,05).

4.3.4.2 Andlise histopatolégica

Esta andalise permitiu a determinagdo do numero de fibroblastos e
leucdcitos, utilizando-se um microscopio Optico Leica DMZ 2000 conectado a
um microcomputador e do software Motic Images Advanced 3.2. Para cada
grupo experimental, foram obtidos 5 cortes ndo seriados por lamina, sendo
obtidas 3 laminas. Quantificou-se 6 areas por grupo experimental, sempre na
regido da derme papilar. Portanto, por animal, em cada tratamento, obteve-se
uma area total de 30000 pm? Dos resultados referentes aos estudos
histopatolégicos, obteve-se a média e o desvio padrao de cada tipo celular para
cada tratamento e realizou-se a analise estatistica atraves do teste de Kruskal-
Walllis, seguido de Teste de Duns, usando software GraphPad Prism 5.0. O

nivel de significancia considerado nos testes estatisticos foi de 5% (p< 0,05).

4.3.5 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS COMPONENTES E FORMULACOES

Os testes foram divididos em duas partes principais:

e Avaliacdo da atividade antifungica dos componentes, na presenca e
auséncia de fluconazol, empregados no preparo dos sistemas
nanoestruturados;

e Avaliacdo da atividade antifungica das formulacGes selecionadas,
contendo Oleo de copaiba, com e sem fluconazol. As formulacdes
selecionadas foram OC2, OC4, OS2 e OS4.
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4.3.5.1 Preparo das amostras

O fluconazol foi utilizado como controle positivo na concentracdo de 750
ug.mL™ em cloroférmio para todos os testes, dessa maneira ao pipetar 20 pL
dessa solucao, obteve-se 15 ug de fluconazol no disco.

As fases oleosas (AO, OC, e OS) e o tensoativo PROC foram utilizados
puros e nas concentracdes de 200, 400 e 800 pg.mL* em cloroférmio,
preparadas a partir de uma solucdo estoque de 1000 ug.mL™ de cada
componente em cloroférmio.

Para o teste dos componentes nas presenca de fluconazol, preparou-se
uma solugcédo contendo 500 yL de cada um dos componentes analisados na
concentracdo de 750 pg.mL™ e 500 pL da solucdo de fluconazol 750 pg.mL™
(proporcéao 1:1) e pipetou-se 20 pL das solucdes resultantes nos discos.

Foram testadas formulacbes com e sem fluconazol. Todos os testes

foram realizados em triplicata.
4.3.5.2 Preparo do inéculo fungico

Foi utilizada a cepa padrdo ATCC (American Type Culture Collection) de
Candida albicans n°64548. Foi feito um repique, 24 horas antes de ser
realizada a difusdo em disco, da cepa de Candida albicans em um tubo,
contendo meio agar Sabouraud inclinado.

ApoOs este periodo, tomou-se uma al¢cada do tubo de cultivo e essa foi
colocada em tubo contendo pérolas de vidro e cerca de 5 mL de solucdo
fisiologica esterilizada (0,85%), entdo levou-se a agitacdo em vortex com a
finalidade de desagregar as unidades formadoras de colénia (UFC). Para
padronizacao do inéculo, utilizou-se o espectrofotbmetro, em comprimento de

onda de 580nm e transmitancia entre 25 + 2% (Farmacopéia Brasileira, 1988).
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4.3.5.3 Preparo dos discos

Foram utilizados discos de papel filtro esterilizados de 13 mm de
diametro. Esses discos foram embebidos com as amostras com o auxilio de um
pipetador e depois levados para a estufa a 35 + 2 °C e deixados por 24 horas
antes dos testes.

Para as amostras contendo 6leo com farmaco, aplicou-se 20 uL nos
discos, com excecdo para os Oleos puros e as formulacdes que foram

aplicados somente 5 uL devido a viscosidade e dificuldade de secagem.

4.3.5.4 Ensaios de difusao

Foram utilizadas placas de Petri estéreis de 40x10 mm de diametro e em
cada placa foi colocado 20mL de meio de cultivo agar Sabouraud fundido para
se fazer a camada base. Depois de solidificado, acrescentou-se 5mL de meio
adgar Sabouraud inoculado com 2% da suspensdo fungica e esperou-se
solidificar. Foram colocados os discos previamente impregnados com as
amostras com o auxilio de uma pinca estéril. As placas entdo foram colocadas
na geladeira a 5 °C por 4 horas para facilitar a difusdo das amostras em analise
e, em seguida, estas foram incubadas a 25°C durante 24 horas. Os testes
foram realizados em duplicata e os resultados expressos em mm pela média
aritmética do diametro dos halos de inibicdo formado ao redor dos discos. O

halo de inibicdo do crescimento foi medido utilizando paquimetro digital.

4.3.5.5 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do programa Excel, através do
teste de analise de variancia com determinacdo do nivel de significancia para
p<0,05, através de comparacbes multiplas (teste de Tukey). Todos o0s

experimentos foram em triplicata.
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43.6 AVALIACAO DA LIBERACAO, PERMEACAO E RETENCAO
CUTANEA in vitro

ApoOs a avaliacdo da incorporacao do farmaco nas formulagées, realizou-
se os testes de liberacao in vitro. Este ensaio foi realizado com as formulagdes
que continham as fases oleosas AO e OS, sendo incorporado em cada
formulacdo a concentracdo de 10 mg/g de fluconazol, concentracdo que
solubiliza em todas as amostras e usada nos ensaios de caracterizacao fisico-

quimica.

4.3.6.1 Curva analitica de fluconazol em tampéao fosfato 0,01 M pH 7,4

As condicfes experimentais utilizadas foram semelhantes as utilizadas
na avaliacdo da incorporacao do fluconazol e estdo resumidas na tabela 3,
diferindo apenas no meio de preparo das amostras da curva analitica que foi o
tampao fosfato de potassio monobasico 0,01 M pH 7,4

Construiu-se uma curva analitica a partir de uma solucdo estoque
contendo 1 mg.mL™ de fluconazol em tamp&o fosfato monobasico 0,01M pH
7,4.

Diferentes aliquotas foram retiradas desta solucéo estoque, a partir das
quais se preparou novas diluicbes em baldes de 10 mL, a fim de se obter
concentracdes finais de 1, 2, 5, 10, 20, 40, 80, 150, 200 e 250 ug.mL™. Em
seguida, as solucbes foram filtradas e analisadas por CLAE, usando todos os
parametros cromatograficos do experimento relatado no item 4.3.4. O
experimento foi realizado em triplicata e a curva analitica foi construida com a
média dos valores das areas lidas para cada concentracdo. A partir destes
valores, construiu-se uma curva analitica, verificando-se a relacéo linear e o

coeficiente de correlacéo.
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4.3.6.2 Estudo de solubilidade do fluconazol em tampé&o fosfato 0,01M pH
7,4

Este estudo foi realizado com o objetivo de comprovar a solubilidade do
fluconazol em tampéao fosfato monobésico 0,01 M pH 7,4 e garantir a condicao
sem nos ensaios de liberacéo e permeacao in vitro. Segundo Das e ELMQUIST
(2001), a solubilidade do fluconazol na 4gua é de aproximadamente 8mg.mL™.
Assim, solucdes saturadas de fluconazol foram preparadas adicionando-se
excesso de farmaco em 5 mL de tamp&o. As solucdes foram agitadas em
homogeneizado de sangue por 48 horas e em seguida foram centrifugadas a
3500 rpm (2268,5 xg) por 15 minutos. Retirou-se uma aliquota de 100 pL das
solugdes e transferiu-se para um baldo de 10 mL completando com tampao.
Filtrou-se em membrana filtrante de 0,45 pm e avaliou-se as amostras
contendo o fluconazol solubilizado por CLAE. Este experimento foi realizado

em triplicata.

4.3.6.3 Liberacgéo in vitro

A liberacdo do fluconazol das formulacbes foi avaliada utilizando-se
equipamento automatizado de permeacao cutanea (Hanson Corporation, figura
10), contendo seis células de Franz modificada, de volume aproximado de 7
mL. A solucédo receptora foi o tampéao fosfato monobéasico 0,01M pH 7,4 e
membrana sintética utilizada foi a de acetato de celulose 0,45 pm (Sigma-
Aldrich®). As formulacdes semi-sélidas foram previamente pesadas em papel
aluminio e transferidas para o anel dosador colocado sobre a membrana
disposta na célula de difusdo de Franz até completar o anel dosador
(aproximadamente 400 mg e &rea de exposicdo de 1,77cm?).

Os experimentos foram conduzidos a 32,5°C e a solucao receptora
constantemente agitada a 300 rpm, por meio de um placa magnética agitadora
onde as células ficaram dispostas. As formulacdes liquidas foram colocadas
sobre a célula usando dispositivo para liquidos e procedendo-se como relatado

acima.
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Aliquotas de 2 mL foram coletadas nos tempos de 30 minutos, 1, 2, 4, 6
e 12, 14, 16, 18, 20, 22 e 24 horas, filtradas em membrana 0,45 ym e
analisadas por CLAE para quantificacdo do farmaco liberado por tempo. Um
volume de 0,8 mL foi desprezado antes do inicio de cada coleta. As aliquotas
da coleta e os volumes desprezados foram repostos automaticamente e 0s
valores utilizados nos calculos da quantidade real permeada por tempo em
funcao da area de exposicao.

A equacdo 4 (USP, 2010), demonstrada abaixo, foi utilizada para

calcular a quantidade real liberada/permeada (Q real) em determinado tempo:

Qreal,t=Ct.Vr+ZVc.Cc (Eq. 4)

Na qual:

Q real, t = quantidade real permeada referente ao tempo t;
C t = concentracao obtida referente ao tempo t;

Vr = volume da soluc¢éo receptora (7 mL)

Cc = concentragdo da amostragem anterior

V¢ = volume amostrado (coletado + limpeza)

Figura 10. Equipamento automatizado de permeacdo cutédnea (Hanson Corporation) e Célula
de Difusdo de Franz com demonstracdo do compartimento doador e receptor e disposicédo da
membrana.
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4.3.6.4 Permeacdao e retencdo cutaneain vitro

Os ensaios de permeacao e retencao cutanea in vitro do fluconazol nas
amostras foram realizados usando pele de orelha de porco, ndo escaldada,
obtida no Frigorifico Olhos d’agua logo apos o abate rotineiro de animais para o
consumo. As peles foram preparadas conforme metodologia adaptada de Dick
e Scott (1992). Para isso, as orelhas foram lavadas, os pelos em excesso
removidos com o auxilio de uma tesoura, descartando-se as orelhas onde se
observou danos na pele. Em seguida, dissecou-se as orelhas, separando a
pele da cartilagem com o auxilio de uma lamina e depois separada do tecido
adiposo.

As peles foram dermatomizadas, com auxilio de um dermatdémetro, na
espessura de 500 ym, retirando apenas o estrato corneo, epiderme e a camada
mais externa da derme.

Antes do ensaio, as peles foram hidratadas, e recortadas em tamanhos
adequados para 0s ensaios de permeacdo cutanea. Em seguida, eram
colocadas na célula de difusdo, com o lado da derme voltado para baixo,
ficando em contato com a solucdo receptora. Na parte de cima, regido do
estrato cérneo, foi adicionada a formulacdo usando mesmo procedimento
descrito no item 4.3.5.3. Os experimentos foram conduzidos nas mesmas
condi¢cOes descritas no ensaio de liberagéo in vitro. Entretanto, a avaliacdo da
permeacdo cutanea in vitro foi realizada durante 6 ou 12 horas. Os
experimentos foram realizados em sextuplicata.

No experimento de retencdo cutanea a pele ficou exposta por 6 ou 12
horas, nas condi¢cdes experimentais da permeacdo cutanea in vitro. Ao final do
tempo, as peles foram retiradas da célula de difusdo. Removeu-se 0 excesso
de formulacdo na pele com papel absorvente. As peles foram fixadas em
superficie lisa e a area exposta a formulacéo (1,77 cm?) foi submetida & técnica
de tape stripping (HOSMER et al., 2009; HERAI et al., 2007; LOPEZ et al.,
2003) para remocédo do estrato corneo (EC) usando 16 fitas adesivas (Scoth
750 3M), para cada pele. As fitas foram colocadas em um tubo de ensaio

contendo 5 mL de metanol, agitado em voértex por 2 minutos e posteriormente
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colocado em lavadora ultrassdnica por 30 minutos. A solugéo foi filtrada em
membrana 0,45 ym e avaliada por CLAE para quantificacdo do farmaco retido
no EC.

A pele remanescente (epiderme viavel + derme, E+D) foi cortada em
tamanhos muito pequenos e coloca num tubo de centrifuga contendo 5 mL de
metanol, agitado em vértex por 2 minutos, levado ao homogeneizador Turrax®
por um minuto e em seguida para lavadora ultrassénica por 30 minutos. Ao

final, filtrou-se em membrana de e 0,45um e quantificou-se por CLAE.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 CARACTERIZACAO DE OLEOS DE COPAIBA DE DIFERENTES
PROCEDENCIAS

5.1.1 CARACTERIZACAO QUIMICA

5.1.1.1 CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA  ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSA (CG/EM)

A caracterizacdo dos Oleos de Copaifera sp de diferentes procedéncias é
muito importante, por diversos motivos: os 6leos comerciais de copaiba tém sido
sujeitos a adulteracdes na prOpria origem, pela mistura com outros Oleos; a
necessidade de relacionar as diversas atividades farmacolégicas do éleo de copaiba
com sua constituicdo quimica; um produto para o mercado de medicamentos, em
especial quando possui produtos naturais em sua composicdo, como o 6leo de
copaiba, deve garantir a reprodutibilidade da eficacia dentro do lote utilizado
industrialmente, fazendo-se necessario que seja anexado um laudo sobre a
composicao quimica minima para o efeito desejado.

Portanto, a caracterizacdo qualitativa e quantitativa dos 6leos de copaiba
torna-se uma ferramenta apropriada para a identificacdo de 6leos de diferentes
procedéncias, podendo ser adequada para o controle de qualidade dos 6leos

As analises por CG/EM dos 6leos-resina de Copaifera sp., metilados com
diazometano, mostraram a presenca basicamente de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos e sesquiterpenos oxigenados na fragcéo volatil (6leo essencial), que
eluem primeiro na analise, e de acidos diterpénicos na fracao fixa (resina), que
eluem apds o0s sesquiterpenos, como € possivel observar nos cromatogramas
Figuras 11 a 13. Observou-se ainda que OC e OS possuem perfil quimico diferente,

caracteristica observada em 6leo de copaiba proveniente de locais diferentes.
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Figura 11. Cromatograma de ions Totais do Oleo-Resina de Copaifera sp (OC).
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Figura 12. Cromatograma de lons Totais do Oleo-Resina de Copaifera sp (OS).
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Figura 13. Cromatograma de lons Totais do 6leo-resina de Copaifera sp (OE).
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Comparando-se 0s cromatogramas, ndo foi possivel observar, para OE, as
duas regides de retencdo caracteristicas de 6leos de copaiba, em especial para a
regido de sesquiterpenos (fracdo volatil), sugerindo um perfil quimico diferente para
este 6leo. No entanto, uma andlise mais precisa para confirmar esta composicao
deve ser feita, como a andlise por RMN e o fracionamento para posterior
caracterizagao.

Analisando as Figuras 11 e 12 e as Tabelas 4 e 5, verificou-se que OC
apresenta como constituintes majoritarios o a-copaeno e acido hardwickiico (éster
metilico), enquanto OS possui o0 B-cariofileno como constituinte majoritario. A Figura

14 mostra as estruturas dos principais constituintes dos 6leos analisados.

Figural4. Principais constituintes encontrados nos 6leos de copaiba analisados.

CHa
.
CH,
) Ho Gt
a-copaeno = B-cariofileno
CHj

: i

Acido copélico

As Tabelas 4 e 5 mostram a composicdo percentual dos constituintes
detectados nas andlises dos 6leos OC e CS, respectivamente, além do tempo de
retencdo e indice de Kovats. Ha muita semelhanca na composicdo de
sesquiterpenos, ocorrendo maiores diferengas no teor de o-copaeno e B-cariofileno.
Entre os diterpenos, observou-se que o teor também € semelhante, em especial
para o acido copalico (éster metilico), que foi 0 Unico composto detectado nos dois
O0leos com percentual relevante (aproximadamente 8,8%), podendo ser utilizado
como biomarcador para o género Copaifera.
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Tabela 4. Principais constituintes volateis detectados no 6leo-resina Copaifera sp (OC).

Composto Tempo IK calculado Area Percentual
Retencéo
o. - cubebeno 22,117 1352.0 2.92%
o- copaeno 22,986 1378.5 12.55%
B - elemeno 23,425 1391.5 2.30%
Cipereno 23,483 1393.3 1.10%
B — caryofileno 24,330 1421.0 2.38%
a-Bergamoteno 24,840 1437.9 1.31%
a — humuleno 25,381 1455.6 0.49%
Allo-Aromadendreno 25,611 1462.9 1.11%
a-eudesmeno 26,107 1478.6 0.38%
a-Eudesmeno 26,392 1487.5 3.80%
a - selineno 26,662 1495.8 1.83%
a-Bisaboleno 27,067 1509.7 3.03%
y - cadineno 27,241 1516.0 1.18%
0 - cadineno 27,521 1526.0 1.79%
Germacreno B 28,786 1569.8 0.48%
ni 29,184 1583.2 0.69%
Oxido de cariofileno 29,250 1585.4 2.16%
ni 29,998 1611.9 0.42%
Junenol 30,243 1621.3 0.86%
o, - candinol 30,929 1647.2 0.46%
ni 31,143 1655.2 0.52%
ni 31,269 1659.8 0.72%
ni 31,421 1665.4 0.25%
ni 31,669 1674.5 0.35%
Ni 31,924 1683.8 0.20%
Esclaral 36,268 1850.9 0.83%
(-)-Kaur-6-ene 41,884 2043.4 3.35%
ni 44 547 2184.6 0.26%
Ac. ladp-8(20)-en'5-oico, éster metilico 45,171 2229.2 3.51%
Clerod-3en™5-ato de metila 45,316 2240.7 6.33%
ni 45,665 2268.4 0.36%
ni 45,737 2274.0 0.29%
ni 45,975 2292.7 0.14%
Ac. kaur'6-en"8-oic, éster metilico 46,109 2303.9 7.72%
Copalato de metila 46,280 2319.9 8.75%
ni 46,748 2363.5 0.35%
Colavenato de metila 46,853 2373.2 8.83%
ni 46,909 2378.4 0.72%
ni 47,406 2428.0 0.33%
Hardwickiato de metila 47,700 2459.1 11.64%
ni 48,233 2514.6 0.42%
ni 48,603 2552.0 0.40%
enantiagato de metila 48,790 2570.8 0.40%
ni 49,138 - 0.71%
ni 49,664 - 0.63%
ni 50,460 - 0.75%

ni = ndo identificado
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Tabela 5. Principais constituintes volateis detectados no 6leo-resina Copaifera sp (OS).

Composto Tempo IK calculado Area Percentual
Retencéo
0 - elemeno 21,732 1,340 0.40%
a - Cubebeno 22,130 1,352 0.89%
a - copaeno 23,025 1,380 4.85%
B - elemeno 23,520 1,394 1.79%
Cypereno 23,731 1,401 0.24%
B - cariofileno 24,555 1,429 20.30%
B - copaeno 24,686 1,433 0.22%
a-trans- bergamoteno 24,945 1,441 6.44%
S - farneseno 25,133 1,448 0.25%
a - humuleno 25,490 1,459 4.34%
Allo-Aromadendreno 25,664 1,465 0.42%
trans-9-epi-cariofileno 26,058 1,477 0.21%
a - amorpheno 26,202 1,482 1.88%
Germacreno D 26,323 1,485 3.97%
ni 26,388 1,487 0.71%
B -selineno 26,457 1,490 1.26%
a - selineno 26,709 1,497 1.66%
a -Muuroleno 26,862 1,502 0.54%
B —bisaboleno 26,928 1,505 0.39%
cis-a-hisaboleno 27,152 1,513 4.42%
y - cadineno 27,281 1,517 1.24%
0 - cadineno 27,600 1,529 3.30%
trans-cadina™,4-dieno 27,809 1,536 0.20%
ni 28,094 1546 1.04%
Germacreno B 28,527 1,561 0.59%
Palustrol 28,888 1,573 0.29%
Oxido de cariofileno 29,283 1,587 1.16%
Junenol 30,268 1,622 0.77%
a - candinol 30,950 1648 0.70%
Ni 31,074 1653 0.46%
Ni 31,299 1661 0.71%
Ni 32,422 1702 0.16%
Esclaral (lactol esclareolido) 36,281 1851 0.23%
ni 37,162 1885 0.33%
Acido palmitico, éster metilico 38,462 1927 0.19%
ni 40,345 1983 0.22%
Epimanool 42,351 2064 0.37%
Esclareol 42,652 2078 0.58%
Acido linoléico, éster metilico 43,130 2099 0.73%
Acido oléico, éster metilico 43,234 2105 0.46%
Ni 44,848 2203 0.33%
ni 44,934 2210 0.19%
Ac. Ladp-8(20)-en'5-oico, éster metilico 45,193 2231 1.99%
Clerod-3en~5-ato de metila 45,286 2238 1.93%
ni 45,426 2249 0.45%
Ac. Labd-7-en™5-oic, éster metilico 45,670 2269 0.34%
Ni 45,998 2295 0.17%
Ac. Kaur'6-en"'8-oico, éster metilico 46,103 2303 0.63%
Copalato de metila 46,354 2327 8.78%
Colavenato de metila 46,873 2375 2.76%
ni 47,420 2429 0.48%
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Hardwickiato de metila 47,728 2462 4.68%
Acido Kauran"9-6ico, éster metilico 47,923 2483 0.23%
Enantiagato de metila 48,801 2572 1.08%
ni 48,966 2588 0.84%
3-acetoxi-copalato de metila 50,037 - 2.95%
ni 50,089 - 0.42%
ni 50,987 - 2.86%

ni = ndo identificado

5.1.1.2 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR *H E *C

Os espectros de RMN 'H de OC e OS (Figuras 15 e 16) mostraram
claramente a presenca de substancias de origem terpénicas, evidenciadas pela alta
concentragéo de sinais entre & 0,8 a 3,0, incluindo sinais de simpletos referentes a
hidrogénios de CH3z em carbono nao hidrogenado. Adicionalmente os espectros
apresentaram varios sinais entre 6 4,0 e 6,0 caracteristicos de hidrogénios em
carbonos olefinicos e/ou ligado a oxigénio, 0s quais juntamente com 0s sinais da
regido de alifaticos (6 0,8 a 3,0) contribuem para confirmar a existéncias de
substancias de origem terpénica. Os dois espectros apresentam em comum 3
simpletos em 6 6,27; 7,21 e 7,41 caracteristicos de hidrogénio em anel furano de
diterpendides isolados de oOleo de copaiba. Os simpletos em & 7,21 e 7,41 séo dos
hidrogénios ligados ao carbono o ao oxigénio do anel furano, enquanto que o
simpleto a & 6,27 € do hidrogénio ligado ao carbono  ao oxigénio.

Observou-se também, no espectro de RMN *'H de OC (Figura 15), os 3
simpletos em & 6,27; 7,21 e 7,41 caracteristicos de hidrogénio em anel furano de
diterpendides isolados de 6leo de copaiba, mais intensos. Isso confirma os dados de
CG onde um dos componentes majoritarios € o acido hardwickiico. No espectro de
RMN de '*C (Figura 16), verificou-se os sinais do anel furano & 110, 97; 125,55;
142,7; 138,37. Os valores de 6 podem ser confirmados pela literatura como segue:
sinais do acido hardwickiico (SANTOS et al., 2007) & 16,0 (CHg); 17,5 (CHy); 18,2
(CH,); 18,3 (CHs); 20,6 (CHa); 27,3 (CH,); 27,5 (CH,); 35,9 (CH,); 36,3 (CH); 37,6
(C); 38,7; 38,9 (C); 46,79 (CH); 110,0 (CH); 125,6 (C); 138,4 (CH); 140,2 (CH); 141,5
(C); 142,7 (CH); 172,5 (C).
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Além dos trés simpletos que os dois espectros tém comuns, observou-se dois
outros simpletos entre & 4,5 e 5,0 que, no espectro de RMN 'H OS (Figura 17),
aparecem mais intensos, pois sao referentes ao constituinte principal deste 6leo. A
analise do espectro de RMN **C (Figura 18), mostra que se trata do 9p-H-cariofileno.
Os valores de & podem ser confirmados pela literatura como segue: sinais do 93-H-
cariofileno (RAHMAN, A.; AHMAD, V. U., 1992) 5 16,3 (CH3); 22,6 (CH3); 24,8 (CHy);
28,4 (CHy); 29,4 (CHy); 30,1 (CHj3); 30,1 (CHy); 40,0 (C); 40,4 (CHy); 48,6 (CH); 53,6
(CH); 111,8 (CHy); 124, 5 (CH); 135,0 (C); 154,3 (C). Todos estes valores de & séao
dos sinais mais intensos do espectro de RMN *3C de OS.

O Oleo comercial OE mostrou claramente nao pertencer aos 6leos do género
Copaifera (Figuras 19, 20 e 21). Diferentemente dos espectros de OC e OS, de
acordo com o RMN *H, apresenta menor concentracéo de sinais na regido de 5 0,8 a
3,0, sugerindo substancia com cadeia metilénica longa (Figura 19). Os dois duplos
dupletos entre 6 4,15 e 4,33 sdo caracteristicos de hidrogénios oximetilénicos
(CH,0) de triacilgliceréis, mostrando que se trata de Oleos vegetais fixos. O sinal
intenso entre & 5,0 e 5,50 é referente a hidrogénios olefinicos e juntamente com o
tripleto a & 2,78 de hidrogénio em carbono duplamente alilico sugere tratar-se do
Oleo vegetal de soja, o qual é bastante insaturado, pois 0 componente majoritario é
acidos linoleico (2 ligacdes duplas) além de apresentar quantidade significativa de
acido linolénico (3 ligacbes duplas). Isto jA era até esperado devido a maior
disponibilidade do 6leo de soja. A Figura 21 mostra a comparacdo entre 0s
espectros de RMN 'H de OE e de 6leo de soja, este Gltimo obtido do mesmo
equipamento. Contudo, OE nédo é 100% Oleo de soja, pois existem uns sinais de
baixa intensidade entre 6 4,5 e 5,0 0s quais sado observados nos espectros de OC e
OsS.

Apds a caracterizagdo quimica dos Oleos de copaiba, realizou-se ensaios
bioldgicos in vitro, relatados a seguir, com o obejtivo de estudar propriedades
bioldgicas desses 6leos bem como avaliar se a diferenca no perfil quimico de OE em

relacdo a OS e OC influencia nas propriedades biologicas analisadas.
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Figura 15. Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCls) de OC.
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Figura 16. Espectro de RMN 13C (100 MHz, CDCI5) de OC.
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Figura17. Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDClIs) de CS.
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Figura 18. Espectro de RMN 13C (100 MHz, CDCl,) de CS.
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Figura 19. Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCls) de OE.
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Figura 20. Espectro de RMN 13C (100 MHz, CDCls) de OE.
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5.1.2. ENSAIOS BIOLOGICOS

5.1.2.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Esse ensaio foi realizado com o objetivo de caracterizar os 6leos de copaiba
biologicamente, estudando uma propriedade presente em diversas espécies de 6leo
de copaiba. Além disso, os testes auxiliaram a confirmacéo da diferenca de OE em

relacdo a OS e OC.

5.1.2.1.1 Avaliacao da viabilidade celular

Inicialmente, foi realizado um teste para verificar o potencial toxico das
amostras de 6leo de 6leo de copaiba em estudo. Para isso, foi empregada a técnica
colorimétrica utilizando uma solugdo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-
difeniltetrazélico (MTT) para verificacdo da atividade e integridade mitocondrial,
interpretada como uma medida da viabilidade celular (MOSMAN, 1983).

Foram usadas diferentes concentracfes das amostras de 6leos de copaiba,
OC, OS e OE: 0,5, 1,0, 5,0, 10,0 e 50 pg/mL, e constatou-se que a maior
concentracdo apresentou uma viabilidade adequada para dar prosseguimento a
todos os experimentos (Tabela 6). Na Figura 22, pode ser observado que todas as
amostras apresentaram uma viabilidade celular de pelo menos 84,39% em relagcao
ao controle negativo (meio de cultura). Isso mostra que a maior concentracao
escolhida de cada uma das amostras (50 ug/mL) foi adequada para prosseguir com

a realizacédo dos demais testes.

Tabela 6. Viabilidade celular em macréfagos peritoneais murinos, apés exposicdo as amostras, OC,
OS e OE, na concentracdo de 50ug/mL ou ao Meio (meio de cultura RPMI-1640-C) ou LPS
(lipopolissacarideo bacteriano).

Amostras Viabilidade celular (%, médiatDP)
ocC 98,67 + 2,65
(0N 85,36 + 14,5
OE 84,39 + 15,0
Meio 10 +
LPS 100 + 0
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Figura 22. Resposta de OC, OS e OE sobre a viabilidade celular de macrofagos peritoneais de
camundongos Swiss. Os macréfagos peritoneais foram expostos aos 6leos de copaiba ou Meio
(meio de cultura RPMI-1640-C, como controle de viabilidade celular) ou LPS (lipopolissacarideo
bacteriano). Foi utilizada a metodologia de MTT. As células em presenca somente de meio de cultura
(Meio) foram utilizadas como controle, equivalendo a 100% de viabilidade. Os resultados foram

expressos como média + desvio padrao de duplicata de 5 animais.
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5.1.2.1.2 Determinacéo da producao de 6xido nitrico

Os experimentos realizados com macréfagos peritoneais foram: producao e
inibicdo de NO (através da técnica de Griess) através do teste de ELISA.

Nos macrofagos peritoneais murinos, o LPS, utilizado como controle positivo,
foi 0 composto que gerou uma maior producdo de NO quando comparado ao
controle negativo, conforme esperado, diferindo significativamente de todas as
amostras (p<0,05). (Figura 23, Tabela 7). Vale ressaltar que OC e OE, nas duas
concentracfes testadas, e OS a 100 ug/mL apresentaram uma producdo de NO

menor do que o controle negativo, apesar de esta diferenca nao ter sido

estatisticamente significativa (p>0,05).
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Figura 23. Efeito de OC, OS e OE sobre a producdo de NO em culturas de macréfagos
peritoneais. As células aderentes foram incubadas com LPS (controle positivo), 6leos de copaiba ou
Meio (meio de cultura RPMI-1640-C, como controle de viabilidade celular) ou LPS (lipopolissacarideo
bacteriano) ou apenas meio de cultura RPMI-1640-C (meio, controle negativo) por 24 horas a 37°C. A
concentracdo de nitrito foi determinada utilizando o reagente de Griess. Os resultados foram
expressos como a média + desvio-padrdo de pmols de nitrito de duplicatas de 5 animais.

Concentragao de
nitrito (umols/mL)

—
| L
L. J 1 S S S S i [ — |
« O E E E E E E
= - & wm & o o &
- == 3 3 3 3
(=N = = = e = D = ]
mgmgmg

155 L
SUDWDN
O 0 O

Tabela 7. Producdo de NO em cultura de macrofagos peritoneais apés exposicdo as amostras OC,
OS, OE, nas concentra¢fes de 50 pyg/mL e 100 yg/mL ou ao Meio (meio de cultura RPMI-1640-C) ou

LPS (lipopolissacarideo bacteriano).

Concentracao de NO
Amostras (ug/mL) o o
(umol nitrito, médiatDP)
OC 50 13,77 £ 11,33
OC 100 0,01 + 0,02
0S 50 26,21 + 25,93
0S100 2,33+ 4,66
OE 50 20,63 + 13,42
OE 100 6,05 £ 8,13
Meio 30,43 + 25,01
LPS 93,41 £ 31,91

A producédo de NO pode estar sendo influenciada negativamente por algumas

das amostras, especialmente as que sdo ditas pela literatura como anti-inflamatorias
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como o0 Oleo de copaiba (CURIO et al., 2009), entretanto para se esclarecer esta

possibilidade realizou-se o ensaio de inibicdo da producéo de NO.

5.1.2.1.3. Determinacdo da inibicdo da producéo de 6xido nitrico

O presente ensaio confirmou os resultados obtidos no teste de producédo de
NO, uma vez que foi possivel observar que quanto maior a concentra¢do dos 6leos
de copaiba, maior a porcentagem de inibicdo variando de 49% de inibicao para OS
100 pg/mL e 85% de inibicdo da producdo de NO para OC 100 ug/mL. OE 100
Mg/mL apresentou 70% de inibicdo (Tabela 8, Figura 24).

Quando comparadas ao controle positivo, as amostras na concentracdo de
50 pyg/mL ndo apresentaram niveis de producdo de NO significativamente diferentes
(p> 0,05). Observou-se também que nesta concentracdo, OS e OC apresentaram

porcentagem de inibicdo de NO de aproximadamente 14%, valor trés vezes maior

gue o encontrado para OE (5%).

Figura 24. Efeito de OC, OS e OE sobre a inibicdo de NO em culturas de macréfagos
peritoneais. As células aderentes foram incubadas com LPS (controle positivo), 6leos de copaiba ou
Meio (meio de cultura RPMI-1640-C, como controle de viabilidade celular) ou LPS (lipopolissacarideo
bacteriano) ou apenas meio de cultura RPMI-1640-C (meio, controle negativo) por 24 horas a 37°C. A
concentracdo de nitrito foi determinada utilizando o reagente de Griess. Os resultados foram
expressos como a média + desvio-padréo de pmols de nitrito de duplicatas de 5 animais.
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Tabela 8. Avaliacdo da inibicdo da producdo de NO em cultura de macréfagos peritoneais apos
exposicdo as amostras OC, OS, OE, nas concentracdes de 50 pyg/mL e 100 yg/mL ou ao Meio (meio
de cultura RPMI-1640-C) ou LPS (lipopolissacarideo bacteriano).

Concentragao de NO Inibic&o (%)
Amostras . ,
(mmol nitrito, médiatDP)

OC 50 pg/mL 90,03 £ 17,03 13,26
OC 100 pg/mL 33,21 £ 15,22 85,13
OS 50 pg/mL 90,31 £ 12,67 13,75
0S100 pg/mL 53,99 + 37,39 49,15
OE 50 pg/mL 85,27 £ 13,58 5,02
OE 100 pg/mL 41,41 + 21,83 70,92

Meio 24,62 + 6,24 -

LPS 82,37 + 34,68 -

Nos ultimos anos tem se acumulado evidéncias de que em muitas doencas
infecciosas 0s principais aspectos patologicos ndo estdo relacionados com uma
acao direta do agente agressor, mas sim com uma resposta imune anormal. Em
muitas dessas situacdes existe uma reacdo de hipersensibilidade com resposta
imune exagerada e ndo modulada que tem como consequéncia dano tecidual
(MACHADO et al., 2004).

O NO é um dos produtos de macréfagos ativados e apresenta inUmeras
atividades, dentre elas antibacteriana, antiparasitaria e antiviral. Porém, o
descontrole na sintese de NO esta implicado na patogénese de algumas doencas
como hipertensao, sepse, doencas cerebrais degenerativas e cancer (COSTA et al.,
2003).

Os oleos de copaiba, na concentracéo analisada de 50 pyg/mL, ndo induziram
a producdo de NO a niveis estatisticamente significativos quando comparado ao
controle negativo (p>0,05), o que pode ser bom por evitar os possiveis efeitos
maléficos que esse mediador poderia gerar, uma vez que, apesar de o o0xido nitrico
estar relacionado na defesa do organismo a invasores, a sua producdo pode
contribuir para a patogénese de varias doengas (ISOMAKI; PUNNONEN, 1997).

No ensaio de producao de NO, verificou-se que a resposta apresentada por

OE foi diferente de OC e OS, confirmando o resultado encontrado para a diferente
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composicao quimica de OE em relacdo a OS e OC. A diferenca entre OS e OC no
ensaio de inibicdo da producdo de NO pode ser devido a diferenca entre os
componentes majoritarios de cada 6leo. OS apresentou menor porcentagem de
inibicdo de NO e possui como componente principal o B-cariofileno, que tem sido
descrito na literatura como importante componente anti-inflamatério (VEIGA JUNIOR
et al., 2007). Portanto, o presente ensaio pode auxiliar no controle de qualidade e/ou
composicao quimica de 6leos de copaiba de diferentes procedéncias.

Ramos (2006) avaliou o efeito da fracdo volatil (sesquiterpenos) de o6leo de
copaiba a 50 pg/mL sobre a viabilidade celular e producdo de Oxido nitrico,
verificando 100% de viabilidade celular e 25% de inibicdo da producdo de NO,

corroborando os resultados aqui discutidos.

5.1.2.2. AVALIACAO DA TOXICIDADE EM CELULAS HEPG2

Neste ensaio, avaliou-se a citoxicidade in vitro dos 6leos de copaiba através do
modelo em células HepG2, amplamente usado em testes de citotoxicidade (NOOR
et al., 2009; WILKENING, STAHL, BADER, 2003; JAVITT, 1990). Para isso, usou-se
um indicador de viabilidade celular, o Alamar Blue (AB), que é reduzido por células
metabolicamente ativas e diretamente proporcional ao numero destas. Assim,
determinou-se a porcentagem de reducdo de AB, que esta diretamente relacionada
a viabilidade e proliferagéo celular, refletindo na presenca ou néo de citotoxicidade.

As Figuras 25 a 27 mostram os resultados desta avaliacao.
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Figura 25. Efeito da concentracdo de OC no crescimento da linha celular HepG2. Células HepG2 em
placas de cultura de 96-pocos foram expostas a OC 24 h antes de se adicionar o AB. O efeito das
vérias concentracdes de OC foi avaliado ao longo de 7 dias.
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Figura 26. Efeito da concentracao de OS no crescimento da linha celular HepG2. Células HepG2 em
placas de cultura de 96-pocos foram expostas a OC 24 h antes de se adicionar o AB. O efeito das
varias concentracdes de OC foi avaliado ao longo de 7 dias.
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Figura 27. Efeito da concentra¢do de OE no crescimento da linha celular HepG2. Células HepG2 em
placas de cultura de 96-pocos foram expostas a OC 24 h antes de se adicionar o AB. O efeito das
véarias concentra¢gBes de OC foi avaliado ao longo de 7 dias.

120

100 A

80 4

60 -

40 4

% de Reducédo do Alamar Blue

20 4

—8— Controle
—e— OE 5ug/mL
—¥— OE 10pg/mL

OE 50pg/mL

— % i
T T T T T
24h 48h 72h 6 dias 7 dias
Tempo

Hilris Rocha e Silva



Resultados e Discussao 104

De acordo com as Figuras 25 e 26, pode-se observar que OC e OS, nas
concentracdes de 10 e 50 ug.mL™ praticamente diminuiram a viabilidade e
proliferacdo celular (reducdo de Alamar Blue menor que 20%), mostrando
citoxicidade em células HepG2. Apenas para OS a 10 pg.mL™ ainda observou-se um
aumento da porcentagem de reducao de Alamar Blue quando comparado com OC,
entretanto bem menor que o controle, apresentando, portanto, citotoxicidade.

Na concentracdo de 5 pg.mL™?, OC e OS n&o apresentaram citotoxicidade,
permitindo a proliferagcdo e mantendo a viabilidade celular refletida por porcentagem
de reducdo de Alamar Blue de aproximadamente 80%, em 7 dias. Nesta
concentracdo, a porcentagem de reducdo do AB ainda é maior quando comparada
ao controle sugerindo uma estimulacdo do crescimento celular ou uma atividade
mitocondrial aumentada. Contudo, para concentracbes mais elevadas, observa-se,
relativamente ao controle, uma diminuicdo da redugdo do AB, denotando
citotoxicidade. Além disso, conforme € possivel observar nos graficos, OC e OS
apresentaram perfil de citotoxicidade dependente da concentracédo utilizada.

Para as células tratadas com OE (Figura 27), pode-se observar que,
independente da concentracédo, este 6leo ndao apresentou citotoxicidade. OE permitiu
a proliferacaol/viabilidade celular, ou seja, observou-se uma porcentagem de reducéo
de Alamar Blue em mais de 80%, ao longo de 7 dias para a maior concentracéo, 50
ug.mL™. Comparando-se as outras concentracdes, observa-se que na de 5 ug.mL™
a porcentagem de reducdo do Alamar Blue foi maior do que na de 10 pg.mL™, e
maior que o do controle, mostrando que a viabilidade celular e o crescimento celular
ndo sdo afetados negativamente pela presenca de OE. Apesar de se observar um
aumento da reducdo do AB, relativamente ao controle, com a concentracdo de OE
ao longo do tempo (mais acentuado para 50 ug/mL) estas diferencas nao séo
estatisticamente significativas (p>0,05). Podemos afirmar, portanto, que nestas

concentracfes OE ndo é toxico para estas células.
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Comparando-se os trés oleos, verificou-se que OC e OS mostraram resposta
semelhante no ensaio de avaliacdo da toxicidade em células HepG2 , com menor
citotoxicidade na menor concentracado, enquanto OE n&o apresentou toxicidade para
qualquer concentracao.

Os Oleos de copaiba sdo compostos principalmente por misturas de
sesquiterpenos e diterpenos, como relatado anteriormente na literatura (VEIGA JR.;
PINTO, 2002; CASCON; GILBERT, 2000). Algumas dessas substancias sé&o
conhecidas por serem citotéxicas e inibirem tumores, sendo 0s sesquiterpenos
toxicos possuidores de um ou mais grupos funcionais alquilantes, e mais sugestivos
de serem mutagénicos e carcinogénicos (MAISTRO et al., 2005; LIMA et al., 2003;
WALL et al, 1998; SENA; CHEN, 1998).

Vale ressaltar que na literatura, as informacdes disponiveis mostram que
quando presente, o padrdo de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade é
semelhante para os de Oleos de copaiba, apesar das diferencas na composicéo, em
relacdo aos componentes majoritarios. O mesmo foi observado no presente trabalho
para OC e OS, que apresentaram perfil de citotoxicidade semelhante e de acordo
com a caracterizacdo quimica, possuem componentes majoritarios diferentes. Ja
para OE, os resultados foram diferentes, o que ja era esperado considerando-se 0
perfil quimico diferenciado apresentado por este 6leo.

Esses resultados, juntamente com a caracterizacdo quimica dos olhos de
copaiba, levaram a exclusdo de OE dos testes posteriores. Entretanto, construiu-se
o diagrama de fases também com OE a fim de se verificar a influéncia das
propriedades quimicas destes 6leos no desenvolvimento farmacotécnico de
formulagBes contendo os mesmo, bem como mostrar as diferengas entre 6leos de
copaiba de diferentes procedéncias ao serem usadas como matérias primas. O item

a seguir mostra os resultados desta avaliacéo.
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5.2. DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS

5.2.1 DIAGRAMA DE FASES

A construcédo do diagrama de fases através da titulacdo é uma metodologia
vantajosa, pois permite o estudo de um grande numero de composi¢ées de forma
significativa, permitindo descrever em que condicdes experimentais € possivel se
obter sistemas nanoestruturados como microemulsdes e cristais liquidos, bem como
as regides de transi¢ao entre os sistemas obtidos.

As concentragOes de cada componente nas nove formulagdes obtidas (Tabela
1) foram calculadas e plotou-se os pontos em que se observou, visualmente, a
formacéao dos diferentes sistemas.

Nos quatro diagramas construidos, as regides comuns identificadas no
diagrama foram: microemulséo (ME), cristal liquido (CL), emulsdo (EM) e separacéo
de fases (SF), conforme Figuras 28 a 31. As formulagdes escolhidas para
caracterizacao estéo identificadas nos diagramas correspondentes as fases oleosas
acido oléico (AO), 6leo de copaiba obtido de cooperativas do Acre (OC) e o obtido
da Sigma (OS).

Os sistemas liquidos transparentes e com baixa viscosidade foram
considerados ME. A regido de CL corresponde aos sistemas transparentes e mais
viSCcosos, que apresentaram pouca ou nenhuma fluidez ao verter o frasco em que
estavam contidos. A regido em que as formulacdes formadas tém aspecto leitoso,
algumas apresentando média a alta viscosidade e outras com aspecto liquido e
viscosidade alta ou baixa, foi denominada Emulsdes — EM. A regido SF corresponde
aos sistemas que apresentaram duas fases separadas.
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Figura 28. Diagrama de fases do sistema estabilizado com PROC, AO e fase aquosa. As areas
delimitadas representam: ME — microemulsdo, CL — cristal liquido, EM — emulsdo e SF — separacao
de fases. Os pontos assinalados representam as formulacdes estudadas.
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Figura 29. Diagrama de fases do sistema estabilizado com PROC, OC e fase aquosa. As areas
delimitadas representam: ME — microemulsao, CL — cristal liquido, EM — emulséo, SF — separacao de
fases e DA — diluicdo aquosa. Os pontos assinalados representam as formula¢des estudadas.
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Figura 30. Diagrama de fases do sistema estabilizado com PROC, OS e fase aquosa. As areas
delimitadas representam: ME — microemulséo, CL — cristal liquido, EM — emulsdo e SF — separacao
de fases. Os pontos assinalados representam as formulacdes estudadas.
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Figura 31. Diagrama de fases do sistema estabilizado com PROC, OE e fase aquosa. As &reas
delimitadas representam: ME — microemulséo, CL — cristal liquido, EM — emulsdo e SF — separacao
de fases. Os pontos assinalados representam as formulacdes estudadas.
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Observou-se que, nos diagramas de AO, OC e OS (Figuras 28 a 30),
entretanto mesmo em baixas concentragfes de tensoativos (10 a 30%), foi possivel
observar a formacdo de ME com quantidades significativas de fase oleosa (50 a
70%) e baixas quantidades de agua, como nas formulacdes contendo OC e OS
(Figura 29 e 30). Por outro lado, observando-se os diagramas das Figuras 28 a 30,
verificou-se que a formacéao de CL, depende da presenca de aproximadamente, 30 a
70% de agua.

A formacdo desses sistemas dependente diretamente da concentracdo do
tensoativo, podendo-se observar que em algumas regides do diagrama com
pequenas concentracdes de tensoativo ndo € possivel estabilizar a mistura dos
componentes e ocorre separacao entre as fases. Com o aumento da quantidade de
tensoativo nas misturas, sistemas como ME e CL véao sendo formados.

Comparando-se os diagramas de fases obtidos com 6leo de copaiba de
diferentes procedéncias (Figuras 29 a 31) com o obtido com AO como fase oleosa,
verificou-se que assim como no diagrama de AO (Figura 28), os diagramas de OC e
OS apresentaram amplas regides de ME e CL. Além disso, observou-se que estes
Oleos de copaiba contribuiram para a formacdo de ME e CL em regido de baixa
guantidade de tensoativo (10 a 25 %), um aspecto interessante no desenvolvimento
de novos sistemas de liberacdo de farmacos, em especial para administracdo oral e
cutdnea, uma vez que pode diminuir os riscos de efeitos adversos e/ou
toxicologicos.

No diagrama referente aos sistemas contendo OE (Figura 31), observou-se
que, com esta fase oleosa, formaram-se pequenas regides de ME e CL, constituidas
por grandes quantidades de tensoativos (> 60%) e as regides de 40 a 50% de
tensoativo formaram SF e EM (Figura 31). Portanto, com base nestes resultados,
aliado a precaria qualidade do OE, descartou-se esta fase oleosa para continuacao
dos testes de caracterizacéo.

As formulagdes escolhidas para estudo estdo nas regides de ME e CL e
padronizou-se a concentracdo de tensoativo de 40%, por ser uma regido de
estabilidade estrutural e interessante, uma vez que quanto menor a quantidade de
tensoativo, melhor a sua aplicabilidade em termos de uma menor possibilidade de

irritacdo e toxicidade.
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5.2.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS SISTEMAS

Para caracterizacdo fisica dos sistemas, foram selecionadas as formulacdes
indicadas nas Figuras 28, 29 e 30 cujas concentracdes dos componentes estao
apresentadas na Tabela 9. As formulagbes contendo fluconazol tiveram seu nome
acrescido de um F (ex.: AO1F, OS1F, OC1F, etc..).

Tabela 9. Composicao (%) das formulagdes para caracterizagéo fisica do sistema

Componentes Fase oleosa )
- Tensoativo Fase aquosa
Formulacdes (OC, OS ou AO)
OC1,; OS1; AO1 20 40 40
0C2; OS2; AO2 30 40 30
OC3; OS3; AO3 40 40 20
OC4,; OS4; AO4 50 40 10

5.2.2.1 indice de refracéo (IR)

O IR absoluto de um meio pode ser obtido experimentalmente e é dado pela

equacao 5:

C‘

v (Eq.5)
onde: ¢ = velocidade da luz no vacuo e v = velocidade da luz para um comprimento
de onda especifico num certo meio.

O desvio que a luz sofre quando passa de um meio para outro depende da
velocidade da luz nos dois meios. A grandeza fisica que relaciona as velocidades
nos dois meios é o IR relativo (n,1), que é definido como sendo a razédo (equacgéo 6)
entre a velocidade da luz no primeiro meio (v1) e a velocidade da luz no segundo
meio (Vy):

N, =vi/vy (EQ. 6)
Pode-se relacionar IR relativo com IR absoluto usando a equagao 7:

Not =N/ Ny (Eq. 7)
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Portanto, quando o meio 2 for mais refringente que o meio 1, o raio incidente
passara com velocidade menor pelo meio 2 e, entdo, n, sera maior que n;.

Nas analises realizadas, o meio 1 foi a agua, com IR de 1,333 € 0 meio 2
foram as formulacdes.

Analisando-se separadamente os componentes das formula¢des (PROC, OC,
0OS, AO), observou-se que todos apresentaram indice de refragdo maior que o da
agua (Tabela 10), possivelmente devido a maior viscosidade que eles apresentam
visualmente, sendo OC e OS um pouco mais viscosos que PROC e AO, além de
apresentar cor amarela caracteristicos destes Oleos, refletindo num pequeno

aumento do IR.

Tabela 10. indice de refracio dos componentes das formulacées.

Componente
PROC oC 0S AO
IR
Média 1,46 1,51 1,50 1,46
DP(+)* 0,2.10° 0,4.10° 0 0
CV(%)* 1,98 2,00 0 0

* DP= desvio padréo; CV= coeficiente de variagao

As Tabelas 11, 12 e 13 mostram o IR das formulacdes estudadas,

apresentadas na Tabela 1, segundo a fase oleosa utilizada.

Tabela 11. indice de refracdo das formulacées contendo OC.

ormulagdo oc1 oC?2 0C3 oc4
IR
Média 1,44 1,44 1,46 1,47
DP(+)* 0,3.10° 0,8.10° 0,1.10% 0,5.10°
CV(%)* 0,02 0,05 0,06 0,03

* DP= desvio padréo; CV= coeficiente de variagao
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Tabela 12. indice de refracdo das formula¢ées contendo OS

ormulagdo 0s1 0S2 0s3 0S4
IR
Média 1,43 1,44 1,46 1,47
DP(#)* 0,25. 102 0,7.10° 0,1. 107 0,110%
CV(%)* 0,17 0,05 0,06 0,07
* DP= desvio padréo; CV= coeficiente de variacdo
Tabela 13. indice de refracdo das formulacdes contendo AO.
ormulacéo AO1 AO?2 AO3 AO4
IR
Média 1,42 1,43 1,44 1,45
DP(+)* 0,1.10% 0,1.10% 0,1.10% 0,2.10%
CV(%)* 0,12 0,12 0,12 0,16

* DP= desvio padrdo; CV= coeficiente de variacéo

Nas formulagbes contendo fluconazol (1%), os valores dos indices de
refracdo foram os mesmos quando comparados as formulacdes sem fluconazol.

De acordo com os resultados encontrados, num aspecto geral, observou-se
que o aumento da concentracdo de fase aquosa nas formulacbes, promove uma
diminuicao do indice de refracdo (IR). Isso pode ser explicado pelo fato de a agua ter
um menor indice de refracdo, além de contribuir para uma maior transparéncia da
formulacao.

A Figura 32 mostra os valores de IR em fungdo da concentragédo de fase
aquosa. Observa-se, que os valores de IR estdo diretamente relacionados com a
fase aquosa, uma vez que, independentemente do tipo de fase oleosa, quanto maior
a concentracao de 6leo nas formulagdes, e, portanto, menor concentracédo de agua,
mais os valores de IR para as formula¢Ges se aproximam do valor de IR para a fase
oleosa. Como exemplo, OC4 possui 10% de agua e 50 % de 6leo, apresentando

assim, IR mais proximo do IR da fase oleosa OC e mais distante do IR da agua
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quando comparado a OC1, que possui 20% de oOleo de 40% de agua. O mesmo
ocorre para as formulacdes de OS e AO.

Figura 32. indice de refracdo das formulacBes e seus compoentes, em relagdo a concentracdo de
fase aquosa, empregando as 3 fases oleosas: (A) sistemas contendo OC ; (B) sistemas contendo OS
e (C) sistemas contendo AO.
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5.2.2.2 Determinacao do pH

A pele apresenta pH levemente acido, entre 4,6 e 5,8, 0 que contribui para um
aumento da protecao contra bactérias e fungos em sua superficie. Além disso, as
secrecdes cutdneas apresentam importante capacidade tamponante, uma vez que 0

pH da pele é freqientemente alterado em conseqiéncia da utilizacdo de produtos
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topicos inadequados, expondo a pele a uma série de agentes agressores, em
especial micro-organismos (LEORNADI et al., 2002). Esta capacidade tamponante
também faz com que o estrato cérneo seja capaz de tolerar variacées de pH de 3 a
9.

Foi medido o pH tanto dos componentes (PROC, OC, OS, AO) como das
formulagbes de interesse, com e sem fluconazol. A partir dos valores encontrados,
observou-se que os componentes das formulacbes apresentam pH préximo ou
dentro da faixa de pH da pele, numa faixa de 4,82 - 5,89. Para as formulacdes foi
observado o mesmo, com pH variando de 4,15 a 5,21. A incorporagéo de fluconazol

nao variou o pH das formulagdes.

5.2.2.3 Microscopia de Luz Polarizada

As Figuras 33 a 35 apresentam as fotomicrografias correspondentes ao
comportamento estrutural de fases das formulagbes contendo OS com ou sem
fluconazol incorporado. Pode-se observar que nas fotomicrografias das amostras
0S1, OS2 h& a presenca de estrias, tipicas de fase hexagonal, enquanto para as
amostras OS3 e 0S4 observa-se, respectivamente, a presenca de cruzes de malta,
tipica de fase lamelar e campo escuro, caracteristico de microemulsdo. O mesmo
comportamento foi observado para as amostras com fluconazol incorporado: OS1F,
OS3F e OS4F, entretanto, para OS2F observa-se a presenca de cruzes de malta
indicando que nesta formulacdo a fase lamelar € majoritaria. Aparentemente a
incorporacdo do farmaco ndo promoveu alteracdes significativas na estrutura do
sistema para formula¢des contendo este tipo de fase oleosa, exceto para a OS2F.
Os resultados a partir das fotomicrografias (Figura 33) revelam as modificagbes

estruturais promovidas pela variacao da proporcéo de fase oleosa e aquosa.
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Figura 33. Fotomicrografias correspondentes a MLP das formula¢des contendo OS.

A Figura 34 apresenta as fotomicrografias correspondentes ao
comportamento estrutural de fases das formulacbes contendo OC com e sem
fluconazol incorporado. As amostras OCl, OC2, OC3 e OC4 apresentam,
respectivamente, estrias (tipico de fase hexagonal), cruzes de malta (indicando a
presenca da fase lamelar), cruzes de malta e campo escuro (caracteristico de

microemulsédo). As mesmas fases foram observadas para as amostras com
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fluconazol incorporado, indicando nenhuma modificagdo estrutural com a

incorporacao do farmaco.

Figura 34. Fotomicrografias correspondentes a MLP das formula¢des contendo OC.

OC1F
OC1 OC1F

A Figura 35 apresenta as fotomicrografias correspondentes ao

comportamento estrutural de fases das formulagdes contendo AO com e sem
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fluconazol incorporado. As amostras AOl1, AO2, AO3 e AO4 apresentam
respectivamente, cruzes de malta para as duas primeiras formulacbes e campo
escuro para as duas ultimas. Comportamento semelhante é observado para as

formulacées com farmaco.

Figura 35. Fotomicrografias correspondentes a MLP das formula¢des contendo AO.
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Comparando-se as fotomicrografias das formulacdes com mesma proporgcao
de componentes, observou-se que o0s sistemas contendo OC e OS apresentaram
comportamento de fases semelhantes, e algumas mudancas quando comparadas
com formulac&o contendo AO como fase oleosa.

As fotomicrografias das formulacdes OC1 e OS1 (Figuras 33 e 34) mostraram
a presenca de estrias, indicativo de CL de fase hexagonal, enquanto AO1 consiste
de fase lamelar, conforme mostra a Figura 35.

As formulacbes AO2 e OC2 caracterizam-se como CL de fase lamelar(Figura
34 e 35), enquanto a formulagdo OS2 apresentou-se como CL constituido de fase
hexagonal, uma vez que foi possivel observar a presenca de estrias.

As formulacdes OC3 e OS3 sao CL de fase lamelar, entretanto observou-se
pouca presenca de cruzes de malta na fotomicrografia de OC3, sugerindo a
necessidade de outros testes para melhor caracterizagdo do comportamento de
fases. AO3 esta numa regido de transicdo e a fotomicrografia mostrou campo
escuro, que associado a baixa viscosidade da formulacdo, o que indica ser ME.

A partir das observacgdes, verificou-se que todas as formulagbes contendo
50% de fase oleosa, 40% de tensoativo e 10% de agua (OC4, OS4 e AO4)
constituem microemulsdes, observando-se campos escuro nas fotomicrografias
(Figuras 33 a 35).

A partir dos resultados obtidos por MLP, verifica-se que, quanto maior a
quantidade de agua e menor a de 6leo, mais estruturados os sistemas tendem a
ficar. Entretanto, dependendo do tipo de fase oleosa, € possivel obter sistemas mais
estruturados, como cristais liquidos, mesmo com concentracbes de 40% de
tensoativo e 20% de &gua, como observou-se para as formulacdes OC3 e OS3.
Quanto as amostras com farmaco incorporado, apenas OS2 e OS2F obtiveram
mudancas estruturais significativas, indicando que o farmaco preserva a estrutura
inicial do sistema.

A Tabela 14 apresenta os resultados de MLP para as formulagdes sem e com
farmaco (incorporacdo de 1% de fluconazol), respectivamente. A MLP é muito
importante na determinagéo estrutural de ME e CL, entretanto ndo é considerada

uma técnica conclusiva em casos que ndo ha comportamento anisotropico. Portanto,

Hilris Rocha e Silva



Resultados e Discussao 119

a continuidade dos estudos de caracterizacdo das formulacdes foi realizado com

experimentos de SAXS.

Tabela 14. Composigéo (%) das formulacdes para caracterizacao fisica do sistema e resultados de MLP.

onentes Fase . Fase
Formulacdes oleosa Tensoativo aguosa MLP
0oC1 CL hexagonal
20 40 40
OC1F CL hexagonal
0ocC2 CL lamelar
30 40 30
OC2F CL lamelar
0OC3 CL lamelar
40 40 20
OC3F CL lamelar
OcCc4 ME
50 40 10
OC4F ME
0S1 CL hexagonal
20 40 40
OS1F CL hexagonal
0S2 CL hexagonal
30 40 30
OS2F CL lamelar
0S3 CL lamelar
40 40 20
OS3F CL lamelar
0S4 ME
50 40 10
OS4F ME
AO1 CL lamelar
20 40 40
AO1F CL lamelar
AO2 CL lamelar
30 40 30
AO2F CL lamelar
AO3 ME
40 40 20
AO3F ME
AO4 ME
50 40 10
AOA4F ME
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5.2.2.4 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

Para confirmar os resultados obtidos na MLP, utilizou-se a técnica de SAXS
gue € mais sensivel e fornece informacdes sobre a nanoestrutura de forma mais
conclusiva. Os tensoativos podem formar diferentes tipos de agregados, os quais
podem ser identificados de acordo com a posi¢cao dos picos no eixo do vetor de
espalhamento q. O perfil de espalhamento de estruturas micelares, por exemplo,
exibe apenas um maximo de intensidade num valor de g#0, seguido de uma longa
cauda (FANUN, 2008). Para determinar o tipo de estrutura de cada sistema
verificou-se a posi¢cédo dos picos (Qi1,02,03, etc...) e determinou-se a razao entre os
diversos q em funcéo do posi¢cao do primeiro pico (gi). A partir dos valores obtidos
foi possivel determinar quais sdo as fases presentes (lamelar, hexagonal, etc.)

(Tabela 15).

Tabela 15. Parametros para determinacao estrutural dos sistemas.

d1/d2 d1/d3 Tipo de fase
2,0 - Lamelar
2,0 3,0 Lamelar
1,73 - Hexagonal
1,73 2,0 Hexagonal

A Figura 36 apresenta a intensidade de espalhamento I(q) em funcéo do vetor
espalhamento (q) para o sistema com OS como fase oleosa em varias composicdes.

Os resultados de SAXS estdo de acordo com a MLP o qual confirma a presenca de

fase hexagonal para OS1 (razGes dos picos equivalentes a 1: Vo2 ); para OS2
€ uma composicdo que se encontra em transicdo de fase, por isso observa-se a
mistura de fase hexagonal e lamelar (razdo de 1:2:3). Para OS3, entretanto,
observa-se por meio do perfil da curva de SAXS, um regido a valores de q entre 0,1
e 0,2 A. Para afirmar realmente que nesta composicdo a fase seria lamelar, seria
necessario comprovar a existéncia de um pico definido cuja razdo g,/q: seria igual a
2, entretanto, este pico ndo foi observado, o que sugere que para OS3 ainda tem-se
uma mistura de fases hexagonal e lamelar, sendo esta Ultima a fase majoritaria,
Visto que na microscopia observa-se cruzes de malta. Para OS4, apesar do perfil da

curva ser caracteristico de uma microemulséo (confirmado por MLP), a presenca de
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um pequeno “ombro” para valores de q entre 0,1 e 0,2 A e cuja raz&o entre este e o
pico em q; ser proximo a de 2, os resultados sugerem que esta composi¢do tem
pequenas fases lamelares que néo foram observadas em MLP.

Estes resultados mostram a sensibilidade na técnica comparada a
microscopia. Sao informacgdes importantes, uma vez que proporcdes escolhidas em
regides de transicao de fase podem influenciar no perfil de liberagéo.

Para as amostras com o farmaco incorporado observa-se que, exceto para
OS2F todas as outras apresentam praticamente sobreposicdo das curvas (OS3F,

OS4F) sugerindo que a incorporacao do farmaco néo alterou a estrutura do sistema.

Figura 36. Espectros de SAXS de sistemas tensoativos contendo OS, com e sem fluconazol.

— 082
— OS2F

— OS1
— OS1F

I(q) (u.a)

05 1,0 15 2,0 25 0.5 1,0 15 2,0 25
——0sS3 — 0S4
—— OS3F —— OS4F
.
©
o)
N
—~
S -
=
05 1,0 15 2,0 25 05 1.0 15
-1
1
q (nm) q (nm)

A Figura 37 apresenta a intensidade de espalhamento, I(q) em funcdo do vetor
espalhamento (q) para o sistema com OC como fase oleosa em varias composicdes.
Os resultados de SAXS corroboram com os de MLP, onde se observa as mudancas
estruturais desde fase hexagonal (OC1), passando por lamelar (OC2, OC3) até
microemulsédo (OC4). Entretanto, o perfil da curva para a OC1 sugere uma mistura
de fases que seria hexagonal e cubica devido as razfes de g obtidas além daquelas
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caracteristicas da fase hexagonal, contudo, mais estudos serdo necessarios para
confirmar esta hipotese. Além disso, o perfil da curva de OC4 sugere a presenca de
uma pequena fase lamelar misturada com a fase micelar como observada nas
amostras com OS. A adicdo de farmaco as formulacdes contendo OC como fase
oleosa apresentaram caracteristicas interessantes, por exemplo, para OCL1F,
observa-se a presenca de uma fase hexagonal (confirmado por MLP) majoritaria, ao
contrario da mesma amostra sem o farmaco, além disso, para OC2F, os picos estao

levemente deslocados para maiores valores de q e o que seria 0 sz (terceiro pico)

nao aparece.

Figura 37. Espectros de SAXS de sistemas tensoativos contendo OC, com e sem fluconazol.
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A Figura 38 apresenta a intensidade de espalhamento, I(q) em funcéo do vetor
espalhamento (q) para o sistema com AO como fase oleosa em varias composicoes.
Os resultados mais uma vez confirmam o que foi observado por MLP (fase lamelar
para AO1 e AO2 e microemulsdo para AO4 e AO3). A adicéo de farmaco, pelo perfil
das curvas, parece ter uma leve influéncia na estrutura do sistema exceto para
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AO1F. Nas outras composicdes observou-se diferentes perfis em relacdo as

amostras sem o fluconazol.

Figura 38. Espectros de SAXS de sistemas tensoativos contendo AO, com e sem fluconazol.
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A caracterizacao fisico-quimica mostrou que, considerando-se uma proporcao
fixa de tensoativo, 0 aumento da proporcdo de &gua parece ser diretamente
responsavel pela formacdo de CL com estrutura lamelar ou hexagonal, e o0 aumento
da fase oleosa parece justificar a diminuicdo da viscosidade dos sistemas e
formacao de microemulsfes. Entretanto, em sistemas contendo 40% de fase oleosa
observou-se diferenca entre AO, OC e OS. Quando esta € o AO, formam-se ME e

quando as formulagdes contem OC ou OS, formam-se CL em fase lamelar.
5.2.2.5 Comportamento Reoldgico
O estudo do comportamento reolégico dos sistemas selecionados teve como

objetivo avaliar caracteristicas estruturais das formulagbes, determinando se a

amostra tem comportamento Newtoniano ou nao-Newtoniano, se o fluido é plastico,
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pseudoplastico ou dilatante, se apresenta tixotropia e se possui comportamento
viscoelastico.

A Figura 39 apresenta reogramas em que a tensdo de cisalhamento esta em
funcdo da taxa de cisalhamento para as composi¢cfes preparadas com AO como
fase oleosa. Os reogramas mostram a diminuicdo da viscosidade em funcdo da
diminuicdo da porcentagem de fase aquosa e aumento da fase oleosa. Para as
composicdes AOL o perfil da curva é caracteristico de um sistema pseudoplastico
(as particulas escoam na direcdo do fluxo diminuindo a sua resisténcia interna e a
viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento) e pouco tixotropico (grande
habilidade de voltar a estrutura inicial apés a perturbacdo do sistema) visto a
pequena area de histerese entre a curva ascendente e descendente. A presenca de
um pico para valores de taxa de cisalhamento menores que 75 s™ evidenciam o
pronunciado grau de estruturacao do sistema, que por ser lamelar, como observado
por SAXS e MLP, é preciso romper as interacfes que mantem o sistema organizado
para depois haver o escoamento (taxa de cisalhamento > 75 s™).

Para AO2 ha uma pronunciada diminuicdo da pseudoplasticidade e da
tixotropia, indicando que, apesar da presenca de fase lamelar, o sistema é formado
por interagbes mais fracas e facilmente desestruturadas quando aplicado o
cisalhamento. Para as amostras AO3 e AO4, observa-se o perfil de curvas
newtonianas que € caracteristico de particulas sem interagdo com as vizinhancgas,
Ou seja, sem estruturacao.

Os resultados de reologia confirmam os resultados de SAXS e de MLP aonde
tem-se estruturas lamelares para AO1 e AO2 e consequentes reogramas com perfil
de sistemas ndo newtonianos e estruturados. A tixotropia e pseudoplasticidade
diminuem com o aumento da fase oleosa conforme pode-se observar. Na Figura 39,
para AO3 e A04, os reogramas obtidos sdo caracteristicos de fluidos newtonianos o
qgue séo tipicos de sistemas microemulsionados, confirmando os resultados obtidos
por SAXS e MLP.
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Figura 39. Reogramas de ensaios de fluxo de sistemas tensoativos contendo AO, com e sem
fluconazol.
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A Figura 40 apresenta reogramas nos quais a tenséo de cisalhamento esta
em funcado da taxa de cisalhamento para as composicées preparadas com OC como
fase oleosa. A partir dos perfis dos reogramas, observa-se também uma diminuicéo
da pseudoplasticidade até um perfil newtoniano com o aumento da porcentagem de
fase oleosa (amostra OC4). Estes resultados indicam a variagao estrutural com a
composicdo que vai desde hexagonal (maior pseudoplasticidade) até a
microemulséo.

Comparando o comportamento reolégico entre as formulagcbes preparadas
com OC como fase oleosa daquelas preparadas com AO, pode-se observar que 0
primeiro promove uma organiza¢cdo um pouco maior do sistema, tendo em vista que
€ necessaria uma maior tensdo de cisalhamento para romper as interacdes e apos
isto o0 sistema escoa normalmente. A partir dos reogramas das amostras OC3 e

OC4, observa-se que a adicdo do farmaco praticamente ndo altera a estrutura
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também no ponto de vista reoldgico o que corrobora com a sobreposicéo vista nos
resultados de SAXS.

Figura 40. Reograma de ensaios de fluxo de sistemas tensoativos contendo OC, com e sem
fluconazol.
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A Figura 41 apresenta reogramas onde a tensdo de cisalhamento esta em
funcdo da taxa de cisalhamento para as composi¢cbes preparadas com OS como
fase oleosa. Observando os reogramas pode-se observar que este sistema possui
maior pseudoplasticidade e maiores areas de histerese do que as formulacdes
contendo outras fases oleosas. Isto pode ser explicado pela fase hexagonal (sistema
mais estruturado) existir em uma regido mais ampla (OS1 e 0OS2). Conforme as
modificacdes estruturais ocorrem com a diminuicdo da fase aquosa e aumento da
fase oleosa, o grau de pseudoplasticidade diminui até alcancar a caracteristica de

um sistema micelar ou microemulsionado (newtoniano).
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Figura 41. Reogramas de ensaio de fluxo de sistemas tensoativos contendo OS, com e sem
fluconazol.
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Os valores de G’ e G” sdo determinados através do ensaio de varredura de
frequéncia, no qual é possivel obter informagfes sobre a aparéncia das amostras e
seu comportamento estrutural, auxiliando nos estudos de MLP e SAXS
(SCHRAMM, 2006).

Testes preliminares ao estudo de comportamento viscoelastico, que séo os de
de varredura de tenséo oscilatéria (ndo mostrado) que é preliminar aos estudos de
comportamento viscoelastico, evidenciou que na faixa de tensdo oscilatéria entre 0 a
5 Pa nao ha deformacéo, ou seja, os valores do modulo de armazenamento (G’) e o
moédulo de perda (G”) mantiveram—-se lineares nesta faixa, indicando que
apresentam comportamento viscoelatico linear, podendo assim ser utilizados nos
testes de varredura de frequéncia.

A Figura 42 mostra a evolucéo de G’ e G” em funcao da frequéncia aplicada
para as formulagbes contendo AO. Observou-se que apenas para AO1 e AO1F, o
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valor de G’ foi maior que o de G”. Estes resultados revelam que esta formulagao
apresenta maiores interacdes levando a formacdo de uma maior organizacao
estrutural, o que corrobora com os resultados dos estudos de cisalhamento desta
formulacdo, aonde observa-se que € necessario uma maior tensédo de cisalhamento
para romper estas interagdes e o fluxo ocorrer normalmente. E um comportamento
caracteristico de amostras viscoelasticas, com estrutura consideravelmente rigidas,
como as formulacdes O/A. Foi possivel observar também que os valores de G’ para
todas as formulacbes sdo préoximos aos valores de G’ encontrados para as
formulacbes contendo farmaco. Isso mostra que a adicdo de farmaco nao alterou a
elasticidade das formulac¢des, ndo alterando assim significativamente a estrutura do

sistema.

Figura 42. Reogramas de varredura de frequéncia de sistemas tensoativos contendo AO, com

e sem fluconazol. G’ — mo6dulo de armazenagem; G” — médulo de perda.
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A Figura 43 mostra a evolucéo de G’ e G” em funcao da frequéncia aplicada
para as formulacfes contendo OS. Pode-se observar que OS1 e OS2 apresentam
0s moédulos G’ e G” praticamente independentes da frequéncia, o que indica que
estas formulacdes apresentam uma rede estrutural consolidada, caracteristica de
sistemas bem organizados como 0s que apresentam fase hexagonal. Estes
resultados foram  confirmados por SAXS e MLP. Comparando-se todas as
formulacdes, observou-se que, independente da incorporacdo do farmaco, OS1 e
OS2 apresentaram G'>G”. Verificou-se ainda que OS1 possui G’ maior que o
apresentado por OS1F, sugerindo que quando o farmaco esta presente, a
formulagdo perde sua estrutura mais rapidamente no momento do teste. Ja4 a
formulacdo OS2F mostrou G’ maior que o G’ de OS2, ou seja, o farmaco contribuiu

para aumentar a elasticidade da formulacao, estruturando-a mais.

Figura 43. Reogramas de varredura de frequéncia de sistemas tensoativos contendo OS, com
e sem fluconazol. G’ — mdédulo de armazenaaem: G” — médulo de nerda.
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A Figura 44 mostra a evolucdo de G’ e G” em func¢éo da frequéncia aplicada
para as formulacbes contendo OC. As formulacbes OCl e OC2, com e sem
fluconazol, apresentaram valores de G’ > G”, ou seja, apresentam estrutura mais
organizada que OC3 e OC4, as quais mostraram valores de G” > G’, além disso,
OC1l e OC2 apresentam valores dos modulos independentes da frequéncia,
confirmando ainda mais a organizacao destes sistemas.

Comparando-se as figuras 42, 43 e 44, verificou-se que, ha mesma proporcao
de tensoativo, o aumento da fase oleosa diminui a elasticidade das formulacdes, ou
seja, elas tém estrutura menos organizada que sistemas contendo maior quantidade
de &gua. que confirma o comportamento estrutural dos sistemas. Observou-se que
as microemulsdes (AO3, AO4, OS4 e OC4) apresentaram valores de G’ menor que
G” e para os cristais liquidos de fase hexagonal (AO1, OC1 e OS1), onde os valores
de G’ foram maiores. A incorporacdo do farmaco, de um modo geral, nao
desestabilizou a estrutura das formulagodes.

Figura 44. Reogramas de varredura de frequéncia de sistemas tensoativos contendo OC, com
e sem fluconazol. G’ — médulo de armazenagem; G” — modulo de perda.
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5.3 AVALIACAO DA INCORPORACAO DE FLUCONAZOL NAS FORMULACOES

Os resultados referente a validagdo de metodologia analitica para
quantificacdo do fluconazol por CLAE estéo apresentados no Apéndice.

As formulacdes selecionadas para o ensaio de quantificagcdo do fluconazol
foram as mesmas escolhidas para caracterizacdo (Tabela 9).

O ensaio prévio de incorporacdo do fluconazol foi realizado com a finalidade
de prever a quantidade de farmaco possivel de dispersar nas formulacbes e
componentes. A Tabelas 16 a 18 mostram estes resultados, expressos pela
porcentagem de farmaco que solubilizou em 2g de formulacdo ou componente e
concentracdo em mg.g™. Esta metodologia foi utilizada devido & viscosidade média-
alta da maioria das formulacdes.

Neste ensaio preliminar, foi possivel verificar a influéncia da concentragcédo dos
diferentes componentes nos sistemas, da solubilidade do farmaco nestes
componentes e da estrutura destes sistemas na incorporacdo do fluconazol nos
mesmos.

E importante conhecer a solubilidade do farmaco em cada componente, pois
as particulas do farmaco inicialmente precisam ser solubilizadas para que entéao
possam sofrer difusdo e particdo para a interface veiculo/estrato corneo, no caso da
administracdo cutanea. Com o fluconazol, essa particdo entre os componentes e
difusdo para a interface ira ocorrer com maior facilidade, pois ele apresentou
solubilidade em todos os componentes do sistema.

Conforme mostra a Tabela 16, verificou-se que o fluconazol apresentou
solubilidade no tensoativo alcool cetilico etoxilado e propoxilado (PROC) maior do
gue a quantidade usualmente incorporada em preparagbes para administracao
cutanea que é de 10 mg.g™ (1%). Observando-se a solubilidade nas fases oleosas,
verificou-se que o fluconazol mostrou ser mais soluvel no AO, provavelmente
devido a interacdes das cadeias apolares deste com as do farmaco, de carater
lipofilico. Apesar do caréater apolar dos 6leos de copaiba, ha também a presenca de
substancias polares que podem gerar mais interacdes e dificultar a solubilizacéo do

fluconazol.
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Tabela 16. Solubilidade do fluconazol nos componentes empregado nas formulagbes mediante
ensaio prévio.

Amostra Fluconazol Concentracao
solubilizado (%) (mg.g™?)
Agua 0,4 4
PROC 1,5 15
AO 3,6 36
oC 0,2 2
oS 0,2 2

A partir dos valores obtidos para a solubilidade do fluconazol nas formulacfes
(Tabela 17), observa-se que, para as 3 fases oleosas utilizadas, as formulacdes
conseguiram solubilizar uma quantidade de farmaco de 2 a aproximadamente 3
vezes maior que a concentracdo usual em formulacdes tdpicas, que é de 10 mg.g™
(1%). Dentre as formulacbes selecionadas, AO3 e AO4, caracterizada como ME,
com 40% e 50% de &cido oléico como fase oleosa, respectivamente, conseguiram
incorporar a maior quantidade de farmaco, devido, principalmente a grande
quantidade de fase oleosa, j& que as formulacbes AO1 e AO2, que continham a
mesma quantidade de tensoativo, no entanto, com menos fase oleosa, nao
conseguiram incorporar a mesma quantidade de farmaco. Além disso, comparando-
se as fases oleosas, o acido oléico foi o componente das formulacdes que mais
incorporou fluconazol, como foi mostrado anteriormente, por isso, apesar da mesma
concentracédo de tensoativo, 0 aumento da concentragdo de fase oleosa refletiu em
um aumento da capacidade de incorporacdo do farmaco nas formulacdes. Este fato
pode estar relacionado a caracteristica lipofilica do fluconazol.

As formulacfes contendo 6leo de copaiba, OC ou OS, incorporaram menos
fluconazol que aquelas contendo AO, o que sugere menos solubilidade do farmaco
em Oleos de copaiba. Isso pode ser devido a composicdo complexa destes 6leos,
contendo diversos componentes apolares, e outros com cadeias polares que

dificultam a solubilidade de farmacos lipofilicos como o fluconazol.
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Tabela 17. Solubilidade do fluconazol nas formula¢gdes mediante ensaio prévio.

Amostra Fluconazol Teor (mg.g™Y)
solubilizado (%)
AO1 2.2 22
AO2 2.4 26
AO3 3 S
AO4 2,6 26
oc1 1,4 14
0C2 1,4 14
0C3 1,8 18
0C4 1,8 18
0S1 12 12
0S2 12 12
0S3 1,2 12
0S4 12 12

ApOGs 0 ensaio prévio, preparou-se diluicio em fase movel das formulaces
com farmaco de modo que a massa pesada fosse correspondente a concentracdo
tedrica de farmaco de 150 pg.mL™ e quantificou-se. As andlises foram realizadas em
triplicada e os resultados expressos pelo teor de fluconazol na formulagdo, em mg.g
! conforme mostra a Tabela 19. A concentracdo calculada foi obtida a partir das
areas dos picos e através da equacdo da curva analitica obtida no ensaio de
linearidade y = 0,0005x + 0,0012.

Comparando-se as Tabelas 16 e 17, verificou-se que o teor de fluconazol nas
formulacdes apds quantificacdo por CLAE, teve um perfil semelhante ao observado
no ensaio prévio de solubilidade. Os teores apresentados na Tabela 18 sdo mais
precisos, uma vez que a técnica usada € mais sensivel, mostrando que algumas

formulacées, como AO3, OS1 e 0S4 incorporaram menos fluconazol que o
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observado no ensaio prévio, enquanto AOl, OC3 e OC4 incorporaram mais

farmaco. Entretanto, a realizacdo do ensaio prévio foi importante para se prever a

solubilidade do fluconazol nas formulacdes e assim propor a metodologia analitica

descrita.

Tabela 18. Resultados obtidos para o ensaio de quantificacdo do fluconazol nas formulacées.

Massa , CC fluco DP CV (%)
Amostra | Pesada(g) | Area* (ug.mL™ Teor (mg/g)*
Iy
AO1 0,0656 0,08134 160,28 1,58 0,99 24,43
AQO2 0,0577 0,0772 152,00 1,53 1,00 26,34
AQO3 0,0500 0,07565 148,90 2,50 1,68 29,78
AO4 0,0576 0,07690 151,40 2,10 2,08 26,28
OocC1 0,1074 0,07902 155,64 0,70 0,45 14,49
0ocC2 0,1073 0,07849 154,58 2,65 2,57 14,41
0OC3 0,0836 0,07956 156,72 1,72 1,10 18,75
OocC4 0,0838 0,08036 158,32 1,89 1,19 18,89
0OSs1 0,1250 0,07561 148,82 1,96 1,32 11,90
0S2 0,1254 0,07901 155,62 2,81 1,80 12,41
0S3 0,1251 0,07637 150,34 2,19 1,45 12,02
0S4 0,1250 0,07307 143,74 0,80 0,56 11,50

*Média de trés valores em funcdo de CC. CC — concentracao calculada; DP — desvio padrdo; CV-
coeficiente de variacao.
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5.4 TOXICIDADE DERMICA AGUDA

5.4.1 Toxicidade Dérmica com componentes e formulacdes

Nesta primeira etapa da avaliacao de toxicidade dérmica, foi realizado o teste
limite com os componentes das formulacdes, controles negativo e positivo que
consistiu em administrar em ratos uma dose maxima ou de pelo menos 2000 mg/Kg
de peso das amostras e verificar a evolugéo durante 14 dias.

As Tabelas 19 a 24 mostram a evolucao dos escores (Tabela 3) de toxicidade

dérmica para as amostras submetidas ao teste limite.

Tabela 19. Escores de toxicidade em ratos apds administracdo de Prop 2000 mg/Kg (controle
negativo).
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Tabela 20. Escores de toxicidade em ratos apos administracao de CB 15% (1700 mg/Kg) (controle
positivo)
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“Dados significativamente diferentes em relacdo ao escore 0 (p< 0,05); *Dados significativamente
diferentes em relagéo ao dia 1.

Tabela 21. Escores de toxicidade em ratos apds administragdo de PROC 2000 mg/Kg.
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Tabela 22. Escores de toxicidade em ratos apos administracdo de OC 2000 mg/Kg.
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“Dados significativamente diferentes em relacéo ao escore 0 (p< 0,05)
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Tabela 23. Escores de toxicidade em ratos apds administragdo de OS 2000 mg/Kg.

Dias
Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Soma 0 +3 +3 +3 +3 0o o T o T o T o T o T o T o T o

“Dados significativamente diferentes em relacéo ao escore 0 (p< 0,05)

Tabela 24. Escores de toxicidade em ratos apds administracdo de AO 2000 mg/Kg.

Dias
Animais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0
2 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0
4 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Soma 0 +4 +4 +4 2 2 2 2 0 0 0 0 0 0

“Dados significativamente diferentes em relagéo ao escore 0 (p< 0,05)

As Figuras 45 a 49 mostram as fotografias representativas e detalhe dos

escores de acordo com as observacdes realizadas durante o experimento.

Figura 45. Fotografia representativa do escore 0 do ensaio de TDA: normal; animal com pele intacta,
presenca de pequenas manchas caracteristicas da pele; constituicdo do epitélio sem alteracdes. 45A
- Antes e 45B - ap6s a administracéo da substancia (dia 1).
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Figura 46. Fotografia representativa do escore 1 do ensaio de TDA: Coceira, pele aspera e mais
escurecida que as outras regides, manchas podem estar mais visiveis, com coloracdo marrom, pélos
da regido como em camadas, podendo ocorrer vermelhiddo. No controle positivo (CB), ocorre
vermelhiddo ao invés de regido com coloragdo marrom e piloerecdo. 46A - Escore 1 para OC; 46B -
Escore 1 para OS; 46C - Escore 1 para AO; 46D - Escore 1 para CB.

l
B

Figura 47. Fotografia representativa do escore 2 do ensaio de TDA: pequenas feridas formando
escaras leves. 47A e 47B - Escore 2 para OC; 47C - Escore 2 para CB.

Figura 48. Fotografia representativa do escore 3 do ensaio de TDA: escaras moderadas,
feridas com crostas maiores e escurecidas.Escore 3 para CB.
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Figura 49. Fotografia representativa do escore 4 do ensaio de TDA: escaras graves, com
desprendimento de crosta e ferida exposta Escore 4 para CB.

De acordo com os resultados, observou-se que o PROC, tensoativo usado
nos sistemas, ndo apresentou sinais de toxicidade dérmica aguda, conforme
observou-se para o controle negativo. Entretanto, nos animais nos quais foi
administrado PROC, a regido testada permaneceu levemente oleosa e de aspecto
amarelado até o segundo dia do experimento, enquanto nos animais do grupo
controle negativo nenhuma alteracdo foi observada, possivelmente devido ao
material formar filme na pele e ndo devido a toxicidade do mesmo. Essa alteracéo
ocorreu provavelmente devido a uma grande quantidade de PROC em relacéo a
area aplicada. Portanto, sugere-se que este tensoativo pode ser usado no
desenvolvimento dos sistemas de liberacdo de farmacos, como microemulsdes e
cristais liquidos.

O controle positivo CB foi usado com o objetivo de se verificar claramente,
através do escore, 0s sinais mais comuns de toxicidade dérmica, como irritacao e
escaras leves a graves, podendo levar a morte. Os ratos submetidos a
administracdo de CB foram eutanasiados no nono dia, devido as escaras graves e
observacédo de sofrimento por parte do animal. Vale ressaltar que estas observacoes
nao foram verificadas para nenhum dos componentes das formulagdes.

As trés fases oleosas (OC, OS e AO) utilizadas nos sistemas apresentaram
diferencas significativas em relacdo ao controle negativo (escore 0), entretanto todos
0S animais aos quais se administrou essas substancias, ndo apresentaram sinais de
toxicidade irreversiveis. Observou-se que quando OC, OS e AO foram

administrados, os sinais desapareceram, respectivamente, nos dias 12, 6 e 9. Estes
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efeitos mostram que estas substancias, na concentracéo utilizada, sdo capazes de
provocar alteracfes cutaneas temporarias.

Assim, fez-se necessario a realizacdo de testes de avaliacdo de toxicidade
dérmica aguda para esses componentes, usando concentracdes menores, como
segue.

Na segunda etapa, foram realizados testes de TDA com AO, OS e OC,
primeiramente na dose de 600mg/Kg. Verificou-se que para os animais testados
com AO, ndo houve aparecimento de sinais de TDA, entretanto nos animais nos
quais se administrou OC observou-se escore 1, semelhante ao observado na Figura
45B, sinal referente ao escore reversivel no terceiro dia de tratamento. Isto justificou
a realizacdo de teste de TDA com OC na dose de 500 mg/kg, no qual ndo se
observou mais nenhum sinal de toxicidade dérmica.

Estabelecido assim, um limite de TDA para os componentes das formulagdes,
foram realizados testes de toxicidade dérmica com dose repetida (TDDR), durante
21 dias com as formulac¢des AO3, OS3, OC 3.

5.4.2 Avaliacéo histologica

5.4.2.1 Andlise histométrica

Os resultados da espessura da epiderme e derme para 0S Qrupos
experimentais, conforme os tratamentos estao presentes na Tabela 25 e Figura 50.

De acordo com o teste limite, ap0s realizacdo de analise estatistica (Kruskal-
Wallis), os dados obtidos sugerem que as amostras AO, OC e PROC provocaram
aumento da espessura da epiderme e derme significativamente maior que o
controle, sugerindo que estas amostras podem aumentar a hidratacdo cutanea, o
que seria evidenciado por aumento de espacos intersticiais (Figuras 50 e 51). OS
apresentou valor maior que o controle, entretanto n&o foi estatisticamente diferente.
Apesar de OS nédo ter provocado um aumentado na espessura da epiderme,
acredita-se que esta fase oleosa ndo diminuiu a hidratagdo normal da pele. Além

disso, OS bem como as outras amostras promoveram aumento da espessura da
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derme, sugerindo que amostras promoveram ocluséo na pele, evitando evaporagao

de a&gua, o que é indicativo de hidratacédo cutanea.

Tabela 25. Espessura da epiderme e derme (média + DP) para os diferentes grupos experimentais.

Grupos Espessura (um)
Teste Limite Epiderme Derme
PROC 32,92 + 1,66 1136,76 + 37,20
AO 35,56 + 5,79 1097,83 + 47,64
OoC 40,01 + 2,98 1234,48 + 33,55
OS 26,53 + 2,27 1199,92 + 59,48
Controle positivo 37,58 + 3,00 1269,11 + 53,04
Controle negativo 23,95+ 1,62 672,95 + 51,48
Teste Porcentagem Epiderme Derme
PROC60% 25,90 £ 1,95 1215,39 + 38,20
AO60% 33,44 £ 2,61 952,86 + 62,88
0C60% 26,81 + 1,89 1280,33 + 37,38
OC50% 25,19+ 2,17 1015,82 + 38,34
0S60% 48,89 + 4,34 1255,41 + 30,15
Controle negativo 23,95+ 1,62 672,95 + 51,48
Teste Dose Repetida Epiderme Derme
AO3F 30,24 + 3,63 1014,82 + 66,79
OC3F 33,88 + 6,66 1027,76 £ 65,18
OS3F 35,7+ 2,97 1101,35 + 37,83
Controle negativo 23,95+ 1,92 672,95 + 51,48
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Segundo LIBARDI (1999), o que faz a pele permanecer saudavel, macia, com
flexibilidade e elasticidade € a manutencdo da hidratacdo cutanea e a capacidade
gue o organismo tem, ndo s6 de promover a renovacao celular, mas também de
sintetizar as substancias que compdem a epiderme. Para um bom funcionamento do
mecanismo de hidratacdo da pele, a camada cérnea deve ser capaz de reter agua,
de modo que a taxa de evaporacdo da dgua sempre se mantenha num nivel normal.
PROKSCH e colaboradores (2005), por sua vez, afirmam que a hidratacdo cutanea
estéa intrinsecamente relacionada com a integridade da camada cornea.

As amostras do teste de porcentagem apresentaram comportamento
semelhante aos do teste limite, sugerindo-se que a diluicdo das mesmas no controle
negativo Prop nao altera a hidratacéo da pele (Tabela 25).

As propriedades de ocluséo e hidratacdo dos componentes foram observadas
para as formulagbes OC3F, OS3F e AO3F, sendo as duas primeiras CL de fase
lamelar e AO3F uma microemulsédo. Observou-se aumento significativamente maior
da espessura da epiderme e derme quando comparadas ao controle, possivelmente
devido a efeito de hidratacdo, que aumentou 0s espacos intersticiais. Tal efeito ja
tem sido relatado na literatura para sistemas liquido-cristalinos (CHORILLI, 2007).

A atividade oclusiva conferida pelos cristais liquidos também foi citada em
outros trabalhos, como os de BRINON e colaboradores (1998) e SANTOS e
colaboradores (2005). Os autores sugerem que esta acdo esta relacionada a
caracteristica coloidal do sistema emulsionado, o qual possui organizacao no estado
liquido-cristalino semelhante ao das bicamadas lipidicas que unem o0s
queratinécitos, aumentando a coesdo e, consequentemente, a capacidade de
formacao de filme (ROUX et al., 1994; KLEIN, 2002).
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Figura 50. Fotomicrografia evidenciando epiderme de ratos apds os tratamentos: (A)- controle
negativo; (B) — AO; (C) — PROC; (D) — OS (E) — OC. Aumento 10x.

A R

Figura 51. Fotomicrografia evidenciando epiderme de ratos apds os tratamentos: A- controle
negativo; (B) — AO3F; C — OS3F; D — OC3F. Aumento 10x.

A B

Hilris Rocha e Silva



Resultados e Discussao 143

5.4.2.2 Anédlise histopatologica

A evidéncia e interpretacdo de irritacdo no tecido cutaneo podem ser
realizadas por meio de avaliacao histopatoldgica e histométrica, uma vez que estas
permitem a andalise do tecido epitelial, da derme e também das caracteristicas
celulares. Além disso, pode auxiliar o delineamento experimental para a realizagdo
de estudos de eficacia de farmacos na derme e no desenvolvimento de novos
produtos cosmeéticos (MAIA CAMPOS et al., 1990; TADINI, 2005).

A andlise histopatolégica consiste na observacdo visual de bidpsias ao
microscopio optico que permite a avaliagdo qualitativa das diversas estruturas
presentes no tecido cutaneo. A histopatologia, por ser uma analise qualitativa, deve
ser complementada pela histometria, determinando a espessura da epiderme e da
derme, como também quantificando os diversos tipos celulares, principalmente na
derme (SILVA; MAIA CAMPOS, 2000).

Um processo irritativo ira liberar mediadores inflamatorios, mobilizando uma
série de células, principalmente neutrdfilos e linfécitos, com finalidade de combater o
agente agressor ou levar 0s processos imunitarios imunolégicos que facilitariam este
combate (ANDREWS, 1995).

Os mediadores inflamatérios funcionam como quimiotdxicos e como fatores
de crescimento para as células inflamatorias, sendo representados pelos leucécitos
polimorfonucleares, macrofagos e linfécitos, os quais, por sua vez, podem liberar
fatores de crescimento para células endoteliais, fibroblastos e queratindcitos. A
liberacdo destes fatores pode levar, inclusive, a formacéo de tecido de granulacao
(FAZIO et al., 2001).

Uma vez que fibroblastos e leucécitos podem estar presentes em maiores
quantidades numa pele irritada, podem ser usados para predizer irritacdo cutanea.
Os resultados do numero de fibroblastos e leucoécitos nos diferentes grupos
experimentais na derme papilar estédo presentes na Tabela 26 e Figura 52. Trata-se

do nimero de fibroblastos e leucécitos contados em uma area de 30000 pm?.
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Figura 52. Fotomicrografia evidenciando a derme papilar de ratos apés os tratamentos: (A)- controle
negativo; (B)- AO3F; (C) — OC3F; (D) — OS3F.
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Tabela 26. Contagem de leucécitos e fibroblastos (média + DP) para os diferentes grupos

experimentais.

Grupos Contagem

Teste Limite Leucécitos Fibroblastos
PROC 2,6 +1,65 12,47 + 2,30

AO 1,87 +1,53 12,27 + 2,30

oC 3,7+2,18 11,77 £ 1,70

OS 29+1,67 10,17 + 1,82
Controle positivo 6,1 + 3,00 7,83+1,68
Controle negativo 0,67 £ 0,88 9,10+ 1,65

Teste Porcentagem Leucocitos Fibroblastos
PROC60% 3,77 1,57 11,93 +1,72
AO60% 7,03+ 1,65 11,47 + 1,83
0OC60% 0,50 + 0,86 6,13 + 1,04
OC50% 2,17 +£0,95 5,20+ 1,19
0S60% 1,47 +1,01 6,47 +1,61
Controle negativo 0,67 £ 0,88 7,83 +1,68

Teste Dose Repetida Leucocitos Fibroblastos
AO3F 0,27 £ 0,52 12,67 + 2,59

OC3F 0,27 + 0,58 12,13 + 2,36

OS3F 0,17 £ 0,46 16,27 + 2,86
Controle 0,67 £ 0,88 7,83 +1,68

Observou-se que as amostras avaliadas no Teste limite e no Teste
Porcentagem apresentaram contagem de leucécitos e fibroblastos significativamente
maior que o controle. Apenas OC50% apresentou menor contagem de leucdcitos e

OC50%, OS60% e OC60% apresentaram menor contagem de fibroblastos.
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Os dados obtidos para contagem de leucécitos para PROC, AO e OS no teste
limite e teste porcentagem, embora maiores que os obtidos para o controle, ainda
continuam baixos. E importante frisar que estes resultados podem ter ocorrido em
virtude de utilizacdo de matérias-primas puras na pele do animal.

Desta forma, os resultados mais interessantes para 0 NOSSO grupo Sao
agueles obtidos no teste dose repetida, realizado durante 21 dias, em que nao
observou-se diferencas significativas entre os diversos tratamentos e o0 grupo
controle, sugerindo ndo ocorréncia de processos inflamatérios quando se administra
as formulag6es contendo 40% de fase oleosa, 40% de tensoativo e 20% de agua.

Outros dados promissores estdo relacionados a contagem de fibroblastos.
Observou-se que o numero de fibroblastos foi significativamente maior para o0s
diversos grupos experimentais comparados ao controle, indicando que as
formulagbes podem, inclusive, melhorar aspectos relacionados a sustentacdo
cutdnea e regeneracdo celular, uma vez que estas células originardo fibras
colagenas e elasticas.

O fibroblasto é a principal célula para a formacédo do tecido de granulacao,
sintetizando acido hialurdnico, fibronectina, coldgenos tipo | e lll, elastina e
proteases, como a colagenase (KITCHEN & YOUNG, 1998). As formulacbes
testadas (AO3F, OC3F e OS3F) aumentaram a producéo de fibroblastos. Isto, por
sua vez, aumentara a producdo de colageno, que é responsavel pela firmeza e pela
maior espessura e resisténcia de traumas na derme, promovendo reestruturacéo da
pele de maneira satisfatéria (CHORILLI, 2007; SHAPIRO & SALIOU, 2001).

As formulacbes caracterizadas como ME (AO3F) ou CL de fase lamelar
(OC3F e OS3F) promoveram aumento da espessura da epiderme, auséncia de
toxicidade ou processos inflamatérios durante 21 dias, representados especialmente
pela ndo producao de leucocitos, além de aumentarem a producédo de fibroblastos.
Portanto, essas estruturas podem melhorar a interacdo com a pele, como ja relatado
na literatura para sistemas liquido-cristalinos incorporados de substancias como 6leo
de Calendula officinalis e palmitato de retinol (SANTOS, 2006; CHORILLI, 2007).
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5.5 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS COMPONENTES E FORMULACOES

Para avaliacdo da atividade antifingica, foi utilizado o método de difusdo em
disco, cujo principio consiste em colocar um reservatorio impregnado com a amostra
em estudo em contato com o meio de cultura inoculado o microorganismo e, ao final
do periodo de incubacao, fazer a medida do diametro de inibicdo de crescimento,
sendo essa medida um bom indicador de atividade antimicrobiana (PAIVA et al.,
2003).

5.5.1 Avaliacdo da atividade antifungica dos componentes dos sistemas

nanoestruturados

Nestes ensaios, a atividade antifungica foi testada contra Candida albicans. A
Tabela 27 e Figura 53 mostram os resultados dos halos de inibicdo para controles
negativo e positivo, o OC e OS, com e sem fluconazol.

Apesar de a literatura relatar a atividade antifungica dos 6leos de copaiba,
nas condicOes testadas, nao foi observado nenhum halo de inibicdo, portanto,
nenhuma presenca de atividade contra C. albicans. Como esperado, o controle
negativo ndo apresentou halo e o fluconazol apresentou com halo de inibicdo de
28,47 mm. Entretanto, quando os 6leos de copaiba contendo fluconazol, os halos de
inibicdo foram menores que os observados com fluconazol em solucéo (Figuras 53 e
54, Tabela 27).

Tabela 27. Halos de inibicdo obtidos para os 6leos puros, 6leos com fluconazol e controle positivo
fluconazol contra C. albicans.

Amostra Halos de inibicdo (mm=DP)
OC/OS -
OC+fluco 16,73 +0,67%
Fluconazol 28,07 + 0,04°
OS+fluco 19,55 + 0,042
Fluconazol 27,99 +0,05°

(-) auséncia de halo de inibicdo. Valores médios com letras diferentes indicam diferenca significativas
(Tukey, p < 0,05).
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Figura 53. Placas representativas dos testes antifingicos frente aos componentes das formulacdes:
AO, OC, OS, e PROC.
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Verificou-se que comparando os halos de inibicdo de todos os componentes
com fluconazol e do fluconazol em solugéo, houve diferenca significativa, sugerindo
atividade antifungica diferente entre as amostras analisadas, sendo esta maior
guando o farmaco foi avaliado como controle positivo, em solucdo. Um possivel
motivo seria a caracteristica apolar dos 6leos dificultando a difuséo do fluconazol no
meio ou a possibilidade do farmaco estar solubilizado nas goticulas de Oleo,

dificultando sua saida.
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Figura 54. Placas representativas dos testes antifingicos de sinergismo dos 6leos (OC, OS, OE e
AO) com fluconazol.
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5.5.2 Avaliacao da atividade antifungica das formula¢gdes contendo fluconazol

A Tabela 28 apresenta os halos de inibicdo encontrados para as formulacdes
selecionadas com e sem fluconazol submetidas ao teste de atividade antifingica
contra C. albicans. As formulagbes com fluconazol apresentaram atividade
antifingica significativamente maior quando comparadas ao farmaco sozinho,
caracterizando efeito sinérgico da formulacdo com o fluconazol (Figura 55). Este
efeito pode estar associado ao fato dos componentes das formulacoes,
apresentarem sinergismo com o farmaco devido a maior difusédo destes.

Além disso, comparando-se as formulagbes contendo fluconazol, entre si,
observou-se que ndo houve diferenca significativa entre os halos de inibicdo que
manteve-se na média de aproximadamente 36 mm. Esta observacdo mostra que a
inclusdo dos oleos de copaiba pode melhorar a atividade antifungica da formulagéo
provavelmente pela mudanca nas caracteristicas de difusdo do fluconazol do disco
para o meio de cultura, ao estar incorporado na formulacéo.
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Tabela 28. Halos de inibicdo obtidos para as formulacdes testadas contra C. albicans.

Amostra Halos de inibicdo (mm=DP)
OC2/0C4/0S2/0S4 -
OC2+fluco 38,69+0,44%
Fluconazol 28,86 + 0,06 "
OC4+fluco 36,28+ ,08?
Fluconazol 27,74 +0,30°
0S2+fluco 36,06+1,802
Fluconazol 27,95+ 0,02°
0S4+fluco 37,24+ 0,30 2
Fluconazol 28,84 +0,06°"

( - ) auséncia de halo de inibicdo. Valores médios com letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significativas (Tukey, p < 0,05).

Figura 55. Placas representativas dos testes antifingicos de sinergismo das formula¢cdes com e sem
fluconazol.

Formulagao + Fluconazol

Formulacao
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O método de difusdo em disco permitiu obter resultados seguros sem a
interferéncia da cor das amostras utilizadas e ainda permitindo a solubilizacdo dos

compostos em solventes como o cloroférmio, que, embora considerado toéxico, seca
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facilmente quando aplicado no disco, auxiliando no preparo das amostras. Com base
na literatura, este método € um dos mais citados e utilizados na avaliacdo da
atividade antimicrobiana de extratos vegetais (RIOS et al., 1988).

A Figura 56 retrata a comparacdo dos resultados obtidos, onde é possivel
observar a influéncia dos 6leos de copaiba na atividade antifungica das formulacdes
contendo fluconazol. Como os 6leos sédo misturas complexas de véarias substancias,
a atividade antifangica observada ndo pode ser atribuida a uma substancia isolada,
mas ao conjunto delas. Portanto, a composicdo quimica dos 6leos tem um papel
importante na atividade antimicrobiana e essa atividade pode ser potencializada pela

formulacéo.

Figura 56. Valores de halo de inibicdo das formulac8es e controle positivo frente a Candida albicans.
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5.6 AVALIACAO DA LIBERACAO, PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA in

vitro

Nos estudos de liberacdo, permeacédo e retencdo, a metodologia analitica
empregada para a quantificagdo do fluconazol foi a CLAE, sendo que a curva
analitica estd apresentada no Apéndice. Nestes estudos, foram utilizadas como

fases oleosas o OS, devido a viabilidade tecnolégica do mesmo, uma vez que €&
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mais facilmente controlado em suas propriedades quimicas do que OC. As amostras
contendo AO foram utilizadas com o objetivo de comparar a permeacéo e retencao

cutanea com as amostras contendo OS.

5.6.1 Estudo de solubilidade do fluconazol em tampé&o fosfato 0,01 M pH 7,4

O estudo da solubilidade do farmaco na solucéo receptora é muito importante
para garantir a condicdo sink do experimento. Os resultados dos estudos de
solubilidade com o fluconazol em tampao fosfato monobéasico 0,01 M pH 7,4
mostraram que a solubilidade do fluconazol neste meio foi de aproximadamente 7
mg.mL™.

O resultado encontrado assegura que 0s ensaios de permeacao e liberagcao
estdo dentro da condicédo sink e confirma dados da literatura quando ao uso desta
solucéo receptora em experimentos de liberacdo e permeacao cutanea in vitro com
o fluconazol (AYUB et al., 2007).

5.6.2 Liberacéo in vitro

A avaliagéo da liberag&o in vitro do fluconazol nas formulagdes contendo AO
ou OS como fases oleosas permitiu analisar o perfil de liberacdo do farmaco que
pode ser relacionado com a saida do mesmo da matriz farmacéutica (PRACA et al.,
2010; CHOWDRAY et al., 1987). Foram avaliadas as formulacées AO1, AO2, AOS3,
AO4, 0OS1, OS2, OS3 e 0S4, nas mesmas condi¢cdes experimentais por 24 horas,
todas contendo 1% de fluconazol. Avaliou-se também a liberacdo de fluconazol
incorporado nas fases oleosas AO e OS, entretanto OS foi avaliada contendo 0,2%
de fluconazol, que foi a maxima quantidade de farmaco possivel de ser incorporada
nesta amostra. O perfil de liberacdo do fluconazol incorporado em propilenoglicol

(PG) foi utilizado como controle (Figura 57).
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Figura 57. Perfil de liberag&o in vitro (% de liberacdo) do fluconazol incorporado nas fases oleosas
AO, OS e no controle PG (média de n=6).
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As tabelas 29 e 30 mostram as porcentagens de fluconazol liberado em
fungéo do tempo, a quantidade liberada por area (Q real ug/cm?), o fluxo, durante 24
horas, para as formulacdes contendo OS e AO, respectivamente . Observou-se que
em 24h o PG liberou 94% de fluconazol, quantidade estatisticamente maior que os
valores apresentados por AOF (81%) e OSF (64%). Vale ressaltar que em 8h de
experimento, o PG ja havia liberado 87%, enquanto AOF e OSF haviam liberado
aproximadamente 62% e 52%, respetivamente, sugerindo-se que as fases oleosas
podem reter a saida do farmaco da matriz com o tempo (Figura 57). Comparando-se
as duas fases oleosas empregadas nos sistemas, observou-se diferenca significativa
nos valores de fluconazol liberado. Sugere-se que a composicao complexa de OS
contribui para possiveis interacbes do fluconazol com esta fase oleosa, uma vez
que, sabendo que OS dissolve muito pouca quantidade de fluconazol (0,2% em
detrimento de 3,6% para AO), era esperado que ele liberaria o farmaco facilmente.

Para as amostras contendo OS como fase oleosa (Tabela 29, Figura 58),
verificou-se que quase a totalidade de farmaco foi liberada da formulacdo para a
solugcéo receptora, nhuma porcentagem que variou entre 87 a 99% em relacdo a
guantidade inicial de farmaco. J& a amostra contendo apenas OS liberou 64% de
farmaco, sugerindo que a formulacéo facilita a liberagéo do farmaco, ja que nesta ele

terd mais afinidade pelo tensoativo e fase aquosa.
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Comparando-se as formulagbes contendo OS em diferentes proporcoes
(Figura 58 e Tabela 29), verificou-se que as formulagbes OS1F, OS2F e OS4F nao
diferem entre si estatisticamente quanto a porcentagem de fluconazol liberado,
entretanto diferiram estatisticamente de OS3F. A maior quantidade de liberacédo de
farmaco a partir de OS1F, CL - fase hexagonal, quando comparado ao OS2F e
OS3F (CL lamelar) pode estar relacionado a presenca do farmaco no interior dos
tubos cilindricos que compodem os CL de fase hexagonal, facilitando assim o fluxo
do farmaco pela estrutura, possibilitando saida do farmaco. OS2F liberou farmaco
num porcentagem mais semelhante a formulagdo OS1F, enquanto OS3F liberou
menor porcentagem em relagdo as duas amostras, provavelmente devido a
presenca do farmaco entre as lamelas dispostas como “sanduiche”, dessa forma
retendo mais farmaco. OS4F, microemulsdo liberou aproximadamente 98% de
fluconazol em 24h, devido a estrutura da microemulsdo menos viscosa que pode ter
facilitado a liberacdo do farmaco para o meio. Estes resultados sugerem que a
estrutura do sistema pode modular a liberacdo do farmaco com o tempo, sem
contudo dificultar a liberacdo do farmaco, uma vez que a menor porcetagem de

farmaco liberado foi de 87%, valor obtido para OS3F, CL de fase lamelar.

Figura 58. Perfil de liberacé&o in vitro (% de liberacdo) do fluconazol incorporado em formulagbes
contendo OS como fase oleosa (média de n=6).
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Tabela 29. Quantidade de fluconazol liberado a partir de formulagbes contendo OS, por area e

porcentagem liberada, apés 24h de experimento

Amostra | Estrutura Farmaco Qreal Fluxo (J) Liberacédo
2
inicial (ug/cm?) | (MI/CM?) | ug/em?h / R? (%)
24 horas
PG 1694,92 1601,70 | 173,55/ 0,9502 | 94,50 + 6,39
OSF - 338,98 217,2 22,07/ 0,9651 64,25 + 9,05
OS1F CL
hexagonal 2259,89 2249,35 | 118,37/0,9703 | 99,05+ 3,94
CL
OS2F lamelar 2259,89 2169,26 96,35/ 0,9583 93,13 +5,61
OS3F CL 2259,89 1972,23 91,03/ 0,9709 87,27 + 4,17
lamelar
OS4F ME 1694,92 1674,84 | 81, 78/ 0,9574 98,81 +6,41

A Figura 59 apresenta o perfil de liberagcdo do fluconazol em formulaces
contendo AO como fase oleosa, por um periodo de 24 horas. Observando esta
figura, juntamente com a Tabela 29, verificou-se que a amostra contendo apenas o
AO, liberou quantidade de farmaco significativamente maior quando comparada as
formulacdes contendo esta fase oleosa, liberando cerca de 81% de fluconazol em 24
horas. Dentre as formulagcdes, AOS3F liberou significativamente (p< 0,05) mais
farmaco (67%), seguido por AO4F, AO2F e AOLF (Tabela 30). Verificou-se que a
liberacdo aumenta, proporcionalmente ao aumento da quantidade de fase oleosa
nas formulacées AO1 para AO3F. Provavelmente a alta viscosidade de AO1F, CL
de fase hexagonal, associada a maior afinidade do farmaco pela fase oleosa,
disposta na parte externa entre os tubos, ajudou a reter mais o farmaco na sua

estrutura. AO2F, CL de fase lamelar liberou porcetagem intermediaria entre AO1F e
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AO3F. Esta ultima juntamente com AO4 caracterizada como ME, proporciona a
presenca do farmaco se movimentando mais facilmente na interface 6leo-agua e
ficando disponivel mais rapidamente para liberagcdo. AO3F e AO4F liberam maior
quantidade de farmaco em 24h, sendo que AO3F liberou maior porcentagem de
farnaco neste periodo. Neste caso a ME que mais liberou foi AO3F.

Comparando-se as formulagbes contendo AO e OS como fase oleosa,
verificou-se que a quantidade de fluconazol liberado por OS1F, OS2F, OS3F e
OS4F, apés 24h foi significativamente maior que as formulagbes contendo AO,
(AO1F, AO2F, AO3F e AO4F). Portanto, sugere-se que as formulacdes contendo
OS facilitam a liberacdo comparado ao 6leo puro diferindo de formulages com AO
gue sustentam a liberacdo quando comparado a AOF

As tabelas 29 e 30 apresenta os valores de fluxo (J) calculados para todas as
formulagcbes com base na porgdo linear da curva de liberacdo em funcdo da
guantidade de farmaco liberado por tempo. Conforme é possivel observar nas
Figuras 57 a 59, as formulacdes tiveram valores de fluxo correspodentes ao
verificado nos perfis de liberacdo bem como na quantidade de fluconazol liberado no

periodo de 24 horas, quando se compara as mesmas.

Figura 59. Perfil de liberac&o in vitro (% de liberacdo) do fluconazol incorporado em formulagbes
contendo AO como fase oleosa (média de n=6).
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Tabela 30. Quantidade de fluconazol liberado por area e porcentagem liberada, a partir de
formulac8es contendo AO, apos 24h de experimento

Amostra | Estrutura Farmaco Qreal Fluxo (J) Liberacao
2
inicial (ug/cm?) | (M3/CM?) | yg/em?h / R? (%)
24 horas
PG 1694,92 1601,70 | 173,55/ 0,9502 | 94,50 £ 6,39
AOF - 1694,92 1387,56 | 132,12/0,9758 | 81,86 + 6,35
AO1F CL 2259,89 914,94 52,39/ 0,9744 40,48 + 4,67
lamelar
AO2F CL 1694,92 914,17 59,89/ 0,9953 53,17 £ 7,62
lamelar
AO3F ME 1694,92 1135,90 71,09/ 0,9806 67,01 + 3,47
AO4F ME 1694,92 976,05 53,38/ 0,9901 57,58 + 3,54

5.6.3 Permeacdo e reten¢édo cutanea in vitro

Os estudos de permeacao e retengcao cutanea sao importantes para se avaliar
a interacdo de uma formulacdo com a pele, que influencia na liberacdo do farmaco e
também a difusdo do farmaco nas camadas da pele. Essa difusdo pode resultar em
penetracdo do farmaco na pele, permanecendo ou no estrato cérneo ou na regiao
que engobla a epiderme e inicio da derme ou a permeacao propriamente dita do
farmaco através da pele, atravessando todas as suas camadas.

A pele de orelha de porco foi escolhida por possuir caracteristicas de
permeacdo semelhantes a da pele humana (OECD/428, 2004; SCCP, 2006).

Os ensaios de permeacao foram realizados com as mesmas condi¢cdes do
ensaio de liberagdo, com excecado da membrana utilizada e o tempo de experimento.

Escolheu-se comparar a retencdo cutanea no tempo de 6h e 12h apos testes
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preliminares onde foi possivel verificar que, para a maioria das formulagbes, o
fluconazol ndo permeou através da pele.

As Tabelas 31 e 32 apresentam a quantidade de fluconazol em pg.cm™
permeado através da pele de orelha de porco, retido no estrato corneo (EC) e na

epiderme+derme (EP+D), para as formulacdes contendo OS e AO, respectivamente.

Tabela 31. Quantidade de fluconazol, incorporado em formulacdes contendo AO como fase oleosa
retido e permeado na pele apds 6 ou 12h de experimento

Retencéo EC Retencao EP+D Permeacao
(ug.cm™+ DP) (Mg.cm™+ DP) (ug.cm™+ DP)
6h 2,87 +£0,31 19,87 + 8,39 319,19 + 37,19
AOF
12h 9,79+ 2,33 13,43 +1,58 673,64 + 10,57
6h 0,61 +0,32 18,50 + 3,55 0,00
AO1F
12h 11,38 + 2,56 7,19+ 1,52 0,00
6h 2,35+0,12 537+0,41 0,00
AO2F
12h 2,15+0,43 6,96 + 2.08 0,00
6h 2,44 £ 0,54 5,42 + 1,09 0,42 +£0,13
AO3F
12h 0,10+ 0,40 2,96 +1,14 4,29+ 1,45
6h 1,02 £ 0,37 17,59 + 1,23 85,94 + 28,44
AO4F
12h 9,60 + 3,03 7,59 +1,19 130,30 £ 5,77

A quantidade de fluconazol permeado quando este foi incorporado em AO
(AOF) foi maior que o verificado para todas as amostras testadas. A retencéo de
fluconazol na EP+D foi maior tanto apos 6 horas como 12 horas. Para AO1F, CL de
fase lamelar, observou-se retencdo apos 6h, predominantemente na EP+D, e
qguantidade semelhante a observada para AOF, mas ndo houve permeacao e apos
12h, observou-se que houve retencdo de fluconazol entre EP+D e EC. Ja para
AOZ2F, CL de fase lamelar, observou-se que o farmaco ndo permeia nos dois tempos

avaliados, houve uma distribuicdo e os valores de retencdo na EP+D nao variaram
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estatisticamente com o tempo, o que pode indicar a saturacdo da membrana
biologica em 6h (Figura 60).

A formulacdo AO3F, uma microemulsdo, apresentou maior permeacdo apos
12h. Os valores de retencédo no EC e EP+D ap6s 12h foram menores que os de 6h,
indicando que ocorre penetracdo do farmaco e posterior permeacao. Ja AOA4F,
microemulsdo, apresentou maior permeacao, tanto apos 6 ou 12 horas, que as
outras formulac¢des contendo AO, sendo maior a permeacédo apos 12 horas. Apesar
do AO ser um promotor de permeacéo, as formulacfes foram capazes de modular a
penetracdo do farmaco nas camadas da pele. Foram também observados resultados
semelhantes para outros sistemas relatados na literatura contendo AO (LOPES et
al., 2006) e sistemas microemulsionados contendo fluconazol (SALERNO,
CARLUCCI, BREGNI, 2010). E interessante observar que os valores apresentados
para EP+D foram superiores aos valores retidos no EC nas primeiras 6 horas. As
diferencas observadas para a permeacao de fluconazol a partir das microemulsdes
AO3F e AO4F sugere que provavelmente esses sistemas tenham estrutura interna
diferente, influenciada pela proporcao diferente de 6leo de agua. A literatura relata
que diferencas na estrutura interna de ME pode modificar a atividade termodinamica
do farmaco, que favorece a particdo nas diversas camadas da pele (ARAUJO,
THOMAZINE, LOPEZ, 2010; ZHU et al., 2009)

Figura 60. Retengdo cutanea, no estrato cérneo (EC) e na epiderme +derme (ug/cmz2), de fluconazol
incorporado em formula¢des contendo AO.

Hilris Rocha e Silva



Resultados e Discussao 160

Para as amostras contendo OS como fase oleosa (Figura 61, Tabela 32),
observou-se que OSF (fase oleosa OS contendo fluconazol) ndo promoveu
permeacao cutanea. Com o fluconazol solubilizado no 6leo, as quantidades retidas
na EP+D foram inferiores aos valores observados quando o farmaco foi dissolvido
em AO apenas (Tabelas 31 e 32). Observou-se que apds 12h, a quantidade de
fluconazol retida na EP+D foi semelhante ao observado apds 6 horas, podendo ter
ocorrido saturacdo da membrana bioldgica.

A formulacdo OS1F, CL de fase hexagonal, ndo promoveu permeacdo do
fluconazol, entretanto promoveu retencado do farmaco, principalmente no EC, uma
vez que apos 6h a retencdo na EP+D e EC néo foram diferentes significativamente,
mas apos 12h, ela aumentou nas camadas da pele, sendo significativamente
predominante no EC. J4 OS2F, caracterizada como um CL de fase lamelar
apresentou maior permeacdo em 6h do que em 12h e maior retengédo do farmaco
nas camadas da pele quando submetida ao experimento de 6horas, sendo
observada retencdo de fluconazol significativamente maior no EC. Apdés 12h, a
retencao foi maior no EC, entretanto valor menor que o observado para 6 horas.

A formulacdo OS3F, CL de fase lamelar, apresentou ap6s 6 horas maior
retencdo de fluconazol na EP+D e auséncia de permeacdo. Apds 12horas,
observou-se permeacédo cutanea e diminuicdo da retencdo do farmaco nas camadas
da pele. A formulacdo OS4F apresentou 0 mesmo comportamento que OSF em
relacdo a permeacdo, onde se observou permeacdo, em que apdés 6 horas e
auséncia de permeacéao apos 12 horas de experimento, sendo que neste periodo de
tempo verificou que OS4F apresentou maior retencdo no EC e na EP+D quando
comparado com o periodo de 6 horas, sendo a retencdo significativamente maior no
EC (Figura 61).
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Tabela 32. Quantidade de fluconazol, incorporado em formulagfes contendo OS como fase oleosa

retido e permeado na pele apés 6 ou 12h de experimento

Retencéo EC
(pg.cm'zt DP)

Retencao EP+D

(pg.cm'zt DP)

Permeacao
(pg.cm'zi DP)

6h 0,74 +£0,24 2,36 + 0,27 5,43 +1,38
OSF

12h 2,78 £0,47 2,47 +1,82 0,00

6h 2,08 +£1,38 1,16 £ 0,40 0,00
OS1F

12h 36,51 +7,19 7,77+1,11 0,00

6h 23,46 £ 7,35 5,06 + 0,59 23,35+ 3,25
OS2F

12h 3,36 £ 0,95 1,31+0,43 6,29 +0,91

6h 1,45+0,74 7,44 + 2,45 0,00
OS3F

12h 1,1+0,64 2,11+ 0,90 9,16 £1,54

6h 3,64+1,11 2,76 +1,21 0,00
OS4F

12h 13,10 + 3,40 11,52 £ 8,02 0,00

Figura 61. Retencdo cuténea, no estrato cérneo (EC) e na epiderme +derme (ug/cm2), de fluconazol

incorporado em formulagfes contendo OS.
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A escolha de uma das formula¢cdes estudadas vai depender de fatores como,
por exemplo, o tipo de lesdo em dermatomicoses a serem tratadas. No caso de
lesbes abertas, onde ha a presenca de fluido biolégico, de carater aquoso, a
administracdo de ME no local da lesdo pode ser vantajoso, uma vez que ao entrar
em contato com o fluido biolégico, pode absorvé-lo e transformar- se em CL,
possibilitando a formagcdo de um filme, melhorando a oclusdo e permanéncia da
formulacdo no local de acdo. Em inflamacgdes, o uso tanto de ME como CL pode ser
vantajoso, porque tanto neste caso como no primeiro estas formulacdes podem ser
promissoras, devido a melhora das propriedades do farmaco, facilidade de
administracdo, controle da liberagdo do farmaco e manutencdo da hidratacdo e

regeneracao da pele.
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6 CONCLUSOES

v" Os 6leos de copaiba de diferentes procedéncias apresentaram constituintes
majoritarios diferentes. O OE nao apresentou perfil caracteristico de 6leo de
copaiba, mostrando perfil quimico predominante de 6leos fixos. OC apresentou

a-copaeno e acido hardwickiico como constituintes predominantes e OS possui

B-cariofileno como constituinte majoritario.

v Os testes de atividade anti-inflamatéria mostraram que nenhum dos
componentes das formula¢cdes nem o fluconazol apresentaram caracteristicas
nem pré nem anti-inflamatéria, o que pode ser uma vantagem visto que quando
algumas das citocinas sdo produzidas em grande quantidade podem gerar
danos ao organismo. Os resultados sugerem que esta atividade possa estar
relacionada com a concentragcdo das amostras testadas. OE apresentou
comportamento diferente em relacdo a OC e OS, o que confirma as diferencas
observadas quando se comparou os diagramas de fases construidos, bem
como estudos de composicdo quimica dos 3 Oleos de copaiba relatados
anteriormente.

v Os testes de toxicidade em células HepG2 mostraram a citotoxicidade
concentracdo-dependente observada para os Oleos de copaiba OC e OS,
ressaltando a importancia do controle no uso popular destes Oleos. Os
resultados obtidos para OC e OS foram semelhantes, entretanto diferentes dos
encontrados para OE, corroborando com os resultados de CG/EM que
mostraram a composi¢ao quimica diferente apresentada por este ultimo.

v Com a construgdo dos diagramas de fases foi possivel visualizar o
comportamento de fases de sistemas estabilizados com alcool cetilico etoxilado
e propoxilado e os 6leos OC, OS, OE e AO. O tensoativo possibilitou a
formacdo de varias estruturas e interferiu na estruturacdo e no comportamento
reologico das formulacdes. Os sistemas contendo OC e OS mostraram regifes
consideraveis de ME e CL e semelhantes ao observado para o AO, resultados
confirmados pelas analises de MLP e SAXs. Esses resultados, juntamente com
a caracterizacao quimica e biolégica dos 6leos de copaiba, levaram a exclusao

de OE dos testes posteriores.
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v Nos testes de avaliacdo da toxicidade dérmica aguda (TDA) dos
componentes, verificou-se que PROC é um tensoativo seguro para ser usado
em formulacdes topicas. As trés fases oleosas utilizadas nos sistemas, OC, OS
e AO em doses menores como 500 mg/Kg e 600 mg/Kg, semelhantes as
concentragdes usadas nas formulagdes, ndo apresentaram sinais de toxicidade
dérmica aguda.

v' Na avaliacdo da toxicidade dérmica de dose repetida, péde-se concluir que
as formulacbes testadas (AO2F, OC2F e OS2F) sédo seguras para
administragdo cutanea, mesmo quando administrada repetidamente, nao
causando toxicidade nos animais quando comparado ao controle negativo.

v Nos testes histolégicos foi verificado o aumento da espessura da epiderme e
derme com a administracdo destes componentes. O aumento do nimero de
fibroblastos mostrou que a regeneracdo da pele dos ratos nao foi interferida
apos administracéo das formulacoes.

v Os resultados dos testes de atividade antifingica contra Candida albicans
mostraram que o fluconazol interagiu melhor com o meio quando incorporado
nas formulacdes, provavelmente devido as propriedades dos sistemas de
liberacdo como ME e CL de melhorarem as propriedades biofarmacotécnicas
dos farmacos, favorecendo a interagdo com sistemas biologicos. Além disso,
as formulagbes contendo OS mostraram atividade antifingica maior que as
contendo AO, sugerindo que o 6leo de copaiba pode melhorar a atividade
antifungica das formulac¢des contendo fluconazol.

v" Os ensaios de liberagédo in vitro mostraram que as formula¢des contendo AO
e OS podem modificar a liberacdo de fluconazol quando comparadas com o
PG, utilizado como controle. As formulagbes contendo OS liberaram maior
guantidade de fluconazol em 24 horas do que as contendo AO, sendo OS1F
(CL de fase hexagonal) e OS4F (microemulsdo) as que mais liberam, cerca de
99% de farmaco. Ja as formula¢des contendo AO, liberam menor quantidade
de fluconazol que AOF, sugerindo que elas podem controlar a liberacdo de
farmaco.

v Os estudos apresentados neste trabalho permitem planejar de maneira mais

racional os sistemas utilizados para melhorar a eficiéncia e a aplicacdo do
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fluconazol. Portanto, as microemulsdes e cristais liquidos estabilizados com
alcool cetilico etoxilado e propoxilado podem ser usadas para administracdo

cutanea de fluconazol no tratamento de dermatomicoses.
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1 VALIDAGAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA QUANTIFICAGAO
DO FLUCONAZOL POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE)

1.1 Linearidade

A linearidade foi avaliada pela obtencdo de uma curva (Figura 62)
construida a partir das médias de trés curvas obtidas com 10 concentracdes do
fluconazol em solucdo de fase movel. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 31.

A curva apresentou-se linear, com coeficiente de correlagdo (r) de
0,9999, dentro do aceitavel pela ANVISA que é de 0,99 (BRASIL, 2003).

Figura 62. Curva analitica do fluconazol, equacao da reta (y) e coeficiente de correlagéo (rz).
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Observa-se que o coeficiente de variagdo entre as amostras foi baixo,
sendo o maior de 2,119%. De acordo com a ANVISA, o CV néo deve ser
superior a 5% nestes ensaios (BRASIL, 2003).
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Tabela 33. Resultados obtidos para o ensaio de linearidade

Concentracdao tedrica Area dos picos Desvio Ccv
(Mg.mL™*Y) (Au.min)* Padréo (%)**
20 0,011087 0,00015 | 1,327
S0 0,026787 0,00057 | 2,119
100 0,053352 0,00028 | 0,525
150 0,079218 0,00113 | 1,424
200 0,105514 0,00025 | 0,235
250 0,131502 0,00006 | 0,048
300 0,156485 0,00072 | 0,459
350 0,181283 0,00106 | 0,586
400 0,208915 0,00200 | 0,959

*Média das médias das 3 curvas. ** CV- coeficiente de variacdo, calculado em fung&o da média
e desvio padrao das areas obtidas.

1.2 Precisao

Foram realizados dois tipos de ensaios para avaliar a precisdo: a
repetibilidade, no mesmo dia e a intermediéria, em dias diferentes.
A Tabela 32 mostra o0s resultados obtidos para o0 ensaio de

repetibilidade.

Tabela 34. Resultados obtidos para o ensaio de preciséo por repetibilidade.

Concentracao teorica Area* | Desvio Padrédo | CV (%)
(ug.mL ™Y

20 0,01096 | 1,09801E-04 | 1,00162

200 0,10386 | 2,34862E-04 | 0,22612

400 0,20392 | 1,58324E-03 | 0,77639

*Média de trés valores. CV- coeficiente de variagédo.

Na preciséo por repetibilidade foi avaliado o CV em relacdo a area dos

picos encontrados para 3 concentracdes da curva analitica, baixa, média e alta
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(20, 200 e 400 pg.mL™). O CV entre as amostras teve seu maior valor de 1%
para a concentragdo mais baixa, dentro do valor aceitavel pela ANVISA
Observa-se que o coeficiente de variagcdo entre as amostras foi baixo,
sendo o maior de 2,119%. De acordo com a ANVISA, o CV nédo deve ser
superior a 5% nestes ensaios (BRASIL, 2003) conforme relatado no ensaio de
linearidade. O método mostrou-se, portanto preciso.
A Tabela 33 mostras os resultados obtidos para o ensaio de precisédo

intermediaria, realizada em 3 dias consecutivos.

Tabela 35. Resultados obtidos para o ensaio de preciséo intermediaria.

Concentragdao tedrica Area* | Desvio Padrdo | CV (%)
(ug.mL™Y

20 0,01104 1,29853E-04 | 1,17604

200 0,10484 8,48326E-04 | 0,80914

400 0,20776 3,42698E-03 | 1,64952

*Média de trés valores. CV- coeficiente de variagéo.

Observou-se que os valores de CV obtidos estdo dentro do aceitavel
pela ANVISA (<5%).

1.3 Exatidao

A exatidao foi avaliada usando as mesmas concentracbes usadas no
ensaio de Precisdo, tendo os resultados analisados pelo percentual de
recuperacao da amostra, expresso pela relacdo entre as concentracdes médias
e tedricas, conforme mostra a Tabela 34.

Observa-se que o CV para as amostras de mesma concentracdo foi
menor que 1%, sendo maior na concentracéo de 200 ug.mL™*™*. A recuperacéo
ficou entre 99 e 102%, dentro do limite permitido pela ANVISA que é de 80 a
120%, refletindo um método exato

Verificou-se que o coeficiente de variacdo entre as amostras foi baixo,
sendo o maior de 2,12%. De acordo com a ANVISA, o CV ndo deve ser

superior a 5% nestes ensaios (BRASIL, 2003).
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Tabela 36. Resultados obtidos para o ensaio de exatidao.
C. tedrica Area* DP CV (%) Rec (%)
(mg.mL™*Y)
20 0,01111 7,51022E-05 0,67589 99,12
200 0,10317 7,71213E-04 0,74755 101,97
400 0,20362 1,20190E-03 0,59026 101,21

*Média de trés valores. CV- coeficiente de variagdo. Rec — recuperagao.

1.4 Especificidade ou seletividade

Foram analisadas amostras de tampao fosfato pH 7,4 contendo

fluconazol na concentracdo de 150 ug.mL™ e nas formulagdes AO4, OC4 e

0S4, com e sem fluconazol.

A Figura 63 mostra a injecdo de aliquota do tamp&o com fluconazol. O

teste foi realizado em triplicata e € possivel observar que o tampdo nédo

interferiu na analise, uma vez que ndo se observa interferéncia no pico do

farmaco, com tempo de retencdo em aproximadamente 6 minutos e 09

segundos.

Figura 63. Cromatograma referente injecdo de solugcdo tampdo fosfato pH 7,4 contendo
fluconazol (150 pg.mL™).

Na Figura 64, representativa da injecdo de aliquotas das formulacdes

com fluconazol, observou-se que o0s componentes das formulacbes nao
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interferem na andlise do farmaco, nem a fase movel, ja que as solu¢bes foram
preparadas com a mesma.

Figura164 Cromatograma de solucdo das formulacfes selecionadas contendo fluconazol (150
Mg.mL™).

1.5 Limite de deteccéo e limite de quantificacao
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O LD e LQ foram obtidos injetando-se diluicdes do farmaco referentes as
3 concentracdes mais baixas usadas no ensaio de linearidade (20, 50 e 100
ug.mL™), obtendo-se 3 curvas analiticas. Obteve-se os valores os desvios
padrdo das médias dos coeficientes angulares das retas (a) e os coeficientes

lineares (b) das mesmas e a partir dai calculou-se LQ e LD com base nas
equacdes 8 e 9:

33Xo 10X o
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1.6 Robustez

Neste ensaio, avaliou-se a interferéncia de alguns parametros na
guantificacdo/recuperacdo do farmaco. Verificou-se que ao mudar marca da
coluna, marca do HPLC e tipo de detector, ndo houve interferéncia no pico e
tempo de retencdo do farmaco. Portanto, o método pode ser considerado

robusto.

2 CURVA ANALITICA DE FLUCONAZOL EM SOLUCAO RECEPTORA
TAMPAO FOSFATO 0,01 M PH 7,4

A curva analitica (Figura 65) construida a partir da analise de fluconazol
em tampao fosfato de potassio monobasico 0,01 pH 7,4 em CLAE foi utilizada
nos ensaios de liberacéo in vitro, permeacéao e cutanea. Esta curva apresentou-
se linear, com equacédo y= 30,523x +66,25 e coeficiente de correlacéo linear
0,9988, dentro do preconizado pela ANVISA, que é de 0,99 (BRASIL, 2003).

Figura 65. Curva analitica de fluconazol em tampéo fosfato 0,01 M pH 7,4.
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