Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Campus de Araraquara

DESENVOLVIMENTO DE CARREADORES LIPIDICOS
NANOESTRUTURADOS PARA ADMINISTRACAO CUTANEA DE

FLUCONAZOL

FERNANDA PADILLA

Araraquara

2014



FERNANDA PADILLA

DESENVOLVIMENTO DE CARREADORES LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS

PARA ADMINISTRACAO CUTANEA DE FLUCONAZOL

Monografia

Trabalho de Conclusaéo de  Curso
apresentado ao curso de Graduacdo em
Farmacia-Bioquimica, da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, da
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”- UNESP para obtenc&o do

grau de Farmacéutica-Bioquimica.

Orientadora: Profa. Dra. Maria Palmira Daflon Gremiao

Co-orientadora: Profa. Dra. Fernanda Kolenyak dos Santos

Araraquara

2014



DEDICATORIA

Aos meus pais, Janice e Manoel, que sempre se fizeram presentes, em cada etapa

da minha vida, me apoiando e dando a oportunidade de seguir meus sonhos.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus, por me oferecer tantas oportunidades pelo
caminho e por me cercar de pessoas maravilhosas que sempre estado dispostas a
me ajudar e a me ensinar da melhor maneira possivel. Durante esses anos, cada
pessoa que conheci, foi um presente de Deus, pois marcaram minha vida de um

jeito Unico e que jamais me esquecerei.

Aos meus pais, que sdo meus exemplos de vida, que me ensinaram meus valores e
que estiveram sempre ao meu lado me apoiando nas minhas escolhas. Obrigada por

todo amor, paciéncia e ensinamentos.

A minha irm&, Adriana, aos meus avos e aos meus tios que sempre me apoiaram e

torceram pela minha felicidade.

A minha orientadora Profa. Palmira, que é um exemplo de professora e
pesquisadora, e que sempre se mostrou solicita em me ajudar e a contribuir com 0s
meus conhecimentos. Agradeco pela oportunidade de estagio em iniciacdo cientifica

e por todos os ensinamentos! Muito obrigada!

As minhas Co-orientadoras queridas, Hilris e Fernanda, a quem devo quase tudo o
gue eu aprendi até hoje na pesquisa, vocés com certeza sdo exemplos de
profissionais para mim. De modo especial agradeco a Fer, por toda a
disponibilidade, paciéncia, dedicacdo, ensinamentos e amizade durante esses anos.

Lembrarei para sempre dos nossos momentos no lab! Muito obrigada!

As mestrandas e doutorandas do laboratério, Roberta, Fabiola, Liliane, Jéssica,
Maira e Natalia, que sempre me ajudaram quando eu precisei. Obrigada pelo apoio

e carinho.

Aos professores da farmacotécnica, Ana Doéris, Marlus, Raul (in memorian) e Josi,

por todo apoio e ensinamentos.



As minhas irmas de republica e todos os meus amigos obrigada pelos momentos
inesqueciveis, por toda amizade e companheirismo. Fizeram desses anos 0s

melhores da minha vida.

As funcionarias, Margareth e Natalia, pela imprescindivel ajuda, tanto nas aulas de

Farmacotécnica e Tecnologia Farmacéutica, quanto no laboratério.

A Neusa, est4 sempre presente para deixar tudo organizado e limpo. Sua dedicacéo

e simplicidade serviram de exemplo para mim. Obrigada pelas conversas!

Ao CNPq pelo apoio financeiro para o desenvolvimento deste trabalho, na forma de

bolsa de iniciacdo cientifica.

Enfim, obrigada a todos que de uma forma ou outra participaram da minha vida e me

proporcionaram momentos que lembrarei para sempre.

‘Aqueles que passam por nos, ndo vdo sos, ndo nos deixam sos. Deixam
um pouco de si, levam um pouco de nos. ’ - Antoine de Saint-Exupéry



RESUMO

O fluconazol (FLU) é um antifingico muito utilizado no tratamento de
dermatomicoses devido a sua eficacia e seguranca. No entanto, este pode
apresentar perfil farmacocinético muitas vezes inadequado, promovendo recorréncia
da doenca ou resisténcia do fungo, apresentando uma série de efeitos colaterais
além de alta toxicidade. Por esta razdo, h4 uma busca continua de novos
medicamentos antifingicos mais potentes, mas, sobretudo, mais seguros que 0s
existentes. Os carreadores lipidicos nanoestruturados (NLCs) sdo compostos por
uma matriz contendo lipidio liquido e sélido, e possui como uma de suas vantagens
a alta capacidade de encapsulamento. O objetivo do trabalho foi desenvolver e
caracterizar NLCs para administracédo cutanea de fluconazol. A solubilidade do FLU
foi avaliada em acido oleico (AO) e monoestearato de glicerila (GMS) e observou-se
uma maior incorporacdo de FLU na mistura desses lipidios do que nos compostos
isolados. Os NLCs contendo AO, GMS, poloxamer-407, fosfatidilcolina de soja (PC)
e FLU foram desenvolvidos empregando o método de homogeneizacdo em alta
velocidade de cisalhamento a quente. A caracterizacdo foi realizada por
espectroscopia de correlacdo de fotons e os resultados de didametro médio, indice de
polidispersidade e potencial zeta foram de 218,63 e 314,1nm, 0,417 e 0,640 e -28,4
e -25,8mV para os NLCs com (NLC_FLU) e sem o FLU (NLC) respectivamente. No
estudo de estabilidade, as formulagdes NLC e NLC_FLU foram armazenados a 8°C
e a temperatura ambiente e os resultados mostraram maior estabilidade durante os
seis meses para os NLC _FLU armazenada a 8°C. A morfologia dos NLCs foi
determinada por microscopia eletrénica de varredura de efeito de campo na qual os
NLCs apresentaram morfologia esférica e escala nhanométrica. Uma metodologia foi
validada por espectrofotometria na regido do ultravioleta para a determinacdo da
eficiéncia de encapsulacdo (EE) do farmaco que foi de 96,84%. Foram conduzidos
ensaios in vitro de liberacdo, permeacéo e retencao cutanea nos quais o sistema foi
capaz de liberar o farmaco de forma prolongada. A quantidade de FLU permeada
pela pele foi de 0,30ug/cm? e 0,01ug/cm? ficou retido nas camadas superficiais da
pele. Os resultados sugerem que os NLCs desenvolvidos demonstraram potencial
para administracdo de FLU via cutanea.



ABSTRACT

The fluconazole (FLU) is an antifungal drug widely used in the treatment of
dermatomicosis because of its great combination of efficacy as well as your safety
profile. However, this can often provide an inadequate pharmacokinetic profile,
providing resistance of the disease and presenting a large number of side effects as
well as high toxicity. For this reason, there is a continuous search for new potent
antifungal drugs, but above all, safer than the existing ones. The nanostructured lipid
carriers (NLC) are systems produced by a blend of solid and liquid lipid and one of its
advantages is high encapsulation efficiency. The aim of this study was to develop
and characterize NLCs containing fluconazole to cutaneous route. First, it was done
the solubility test of FLU in acid oleic (AO) and glyceryl monoestearate (GMS) which
was observed a higher incorporation of FLU in this blend of lipids comparing with
these lipids individually. The NLCs containing AO, GMS, poloxamer-407, soy
phosphatidylcholine (PC) and FLU, were prepared by method using high-shear
homogenization. The system was characterized by ultraviolet absorption
spectrophotometry and the results of the average size, polydispersity (Pdl), and zeta
potential were 218,63 and 314,1nm, 0,417 and 0,640, and -28,4 and -25,8mV to NLC
with (NLC_FLU) or without FLU (NLC) respectively. For the study of stability, the
NLCs and NLC_FLU was stored at 8°C and at room temperature and the results
showed a greater stability to NLC_FLU stored at 8°C than the other ones after six
months. The NLC were analyzed by field emission gun scanning electron microscope
and the results showed a spherical and nanometric morphology. An analytical
methodology was validated to evaluate the encapsulation efficiency (EE) by
ultraviolet absorption spectrophotometry and the EE obtained was 96,84%. It was
done the in vitro release, cutaneous permeation and retention of FLU which
demonstrate that the NLCs were able to extend the drug release. The amount of
FLU permeated was 0.30 pg / cm 2 and the retained in the upper layers of the skin
was 0.01 pug / cm 2. The results suggest that this NLCs had potential for cutaneous

route administration of FLU.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, tem ocorrido um expressivo aumento da incidéncia de
infecgbes fangicas, que sdo consideradas um dos maiores problemas de saude
publica. Dentre estas infec¢des, se destacam as dermatomicoses, que séo infeccdes
de natureza fungica localizadas na pele, pelos, unhas e dobras periungueais, no
conduto auditivo externo, nas mucosas e zonas cutaneo-mucosas (LACAZ et. al.
2002). Séao de ocorréncia universal, com maior prevaléncia em regides de clima
guente e Umido. Um dos tipos de dermatomicose € a dermatofitose, causada por
fungos dermatéfitos, capazes de invadir ou parasitar tecidos queratinizados, como
pele, pélos e unhas e produzir doengas infectocontagiosas em homens e animais
(CAMPANHA, 2007).

As infec¢Bes fungicas que acometem a pele séo classificadas em subcutaneas,
profundas ou sistémicas. As subcutaneas resultam de infeccdo trauméatica
ocasionando doencas localizadas e as sistémicas podem atingir os 0rgaos internos
do corpo ou se difundirem pela circulagéo sanguinea. (SILVA, 2011)

O tratamento das micoses é dificil e nem sempre efetivo ja que 0 sucesso
terapéutico depende da adesdo do paciente, pois as recidivas sdo frequentes e
principalmente pela mé& utilizacdo ou descontinuidade do farmaco (CAMPANHA,
2007).

Os farmacos antifungicos disponiveis possuem um perfil farmacocinético
muitas vezes inadequado, promovendo recorréncia ou resisténcia, apresentando
uma série de efeitos colaterais além de alta toxicidade. Por esta razdo, ha uma
busca continua de novos medicamentos antifingicos mais potentes, mas sobretudo,
mais seguros que os existentes (SILVA, 2011).

No entanto, o desenvolvimento de um novo antifingico ndo € simples e
representa um grande desafio para todos os pesquisadores da area, uma vez que 0
fungo sendo uma célula eucariotica, possui 0s mesmos alvos potenciais de acéo da
célula do hospedeiro, 0 que confere ao antifingico altos niveis de toxicidade
(SIZENANDO NETO; SVIDZINSKI, 2002).
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Por essa razdo, nas Ultimas décadas vem aumentando o interesse no
desenvolvimento de farmacos e sistemas de liberacdo farmacéuticos para serem
administrados na pele ou mucosas, a fim de exercer acdo local ou sistémica
tentando minimizar os efeitos colaterais causados pela maioria desses farmacos
(SILVA, 2011).

A administragéo pela via cutanea oferece algumas vantagens como evitar o
metabolismo pré-sistémico do farmaco, auséncia de degradacao pelo trato gastro
intestinal, além de melhorar a adesdo do paciente ao tratamento (MACHET,
BOUCAUD, 2002).

A pele é o0 maior 6rgdo do corpo humano, com a funcéo de protecao térmica,
impedindo a perda de 4gua e entrada de qualgquer organismo ou particula estranha
sendo uma barreira eficiente contra a permeacdo de substéncias exdgenas
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

E um 6rgéo estratificado que possui trés camadas distintas: epiderme, derme
e tecido subcutaneo, onde estéo incluidos os apéndices como glandulas sebaceas e
sudoriparas e foliculos pilosos (Figura 1) (WALTERS, ROBERTS, 2002).

Figura 1. Estrutura da pele

: Glandula
Corpusculo sebacea
de Meissner;

Poro
sudoriparo

Camada cornea

Epiderme -| (queratinizada)
Terminagao
nervosalivre
Derme ; 9 | ‘ Glandula

sudoripara

Musculo eretor
do pélo

Hipoderme Tecido subcutaneo

(adiposo)

(Fonte: SILVA, 2011)
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Na camada mais externa da pele, a epiderme, esta localizado o estrato
cérneo que possui um espaco intercelular rico em lipidios, formado por matrizes
lamelares com camadas hidrofilicas e lipofilicas alternadas, além de possuir células
queratinizadas sobrepostas umas as outras e comprimidas em diversas camadas. E
devido a essa composicdo que o estrato corneo € considerado a principal barreira
limitante & permeacgédo de farmacos (WALTERS, ROBERTS, 2002; BLOCK, 2005).

Algumas substancias sédo capazes de interagir com o estrato corneo alterando
a sua resisténcia a penetracdo de moléculas exdgenas, aumentando assim a
permeacdo cutdnea. Esses agentes especificos sdo chamados de promotores de
permeacdo, como o, dimetil-sulfoxido (DMSO), &cido latico, acido oleico, &cido
salicilico, ureia, solventes organicos e o0s tensoativos, 0s quais podem ser
incorporados em formulacdes topicas facilitando assim a difusao do farmaco (SILVA,
2011).

A promocdo de permeacdo de farmacos através da pele pode: melhorar a
liberacdo do farmaco com a utilizacdo de preparacdes farmacéuticas especificas;
aumentar o fluxo ou retencéo do farmaco através da pele, pode também aumentar a
liberacdo localizada, topica ou nos tecidos alvos por meio da pele (MARTINS;
VEIGA,; 2002)

Um promotor ideal deve ser farmacologicamente inerte, ndo toxico, ndo
irritante, quimica e fisicamente compativel com o farmaco e excipientes, aceitavel
cosmeticamente, inodoro e possuir boas propriedades solventes (HADGRAFT, 1999;
SINHA; KAUR, 2000).

A permeacdo de farmacos através da pele pode ocorrer pelas vias:
transcelular, na qual o farmaco atravessa estruturas lipidicas do estrato corneo e o
citoplasma dos cornedcitos, entrando em contato com estruturas hidrofilicas e
lipofilicas; e via intercelular, passando por meio da matriz extracelular de
caracteristica predominantemente hidrofilica (RIGON, 2013). A Figura 2 apresenta o

processo de permeacao.
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Figura 2. Vias de permeacéo de farmacos através do estrato corneo

viaintercebular

opage
nteecehalar

(Fonte: MOSER et al., 2001)

Para uma particula permear a pele, o ideal é que ela tenha um tamanho de
até 700nm. No entanto, alguns estudos sobre permeag¢do veem demonstrando que
particulas de diferentes tamanhos, maiores até do que 700nm, também podem
permear a pele humana (RIGON, 2013; ALVAREZ-ROMAN et al., 2004).

De acordo com PROW 2011, as nanoparticulas podem apresentar trés
diferentes mecanismos de liberacéo, via foliculo piloso (Figura 3a), sulcos (Figura
3b) e estrato corneo (Figura 3c) (PROW et al., 2011).

Figura 3. Absor¢ao percutanea

b) o

(adaptado de PROW, 2011)
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O estrato corneo pode agir como um reservatério do farmaco, pois permite a
penetracdo gradual para o interior das camadas da pele durante um longo periodo
de tempo (PARKER, 2007). Considerando isso, um produto tépico ideal, seria
aquele capaz de liberar concentracdes ideais de farmaco no tecido cutaneo ou leséo
por um periodo de tempo tdo longo quanto o necessario (SILVA, 2011).

Antifungicos da classe dos polienos, como a anfotericina B e a niacina, e da
classe dos azobis como o itraconazol, cetoconazol e fluconazol (Figura 4) sé&o
atualmente os mais eficazes para o tratamento de infec¢cbes flungicas. No entanto,
possuem algumas limitacfes terapéuticas como falta de eficacia devido a crescente
resisténcia dos fungos, indice de tolerancia, espectro de atividade inadequado e
custo excessivo (REX, 2011).

Figura 4. Antifingicos da classe dos azéis
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(Fonte: SILVA, 2011)
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O ideal para um antifangico é que ele possua amplo espectro de acao,
apresente poucas interagcdes medicamentosas, seja seguro em doses terapéuticas,
tenha custo acessivel, ndo apresente resisténcia e além disso tenha acao fungicida
ao invés de fungistatica (SIZENANDO NETO; SVIDZINSKI, 2002).

O fluconazol (C13H12F2NeO) € um pd branco, considerado uma base fraca,
pouco soluvel em agua, sollvel em etanol e acetona, facilmente soluvel em metanol
e muito pouco solavel em tolueno. Trata-se de um derivado triazélico resultante da
substituicdo do anel imidazdlico por triazdlico, tal substituicdo, ampliou o espectro de
acao e seletividade desse farmaco, além de torna-lo menos lipofilico (O"NEIL, 2006;
DASH; ELMQUIST, 2001; COELHO et al., 2004).

Os triazéis, agem inibindo o transporte de substancias essenciais como
aminoacidos, para o interior das células fungicas, por meio da interferéncia na
biossintese de proteinas, RNA e DNA dos microrganismos. H& a inibicdo da enzima
do P450-14-alfa-demetilase, responsavel pela conversdo do lanosterol em
ergosterol. A deplecdo do ergosterol altera a fluidez da membrana celular fungica,
além de favorecer o acumulo de peréxido de hidrogénio nas células levando a danos
celulares (PIGATTO et al. 2009).

Além disso, em comparagao aos imidazolicos, o fluconazol é metabolizado de
forma mais lenta e praticamente ndo altera a sintese do ergosterol das membranas
dos mamiferos, sendo melhor absorvido e menos toxico. (PARK et al., 2007).

Embora o fluconazol apresente uma lipofilicidade suficiente para ser
reabsorvido no tubulo renal, sua depuracao é predominantemente renal devido a sua
alta estabilidade metabolica conseguida pela combinacdo de elementos estruturais
como a resisténcia dos anéis triazélicos ao atague oxidativo, o bloqueio da
hidroxilacdo aromatica pela presenca de dois atomos de flior e o impedimento
estérico da hidroxila, podendo ser um sitio de conjugacao (PEREIRA, 2007).

O fluconazol exerce atividade sobre varias espécies de fungos causadores de
micoses profundas e superficiais e se destaca por sua Otima combinagdo de
eficAcia, caracteristicas farmacocinéticas, solubilidade e perfil de seguranca
(PEREIRA, 2007). Entretanto, € necessario mais estudos para a determinacao de
dose ideal e duracdo do tratamento pois este € muito longo, principalmente quando
h& presenca de lesbBes cutaneas, sendo que a dose quase sempre precisa ser
aumentada para se obter melhor resposta ao tratamento (SILVA, 2011).
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Ao longo dos ultimos anos nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao
desenvolvimento e avaliacdo de sistemas de liberagdo para administracdo de
fluconazol. Klein, 2007 desenvolveu e caracterizou sistemas nanoestruturados
(microemulséo e cristais liquidos) contendo FLU para o tratamento de esporotricose.

Em um estudo de permeacéo intestinal os resultados demonstraram que o
transporte do FLU através da membrana intestinal aumentou de 4 a 5 vezes quando
comparado com o farmaco em solucdo. Desta forma, com os resultados
apresentados, sugere-se que o0 sistema foi capaz de atuar como sistema de
liberacdo para o fluconazol.

Luz, 2011 avaliou a toxicidade dérmica aguda do fluconazol, incorporado em
microemulsdes e cristais liquidos. Os resultados mostraram que 0s sistemas
contendo AO como fase lipidica, ndo apresentaram sinais de toxicidade irreversiveis,
pois desapareceram em 9 dias. Além disso, o AO ndo apresentou alteracdo da
morfologia epidermal. Com esses resultados sugere-se que o AO ndo é identificado
como uma substancia toxica.

Em um estudo realizado por SILVA 2011, foram desenvolvidos sistemas
nanoestruturados (microemulséo e cristais liquidos) estabilizados com alcool cetilico
etoxilado e propoxilado contendo fluconazol para o tratamento de dermatomicoses.
Nos ensaios de liberacdo in vitro os resultados mostraram que as formulagbes
contendo AO foram capazes de modificar o perfil de liberacdo do FLU.

O acido oleico por possuir propriedades promotoras de permeacao, favorece
a penetracdo cutanea devido a sua similaridade com as estruturas do estrato
cbrneo, pois uma vez em contato com essa camada, sua molécula sofre uma torcao
causada pela presenca da dupla ligac&o do tipo cis, gerando poros na superficie do
estrato corneo aumentando sua permeabilidade (HOELLER; KLANG; VALENTA,
2008).

A nanotecnologia representa um grande avanco no desenvolvimento de
sistemas de liberacdo de farmacos. Caracterizados por possuirem tamanho reduzido
de particulas e principalmente pela propriedade de compartimentalizagdo de
farmacos em ambientes restritos, esses sistemas podem direcionar substancias
ativas para regides especificas necessarias ao efeito farmacolégico, além de poder
controlar e prolongar sua liberacdo (MAINARDES et al., 2005, MOURAO et al.,
2005).
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Ha um grande interesse na busca de alternativas tecnoldgicas que melhorem
as propriedades biofarmacéuticas dos farmacos, com o foco no desenvolvimento de
sistemas de liberacdo, como lipossomas, microemulsdes, dispersdes soélidas, cristais
liquidos, nanoparticulas lipidicas solidas e carreadores lipidicos nanoestruturados
(MAINARDES et al. 2006)

As nanoparticulas lipidicas sélidas ou solid lipid nanoparticles (SLNs) foram
desenvolvidas como sistemas carreadores alternativos combinando as vantagens
dos lipossomas, como propriedade de transporte e direcionamento de farmacos aos
locais de acdo, mas evitando desvantagens em relacdo a estabilidade frente a
expulsao do farmaco e a dificuldade de escalonamento. S&o compostas por uma
matriz, que € sélida a temperatura ambiente que protege os farmacos incorporados
contra a degradacéo quimica, além de apresentarem custo relativamente baixo dos
excipientes, capacidade de serem produzidos em larga escala e amplo espectro de
aplicacdo (oral, intravenosa, dérmica, oftalmica) (HU et al., 2008; KRISTL et al.,
2003; KUMAR et al., 2007; LIN et al., 2007; MULLER et al.,2007; RADOMSKA-
SOUKHAREYV, 2007; ZHANG et al., 2006).

Na tentativa de suprir as limitagdes das SLNs, foram desenvolvidos os
carreadores lipidicos nanoestruturados ou nanostructured lipid carriers (NLC). Sao
considerados uma nova geragcao das SLNs, porém, em contraste a estas, que séo
produzidas a partir de lipidios sélidos, os NLCs sdo compostos por uma matriz
constituida de lipidios sélidos e lipidios liquidos (FANG et al., 2008; JANNIN et al.,
2008;TEERANACHAIDEEKUL et al.,, 2007). Devido sua natureza lipofilica, sdo
utilizados como sistemas carreadores para farmacos que sdo mais sollveis em
lipidios liquidos do que em lipidios sélidos (MULLER et al., 2008).

As concentracdes dos lipidios presentes nos NLCs e as suas caracteristicas,
tais como, ponto de fusdo, viscosidade e a forma de cristalinizacdo podem
influenciar a estabilidade dos NLCs. (LIU & WU, 2010). A matriz lipidica resultante
dos NLCs mostra uma redugao no ponto de fusdo quando comparado com as SLNs
(JOSHI, 2008).

O tipo de lipidio utilizado na preparacdo dos NLCs, é o responsavel pela
formacdo de NLCs com diferentes matrizes. (SOUTO & MULLER, 2007), como
ilustrado na Figura 5.
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Figura 5. Classificagdo do modelo de incorporacdo de farmacos nos NLCs

=
| | - y
. m
— ;_‘ [15] - . | ] - -
.
[=] -, -‘;i- '}',‘f
NLC tipo | NLC tipo Il NLC tipo Il

(SOUTO & MULLER, 2007)

e Tipo | se refere ao tipo de cristal imperfeito, devido a formacédo de uma matriz
Unica, que podem acomodar o farmaco.

e Tipo Il é chamado de sistema amorfo, quando a mistura de lipidios ndo é
recristalizada apds o resfriamento, e estes obtém particulas sélidas contendo
sua estrutura amorfa.

e Tipo Ill também chamado de tipo multiplo, ocorre com certos niumeros de
farmacos que sdo mais soluveis no lipidio liquido do que no lipidio sdélido
(SOUTO & MULLER, 2007).

Utiliza-se lipidios liquidos que sejam misciveis nos lipidios sélidos quando
fundidos, assim, na solidificagdo do lipidio solido, este fixa o lipidio liquido em seus
compartimentos (MULLER et al., 2008). Assim, é formada uma estrutura interna
menos ordenada na qual as moléculas de farmaco podem estar mais integradas
entre as camadas lipidicas e/ou entre as cadeias de acidos graxos fazendo com que
0s NLCs apresentem maior capacidade de encapsulamento além de minimizar o
tempo de expulsdo do farmaco (TEERANACHAIDEEKUL et al., 2007).

Os lipidios wusualmente escolhidos séo excipientes comercialmente
disponiveis para 0 uso em cosméticos ou preparacbes farmacéuticas (JOSHI &
PATRAVALE, 2007).

Os tensoativos sdo substancias naturais ou sintéticas que possuem uma parte
lipofilica e outra hidrofilica, responsaveis pela adsor¢cdo de moléculas tensoativas
nas interfaces (ROSSI et al. 2006).
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Geralmente quando h& a incorporagdo de tensoativo na formulacéo, observa-
se a reducdo do tamanho de particula e 0 aumento da estabilidade. Para a escolha
do tensoativo, € importante considerar tanto os principios fisicos, propriedade das
particulas quanto via de administracdo (MULLER et al., 2006). Alguns parametros
como distribuicdo do tamanho das particulas, indice de polidispersidade e potencial
zeta sdo importantes na avaliacdo de estabilidade dos sistemas (HAN, et al.,
2008;TAN, et al., 2010).

Tendo em vista essas dificuldades e sabendo da relevancia das infeccfes
fungicas para a saude publica, se torna cada vez mais necessaria a busca por novas
alternativas tecnologicas para o uso de antifingicos no tratamento dessas doencas,
de uma forma que possibilitem uma maior eficacia do mesmo na terapia e que
forneca maior diversidade de tratamento. Portanto, o objetivo do presente trabalho
foi desenvolver e caracterizar NLCs visando a administracdo cutanea do fluconazol.

Para o desenvolvimento dos NLCs, optou-se pela utilizagdo de monoestearato
de glicerila (GMS), &cido oleico (AO), fosfatidilcolina de soja (PC) e fluconazol como
componentes da fase lipidica, e poloxamer-407 e agua como componentes da fase

aguosa.
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2. OBJETIVO

Desenvolver e caracterizar carreadores lipidicos nanoestruturados a fim de
melhorar as propriedades biofarmacéuticas do fluconazol visando a administracao

cutanea.

2.1. Objetivos especificos

v' Desenvolver NLCs para a incorporacao do FLU;

v' Caracterizar fisico-quimicamente o0s sistemas obtidos, através da
determinacao de diametro médio, indice de polidispersidade e potencial zeta;

v' Avaliar a estabilidade dos NLCs no periodo de seis meses;

v Avaliar a morfologia dos NLCs através de microscopia eletrénica de varredura
de efeito de campo (MEV-FEQG);

v" Validar o método de espectrofotometria na regido ultravioleta para quantificar
o0 FLU nos NLCs;

v' Analisar a eficiéncia de encapsulacédo do FLU nos NLCs;

v' Avaliar o perfil de liberagdo in vitro utilizando membranas de acetato de
celulose;

v' Avaliar in vitro de permeacdo e retencao cutanea empregando peles de

orelha de porco.
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MATERIAIS

3.1. Reagentes e matérias primas:

D N N N N N NN

Acido oléico (Synth®);

Agua deionizada Milli-Q®;

Alcool metilico (QHEMIS®);

Poloxamer — 407 (Pluronic- F127) (Sigma®);
Fluconazol (Purifarma®);

Fosfatidilcolina de soja (Lipoid®)
Monoestearato de Glicerila (Henrifarma®)

3.2. Equipamentos

NS N N N SR RN

< S

Purificador de agua Milli-Q Plus, Direct 8 — Millipore®;

Agitador Ultra-Turrax® (IKA, mod. TC 25 basic);

Espectrofotdmetro UV-VIS ( Hewlett Packard-Kayak XA);

Balanca analitica (SHIMADZU®);

pH-Metro MicroNal® B474;

Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, UK);

Sistema automético com célula de difuséo vertical de Franz — Microette Plus;
(Hanson Research Corporation®);

Microscopio Eletrénico de Varredura — JEOL JSM 7500F;

HPLC Varian® ProStar 310.
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4. METODOLOGIA

4.1. Estudo de incorporacédo do FLU em GMS e AO separadamente.

Primeiramente, realizou-se um teste de incorporacdo do FLU em glyceryl
monoestearate ou monoestearato de glicerila (GMS) e AO separadamente. Para
tanto, pesou-se 1g de GMS e 1g de AO em béqueres separados, nos quais, 0,01g
de FLU foram sendo adicionados a medida que o sistema se saturava.

O teste de solubilidade do FLU em AO foi conduzido até a temperatura de
80°C. Para o ensaio de incorporacdo do FLU no GMS testou-se as temperaturas de
60°C, 70°C, 80°C e 90°C com a finalidade de avaliar a influéncia da temperatura
sobre a solubilidade do FLU.

4.2. Estudo de incorporagéo do FLU na mistura GMS/AO.

Para o estudo de incorporacdo do FLU nos lipidios, preparou-se 2g da mistura
binaria em diferentes propor¢cdes (Tabela 1) com a finalidade de selecionar a
proporcao lipidica que incorporasse maior concentracdo de FLU. O teste iniciou-se a
temperatura de 60°C, 0,01g de FLU foi sendo adicionado em cada amostra. No
momento em que o sistema se saturava, a temperatura era aumentada em 10°C e

seguia-se com as adi¢des do farmaco, até se atingir a temperatura maxima de 90°C.

Tabela 1. Sele¢éo da proporcdo GMS/AO

Amostra GMS(%) AO(%)
1 10 90
2 20 80
3 30 70
4 40 60
5 50 50
6 60 40
7 70 30
8 80 20
9 90 10
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4.3. Desenvolvimento dos NLCs utilizando a técnica de homogeneizacdo em
alta velocidade de cisalhamento.

Os NLCs foram desenvolvidos utilizando o método de homogeneizacdo em
alta velocidade de cisalhamento a quente (Figura 6) conforme descrito por SILVA
2009 e KOLENYAK-SANTOS 2014.

Figura 6. Representacédo esquematica do método de homogeneizagédo em alta velocidade
de cisalhamento a quente
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(KOLENYAK-SANTOS, 2011)

Primeiramente a fase lipidica contendo GMS, AO, fosfatidilcolina de soja (PC)
foi aquecida a 80°C e a fase aquosa contendo agua e Poloxamer — 407 (P-407) foi
aquecida na mesma temperatura. Verteu-se a fase aquosa na lipidica e a emulséo
formada foi submetida a agitacdo de 11000rpm em Ultra-Turrax® por 10 min. Em
seguida, o sistema resultante foi submetido a agitagdo em banho de gelo e foram
acrescentados 12,5mL de agua destilada gelada para obter a solidificacdo dos
NLCs. Nas preparacdes contendo FLU, o farmaco foi adicionado e dissolvido na fase

lipidica e as etapas subsequentes foram as mesmas descritas.

4.4. Caracterizacao fisico-quimica dos NLCs

Os sistemas foram caracterizados avaliando o diametro médio das particulas,
indice de polidispersidade, potencial zeta e microscopia eletronica de varredura de
efeito de campo. Além disso, avaliou-se a estabilidade do sistema, o perfil de

liberag&o, a permeacgao e retengdo cutanea in vitro.
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4.4.1. Avaliacdo do diametro médio, indice de polidispersidade e potencial
zeta.

Os sistemas foram caracterizados por espectroscopia de correlacdo de fotons
(Zetasizer Nano-ZS, Malvern Instruments, UK-Malvern). As preparacdes foram
previamente filtradas em membranas de policarbonato (Millipore®) com poros de
0,22 ym. A temperatura do sistema foi mantida a 25°C.

Para realizagéo dos ensaios, 30 yL de amostra foi diluida em 970 yL de agua
Milli-Q. Os ensaios foram realizados em amostras com e sem o FLU, armazenadas
tanto em temperatura ambiente quanto & 8°C. Para os sistemas armazenados a 8°C,

o tempo inicial foi de seis horas apés o seu desenvolvimento.
4.4.2. Avaliacao da estabilidade dos NLCs

Para o estudo de estabilidade foram analisados o diametro médio, indice de
polidispersidade e potencial zeta de NLCs com e sem o farmaco, determinados
através da técnica de espectroscopia de correlacdo de fétons (Zetasizer Nano-ZS,
Malvern Instruments, UK-Malvern). Os sistemas NLC e NLC_FLU foram
armazenados a 8°C e a temperatura ambiente.

A avaliacao foi feita nos tempos: zero (mesmo dia do desenvolvimento), um
més e seis meses apods o desenvolvimento dos sistemas. Todas as amostras foram
diluidas conforme item 4.4.1 e as medidas foram feitas em triplicata. Para as
formulacbes armazenadas a 8°C as medidas foram realizadas 6 horas apés o

preparo.

4.4.3. Avaliacdo morfolégica dos NLCs por microscopia eletrénica de varredura
de efeito de campo (MEV-FEG)

As andlises foram feitas em Microscopio Eletronico de Varredura JEOL JSM
7500F em modo Alto Vacuo. O estudo foi feito apdés secagem da amostra em
temperatura ambiente (25°C), que foi colocada sobre pino de aluminio e fixada em
cola de carbono. A amostra tornou-se condutora por deposicdo de uma camada de

ouro.
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4.5. Validagcdo da metodologia analitica por espectrofotometria na regiao

ultravioleta

A validacdo da metodologia analitica utilizando espectrofotometria na regiao
ultravioleta para a determinacdo do FLU, foi realizada de acordo com a resolugao
899 publicada pela ANVISA, o International Commision on Harmonisation (ICH) e a
Farmacopeia Britanica. O objetivo de uma validacdo é demonstrar que o método é
apropriado para a finalidade pretendida e deve garantir que o0 método atenda as
exigéncias das aplicagBes analiticas assegurando a confiabilidade dos resultados
(ANVISA, 2003, ICH, 2005; BRITISH PHARMACOPOEIA, 2010).

4.5.1. Construcéo da curva analitica

Para obtencdo da curva analitica, pesou-se 2mg/mL de fluconazol, transferiu-
se para um baldo volumétrico de 100mL. Transferiram-se aliquotas de solucdo
estoque para um baldo volumétrico a fim de obter as concentra¢gbes de 0,10; 0,20;
0,30; 0,40; 0,50; 0,60 mg/mL de farmaco respectivamente e o volume foi completado
com alcool metilico absoluto, essa solucéo foi entdo homogeneizada e em seguida a
absorbancia das amostras foram medidas empregando como comprimento de onda
261nm, em um branco de alcool metilico absoluto. As diluicdes e as curvas foram

preparadas em triplicata.

45.2. Linearidade

A linearidade do método foi determinada através da obtencdo da curva

analitica de FLU em alcool metilico absoluto, descrito no item 4.5.1.

45.3. Precisao

A precisado foi avaliada por ensaios de repetibilidade, sendo intra e inter dia,
realizou-se em trés dias diferentes, sendo preparadas e analisadas trés
concentracbes em cada dia. Para determinar a precisdo, a partir da solucao estoque

de 2mg/mL de FLU em alcool metilico absoluto, preparou-se solucdes nas
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concentragbes de 0,1mg/ml , 0,3mg/ml e 0,6mg/ml o que corresponde as
concentracdes baixa, média e alta respectivamente da linearidade da curva padrao,

os ensaios foram realizados em triplicata.
4.5.4. Limite de deteccéao e limite de quantificacao

Para determinar o limite de deteccédo e quantificacdo, foram preparadas trés
solucbes em triplicata. O limite de deteccéo foi calculado baseando na equacao
conforme descrito no ICH que é expresso conforme demonstrado na Equacgédo 1
(ICH, 2005)

3,3 x«x
LD = T Equacéo 1.

Em que, a = desvio padréo e S=inclinagéo da curva de calibracao.

O limite de quantificacdo foi calculado através da Equacdo 2 conforme
descrito no ICH 2005.

10x«a
LQ = S Equacéo 2.

Em que, a = desvio padrédo e S=inclinacao da curva de calibragéo.

45.5. Exatidao

De acordo com a ANVISA 2003, a exatiddo de um método analitico € a
proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relagcdo ao valor
aceito como verdadeiro. Ela pode ser determinada pela aplicagdo do teste de
recuperacdo da concentracdo média do analito em diferentes concentracfes e pelo
desvio padréo relativo. Deve-se avaliar a exatiddo a partir de, no minimo nove
determinacdes contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, trés
concentragcfes. Baixa, média e alta, feitas em triplicata. A exatiddo € expressa pela

relacdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a
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concentracdo tedrica correspondente, sendo calculada pela Equacdo 3 (ANVISA,
2003). As concentracOes utilizadas para este teste foram 0,1mg/ml (baixa), 0,3mg/mi
(média) e 0,6mg/ml (alta).

Exatiddao= (CME/CT) x 100 Equacéo 3.
Em que, CME= concentracdo média experimental e CT= concentracao teorica.
4.5.6. Robustez

A robustez é a medida da capacidade que o método possui e em resistir a
pequenas e deliberadas variacfes dos parametros analiticos. Indica sua confianca
durante o uso normal. Um método é considerado robusto quando as alteracbes
testadas ndo produzem mudangas significativas nos resultados. Neste ensaio,

avaliou-se a interferéncia de diferentes fabricantes do solvente.
4.6. Avaliacao da eficiéncia de encapsulacdo do FLU nos NLCs

A capacidade de incorporacdo dos farmacos nos sistemas foi avaliada por
espectrofotometria na regido do ultravioleta. Para determinar a eficiéncia de
encapsulacéo, a amostra foi ultracentrifugada na velocidade de 45000 g por 40
minutos a temperatura de 8°C, em seguida separou-se o sobrenadante e este foi
diluido em alcool metilico absoluto e quantificado por espectrofotometria na regido
ultravioleta, em 261nm. A eficiéncia de encapsulacdo foi calculada a partir da
concentragdo de farmaco livre encontrado no sobrenadante e foi determinada

conforme a Equacéo 4.

massa total de FLU—-massa FLU na fase aquosa
EE (%) = X100 Equacéo 4.
( /0) massa de FLU total quag
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4.7. Estudo de liberacéo, permeacgéo e retencao cutanea in vitro

Para avaliacdo do estudo in vitro de liberacdo, permeacéao e retengédo cutanea
construiu-se uma curva analitica (em triplicata) com base na metodologia validada
por Silva 2011.

4.7.1. Curva analitica de FLU em tampéao fosfato 0,01M pH 7,4

As condigbes experimentais utilizadas estdo apresentadas na Tabela 2. Foi
construida a curva analitica do FLU em tampao fosfato de potassio monobasico
0,01M pH 7,4 a partir de uma solucéo estoque contendo 1mg.ml™? de FLU preparada
com o mesmo tampdo. A partir desta solucdo, preparou-se novas diluicbes em
baldes de 5mL, a fim de se obter concentracdes finais de 100, 250, 750, 1250,
1750 e 2000ug.mL™. Cada concentracao foi preparada em triplicata e as solugcdes
foram filtradas em membrana 0,22um e analisadas por CLAE.

A curva foi construida com a média dos valores das areas lidas para cada

concentracao, verificando-se a relagéo linear e o coeficiente de determinacao.

Tabela 2. Condi¢cBes analiticas empregadas nos estudos de liberacédo, permeacéao e
retencao in vitro do FLU

Parametros Condicbes
Coluna C18-RP (VARIAN-CHROMSEP®)
Fase Movel MeOH/H20 (7:3)
Comprimento de onda 210 nm
Meio para preparacdo da amostra Fase movel
Temperatura do forno 25°C
Fluxo 1ml.min-1
Volume de injecao 20 pl
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4.7.2. Perfil de liberacao in vitro

A liberacdo do fluconazol dos NLCs foi avaliada utilizando o equipamento
automatizado de permeacdo cutanea Microette Plus Hanson Research Corporation®
(Figura 7), que contém seis células de Franz modificadas, de volume de 7mL
aproximadamente. A solucao receptora foi o tampéao fosfato monobasico 0,01M pH
7,4 e membrana sintética utilizada foi de acetato de celulose 0,22um (Sigma-
Aldrich®).

Figura 7. Equipamento automatizado de permeacédo cutanea

As células foram previamente preparadas com anel dosador colocado sobre
membrana disposta sobre a célula. Posteriormente foram adicionadas aliquotas de
300uL de NLC_FLU (1,5x103 pg/yL de FLU) em cada célula até completar o anel
dosador (area de exposicéo de 1,77cm?2).

Os experimentos foram conduzidos a 32,5°C e a solugdo receptora
constantemente agitada a 300 rpm, por meio de um placa magnética agitadora onde
as células ficaram dispostas.

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

da quantidade real permeada por tempo em funcao da area de exposicao.
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A Equagédo 5 (USP, 2010), foi utilizada para calcular a quantidade real
liberada/permeada (Q real) em determinado tempo:

Qreal,t=Ct.Vr+XZVc.Cc Equacéo 5.

Na qual:

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

Vr = volume da solucgéo receptora (7 mL)

Cc = concentracdo da amostragem anterior

V¢ = volume amostrado (coletado + limpeza)

4.7.3. Permeacdao e retencao cutanea in vitro

Nos ensaios de permeacdo e retencdo cutanea foram utilizadas peles de
orelhas de porcos, ndo escaldadas, obtidas no Frigorifico Olhos d’Agua, logo apds o
abate rotineiro de animais para o consumo. A escolha da pele de orelha de porco se
deve ao fato de possuir caracteristicas semelhantes a da pele humana (OECD/428,
2004; SCCP, 2006). As orelhas recebidas foram lavadas e 0s vasos sanguineos,
gordura, tecidos e pelos foram removidos com o auxilio de tesoura, descartando-se
as orelhas nas quais foram observados danos na pele. Em seguida, as orelhas
foram dessecadas com auxilio de pinca e bisturi. As peles foram dermatomizadas,
com o auxilio de um dermatdmetro, na espessura de 500um, para retirar apenas o
estrato corneo, epiderme e a camada mais externa da derme.

As peles foram previamente hidratadas e recortadas em tamanhos adequados
para 0s ensaios de permeacdo. Em seguida, foram colocadas nas células de
difusdo, com o lado da derme voltado para baixo em contato com a solucdo
receptora e na parte de cima, na regido do estrato corneo, foi adicionada a
formulacdo. Os experimentos foram conduzidos nas mesmas condi¢des descritas no
item 4.7.2. Amostras da solucao receptora foram coletadas nos intervalos de 4, 6, 8,
10, 12,16 e 24 horas. Os experimentos foram realizados em sextuplicata. A
guantificacdo de FLU foi realizada por CLAE, utilizando a curva analitica obtida.

No experimento de retencdo cutanea a pele ficou exposta por 24 horas, nas

condi¢cdes experimentais da permeacao cutanea in vitro.
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Ao final do tempo, as peles foram retiradas da célula de difusdo e removeu-se
0 excesso de formulacdo com papel. As peles foram fixadas em superficie lisa e a
area exposta a formulacdo (1,77 cm?) foi submetida a técnica de “tape stripping”
(HOSMER et al., 2009; HERAI et al., 2007; LOPEZ et al., 2003) para remoc¢éao 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
vortex por 2 minutos e posteriormente colocado em lavadora ultrassénica por 30
minutos. A solucao foi filtrada em membrana 0,45 ym e avaliada por CLAE para
guantificacdo do farmaco retido no EC.

A pele remanescente (epiderme viadvel + derme, E+D) foi cortada em
tamanhos muito pequenos e colocada em um tubo de centrifuga contendo 5 mL de
metanol, agitado em vértex por 2 minutos, levado ao homogeneizador Turrax® na
velocidade de 11.000rpm, 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.



5. RESULTADOS

5.1. Estudo de incorporacdo do FLU em GMS e AO isolados.
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Para o AO (lipidio liquido), o teste iniciou-se a temperatura ambiente e

terminou em 90°C onde o sistema ficou saturado (Tabela 3).

Tabela 3. Solubilidade do FLU em AO

Farmaco
AO (9) Fluconazol (g) no lipidio Tempoeratura Resultado
%) (°C)
0,99 0,01 1 25 Solubilizou
0,98 0,02 2 25 Solubilizou
0,97 0,03 3 25 Solubilizou
0,96 0,04 4 60 Solubilizou
0,95 0,05 5 60 Solubilizou
0,94 0,06 6 60 Solubilizou
0,93 0,07 6,5 60 Solubilizou
0,92 0,08 7,4 60 Solubilizou
0,91 0,09 8,2 70 Solubilizou
0,90 0,10 9,1 70 Solubilizou
0,89 0,11 10 70 Solubilizou
0,88 0,12 10,7 80 Solubilizou
0,87 0,13 11,5 80 Solubilizou
0,86 0,14 12,3 90 Solubilizou
0,85 0,15 13 90 Solubilizou
0,84 0,16 14 90 Solubilizou
0,83 0,17 14,5 90 Solubilizou
0,82 0,18 15,2 90 Solubilizou
0,81 0,19 15,9 90 Precipitou
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Para o GMS (lipidio sélido), a solubilidade comecou a 60°C e se seguiu até 90°C

(Tabela 4).

Tabela 4. Solubilidade do FLU em GMS

Fluconazol Farmaco no Temperatura
GMS (9) o Resultado
(9) lipidio (%) (°C)
0,99 0,01 1 60 Solubilizou
0,98 0,02 2 60 Solubilizou
0,97 0,03 3 70 Solubilizou
0,96 0,04 4 70 Solubilizou
0,95 0,05 5 70 Solubilizou
0,94 0,06 6 80 Solubilizou
0,93 0,07 6,5 80 Solubilizou
0,92 0,08 7,4 80 Solubilizou
0,91 0,09 8,2 90 Solubilizou
0,90 0,10 9,1 90 Precipitou

Nos testes de solubilidade individuais, obteve-se a incorporagéo de 8,25% e

15,25% de FLU no GMS e no AO respectivamente.

5.2. Estudo daincorporacgao do FLU na mistura GMS/AQO.

No ensaio de selecdo da proporcdo de GMS/AO utilizados como fase lipidica

dos NLCs, observou-se que a quantidade de FLU incorporada na mistura de lipidios

sélidos e liquidos foi maior do que nesses lipidios separadamente e que a mistura

contendo a maior quantidade de AO mostrou-se mais efetiva na incorporacédo do

FLU.

Na tabela 5 encontram-se as porcentagens de FLU solubilizado na mistura

GMS e AO.
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Tabela 5. Porcentagem de FLU solubilizado na mistura GMS/AO

Massa total de Fluconazol

solubilizado (g)

Amostras Total em
- (0] 0,

60°c 70°c goec goc 0 < (0
GMs/A06:4 012 022028 032 4379
GMs/a0 7:3 Ol 017022029 4566

GMs/aA0 82 0,10 017 024 0,29 12.66

GMs/A0 9:1 0,10 017 0,24 0,27 11.89

Conforme demonstrado na Tabela 5, na amostra contendo a proporc¢éo de 6:4
de GMS e AO respectivamente foi possivel solubilizar maior concentracdo de FLU.
Além disso, o tempo necessario para essa solubilizacdo foi menor quando
comparado as proporgbes de 7:3, 8:2, 9:1. Quando preparadas formulagbes com
maiores quantidades de AO (1.9, 2:8, 3.7, 4:6 e 5:5 de GMS e AO respectivamente),
observou-se que ndo foi possivel formar os NLCs, provavelmente para essa
combinacao de lipidios, a baixa concentragdo do lipideo solido dificultou a formacéo
dos NLCs.

Outro aspecto considerado foi a temperatura, em que é possivel observar que
0 seu aumento levou a maior concentracdo de FLU solubilizado. Como
demonstrado, a quantidade de FLU solubilizada em 90° C foi cerca de 3 vezes a
observada na temperatura de 60° C. Apesar de a temperatura de 90°C ter facilitado
a solubilidade do FLU em maiores concentracdes, ndo é aconselhavel utiliza-la, pois
estd muito proximo da temperatura de ebulicio da agua, além disso, as
temperaturas entre 75° e 80°C sao bem descritas na literatura.

Portanto, para a sequéncia do trabalho selecionamos a proporcao de 6:4 de
GMS/AO na temperatura de 80°C.
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5.3. Caracterizacéo fisico-quimica dos NLCs

5.3.1. Avaliacdo do diametro médio, indice de polidispersidade e potencial zeta

A técnica de espectroscopia de correlacdo de fétons determina o coeficiente
de difusdo das particulas por meio da variacdo do espalhamento de luz causado
pelo movimento Browniano destas (SOUZA, 2011).

O indice de polidispersidade € o parametro para definir a distribuicdo do
tamanho das particulas. Amostras com alta distribuicdo de tamanho de particulas
apresentam indice de polidisperséo > 0,7 (NIDHIN et al. 2008).

Uma polidispersidade alta indica que as particulas ndo estdo homogéneas
(JUNIOR, 2004).

A maioria das particulas quando em contato com um liquido, adquire uma
carga elétrica na sua superficie. Este potencial elétrico é chamado de potencial zeta
e é influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante, em razéo da
dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcdo de
espécies idnicas presentes no meio aquoso de dispersdo (HEURTAULT et al., 2003;
SCHAFFAZICK et al., 2003). O potencial zeta é o resultado das cargas elétricas na
superficie da particula, e esta relacionado com a estabilidade fisica do sistema
(OBEIDAT et al., 2010).

Um valor elevado de potencial zeta sendo tanto positivo quanto negativo,
demonstra que as particulas tendem a repelir uma das outras, podendo indicar boa
estabilidade ao sistema, porém se o valor for baixo ou nulo havera uma tendéncia de
aproximagdo e possivel aglomeracdo podendo o sistema flocular facilmente
(PANDOCHI, 2009).

A Tabela 6 mostra a média dos valores de didametro médio das particulas bem
como indice de polidispersidade (Pdl) e potencial zeta de NLC com e sem o FLU,
armazenados em temperatura ambiente e a 8°C. Todas as analises foram feitas em

triplicata.
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Tabela 6. Valores de diametro médio, indice de polidispersidade e potencial zeta de NLC
com e sem o FLU, armazenados em temperatura ambiente e a 8°C

Parametro Temperatura ambiente Temperatura de 8°C
avaliado
NLC NLC_FLU NLC NLC_FLU
Diametro medio 356 g 203,7 314,1 218,63
(nm)
Pdl 0,612 0,443 0,640 0,417
Potencial Zeta 29,8 -28.03 258 28,4

(mV)

Conforme apresentado na Tabela 6, é possivel observar que a adi¢cdo do FLU
levou a uma diminuicdo do didmetro médio das particulas e do indice de
polidispersidade para ambos os sistemas armazenados a temperatura ambiente e a
8°C. Isso sugere que a presenca do farmaco altera a regido lipofilica e influencia na
organizacdo da matriz lipidica dessas particulas, diminuindo os seus diametros
(KOLENYAK-SANTOS et al. 2014).

Os valores encontrados de Pdl do NLC e NLC FLU indicam um amplo
tamanho de distribuicdo. Resultados semelhantes foram reportados pelo nosso
grupo de pesquisa, Kolenyak-Santos et al., 2014 no qual observou-se um alto valor
de Pdl em NLCs contendo praziquantel. Com os resultados apresentados, 0s
autores sugeriram que processo de solidificacdo favoreceu a transicdo de fase
originando particulas com amplo tamanho de distribuicdo. Por outro lado, a
incorporacado do FLU nas particulas reduziram os valores de Pdl, o que pode indicar
gue o farmaco contribuiu para a estabilizacao do sistema.

Com os valores altos de potencial zeta encontrados, sugere-se uma boa
estabilidade do sistema. De acordo com Barrat 1999, o potencial zeta pode ser
usado para determinar o tipo de interacéo entre a substancia ativa e os carreadores,
uma vez que o farmaco possa estar encapsulado ou adsorvido na superficie da
particula.

Os resultados encontrados mostraram uma pequena variacdo no valor de
potencial zeta com a adicdo do FLU nos NLCs, sugerindo que uma parte do farmaco

foi encapsulado e outra parte pode estar adsorvido na superficie da particula.
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5.3.2. Avaliagcédo da estabilidade dos NLCs

A partir dos valores em triplicata de diametro médio, indice de
polidispersidade e potencial zeta, foram calculadas suas médias e representados

nos graficos das Figuras 8, 9 e 10.

Figura 8. Avaliacdo do diametro médio(nm) dos NLCs no periodo de seis meses
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1000 -
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1 més
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NLC NLC_FLU NLC NLC_FLU

Como apresentado na Figura 8, para as amostras contendo o FLU, verifica-se
gue o diametro médio das particulas € menor em comparacado com as NLCs sem o
farmaco. No armazenamento a temperatura de 8°C, ndo houve muita variacdo de
valores de didmetro médio encontrados, podendo sugerir que o resfriamento
favoreceu a estabilidade de ambos os NLCs. Por outro lado, os sistemas
armazenados a temperatura ambiente, foram estaveis até o primeiro més, porém
observou-se uma instabilidade apds o periodo de seis meses, 0 que pode ser notado
pelo alto valor de didmetro médio encontrado principalmente na amostra NLC_FLU,

gue atinge 1um.
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Figura 9. Avaliacdo do Pdl dos NLCs no periodo de seis meses
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Na Figura 9, observou-se que, o Pdl do sistema NLC_FLU armazenado em
temperatura de 8°C foi menor e permaneceu mais estavel durante os seis meses
com valores entre 0,325 e 0,417 , em comparagdo com NLC_FLU armazenado em
temperatura ambiente, 0,274 e 1,0 e com 0s outros sistemas sem o FLU com valores
entre 0,612 e 0,687. Esses resultados podem sugerir que o farmaco e o resfriamento
contribuiram para a homogeneidade e estabilidade do sistema.

Os resultados de potencial zeta sugerem que os NLCs apresentaram estaveis
durante o periodo de seis meses, com valores entre -23,5mV e -29,8mV, porém
essa estabilidade é favorecida com a adicdo do farmaco e o armazenamento a
temperatura de 8°C, como demonstram os valores de -28,4mV e -31,13mV para
NLC_FLU, conforme apresentado na Figura 10.
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Figura 10. Avaliacéo do potencial zeta (mV) dos NLCs no periodo de seis meses

NLC NLC_FLU NLC NLC_FLU

M Inicial
1 meés

6 Meses

-35 ©  Temperatura Ambiente Temperatura de 8°C

5.3.3. Avaliacdo morfolégica dos NLCs por microscopia eletrbnica de varredura
de efeito de campo (MEV-FEG)

A microscopia eletrénica de varredura de efeito de campo foi realizada a fim
de verificar a morfologia dos NLCs. Conforme ilustrado nas Figuras 11 e 12, todos
0s NLCs apresentaram uma morfologia esférica e diametros em escala nanométrica,
esses resultados estdo conforme os descritos por SHAH 2007 (SHAH, et al. 2007).
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Figura 11. Morfologia dos NLCs sem FLU por microscopia eletrénica de varredura de efeito

de campo.
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Figura 12. Morfologia dos NLCs com FLU por microscopia eletrénica de varredura de efeito
de campo.
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5.4. Validacdo da metodologia analitica para determinacéo de FLU por

espectrometria ultravioleta.

A Figura 13 mostra o espectro de absorcdo maxima do FLU em alcool

metilico em que é possivel confirmar que o pico de absor¢do maxima foi de 261nm.



42

Figura 13. Espectro de absor¢éo do FLU em &lcool metilico
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5.4.1. Linearidade

A linearidade do método de quantificacdo do FLU foi determinada através da
regressao linear da curva analitica pela equagdo dos minimos quadrados onde, y =
2,219x + 0,0161 e o coeficiente de determinacao foi r> = 0,9999 (Figura 14). O
critério minimo aceitavel do coeficiente de determinacdo (r?) deve ser igual 0,99
(ANVISA, 2003).

Figura 14. Curva analitica do FLU em metanol no comprimento de onda de 261nm
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Os resultados estdo em conformidade como preconizado pela ANVISA, (que
sugere r’=0,99) indicando uma boa linearidade para o método desenvolvido.

5.4.2. Precisao

E a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem mudltipla de uma mesma amostra (ANVISA, 2003;
BRITISH PHARMACOPEIA, 2010; ICH, 2005).

Para verificar a precisao, realizou-se ensaios de repetibilidade, (intra-corrida)
e precisdo intermediaria (inter-corrida), utilizando trés niveis de concentracao,
sendo, a baixa (0,10mg/mL), média (0,30mg/mL) e alta (0,60mg/mL), realizadas em

triplicata e com trés replicas para cada concentracao, conforme Tabela 7.

Tabela 7. Precisao intra-corrida

Absorbéancia (261nm)

Concentragéo ed Desvio Coeficiente
édia N
de FLU N1 N2 N3 Padrgo de Variacdo
(%)

0,1mg/ml 0,2361 0,2364 0,2313 0,2346 0,0029 1,2199

0,3mg/ml 0,6870 10,6822 0,6829 0,6840 0,0026 0,3791

0,6mg/ml 1,3475 1,3419 1,3541 1,3478 0,0061 0,4531

A Tabela 7 mostra que o CV entre as amostras foi baixo, sendo que o maior
valor foi de 1,21% para a menor concentracdo. De acordo com a ANVISA, o CV néo
deve ser superior a 5% nestes ensaios (ANVISA, 2003). O método mostrou-se,

portanto preciso.
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A Tabela 8 mostra os resultados obtidos para o0 ensaio de precisao

intermediaria, realizada em trés dias consecutivos.

Tabela 8. Precisao inter-corrida

Absorbancia (261nm)

Concentragéo viédi Desvio  Coeficiente
édia .
de FLU N1 N2 N3 Padrgo de Variacao
(%)
1°dia 0,2361 0,2364 0,2313 0,2346 0,0029 1,2199

2°dia 0,1mg/ml 0,2400 0,2386 0,2409 0,2398 0,0012 0,4833

3°dia 0,2267 0,2272 0,2301 0,2280 0,0018 0,8052

1° dia 0,6870 0,6822 0,6829 0,6840 0,0026 0,3791

2°dia 0,3mg/ml 0,6907 0,6855 0,6882 0,6881 0,0026 0,3779

3°dia 0,6688 0,6795 0,6683 0,6722 0,0063 0,9412

1°dia 1,3475 1,3419 1,3541 1,3478 0,0061 0,4531

2°dia 0,6mg/ml 1,3338 1,3601 1,3680 1,3540 0,0179 1,3225

3°dia 1,3185 1,3247 1,3320 1,3251 0,0068 0,5100

Os dados apresentados nas Tabelas 7 e 8 mostram que o método é preciso
para a quantificacdo do FLU, pois observou-se que os valores de CV obtidos estédo
dentro do preconizado pela ANVISA (<5%).
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5.4.3. Limite de deteccdao e limite de quantificacéo

O limite de deteccdo € a menor quantidade de analito em uma amostra que
pode ser determinado. Limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito em
uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo (ANVISA, 2003,
ICH, 2005, BRITISH PHARMACOPOEIA, 2010).

A Tabela 9 mostra os valores do limite de deteccédo e de quantificacao.

Tabela 9. Limite de detec¢éo e Limite de quantificagéo

Limite
Inclinagéo _ Limite de
Intercepto  Desvio de -
Concentracdo dacurva quantificacao
(b) Padrédo deteccao
(a) (mg/ml)
(mg/ml)
0,1 mg/ml
0,3 mg/ml 2,215233 0,0142  0,003676 0,005475 0,016592
0,6 mg/ml

5.4.4. Exatidao

A exatidao (Tabela 10) foi avaliada usando as mesmas concentracdes usadas
no ensaio de Precisdo, tendo os resultados analisados pelo percentual de
recuperacdo da amostra, expresso pela relacdo entre as concentracfes meédias e

tedricas.
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Tabela 10. Exatidao

Concentracdo Concentragéo DP CVv Recuperacéao
tedrica real (%)
0,1mg/ml 0,1130 0,0029 1,2199 113
0,3mg/ml 0,3144 0,0026 0,3791 104
0,6mg/ml 0,6122 0,0061 0,4531 102

Os dados mostram forte acordo entre os valores experimentais e tedricos,

indicando que 0 método € exato para o objetivo proposto.

5.4.5. Robustez

Neste ensaio, avaliou-se a interferéncia do fabricante do solvente (metanol)

na quantificacdo/recuperacéo do farmaco.

Tabela 11. Robustez

Parametro Abs Desvio Padrao CcV
IT BAKER® 0,6704 0,0073 1,0940
PA-ACS Carlo 0,6504 0,0146 22491
ERBA®

Verificou-se que mesmo variando o fabricante do solvente utlizado no
método, ndo houve interferéncia significativa nos valores de absorbancia do

farmaco. Portanto, o método pode ser considerado robusto.
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5.4.6. Determinacéao da eficiéncia de encapsulagcao

A Tabela 12 apresenta os dados obtidos para a eficiéncia de encapsulacéo
dos NLCs.

Tabela 12. Eficiéncia de encapsulacédo dos NLCs

Concentracao o _
] Eficiéncia de
Concentracao farmaco
Amostra . _ Encapsulagéo
tedrica (mg) determinado
(%)
(mg)
NLC FLU 500 15,75882 96,84

Os resultados obtidos foram satisfatérios mostrando uma alta efici€ncia de
encapsulacdo na matriz dos NLCs. Esse resultado pode ter sido favorecido pela

interacdo do farmaco com a matriz do sistema.

5.5. Estudo de liberacéo, permeacéo e retencdo cutanea

O estudo de liberacéo, permeacéo e retencdo cutanea foi realizado conforme
descrito nos itens 4.7.2. e 4.7.3.

5.5.1. Curva analitica de FLU em tampao fosfato 0,01M pH 7,4

A linearidade do método de quantificacdo do FLU por CLAE, foi determinada
através da construcdo da curva analitica do FLU em tampao fosfato de potassio
monobasico 0,01M pH 7,4 (Figura 15). A partir dos valores das areas encontradas
nos picos foram calculadas as médias, utilizadas para a construcdo da curva
analitica versus concentracdo. O desvio padrdo para a inclinagédo e o intercepto da
curva foi calculado.

Os resultados encontrados foram utilizados nos ensaios de liberagéo in vitro e

permeacado cutanea.
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Figura 15. Curva analitica do FLU em tampao fosfato de potassio 0,01M pH 7,4.
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A curva analitica apresentou-se linear, com equac¢ao y=0,0557x — 0,0172 e
coeficiente de determinacdo de 0,991, demonstrando uma linearidade do método de
acordo com ANVISA, 2003.

5.5.2. Liberagéao in vitro

A avaliacdo da liberacdo in vitro de formulagcbes permite analisar o perfil de
liberacdo do farmaco, isto pode estar relacionado com a saida do mesmo da matriz
farmacéutica (PRACA et al., 2010).

O teste de liberacao in vitro foi realizado para os NLCs acrescido de 0,5% de FLU. A

Figura 16 apresenta o perfil de liberacdo da formulacao.
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Figura 16. Perfil de liberagdo do FLU incorporado nos NLCs
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De acordo com a Figura 16, nas primeiras seis horas sédo liberadas as
maiores concentracfes de farmaco, ocorrendo uma diminuicdo da taxa de liberacéo
nas demais horas, porém essa liberagdo continua crescente, sendo observada uma
concentracao de aproximadamente 17,7ug/cmz2 no final de 24 horas, mostrando que
o sistema € capaz de prolongar a liberagcéo do farmaco.

A Tabela 13 mostra a porcentagem de FLU liberado do NLC por um periodo
de 24 horas.

Tabela 13. Quantidade de FLU liberado em sua forma livre e encapsulado nos NLCs apos
24h de experimento

Farmaco Inicial

Amostra Q real (ug/cm?) % Liberacao
(Hg/cm?)

PG _FLU 1694,92 1601,70 94,50

NLC FLU 1500 17,708 1,180

Dados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa (SILVA, 2011) tem demonstrado
uma liberacéo de 94,50% de FLU em propilenoglicol (PG) (Tabela 13) testado como
controle. Com os resultados apresentados, podemos prever que os NLCs sé&o

capazes de prolongar a liberagéo do FLU.
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5.5.3. Permeacdao e retengcdo cutanea in vitro

Os ensaios de permeacao e retencao in vitro foram realizados com o intuito
de avaliar a interacdo do sistema com as camadas da pele.

Durante a difusdo do farmaco, ele pode ficar retido no estrato cérneo, ou na
regido que engloba a epiderme e derme ou pode também permear por todas as
camadas da pele (SILVA, 2009).

Esses ensaios foram realizados com as mesmas condi¢cdes do ensaio de
liberacdo, com excecdo da membrana utilizada e os tempos de coleta. Os resultados
encontrados para a permeacgao cutanea estéo ilustrados na Figura 17.

Figura 17. Perfil de permeacé&o cutanea do FLU
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O tamanho das particulas € muito importante para a permeacgdo cutanea.
Dependendo do tamanho, pode ocorrer uma permeacao seletiva através dos ductos
foliculares ou retencdo sobre a superficie cutanea (ALVAREZ-ROMAN et al. 2004).
Além disso, os NLCs podem interagir com o estrato coérneo, devido a sua
composicao lipidica, facilitando a permeacdo do farmaco através da pele (LEE,
2000).

Conforme demonstrado na Figura 17, o perfil de permeacdo cutanea se
mostra crescente durante as 24 horas de experimento, sugerindo que ainda ha uma

permeacdo do fluconazol apds esse periodo. O tamanho nanométrico e a
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composi¢cdo lipidica dos NLCs podem ter influenciado positivamente nesse
resultado.
As Tabelas 14 e 15 mostram os resultados para a permeacdo e retencao

cutanea do fluconazol.

Tabela 14. Quantidade de fluconazol permeado na pele

Amostra Q real (ng/cm?)

NLC_FLU 0,3091

Tabela 15. Quantidade do fluconazol retido nas camadas da pele

Concentracao retida
Camada da pele

(Hg/cm?)
Estrato Corneo 0,004518
Derme e epiderme 0,005682

De acordo com a Tabela 15, pode-se observar que houve uma concentragéo
de aproximadamente 0,0102 pg/cm? de farmaco retido nessas camadas apés 24
horas enquanto que a concentracdo permeada na pele foi de aproximadamente

0,0391 pg/cm? sendo maior do que a retida.
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6. DISCUSSAO

As dermatomicoses séo infeccfes fungicas causadas por inmeras espécies
de fungos, cada qual com a sua patogenicidade, sendo que algumas sao
consideradas superficiais, como é o caso das candidiases (Candida sp), e outras
profundas, como a esporotricose causada pelo fungo Sporothrix schenckii que pode
até mesmo atingir a circulacao sistémica e outros 0rgaos.

Para o tratamento dessas doencas, € preciso pensar hdo somente no farmaco
de escolha, mas também na estratégia do sistema de liberacdo farmacéutica,
visando conciliar a patogenicidade que cada doenca possui, com as propriedades
biofarmacéuticas que esses sistemas podem oferecer.

Considerando isso, pode-se dizer que a retencdo ou permeacao do farmaco
podem ser interessantes dependendo do tipo de infec¢céo fungica em questao.

Nesse trabalho, optou-se pelo desenvolvimento de NLCs ao invés das SLNs,
devido aos resultados do ensaio de selecdo de lipidios e de solubilidade do FLU na
mistura.

O desenvolvimento dos NLCs foi possivel com a técnica de homogeneizacao
a alta velocidade e cisalhamento, no qual foram obtidos NLCs com escala
nanomeétrica, com amplo espectro de distribuicdo e relativamente estaveis. A
utilizacdo de outras técnicas como homogeneizacdo em alta pressédo a quente ou a
frio por exemplo, deve ser considerada na tentativa de se obter particulas com
diametro médio e indice de polidispersidade de valores menores aos encontrados
neste trabalho.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que os NLCs desenvolvidos e
analisados podem ser utilizados para a incorporacdo de fluconazol, visando

aumentar sua eficacia terapéutica.
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7. CONCLUSAO

Foi possivel incorporar o FLU em maior quantidade na mistura de lipidios
(GMS/AO) do que quando comparado com esses componentes isolados, sendo
entdo escolhidos para compor a fase lipidica dos NLCs.

Foram encontrados NLCs contendo ou ndo o FLU com morfologia esférica e
observou-se uma diminuicdo do diametro médio e Pdl nos NLCs que continham o
fluconazol.

Os sistemas NLC_FLU que foram armazenados a 8°C se apresentaram mais
estaveis durante os seis meses em comparacdo com NLC sem FLU armazenados a
temperatura ambiente, sugerindo que o armazenamento a baixas temperaturas seja
interessante para garantir a estabilidade desses sistemas.

Para a validacdo da metodologia analitica todos os parametros empregados
foram satisfatorios e estdo em conformidade com o preconizado pela ANVISA e ICH,
indicando que o método de espectrofotometria na regido do ultravioleta € eficaz para
a quantificacéo do FLU.

Os NLCs apresentaram eficiéncia de encapsulacdo de 96,84% indicando alta
encapsulacéo do farmaco pelo sistema.

O ensaio de liberagéo in vitro mostrou que os NLCs apresentaram uma baixa
porcentagem de liberacdo do farmaco em 24 horas, apresentando um perfil de
liberag&o prolongado, estando de acordo com o objetivo do trabalho.

O ensaio de permeacéo e retencdo cutanea in vitro demonstraram uma maior
quantidade de fluconazol permeada e uma menor quantidade retida. O perfil de
permeacdo permaneceu crescente durante as 24 horas, estando de acordo com a
cinética de liberacdo encontrada.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que o sistema contendo AO,
GMS, PC, Poloxamer 407 e fluconazol, se mostrou potencial para administragéo via

cutanea.
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