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REIS, T. A. Desenvolvimento de uma formulacdo topica contendo fluconazol
nanoencapsulado para o tratamento de candidiase vulvovaginal. Brasilia, 2014.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas). Faculdade de Ciéncias da Salde,
Universidade de Brasilia, Brasilia, 2014.

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infeccdo causada por fungos da espécie Candida
sp. Os tratamentos sdo comumente realizados através da administracdo oral, sendo o
fluconazol (FLU) o mais utilizado. Notadamente, a via de administracdo topica € mais
vantajosa que a oral, por reduzir os efeitos adversos sistémicos. No entanto, as formulagdes
convencionais proporcionam a absor¢do incompleta ou em baixas concentracdes do
farmaco, comprometendo o sucesso deste tipo de terapia. Este trabalho teve como objetivo
desenvolver e caracterizar uma formulacdo contendo nanoparticulas de quitosana (NP-QS)
encapsulando o FLU (NP-FLU) e avaliar a capacidade dessa formulagdo em aderir-se a
mucosa e sustentar a liberacdo do farmaco para esse tecido. Métodos analiticos para
doseamento do FLU em solucdo ou extraido da mucosa utilizando Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia foram validados. A solubilidade do FLU em meio aquoso foi
determinada como sendo igual a 5,8 mg/mL em temperatura ambiente. As NP-QS e NP-
FLU foram obtidas utilizando a técnica de geleificacdo ionotropica e caracterizadas pelo
tamanho, indice de polidispersividade (IPD), potencial zeta e morfologia. As NP-QS
apresentaram forma esférica, tamanho de 271,72 + 59,46 nm, IPD de 0,345 + 0,060 e
potencial zeta igual a +46,16 + 6,72 mV. As NP-FLU encapsularam 40% do farmaco e nao
diferiram significativamente (p < 0,05) das NP-QS quanto aos parametros de
caracterizacdo. As NP-FLU apresentaram estabilidade fisica durante 90 dias. A incubacéo
das NP-FLU com NP de mucina e posterior analise de tamanho de particulas indicou que
as NP-QS apresentam propriedades mucoadesivas. Os estudos de liberacdo e permeacao in
vitro, utilizando membrana de acetato e mucosa bucal de suinos, respectivamente, foram
realizados em células de Franz comparando-se quatro formulagdes: uma solucdo de FLU
(SOL-FLU), as NP-FLU, gel contendo FLU (G-FLU) e gel contendo as NP-FLU (G-NP-
FLU). As formulagfes contendo as NP sustentaram pelo menos 2 vezes a libera¢do do
FLU em comparagdo a SOL-FLU. N&o foi possivel quantificar o FLU que permeou a
mucosa durante as 2 h de experimento a partir de nenhuma das formulag6es avaliadas. No
entanto, o FLU penetrou a mucosa a partir da formulagdo NP-FLU em quantidade 1,5
vezes menor se comparado & SOL-FLU. Néao houve diferenga significativa (p<0,05) nas
quantidades recuperadas da mucosa a partir das NP-FLU e G-NP-FLU, indicando que as
NP conseguem sustentar melhor a liberagdo de FLU para a mucosa do que o gel somente.
A formulagdo desenvolvida contendo NP-FLU, portanto, mostrou-se capaz de (i)
permanecer por mais tempo em contato com a mucosa e (ii) promover a liberacao
sustentada do FLU para a mucosa, mostrando-se como uma alternativa eficiente para o
tratamento tépico da CVV.

Palavras-chave: Nanoparticulas, Quitosana, Fluconazol, Candidiase, Liberagdo Topica.
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REIS, T. A. Development of a topical formulation with cationic nanoparticles
encapsulating fluconazole for improving the topical treatment of vulvovaginal
candidiasis. Brasilia, 2014.Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéutica). Faculdade
de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2014.

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is an infection attributed to an overgrowth of Candida
species, mainly C. albicans. The treatments are often carried out by the oral administration,
like fluconazole (FLU). It is known that topical treatment is more advantageous than oral,
because it reduces systemic side effects. However, conventional formulations provide
incomplete or low concentrations of drug into the mucous, reducing the success of this
kind of therapy. The purpose of this work was to develop and characterize a hydrophilic
formulation containing chitosan nanoparticles (CS-NP) loading FLU (FLU-NP) and
evaluate its ability to adhere to mucous and sustain drug delivery to this tissue. Analytical
HPLC methods were properly validated for determination and recovery of FLU from
mucous FLU solubility was determined as being 5.8 mg/mL at room temperature. CS-NP
and FLU-NP were prepared by the ionotropic gelation technique and characterized
according to their size, polydispersity index (PDI), zeta potential and morphology. CS-NP
presented spherical shape, 271.72 + 59.46 nm of size, PDI equal to 0.345 * 0.060, zeta
potential of +46.16 + 6.72 mV and were physically stable for 90 days. FLU-NP were very
similar to CS-NP, with encapsulation efficiency of 40%. FLU-NP incubation with mucine
NP following by particle size determination indicated they possess mucoadhesive
properties. Release and permeation studies were carried out in vitro in diffusion Franz cells
using celulose acetate membrane and porcine mucous respectively, from four different
formulations: a FLU solution (FLU-SOL), FLU-NP, a FLU gel (FLU-G) and a gel
containing the FLU-NP (G-FLU-NP). All the tested formulations sustained at least 2-fold
FLU release in comparison to the FLU-SOL. FLU did not permeate the mucous membrane
in detectable amounts during the 2 h of experiments from any evaluated formulations.
However, FLU penetrated the mucous membrane in amount 1.5-fold less from the FLU-
NP formulation if compared with FLU-SOL. There was no significant quantities recovered
from the mucous membrane from FLU-NP and G-FLU-NP, indicating that the NP are able
to sustain FLU delivery to the mucous membrane, better than the formulation FLU-G. In
conclusion, the developed formulation containing NP was capable of (i) remaining for
longer periods in contact to the mucous membrane and (ii) performing a sustained delivery
of FLU to the mucous membrane, indicating to be efficient for the treatment of VVC.

Keywords: Nanoparticles, Chitosan, Fluconazole, Candidiasis, Topical Delivery.
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1. Introducéo

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma doenca com alta incidéncia clinica, cujos
agentes etiolégicos sdo fungos do género Candida sp, principalmente os da espécie C.
albicans. Ela é caracterizada pelo corrimento vaginal de um fluido esbranquicado, com
odor desagradavel, acompanhado de coceiras locais, eritemas, inchago, escoriacdes e
desconforto, que causa incdmodo a paciente para exercer suas atividades rotineiras, seja ela
de trabalho ou lazer, além de comprometer sua vida sexual (FAN e L1U, 2010; KENNEDY
e SOBEL, 2010; HURLEY, 1979; NYIRJESY, 2008). Estima-se que aproximadamente
75% das mulheres terdo pelo menos um episddio de CVV até os 25 anos de idade (RAD et
al., 2012). Além disso, muitas mulheres apresentam quadros recorrentes de CVV. A
candidiase vulvovaginal recorrente (CVVR) é caracterizada por, no minimo, quatro
episodios de CVV durante o periodo de um ano (RODRIGUES, 2003). Os estudos sobre as
causas dessa recorréncia ainda mostram-se inconclusivos, mas acredita-se que esteja
relacionado a ndo eliminacdo completa do fungo da regido vaginal.

Os antifungicos utilizados no tratamento da CVV pertencem ao grupo azol, sendo o
fluconazol (FLU) o mais prescrito para este fim por ser estavel e apresentar baixa
toxicidade (SODHI et al., 2003; FAN e LIU, 2010; MARTINS et al., 2012). Existem no
mercado diversas formulacdes de uso topico e oral para tratar a CVV e a prescri¢do varia
de acordo com o grau da infeccdo e recorréncia da vaginite.

Na administracdo de farmacos, a via tOpica apresenta varias vantagens em relacéo a
via oral, como a utilizacdo de menores doses do farmaco, com consequente diminuicdo da
toxicidade e a eliminacdo dos efeitos colaterais provocados pela administracdo sistémica.
No caso do FLU, seriam evitados efeitos colaterais gastrointestinais, hepaticos, dores de
cabeca e tonturas (SEKHAVAT et al., 2011; MEDLEY, 2012). No entanto, o baixo tempo
de residéncia das formulages convencionais em contato com a mucosa vaginal dificulta a
absorcdo do farmaco nesse tecido, muitas vezes comprometendo a efetividade do
tratamento e requerendo da paciente o incobmodo da reaplicacdo do produto diversas vezes.

Vérias alternativas vém sendo estudadas para aperfeicoar tratamentos através da via
topica, proporcionando uma liberacdo controlada de farmacos e hormdnios na mucosa
vaginal (BAUM et al., 2012; NAKAYAMA et al., 2009). A utilizacdo de nanoparticulas
(NP) de quitosana (QS) como carreadores de farmaco apresenta-se como uma opgao viavel

ao tratamento de CVV. Este polimero apresenta propriedades mucoadesivas, excelente



biodegrabilidade, biocompatibilidade (NAGPAL et al., 2010) e baixa toxicidade. As
formulacdes preparadas com QS (NP-QS) deverdo permanecer aderidas a mucosa vaginal
por mais tempo, liberando o antifingico FLU gradualmente para esse tecido. Além disso,
estudos comprovam que a QS possui propriedades antifungicas (ING et al., 2012),
podendo agir de maneira sinérgica ao farmaco no combate a vaginite.

Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo a elaboracdo e
caracterizacdo de uma formulacdo inovadora contendo NP-QS para carrear o farmaco
FLU. Busca-se um sistema que seja capaz de (i) sustentar a liberacdo do farmaco e (ii)
aumentar o tempo de residéncia da formulagdo em contado com a mucosa, 0 que deve

garantir melhor eficiéncia do tratamento local da CVV.



2. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo desenvolver uma formulagdo tdpica contendo NP-
QS carreando o FLU, capaz de se aderir & mucosa vaginal e de sustentar a liberacdo do
farmaco neste tecido, tornando mais eficiente o tratamento topico para a candidiase

fangica.

Obijetivos especificos do trabalho:

e Padronizar e validar os métodos analiticos por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) para doseamento do FLU nos sistemas desenvolvidos;

e Determinar o coeficiente de solubilidade do FLU;

e Obter NP-QS para carrear o FLU;

e Obter NP-QS com FLU encapsulado (NP-FLU);

e Caracterizar as NP-QS e NP-FLU quanto ao tamanho, potencial zeta, morfologia,
estabilidade fisica e eficiéncia de encapsulacéo (EE);

e Obter uma formulacéo na forma de gel contendo as NP-FLU;

e Auvaliar as propriedades mucoadesivas das NP-FLU frente as NP de mucina (NP-
MCN);

e Determinar o perfil de liberacéo in vitro do FLU nanoencapsulado;

e Auvaliara estabilidade do FLU em contato com mucosa de suinos;

e Determinar o perfil de permeacdo in vitro do FLU nanoencapsulado através da mucosa

de suinos



3. Revisao da literatura

3.1. Candidiase Vulvovaginal

A CVV é uma doenca infecciosa de origem fingica, causada por fungos da espécie
Candida sp. De acordo com HOLANDA et al. (2007), a CVV pode ser considerada uma
doenca de salde publica por sua alta incidéncia, que pode atingir até 75% das mulheres.
Entretanto, sabe-se que de 25% a 50% das pessoas sadias apresentam esse fungo em
diferentes regides do corpo como boca, intestino e/ou vagina (DRAKE e MAIBACH,
1974), orofaringe, dobras de pele, bem como pode ser detectado em secrecdo brénquica,
urina e fezes (NYIRJESY, 2008; ROSA e RUMEL, 2004). Além disso, o fungo ja foi
isolado do solo, de vegetais em decomposicdo, de aguas poluidas e areia de praia
(PURCHIO, 1978). Os sinais mais comuns da CVV sdo corrimentos vaginais
esbranquicados, inchago, vermelhiddo e coceiras intensas e, muitas vezes, um diagndstico
precipitado ou errbneo é realizado baseado apenas na presenca desses sinais, sem um
exame citolégico para confirmacdo (NYIRJESY, 2008; RAD et al., 2012).

A Candida sp é um fungo oportunista e alguns fatores desencadeadores sdo
necessarios para que ocorra a manifestacdo e proliferacdo da doenca. Esses fatores incluem
relagcbes sexuais sem preservativos, gravidez, ingestdo de anticoncepcionais com alta dose
de estrogénio, diabetes, disfuncdes da tiredide, obesidade, uso de dispositivos intrauterinos
(DIU), méa nutricdo, anemia, corticoterapia, quimioterapia, infec¢des cronicas, uso de
antibidticos, doencas imunoldgicas e imunodeficiéncias (DRAKE e MAIBACH, 1974;
NYIRJESY, 2008; SOBEL, 2007). Alguns autores afirmam que a regido geografica e o
clima também podem desencadear a doenca, pois ela ocorre com maior incidéncia em
paises de clima quente e imido, condigdes que sdo ideais para desenvolvimento do fungo
(HOLANDA et al., 2007; KENNEDY e SOBEL, 2010).

Os agentes etioldgicos da CVV sédo fungos de varias espécies do género Candida
sp, sendo a C. albicans a espécie mais comum (HURLEY e LOUVOIS, 1979; KENNEDY
e SOBEL, 2010; RAD et al., 2012). No entanto, alguns estudos mostram que a incidéncia
de casos com outras espécies, denominadas de Candida n&o albicans, como, por exemplo,
C. glabrata e C. tropicalis, estdo aumentando com o passar dos anos por motivos ainda
desconhecidos (KENNEDY e SOBEL, 2010; NYIRJESY, 2008; RAD et al., 2012; ROSA

e RUMEL, 2004). A espécie C. glabrata, por exemplo, é a segunda espécie mais comum a



causar a CVV, de maior incidéncia em mulheres mais maduras, e mais resistente aos
tratamentos convencionais que as outras espécies de Candida sp (RAD et al., 2012).

A Candida albicans caracteriza-se por apresentar grande quantidade de
clamidosporos (filamentos formadores do aparelho vegetativo dos fungos) esféricos,
terminais e blastosporos ovoides ou globosos (Figura 1) (MAC DONALD e WEGNER,
1962), estruturas responsaveis pela infeccdo e penetracdo do fungo (TASCHDJIAN et al.,
1960). A espécie cresce com a presenca das vitaminas biotina e tiamina (VAN UDEN e
BUCKLEY, 1970) e com uma dieta rica em carboidratos (MARTINS, 1980; MURILLO
DE LINARES e MARIN, 1978), pois esta levedura assimila o aglicar como Unica fonte de

carbono para o seu crescimento.
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Figura 1 — Candida albicans: (A) Esquema da micromorfologia do fungo (adaptado de
LACAZ, 1980); (B) Microscopia do fungo da cepa ATCC 10231 (adaptado de TAMBE,
2005); (C) Cultivo de Candida albicans da cepa ATCC 10231.

A viruléncia da espécie estd relacionada a sua capacidade em modificar-se nos
tecidos, dificultando a acéo das células fagocitarias residentes (GOLDSTEIN et al., 1965).
Apo6s a invasdo tecidual, o crescimento do fungo passa a ser predominantemente
filamentoso e surgem, a partir dai, as manifestacdes clinicas (KOZINN e TASCHDJIAN,
1962; VAN HUDEN, 1960). Apesar da Candida albicans desenvolver-se melhor entre a
faixa de pH de 5,0 até 6,4 (JOHNSON, 1954), sabe-se que no pH vaginal normal, que é de

3,5 a 4,5, ela consegue manter seu crescimento sem gerar alteracdes no pH (BEREK e



NOVAK, 2008). A mucosa vaginal propicia, portanto, condi¢bes ideais de umidade e
temperatura para a proliferacdo desse fungo, independente de sua faixa de pH ideal, o que
ajuda a explicar a recorréncia dos quadros de CVV.

A CVV é classificada como recorrente (CVVR) quando mulheres apresentam esse
diagnéstico, no minimo, quatro vezes em um ano (NYIRJESY, 2008; RAD et al., 2012).
Os fatores que ocasionam a CVVR ainda estdo em estudo e ndo esté claro se elas ocorrem
devido a uma pré-disposicdo genética ou ao tratamento incompleto. Em ambos os casos, 0

tratamento torna-se diferenciado e mais intenso (NYIRJESY, 2008).

3.2. Tratamentos para a CVV

O tratamento utilizado para a CVV ¢ prescrito segundo a intensidade da doenca
fangica e do seu grau de recorréncia. Nos anos 80, os tratamentos tdpicos eram realizados
com fungicidina, clordantoina, miconazol, clotrimazol, cortisona (apenas para aliviar
prurido e irritagdo vulvar) e, o mais comum, violeta de genciana (SALVATORE, 1980) —
que foi substituido pelos derivados imidazélicos devido a acédo irritante e a cor que as
lesGes tratadas assumiam (LACAZ, 1977).

Atualmente, os farmacos para tratamento da CVV dividem-se em dois grupos:
agentes polienos e agentes azolicos. No grupo dos polienos, encontra-se a nistatina,
prescrita desde 1970 (BARLOW et al., 1970). No entanto, tem-se observado que a sua
susceptibilidade a dose-dependéncia pode comprometer a eficacia da terapia (FAN e LIU,
2010; MARTINS et al., 2012). Os farmacos mais utilizados para o tratamento da CVV
pertencem ao grupo azol, com destaque para 0 FLU e o cetaconazol de uso oral, e 0
clotrimazol e o miconazol de uso topico (NYIRJESY, 2008).

Os antifangicos do grupo azol agem inibindo o citocromo P450 fungico, que atua
como uma oxidase na sintese de ergosterol, um componente essencial da membrana
citoplasmatica dos fungos. O FLU (Figura 2) é um agente antifungico pertencente a
subclasse dos triazois e € utilizado para tratamento de diversas micoses. Ele oferece
vantagens clinicas e microbioldgicas, possui um bom perfil de seguranca, baixa toxicidade,
baixa massa molecular (MM 306,27 Da) e caracteristicas hidrossoltiveis (FRONTLING,
1988). Ademais, quando solubilizado em meio acido, o FLU encontra-se ndo ionizado

devido ao seu valor de pKa igual a 2,0, permitindo assim sua absor¢do no intestino



(ANSEL et al., 2007). Por essas razdes, o FLU tem sido o agente antifingico mais
utilizado no combate a CVV (SEKHAVAT et al., 2011).
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Figura 2 — Estrutura quimica do FLU (MM = 306,27 Da).

A concentracdo inibitéria minima (CMlgyy) do FLU, ou seja, a concentracdo de FLU
que inibe o crescimento de 90% de espécies de Candida é alcancgada entre 72 ha 96 h, em
tecido vaginal. Ap6s a administracdo oral de uma Unica dose de 150 mg do farmaco, a
concentra¢do permanece alta por no minimo trés dias (SEKHAVAT et al., 2011).

O FLU vem sendo utilizado somente através da via de administracdo oral ja que sua
acao topica deve ser prejudicada por sua hidrossolubilidade. Apesar de ser considerado
levemente solivel (AULTON, 2005), a sua interacdo com a mucosa Vvaginal (de
caracteristicas lipofilicas) é dificultada, impedindo que o farmaco atinja o tecido em
concentracdes adequadas para desempenhar sua acdo. Desta forma, as formulacGes topicas
disponiveis atualmente no mercado nacional para tratamento da CVV néo incluem em sua
composicdo o FLU.

SEKHAVAT et al. (2011) compararam a eficacia dos tratamentos tdpico e oral da
CVV, avaliando 70 pacientes que receberam 200 mg de clotrimazol intravaginal
diariamente durante sete dias e 72 pacientes que receberam 150 mg de FLU em dose Unica
por via oral. Apdés um més, e com acompanhamento regular, 17 pacientes do primeiro
grupo ainda possuiam os sintomas da CVV, contra apenas um paciente do segundo grupo.
Este estudo mostra a eficiéncia do farmaco FLU e, ao mesmo tempo, indica que novas
estratégias devem ser estudadas para melhorar a eficacia do tratamento topico da doenga.

Os tratamentos realizados por via oral, apesar da comodidade de administragéo, por
normalmente serem de dose Unica, possuem como desvantagem a presenca de efeitos
colaterais importantes, como problemas gastrointestinais e dores de cabeca. O efeito toxico
da alta dose administrada sistemicamente também deve ser levado em consideragéo,

principalmente quando consideradas as altas taxas de CVVR. A terapia topica evita a



ocorréncia desses efeitos colaterais sisttmicos uma vez que limita a exposi¢cdo do
organismo ao farmaco a area aplicada e permite que se administrem menores doses do
farmaco, resultando em menor exposicdo do paciente a doses toxicas da substancia
(GONZALEZ et al., 2011; SEKHAVAT et al., 2011).

3.3. Liberacédo de farmacos na mucosa vaginal

Dentre as vérias abordagens farmacotécnicas com o objetivo de controlar a
liberacdo de farmacos na mucosa vaginal, muitas ainda em fases de estudo, estdo a
utilizacdo de comprimidos antifangicos mucoadesivos (HOMBACH et al,
2008;KARASULU et al., 2004), évulos para liberacdo vaginal de antifingicos e horménios
(DELLENBACH et al., 2000; NAKAYAMA et al., 2009), géis com matrizes poliméricas
para tratamento de infec¢bes fungicas, farmacos antivirais no combate ao HIV (DANG et
al., 2012; KARIMUNNISA e ATMARAM, 2012; LI et al.,, 2012), matriz sélida para
liberagcdo de agentes antivirais no combate ao HIV (GUNASEELAN et al., 2012) e anéis
vaginais para prevencdo de doencas sexualmente transmissiveis ou como forma
contraceptiva (BAUM et al., 2012; HAN et al., 2007; NUVARING, 2012; SAXENA et al.,
2009).

A mucosa vaginal é composta por um epitélio escamoso estratificado ndo-
queratinizado e possui um padrdo caracteristico de cristais e sulcos transversais (BEREK e
NOVAK, 2008). Dentre as diversas secrec@es produzidas na vagina esta 0 muco cervical,
gue é uma substancia gelatinosa composta por agua, acucares, enzimas e glicoproteinas
(MARRIOTT e GREGORY, 1990; UNIFESP, 2014). A mucina (MCN) é a principal
glicoproteina e corresponde a 90% de todo muco cervical. Elaconfere propriedades
viscoelaticas ao muco e contribui para que o residual de cargas presente na mucosa seja
negativo, devido aionizacdo de residuos sulfatados em baixos pHs e a presenca do acido
sélico. Essa carga negativa do muco contribui para que ocorra uma serie de ligacdes de
hidrogénio e outras interacdes eletrostaticas entre ele e o0s excipientes farmacéuticos
(EDSMAN e HAGERSTROM, 2005; PEPPAS e SALLIN, 1996).

As caracteristicas da mucosa vaginal aliadas ao potencial da nanotecnologia séo
uma alternativa para melhoria do tratamento topico de infeccdes locais promovendo a
liberacdo controlada de farmacos para este tecido (Figura 4). Apesar de pouco explorada

para tratamentos vaginais, alguns estudos ja mostram a eficiéncia da nanotecnologia para



esse fim (ENSIGN et al., 2012; MALLIPEDDI e ROHAN, 2010). Recentemente, GUPTA
e VYAS (2012) prepararam NP lipidicas sélidas para encapsular o FLU e verificaram que
0 tratamento terapéutico topico com as NP conseguiu eliminar eficientemente o fungo
Candida albicans inoculado em ratos. No entanto, o uso de NP poliméricas com
propriedades mucoadesivas poderia aumentar o tempo de residéncia dessas nanoestruturas
na mucosa. A interacdo entre a mucosa e as NP reduziria o0 nimero de aplicacdo de doses
do medicamento e aumentaria a comodidade deste tipo de tratamento para o paciente. A
Figura 3 resume de maneira esquematica a proposta deste trabalho, que utiliza NP
poliméricas para promover a liberacdo mais sustentada de um agente antifingico na

mucosa vaginal.

Gel vaginal Nanoparticulas
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Figura 3 — Representacdo e comparac¢do da liberacdo controlada de um farmaco contido
em um gel convencional e em NP (adaptado de ENSIGN et al., 2012)

3.4. Nanotecnologia aplicada ao desenvolvimento de medicamentos

3.4.1. Contexto historico da nanotecnologia

O conceito de nanociéncia surgiu com o fisico Richard Feynman em dezembro de
1959, em uma palestra nomeada There plenty of room at the bottom (Ha muito espaco 14
dentro), no Instituto de Tecnologia da California durante a Reunido anual da Sociedade
Americana de Fisica (DA SILVA, 2005). Devido a incredulidade e falta de recursos de
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apoio a ciéncia, suas ideias e a manipulacdo dos a&tomos comecaram a ser realizadas apenas
nos anos 80, ganhando grande investimento na década de 1990.

De acordo com a Fundacdo Nacional da Ciéncia (2000), nanotecnologia pode ser
definida como pesquisa e desenvolvimento de tecnologia nos niveis atbmico, molecular ou
macromolecular, fornecendo informagdes para a compreensao dos fenébmenos e materiais
em nanoescala, criando e usando estruturas, dispositivos e sistemas com outras
propriedades e funcdes devido ao seu tamanho diminuto. A escala de comprimento pode
variar de 1 a 100 nm, sendo aceito valores maiores - entre 200 e 300 nm - quando ha
revestimento de polimeros, com as necessidades de cada pesquisador e do mercado
consumidor.

O uso da nanotecnologia nos setores computacional, agrébnomo, automotivo, em
cosmeticos e no tratamento do cancer esta em ascensdo. Entre os anos de 2005 e 2013, o
namero de produtos no mercado que oferecem algum tipo de nanotecnologia aumentou de
54 para 1628 (LOVELL, 2013). Com tal aumento, surgiram preocupacgdes referentes a
regulamentacdes e toxicidade dos diferentes tipos de NP (SHEUFELE et al., 2007), dando
origem ao “Primeiro Congresso Internacional sobre Nanotoxicologia” (PRIESTLY, 2006).
No Brasil, ha o projeto de lei 5133/2013 (CAMARA DOS DEPUTADOS, 2013) que visa
regulamentar a rotulagem dos produtos que fazem uso da nanotecnologia, que tem seu

crescimento previsto para as proximas décadas (Figura 4).
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Figura 4 — Representacdo do panorama referente ao inicio da nanotecnologia e a
prospectiva de crescimento (VENTURA-LIMA, 2013).
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Dentre as inumeras aplicacbes da nanotecnologia na é&rea da saude, os
nanomateriais, que possuem tamanhos similares aos sistemas e moléculas bioldgicas,
podem ser manipulados para adquirirem caracteristicas e funcdes desejadas, tornando-os
de grande interesse para fins médico-farmacéutico como carreadores de farmacos e para

uso em diagndsticos (KIM et al., 2010).

3.4.2. NP poliméricas

Nas Ultimas décadas, o uso de microparticulas e NP estdo em ascensdo, sendo
muito utilizadas em formulacdes tdpicas para a liberacdo sustentada de farmacos
(NAGPAL et al., 2010; RAJAN e RAJ, 2013). As NP podem ter diversas matrizes e serem
produzidas por meio de diferentes métodos. As NP lipidicas s6lidas, por exemplo, sdo
facilmente administradas, possuem boa eficicia terapéutica, baixo custo, e possuem
facilidade para incorporar farmacos hidrofilicos e hidrofébicos (GUPTA e VYAS, 2012).
As NP poliméricas, por outro lado, sdo mais rigidas e podem ter rapida ou baixa
velocidade de bioerosdo, dependendo das caracteristicas do material que as compdem
(GRATIERI et al.,, 2011). As caracteristicas dos polimeros ou a possibilidade de
incorporacdo de outros ligantes em sua superficie conferem propriedades especiais as NP.
Os polimeros ndo-idnicos, por exemplo, sdo 0s mais biocompativeis, enquanto 0s
polimeros catibnicos apresentam importantes propriedades mucoadesivas (CALVO et al.,
1997).

As NP poliméricas utilizadas para carrear farmacos podem ser divididas em dois
grupos dependendo da sua composicéo e organizacgdo estrutural, como mostra a Figura 5.
As nanocépsulas sdo constituidas por um invélucro polimérico e o farmaco podera estar
presente no seu interior ou como componente deste involucro. Em contrapartida, as
nanoesferas sdo formadas por uma matriz polimeérica macica e o farmaco podera estar
retido na superficie da matriz ou distribuido uniformemente por toda NP (SCHAFFAZICK
et al., 2003). Se o farmaco estiver apenas na superficie da NP, ocorrerd uma liberagcdo
rapida e se estiver encapsulado, no interior da nanoestrutura, havera uma liberacdo mais
prolongada (GUPTA e VYAS, 2012).
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Figura 5 — Representacdo das NP poliméricas: a) farmaco dissolvido no ndcleo da
nanocépsula; b) farmaco retido na membrana polimérica; ¢) farmaco retido na superficie da
matriz polimérica; d) farmaco distribuido uniformemente pela matriz polimérica (adaptado
de SCHAFFAZICK et al., 2003).

As NP poliméricas podem ser obtidas por diversos métodos e técnicas de preparo
como, por exemplo, emulsificacdo e evaporacdo de solvente, salting out, nanoprecipitacdo
ou polimerizacdo in situ (REIS et al., 2006). Outra técnica muito utilizada quando se
trabalha com polimeros ionizaveis é a geleificacdo ionotropica, em que um agente
reticulante é adicionado ao polimero disperso em agua, organizando a cadeia polimérica
em NP, que encapsulardo o farmaco dissolvido ou disperso no sistema (CALVO et al.,
1997).

Dentre os principais polimeros utilizados para a obtencdo de NP estdo os PEO
(6xidos de polietileno), PPO (6xidos de polipropileno), PLA (&cidos polilaticos) e PLGA
(poli L-acido lactico-co-acido glicélico) (CALVO et al., 1997). Desde 1971, os polimeros
de PLGA sdo estudados para a obtencdo de sistemas nanoparticulados, tornando-se uma
das classes de polimeros com maior utilizacdo por serem atdxicos, biodegradaveis e
biocompativeis (BRANNON-PEPPAS et al., 2004; GAVINI et al., 2004). Proteinas,
peptideos, vacinas e antigenos ja foram encapsulados em NP de PLGA (KUMAR et al.,
2004SOPPIMATH et al., 2001), mas os monémeros acidos liberados por esse co-polimero
pode prejudicar a acdo de alguns farmacos e biomoléculas encapsuladas (KUMAR et al.,
2004). Para minimizar este tipo de inconveniente, outras substancias poliméricas como
alginato, QS, pectina (LIU et al., 2004), polivinilalcool (PATIL et al., 2004) e poliésteres
(WANG et al., 2004) ja foram utilizadas para revestir NP de PLGA.

A utilizagdo da QS é uma alternativa viavel aos polimeros de PLGA anibnicos. A
QS (Figura 6) é formada a partir da dasacetilacdo da quitina e o grau de desacetilacdo
determinard a quantidade de grupos amina livres presentes no polimero (CRAVEIRO et
al., 1999). Os grupos aminas carregados positivamente, quando estdo em contato com as

paredes da mucosa — que sdo carregadas negativamente —, conferem propriedade
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mucoadesiva a QS (LEHR et al., 1992; MAKHLOF et al., 2008). A mucoadesividade pode
ser caracterizada como a adesdo entre dois materiais, em que pelo menos um deles
apresenta uma superficie mucosa. Assim sendo, a mucoadesdo vaginal baseia-se na
interacdo entre o polimero presente na formulacdo e a camada de MCN que reveste a
superficie da mucosa vaginal (QI et al., 2007; SHAIKH etal., 2011). O polimero QS, em
pH &cido, apresenta residual de cargas positivo e se adere facilmente as superficies com
carga negativa, como a da MCN (EL KAMEL et al., 2002).

%/

. - n

™y NHzH

Figura 6 — Estrutura quimica da QS.

MODI e colaboradores (2013) encapsularam o antiflngico cetoconazol em NP-QS,
que sustentaram em até 5h a liberacdo do farmaco quando comparadas a uma solucdo
controle somente com o farmaco. A mucoadesividade da QS permite que os farmacos
ligados a ela sejam liberados topicamente de forma prolongada, independente da forma
farmacéutica, a qual pode ser encontrada na forma de comprimidos (SOGIAS et al., 2012),
filmes (DE SANTANA et al., 2010; FULGENCIO et al., 2014) ou géis (CHAIYASAN et
al., 2013).

De maneira adicional, a QS apresenta como vantagens a biodegrabilidade,
biocompatibilidade, melhor estabilidade (NAGPAL et al., 2010), baixa toxicidade, com
dose letal 50 correspondente a 1,33 g/dia/kg de peso corporal (ARAI et al., 1968) e
propriedades antiftingicas (ZHONG et al., 2007; GUERRA-SANCHEZ et al., 2009; ZIANI
et al., 2009; ING et al., 2012).
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4. Material e Métodos

4.1. Material

O FLU (99% de pureza) utilizado foi doado pela Galena Quimica e Farmacéutica
Ltda. (Campinas, Brasil). Solventes como metanol e acetonitrila de grau para CLAE foram
adquiridos da Tedia (Ohio, Estados Unidos). Acido acético 99,9%, QS de baixo peso
molecular, TPP e MCN tipo III foram obtidas da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha).
As formulagdes hidrofilicas foram preparadas com carbopol e correcdes de pH foram
realizadas com d4cido cloridrico (HCI) e hidréxido de s6dio (NaOH) (Dindmica Quimica
Contemporanea, Sao Paulo, Brasil). Para preparagdo do tampado fosfato foram utilizados
fosfato de s6dio monobaésico e dibasico (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e cloreto de sodio
(NaCl) (Serva, Rio de Janeiro, Brasil). A membrana hidrofilica de acetato de celulose
utilizada nos experimentos de liberagdo (Dialysis Tubing MWCO 12000-14000,
Fisherbrand) foi obtida da Fisher Cientific (Reino Unido).

4.1.1. Mucosa

A mucosa bucal de suinos foi gentilmente cedida pelo Frigorifico Bonasa (S&o
Sebastido, Distrito Federal, Brasil). Os fragmentos de mucosa, que foram retirados
imediatamente apds o abate do animal e antes do processo de escalda para preservacdo das
estruturas celulares, foram armazenados em tampao fosfato 0,05 M, pH 7,4 e transportados
sob refrigeracdo ao laboratério de pesquisa (Figura 7). Neste laboratorio, foram limpas e

mantidas hidratadas até sua montagem nas células de difuséo.

Figura 7 — Mucosa bucal de suinos: (A) mucosa retirada do suino ap6s o abate do animal e
antes do processo de escalda; (B) mucosa de suino limpa; (C) mucosa de suino — parte
interna com o lado anteriormente ligado aos tecidos musculares e gordura.
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4.2. Métodos

4.2.1. Padronizacdo de métodos analiticos para quantificacdo do FLU por CLAE com

deteccdo no ultravioleta (UV)

Os métodos analiticos foram padronizados e validados por um Gnico analista. Para
doseamento do FLU através de CLAE composto por um conjunto de bombas modelo LC-
20AT, injetor automatico modelo SIL-20AHT, desgaseificador DGU-20A5R, unidade
controladora modelo CBM-20A, forno modelo CTO-20A e detector de UV modelo
SPDM-20A. O software utilizado para todas as analises foi o LC Solution. Todos os

componentes sdo da marca Shimadzu (Toquio, Japéo).

4.2.1.1. Determinacdo do comprimento de onda de méaxima absorc¢édo do FLU

Foram realizadas varreduras em  espectrofotdbmetro  (Shimadzu UV
Spectrophotometer UV-1800), entre 190nme 700 nm, da solucdo estoque de FLU,
preparada a uma concentracdo igual a 100 pg/mL em metanol, para se determinar o

comprimento de onda de maior absorcéo do farmaco.

4.2.1.2. CondicGes cromatogréficas para quantificacdo do FLU por CLAE

A dosagem do FLU foi realizada baseada no método proposto por GRATIERI,
(2010) com modificagdes, utilizando uma coluna de fase reversa C;g (150 mm x 4,6 mm,
Shimadzu Corporation, Toquio, Japdo) como fase estacionaria, mantida a temperatura de
30°C e uma mistura de aguaMilli-Q:acetonitrila (80:20, v/v) como fase mével, a uma vazéo

de 1,0 mL/min, volume de injecdo de amostras igual a 50 pL e deteccdo no UV a 210 nm.

4.2.1.3. Validagdo dos métodos analiticos

Os métodos analiticos foram validados segundo as normas da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), de acordo com a Resolucdo 899/2003. Preparou-se

solugdes estoque de FLU com concentracédo igual a 100,0pg/mL utilizando como solvente
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aguaMilli-Q:metanol (1:1, v/v) no primeiro método e, no segundo método, tampé&o fosfato
0,05 M,pH 7,4.A partir destas foram feitas as diluicGes necessarias com 0s respectivos
solventes para as analises. As validacbes dos métodos foram realizadas avaliando-se a
linearidade, precisdo e exatidao inter- e intra-dia, especificidade/seletividade e limite de
quantificacdo (LQ). Em seguida, validou-se o processo de extracdo do FLU da mucosa

suina.

a) Seletividade

A seletividade dos métodos representa a sua capacidade em dosar uma determinada
substancia mesmo na presenca de outros compostos (ANVISA, 2003). Para tanto, foram
injetadas no CLAE amostras do mesmo solvente de diluicdo do farmaco, ou seja,
aguaMilli-Q:metanol (1:1, v/v) e tampdo fosfato 0,05 M, pH 7,4, contaminados com NP-
QS e mucosa, na proporcdo de 1:1000, garantindo a seletividade do FLU na presenca

desses possiveis contaminantes.

b) Linearidade

A linearidade dos métodos propostos foram avaliadas por meio da construcéo de
curvas analiticas utilizando como solventes de diluicdo aguaMilli-Q:metanol (1:1, v/v) e
solugéo tampéo fosfato 0,05 M, pH 7,4. A partir das respectivas solucdes estoque de FLU,
obteve-se as concentracbes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 5,0 e 10,0 ug/mL. Todas as
concentragdes, incluindo a prépria solucdo estoque, foram analisadas em triplicata, através

do valor do coeficiente de correlacdo linear (R) das curvas obtidas.

c) Precisao

A precisdo, analisada pelo célculo do coeficiente de variacdo (CV%), expressa a
concordancia entre varios resultados analiticos da mesma amostra e com a mesma
concentracdo com analises inter- e intra-dia. A precisdo foi verificada analisando as
diluicdes de 0,5; 1,5 e 3,0 ug/mL e preparadas a partir das solugdes estoque de FLU.
Foram realizadas triplicatas de cada uma das trés concentracGes, totalizando nove
resultados a serem analisados com cada solvente. Os resultados foram expressos

matematicamente através do coeficiente de variacdo (CV%), calculado através da formula:
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Desv.Padrao

CV%= ( —
Conc.Media

J x100
(Equacéo 1),

onde: DesvPadrdo representa a estimativa do desvio padrdo da média dos resultados e
ConcMédia representa a média das medidas em triplicata para cada concentracdo

analisada.

d) Exatidao

A exatiddo representa 0 qudo proximo os resultados individuais das amostras
analisadas estdo de um valor de referéncia. A exatiddo foi verificada da mesma forma que
a precisao e utilizou-se as mesmas concentracfes ja descritas com analises inter- e intra-
dia. Os resultados foram expressos em fungdo da porcentagem do erro relativo (E%), de

acordo com a formula:

E0p — Valor,,,, —Valor,,,, <100
Valor

real (Equacéo 2),
onde: Valorgpigo corresponde a concentracdo obtida na andlise e Valor.y corresponde a

concentracdo que deveria ser encontrada na analise.

e) Limite de quantificacéo

O LQ foi determinado através da analise do FLU em aguaMilli-Q:metanol (1:1,
v/v) nas concentragdes de 0,01; 0,03, 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 pg/mL e em tampéo
fosfato 0,05 M, pH 7,4 nas concentracgdes de 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 pg/mL. O valor
do LQ foi definido como a menor concentracdo com precisdo e exatiddo dentro dos

pardmetros aceitaveis, que permitem uma variacdo maxima de até 5%.

f) Recuperacéo do farmaco

Inicialmente, foram extraidas areas de aproximadamente 1,0 cm? de mucosa com
auxilio de uma tesoura e esses fragmentos foram colocados em tubo Falcon. As mucosas
foram entdo contaminadas com 50, 75 e 100 pL da solugdo de FLU em metanol,

correspondendo as concentracfes de 1,0; 1,5 e 2,0 ug/mL, respectivamente.
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Ap0s a total evaporacdo do solvente, foram adicionados 5,0 mL de uma mistura de
aguaMilli-Q:metanol (1:1, v/v) (Figura 8). As mucosas ficaram imersas sob agitacdo por
um periodo de 24 h para total extracdo do farmaco. O sobrenadante foi filtrado em
membrana com porosidade de 0,45 um e quantificado por CLAE. O teste foi realizado em

triplicata para cada concentracdo analisada.

Figura 8 — Mucosas contaminadas com FLU imersas em 5,0 mL de uma mistura de
aguaMilli-Q:metanol (1:1, v/v) para avaliagdo da recuperacdo do farmaco.

Os resultados foram expressos em funcéo da porcentagem do valor de concentragéo

recuperado (Recuperacdo%), de acordo com a formula:

Recuperacéo% = (ConcentragéoobtidaJ %100

Concentragao,,,, (Equacio 3),
onde: Concentragaogutiga COrresponde a concentracdo obtida na analise das mucosas e a
Concentracdore, corresponde a concentracdo que foi determinada através da curva

analitica.

4.3. Determinacéo do coeficiente de solubilidade

A solubilidade do FLU em &gua destilada foi determinada segundo a técnica
proposta por OGISO et al. (1995). Foram preparadas trés dispersdes do farmaco em agua
destilada com concentracdes de FLU igual a 4,0; 6,0 e 8,0 mg/mL, em triplicata para cada

concentracédo. Essas dispersdes foram mantidas sob agitacdo de 200 rpm, a temperatura de
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30°C, durante 24 h. ApOs esse periodo, as dispersdes foram filtradas em filtros com
porosidade de 0,45 um, acoplados a seringas e diluidas 2000 vezes para analise realizadas

em espectrofotébmetro (Shimadzu UV Spectrophotometer UV-1800), a 210 nm.

4.4. Obtengéo de NP

As NP-QS foram obtidas por meio da técnica de geleificacdo ionotropica, proposta
por CALVO et al. (1997). A QS foi dissolvida em aguaMilli-Q, previamente acidificada
com &cido acético.Corrigiu-se,entdo,o pH para 4,7 com 500 pL de uma solucdo de NaOH
2,0 M e adicionou-se o agente reticulante tripolifosfato de sédio (TPP) vagarosamente
sobre a solucdo polimérica, sob agitacdo magnética constante, para formacdo das NP. As
NP foram obtidas utilizando concentracdes de 1,75 mg/mL e 1,0 mg/mL das solucGes
iniciais de QS e TPP, respectivamente. Foram analisadas diferentes propor¢des entre 0s
volumes utilizados de QS/TPP (de 5:5a 5:1, v/v). A concentracdo de &cido acético, para
ambas as variacdes de concentracdo realizada, foi 1,75 vezes maior do que a concentracao
da solucdo de QS. A temperatura foi mantida a 30°C, a agitacdo magnética fixada em 2000

rpm.

4.4.1. Obtengdo NP-FLU

A técnica utilizada para o processo de obtencdo das NP-FLU foi similar ao descrito
no item 4.4. No entanto, o farmaco s6 foi adicionado ap6s a solubilizacdo total da QS,
ficando sob agitacdo magnética por, no minimo, 6 h. O pH da suspenséo foi ajustado para
4,7 com, aproximadamente, 500 pL de uma solucdo de NaOH 2,0 M (Figura 9) e
adicionou-se entdo o agente reticulante.

Visando encontrar a melhor EE do farmaco, foram testadas as proporcGes entre
QS/FLU (m/m) de 1:1/4; 1:1/2; 1:1 e 1:2.
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Agitagéo Precipitacao
magnética instantaneadas

=— | nanoparticulas
! de QS com FLU

Figura 9 — Esquema ilustrando a formacdo das NP-QS com FLU pelo método de
geleificacdo ionotropica (adaptada de CALVO et al., 1997).

4.5. Caracterizagdo das NP

4.5.1. Tamanho de Particula e Potencial Zeta

O diametro hidrodindmico das NP-QS e NP-FLU, bem como seu indice de
polidispersibilidade (IPD) e seu potencial zeta foram analisados por espalhamento de luz
dindmica e mobilidade eletroforética, respectivamente, a partir de 1 mL das suspensdes de
particulas obtidas, utilizando um aparelho Zetasizer Nano Series (NANO ZS90, Malvern,
Reino Unido).

4.5.2. Morfologia das NP

A morfologia das NP, bem como a visualizagdo da distribuicdo de tamanho, foi
confirmada por microscopia eletronica de varredura (MEV, JEOL modelo JSM-7001F).
Para isso, 10 uL da suspensdo das NP-QS ou NP-FLU foram distribuidos uniformemente
sobre uma laminula limpa, seca e sem manchas e colocada em um suporte adequado, que
secaram em temperatura ambiente durante 24 h. As amostras de NP foram entdo

metalizadas com uma camada de ouro e levadas ao equipamento.
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4.5.3. Estabilidade da suspenséo de NP

A estabilidade da suspensdo das NP-QS, armazenadas a temperatura de 10°C, foi
verificada durante 90 dias. As analises foram realizadas a cada 30 dias no aparelho
Zetasizer Nano Series, observando possiveis alteracdes do tamanho de particula, potencial

zeta e IPD de cinco replicatas com o passar do tempo.

4.5.4. Eficiéncia de encapsulacéo

A EE foi determinada avaliando-se a quantidade de FLU associada as NP.
Amostras de 7 mL de suspensdo de NP foram centrifugadas (CentriBio TDL80-2B)
durante 30 min, a 4000 rpm. Apds esse periodo e com a deposi¢do das NP no fundo do
tubo Falcon, o sobrenadante foi coletado, filtrado em membrana de porosidade igual a 0,45
um e quantificado por CLAE. A EE foi calculada de acordo com a férmula abaixo
(SPOSITO, 2008; TAGLIARI, 2012):

ol — Valor
Valor,

total

EE% =

(Valor quantificalo J % 100

(Equacéo 4),

onde: EE% representa a porcentagem de FLU retido as NP, Valor, representa a massa
de FLU adicionada inicialmente para se obter as NP e Valorganificado representa o valor
analisado através do CLAE

4.6. Avaliacéo in vitro do potencial mucoadesivo das NP
4.6.1. Preparo das NP-MCN

A mucina suina do tipo Il (MCN) foi hidratada em agua Milli-Q, a temperatura de
4°C, overnight, na proporgéo de 1:10 (m/v) e, posteriormente, teve o pH ajustado para 7,4

com solucdo de NaOH 1,0 M. A solucéo foi diluida em tampéo fosfato 0,05 M, pH 7,4, a
uma concentragéo final de MCN igual a 1% (m/v).
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A solucdo diluida foi sonicada (Sonicador Thornton — T14) até que as particulas de
MCN atingissem tamanho menor que 600 nm. As analises referentes ao tamanho das NP e

potencial zeta foram realizadas no aparelho Zetasizer Nano Series.

4.6.2. Capacidade mucoadesiva das NP-QS frente as NP-MCN

As NP-FLU, com concentragdo de farmaco igual a 1,75 mg/mL, preparadas
conforme o item 4.4, foram filtradas em membrana 0,45 um para garantir a
homogeneidade do tamanho de particulas. Em seguida, foi preparada uma mistura com
propor¢do 1:1 (v/v) de NP-FLU e NP-MCN. As dispersdes foram agitadas em vortex
(Daigger Vortex Genie 2™) durante 1 min e analisadas quanto ao tamanho de particulas e
IPD no aparelho Zetasizer Nano Series (SHEN etal., 2009).

4.7. Obtencdo de formulac6es hidrofilicas de NP-FLU encapsulado

As suspensdes de NP-FLU foram geleificadas com o polimero hidrofilico carbopol.
O polimero foi adicionado nas porcentagens de 0,5; 1,0 e 1,5% (m/v) na superficie das
suspensdes de NP e deixado em repouso durante 24 h. Apos esse periodo, o gel foi
homogeneizado por agitacdo mecanica até garantir a auséncia de grumos a olho nu. Apesar
do pH ideal para formacdo de géis de carbopol ser entre 6,5 e 7, onde ocorrem a maxima
transparéncia e viscosidade, valores de pH entre 4,5 e 5 ja apresentam essas caracteristicas
aceitaveis (ANSEL et al., 2007). Assim, o pH das formulacdes foram mantidos em 4,5,

tornando-as compativeis com o pH vaginal.

4.8. Estudos in vitro de liberagéo do FLU a partir das formulagdes desenvolvidas

Os ensaios de liberagcdo in vitro foram realizados, em quintuplicata, utilizando-se
celulas de difusdo verticais do tipo Franz modificadas (Figura 10). O compartimento
doador (superior) das células foi preenchido com 1,0 mL das formulacdes abaixo, todas
com pH 4,5 e contendo 1,75 mg/mL de FLU:

(i) solucgéo de FLU (SOL-FLU);

(if) NP-FLU;

(iii) gel da solucéo de FLU (G-FLU);
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(iv) gel das NP-FLU (G-NP-FLU).

O compartimento receptor (inferior) das células foi preenchido com 15 mL de
solucdo tampéo fosfato 0,05 M, pH 7,4, e foi mantido sob agitacdo magnética a 1000 rpm
durante todo o experimento. Entre os dois compartimentos de cada célula, colocou-se uma
membrana hidrofilica de acetato de celulose, previamente lavada com &guaMilli-Q

fervente para a retirada de impurezas.

Figura 10 — Célula de difusdo do tipo Franz modificada, montada para realizacdo de
ensaios in vitro de liberagdo de FLU através de membrana de acetato de celulose.

Aliquotas de 1,0 mL da solucdo receptora foram coletadas do compartimento
receptor, ap6s 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10; 11 e 12 h, e igual volume de solu¢cdo tampao
fosfato 0,05 M, pH 7,4, foi imediatamente reposto ap6s cada coleta. As aliquotas foram
dosadas por CLAE para determinacdo da quantidade de FLU liberado. Para tanto, levou-se
em consideracdo a reposicdo da solucdo receptora a cada hora de coleta. O célculo da
quantidade acumulada de FLU, ao longo das 12 h de experimento, foi expressa de acordo

com a equacéo:
Qreal,t = Cmensurada,t NVi+V,. 2 i Ca (Equacdo 5),

onde: Qrear, t = quantidade real liberada acumulada no tempo t
Cmensurada, t = COncentracdo mensurada da amostra no tempo t
V= volume do receptor (15,0mL)

V, = volume de amostra coletada (1,0 mL)

Ca = concentracdo de amostra coletada
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Assim, a quantidade real de FLU liberada, acumulada em um determinado tempo t,
é igual a quantidade medida no tempo t, somada a quantidade total coletada do

compartimento receptor para quantificacdo das amostras em tempos anteriores.

4.9. Estudos in vitro de permeacdo de FLU através da mucosa de suinos

Os ensaios de permeacéo in vitro foram realizados utilizando-se as células verticais
de difusdo do tipo Franz modificadas, com as mesmas formulacdes descritas no item 4.8.
No entanto, neste caso utilizou-se a mucosa de suinos ao invés da membrana de acetato de
celulose e as aliquotas de 1,0 mL foram coletadas, do compartimento receptor, ap6s 0,5; 1;
1,5 e 2 h de estudo, sendo esse volume imediatamente reposto ap0s cada coleta com

solucdo tampado fosfato 0,05 M, pH 7,4(Figura 11).

Compartimento
doador

Formulacao

“

Agitacao ! v Compartimento
magnética ; receptor

Figura 11 — Foto de uma célula de difusdo do tipo Franz modificada, montada para a
realizacdo de estudos in vitro de permeacdo de FLU através da mucosa bucal de suinos.

Apbs as 2 h de estudo, a célula de Franz foi desmontada, retirou-se o excesso da
formulacdo com um papel absorvente. A area difusional da mucosa foi fragmentada e
imersa em 5 mL de uma solucdo de aguaMilli-Q:metanol (1:1, v/v) durante 24 h (Figura
12). Essa solucdo metandlica foi filtrada em membrana de porosidade igual a 0,22 um para

posterior quantificacdo do FLU por CLAE.
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Figura 12 — Mucosa de suinos: (A) area difusional esférica apds o experimento in vitro de
permeacao; (B) mucosa cortada e imersa em 5 mL de solucdo de metanol:agua 1:1 (v/v).

As amostras de solucdo tampdo fosfato 0,05 M, pH 7,4,do compartimento receptor
e de solucdo de aguaMilli-Q:metanol (1:1, v/v) utilizadas na extracdo do FLU retido na

mucosa foram analisadas por métodos cromatograficos distintos e validados.

4.10. Andlises estatisticas

Os dados quantitativos de, pelo menos, trés replicatas estdo representados nas
Tabelas e Figuras como média + desvio padrdo. As regressdes lineares e equacdes de reta
foram obtidas com a utilizacdo do programa Microsoft Excel 2007. A analise estatistica
dos dados foi realizada com a utilizacdo do programa GraphPad Prism v.3.00. As
diferencas significativas entre conjunto de dados foram verificadas por analise de variancia
one-way ANOVA, seguido do teste de Tukey com comparacdo multipla dos dados. O nivel

de significancia estatistica foi fixado como sendo p < 0,05.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Validacédo de métodos analiticos para quantificacdo de FLU por CLAE

5.1.1. Determinacgdo do comprimento de onda de maxima absorc¢éo para o FLU por

espectrofotometria

A varredura da solucdo de FLU com concentracdo igual a 100 ug/mL apresentou
dois picos de absorcéo: o primeiro em 210 nm e o segundo, com menor intensidade, em
260 nm (Figura 13).

Inicialmente, os dois comprimentos de onda foram utilizados para as anélises
realizadas no CLAE. No entanto, verificou-se que em 210 nm os picos referentes ao FLU
nos cromatogramas eram mais intensos, simétricos e proporcionais, sendo, portanto,

selecionado para deteccdo do farmaco em estudo.

2,534 —

Abs,

222222 L L
100,00 400,00 00,00 700,00
nm

Figura 13 — Espectro de absor¢do em UV/Vis de uma solugdo aquosa de FLU a100 pug/mL
em metanol. Varredura realizada entre os comprimentos de onda 190 e 700 nm.

5.1.2. Validacdo dos métodos analiticos

Os estudos realizados por CLAE mostraram que a melhor proporgdo de solventes
para compor a fase mével nas andlises foram de aguaMilli-Q:acetonitrila (80:20, v/v). Nas
condigdes padronizadas neste trabalho, observou-se um tempo de retengéo do FLU igual a

6,3 min, com separacao adequada dos picos.
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As diluicBes das amostras foram realizadas em &guaMilli-Q:metanol (1:1, v/v),
mistura de solventes utilizado para extracdo adequada do FLU da mucosa, e em tampao
fosfato 0,05 M, pH 7,4, utilizado como meio doador nos estudos de liberacédo e permeacéo
cutanea in vitro. A utilizacdo desses solventes, aliado a injecbes de amostras em volume
igual a 50 pL, possibilitaram a obtencdo de picos referentes ao FLU simétricos e facil

estabilizacdo da linha de base (ver Figuras 15 e 17 a seguir).

a) Seletividade

Os dois métodos analiticos mostraram-se seletivos para doseamento do FLU. Nas
Figuras 14 e 16 sdo apresentados os cromatogramas referentes aos controles com 0s
solventes aguaMilli-Q:metanol (1:1, v/v) e tampdo fosfato 0,05 M, pH 74,
respectivamente. Apesar de um pico interferente aparecer em, aproximadamente, 5,7 min,
esse pico ndo inviabilizou a quantificacdo precisa e exata do FLU, a qual ocorreu em,

aproximadamente, 6,3 min (Figuras 15 e 17).

FDA Multi 1
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Figura 14 — Cromatograma obtido por CLAE com detec¢do em 210 nm,m referente a uma
amostra controle contendo somente o solvente aguaMilli-Q:metanol (1:1, v/v).
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Figura 15 — Cromatograma obtido por CLAE com detec¢do em 210 nm, referente a uma
amostra de FLU com concentracdo igual a 2,0 ug/mL, diluida em aguaMilli-Q:metanol
(1:1, viv).
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Figura 16 — Cromatograma obtido por CLAE com detec¢do em 210 nm, referente a uma
amostra controle, composta somente por tampé&o fosfato 0,05 M, pH 7,4.
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Figura 17 — Cromatograma obtido por CLAE, deteccdo em 210 nm, referente a uma
amostra de FLU com concentragdo igual a 2,0 ug/mL diluida em tampdo fosfato 0,05 M,
pH 7.4.

Os métodos analiticos também mostraram-se seletivos para possiveis interferentes
presentes na mucosa ou NP-QS (Figuras 18 e 19). Os cromatogramas obtidos pela injecao
no equipamento de um homogenato de mucosa e de uma solucdo diluida de NP-QS
filtrados ndo apresentaram picos adicionais proximos ao tempo de retencdo do FLU nas

condigdes padronizadas.
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Figura 18 — Cromatograma obtido por CLAE com detec¢do em 210 nm, referente a uma
amostra de homogenato de mucosa filtrada, diluida em aguaMilli-Q:metanol (1:1, v/v).



29

PDA Multi 1

T T T T T T T
a 1 2 3 4 5 -] 7
min

Figura 19 — Cromatograma obtido por CLAE, deteccdo em 210 nm, referente a injecdo de
uma solucéo de NP-QS diluida na propor¢édo de 1:1000 em aguaMilli-Q:metanol (1:1, v/v).

b) Linearidade

O método que utilizou como solvente de dilui¢do a mistura de aguaMilli-Q:metanol
(1:1, v/v) mostrou-se linear dentro da faixa de concentracdo de 0,5 a 3,0 pg/mL, como
pode ser observado na Figura 20, com coeficiente de correlacdo linear (R) superior a 0,99
(ICH, 2005).

180000 -
160000 -
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100000 -
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40000 -
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0 - . . .
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0

Area do pico

Concentracéao (ng/mL)

Figura 20 — Curva analitica obtida pela analise do FLU por CLAE, utilizando como
solvente uma mistura de aguaMilli-Q:metanol (1:1, v/v),comprovando a linearidade do
método. Equacdo da reta: y = 51311x — 2513,9 e R = 0,999.

O segundo método validado para o FLU, utilizando tampéo fosfato 0,05 M, pH 7,4,
como solvente para diluicio das amostras, também mostrou-se linear entre as
concentracdes de 0,1 a 3,0 pg/mL, como pode ser visto na Figura 21, com R superior a
0,99 (ICH, 2005).
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Figura 21 — Curva analitica obtida pela analise do FLU por CLAE, utilizando como

solvente tampdo fosfato 0,05 M, pH 7,4, confirmando a linearidade do método. Equacédo da

reta: y = 48250x + 1259 e R = 0,999.

c) Exatid&o e Preciséo

Ambos 0s métodos propostos mostraram-se precisos e exatos em relacdo as

concentracdes analisadas inter- e intra-dia (Tabela 1 e 2), levando-se em consideracédo as

especificacbes estabelecidas pela ANVISA (2003), que estabelecem como aceitaveis

valores de precisdo e exatiddo com variagdo maxima de 5%.

Tabela 1 — Pardmetros de precisdo e exatidao intra- e inter-dia para validagdo de método
analitico por CLAE para o FLU utilizando como solvente uma mistura de aguaMilli-

Q:metanol (1:1, v/v).

Concentracdo tedrica  Concentracdo experimental CcVv E
(Hg/mL) (Hg/mL) (%) (%)
Intra-dia (n=9)
0,5 0,49 £ 0,02 3,8 2,0
1,5 1,53+0,01 0,7 1,9
3,0 2,99 £ 0,04 1,4 0,5
Inter-dia (n=9)
0,5 0,48 £ 0,15 4,3 4,1
1,5 1,54 + 0,02 11 2,6
3,0 2,98 £ 0,04 1,3 0,5
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Tabela 2 — Parametros de precisdo e exatiddo intra- e inter-dia para validacdo de método
analitico por CLAE para o FLU utilizando como solvente tampé&o fosfato 0,05 M, pH 7,4.

Concentracdo tedrica  Concentracao experimental CcVv E
(ug/mL) (ug/mL) (%) (%)
Intra-dia (n=9)
0,5 0,49 £ 0,03 3,1 2,6
1,5 1,50 + 0,01 3,0 0,3
3,0 3,00 £ 0,04 18 0,1
Inter-dia (n=9)
0,5 0,48 £ 0,03 3,8 3,2
1,5 1,52 + 0,03 1,3 1,7
3,0 3,01+0,11 2,3 0,2

d) Limite de quantificacao

A menor concentracdo quantificada de FLU, com os valores de precisdo e exatidao
dentro das conformidades, foi de 0,5 pg/mL e 0,1 pug/mL para as dilui¢cGes realizadas em
aguaMilli-Q:metanol (1:1, v/v) e tampédo fosfato 0,05 M, pH 7,4, respectivamente.
Analisando-se as Tabela 3 e 4, verifica-se que concentracdes inferiores ndo apresentaram
valores adequados de precisdo e exatiddo, de acordo com 0 que preconiza a resolucdo da
ANVISA (2003) que trata da validacdo de métodos analiticos.

Tabela 3 — Dados para determinacdo do LQ do método analitico por CLAE para o FLU,
utilizando como solvente uma mistura de &guaMilli-Q:metanol (1:1, v/v).

Concentracdo tedrica  Concentracgdo experimental CVv E
(Hg/mL) (Hg/mL) (%0) (%)

0.01 * o o

0,03 s ek ek

0,05 s sk sk

0,1 s sk sk

0.2 s ek ek

03 s ek ek

0.4 s sk sk

0,5 0,49+ 0,02 3,8 2,0

* Valores ndo detectados por CLAE; ** Concentragdes sem precisdo e exatidao.
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Tabela 4 — Dados para determinacdo do LQ do método analitico por CLAE para o FLU,
utilizando como solvente um tampéo fosfato 0,05 M, pH 7,4.

Concentracdo tedrica  Concentracao experimental CcVv E
(Hg/mL) (Hg/mL) (%) (%)
0,05 0,04+ 0,002 3,9 17,3

0,1 0,10+ 0,001 0,9 4,2

0,3 0,31+ 0,002 0,7 3,6

0,5 0,49+ 0,003 3,8 2,0

"Valor de exatiddo nio aceitavel (ANVISA, 2005).

e) Recuperacéo

O estudo de recuperacdo do FLU foi realizado para verificar a capacidade extratora
do solvente selecionado, a mistura de aguaMilli-Q:metanol (1:1, v/v), e para validar o
processo de extracdo. Tornando adequada a metodologia de quantificacdo do FLU nos
estudos de permeacdo através da mucosa.

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados de recuperacdo do FLU, em diferentes

concentrages, extraidos com 5,0 mL do solvente selecionado.

Tabela 5 — Porcentagem de recuperacdo do FLU da mucosa bucal de suinos utilizando
aguaMilli-Q:metanol (1:1, v/v) como solvente extrator (n = 3).

Concentracoes (ng/mL) Recuperacao (%)
1,0 91,0+£35
1,5 88,0+5,1
2,0 89,7+2,6

Através da analise dos dados apresentados na Tabela 5 acima, conclui-se que o
processo de extragdo mostrou-se eficiente na quantificacdo do FLU retido na mucosa. Nas
trés concentracbes analisadas, recuperou-se, aproximadamente, 90% do farmaco
adicionado a mucosa e as porcentagens de erro estdo dentro do limite aceito para validagao
de métodos envolvendo processos extrativos (x 15%) (CAUSON, 1997).
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5.2. Determinagéo do coeficiente de solubilidade em meio aquoso

A determinacdo das propriedades fisico-quimicas de um farmaco sdo essenciais
para o desenvolvimento de novas formulas farmacéuticas e fundamental para a seguranca
de um novo medicamento (AULTON et al., 2005). Nesse contexto, a solubilidade aquosa
do FLU foi determinada, a temperatura de 30°C, utilizando diferentes proporcdes de
farmaco e &gua. Os dados obtidos podem ser observados na Tabela 6.

Tabela 6 — Concentracdo de FLU obtida apoés filtragdo das dispersdes aquosas do farmaco
em diferentes concentraces, a temperatura de 30°C (n = 3).

FLU em suspensdo aquosa  Concentracdo obtida apds a filtracéo

(mg/mL) (mg/mL) PH
4,0 3,62 £ 0,47 5,0+ 0,01
6,0 5,83+0,05 5,2+ 0,01
8,0 5,78 +0,13 5,1+ 0,01

Na solucéo saturada com 4,0 mg/mL de FLU, quantificou-se estatisticamente todo
farmaco. Enquanto com as concentragdes de 6,0 e 8,0 mg/mL, quantificou-se 5,8 mg/mL.
Assim, o FLU apresenta solubilidade em meio aquoso de 5,8 mg/mL, pH 5,2, em uma
temperatura de 30°C, sendo considerado levemente solivel (AULTON, 2005). A
solubilidade do farmaco garantiu que os experimentos de liberacdo e permeacao in vitro
fossem conduzidos em condi¢des sink, ou seja, a concentracdo do farmaco na solugédo
receptora em estudo foi inferior a 10% do valor de sua solubilidade. A saturacdo do meio
receptor prejudicaria a permeacdo do FLU a mucosa. A concentracdo de FLU em todas as
formulacGes colocadas no compartimento doador das células de difusdo foi igual a 1,75
mg/mL. Portanto, mesmo que toda a massa de FLU (1,75 mg) passasse para o volume de
solugéo receptora (15 mL), a concentracéo total obtida seria de 116,7 pg/mL, ou seja, igual
a 2% da solubilidade do farmaco.

Tendo em vista que a solubilidade aquosa de FLU é limitada, espera-se que a
interacdo desse farmaco com a mucosa, com caracteristicas mais lipofilicas (CORBO et al.,
1989), ocorra em concentracBes adequadas para que o farmaco desempenhe sua acéo

antifangica.
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5.3. Obtencéo e caracterizacao das NP-QS

5.3.1. Tamanho de particulas e Potencial Zeta

A técnica de geleificacdo ionotrépica utilizada neste trabalho é um processo que
ndo utiliza solventes organicos e possui variaveis facilmente controlaveis (AGIHOTI et al.,
2004). A QS de baixo peso molecular foi escolhida por apresentar melhor solubilidade,
biodegradilidade e menos efeitos toxicos do que a QS de alto peso molecular, além de
formar particulas menores e mais estaveis devido ao menor tamanho das suas moléculas
(CHAE et al., 2005; LEE et al., 2001). Durante o preparo das NP-QS, ao adicionar-se a
solucdo de TPP a solucdo de QS, as NP sdo evidenciadas visualmente pela turvacdo da
solucdo sob agitacdo magnética, conforme observa-se na Figura 22. Entretanto, as
concentracdes utilizadas ndo devem formar suspensdes opacas (muito turvas e
esbranquicadas), o que ndo ocorreu nesse estudo, o que significaria formacdo de
microparticulas e, ndo, NP (CALVO et al., 1997).
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Figura 22 — Preparo das NP-QS antes (A) e ap6s (B) a adicdo da solucdo de TPP a 1,0
mg/mL evidenciadas pela turvagéo da solucao.

A acidificacdo da agua é essencial para garantir a protonacdo da QS, e sua
consequente solubilizacdo. No entanto, a acidificacdo precisa ser controlada uma vez que
valores de pH menores que 4,5 dificultam a producdo de NP com distribuicdo unimodal,
enquanto valores de pH maiores do que 5,2 podem produzir, na maioria das vezes,
microparticulas (FAN et al., 2012). Altas concentra¢des de acido aumentam a forca i6nica
no meio aquoso e a quantidade de ions acetato (CH3COQ") que ligam-se aos grupos amino
protonados da QS. Este efeito diminui a quantidade de sitios de ligacbes para o TPP e

prejudica o preparo das NP. Além disso, a QS presente em solu¢do permanece em uma
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conformacdo entremeada, favorecendo a formagdo de grandes particulas (FAN et al.,
2012). Dessa forma, o pH da solucdo de QS foi corrigido para 4,5 visando garantir a
formacéo de particulas com o menor IPD.

As NP-QS foram obtidas através da técnica de geleificacdo ionotropica, proposta
por CALVO et al. (1997). Contudo, foram realizadas modificacbes no método inicial para
a obtencéo de NP com o menor tamanho e IPD possivel, além de potencial zeta adequado.
Inicialmente, analisou-se a melhor proporcdo entre os volumes utilizados das solucdes de
QS/TPP com as concentracbes de 1,75 mg/mL e 1,0 mg/mL, respectivamente. Sendo
assim, s6 foi possivel obter resultados confidveis, em quintuplicatas, quando utilizada a
proporcdo de 5:2 (v/v) QS/TPP. Utilizando a proporcéo 5:1 verificou-se a formagéo de
microparticulas, enquanto as proporcdes 5:3, 5:4 e 5:5 geraram resultados, porém sem
adequada reprodutibilidade (Tabela 7). Entretanto, com a propor¢éo 5:2 obteve-se NP-QS

com tamanho, IPD e potencial zeta adequados (Tabela 8).

Tabela 7 — Andlise da formacdo das NP-QS utilizando diferentes proporg¢des (v:v) das
solucdes de QS e TPP com concentracdo igual a 1,75 mg/mL e 1,0 mg/mL,
respectivamente.

Proporgéao QS:TPP (v:v) Resultados
5:1 +
5:2 *
5:3 -
54 -
55 -

Legenda: + suspensdo turva (formacdo de microparticulas); * suspenséo clara (formacéo de
NP); - ndo houve formacéo de NP

Tabela 8 — Valores correspondentes ao tamanho médio (nm), IPD e potencial zeta (mV)
das NP-QS preparadas com concentracdo de QS e TPP igual a 1,75 mg/mL e 1,0 mg/mL,
respectivamente, utilizando a proporcao volumetrica de 5:2 (v/v) das solucGes de QS e TPP
(n=5).

Proporcéo QS:TPP ~ Tamanho das NP-QS PD Potencial Zeta
(V/V) (nm) (+mV)

5:2 271,7 +£59,5 0,345 + 0,06 46,2 + 6,7
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As NP-QS preparadas tiveram tamanho médio de 271,7 nm e IPD igual a 0,34,
resultado relativamente baixo considerando uma escala com valores entre 0,0 e 1,0. Elas
apresentaram residual médio de carga positivo de +46,2 mV, sendo esse um resultado
importante para garantir a estabilidade fisica da disperséo e as propriedades de mucoadeséo
das particulas que entrardo em contato com a mucosa, a qual possui residual de cargas

negativas.

5.3.2. Morfologia das NP-QS

As NP-QS obtidas apresentaram formato esférico, conforme pode ser visualizado
nas imagens obtidas por MEV (Figura 23). Ainda, a imagem contida na Figura 23 confirma
0 tamanho médio das NP medidos anteriormente de maneira indireta por espalhamento de
luz dindmico (ver Tabela 8). Confirma também que as particulas ndo apresentaram grandes
variaces de tamanho, ou seja, apresentaram polidispersividade relativamente baixa
(Figura 28B).

.
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X 1,700 15.0kV SEI SEM WD 10mm 10:11:53 X 40,000 15.0kV SEI SEM WD 10mm 10:18:41

Figura 23 — Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrdnica de varredura (MEV,
JEOL JSM-7001F) das NP-QS com imagem aumentada 1700 vezes (A) e 40000 vezes (B),
confirmando o tamanho aproximado de 250 a 300 nm.

NP poliméricas obtidas pela técnica de geleificacdo ionotrépica, mesmo que com
diferentes concentracdes de QS e TPP, tendem a formar particulas esféricas e com IPD
relativamente baixo (FAN et al., 2012; RAMPINO et al., 2013). No entanto, contrastando
com os resultados de morfologia de particulas apresentados nesse trabalho, estdo as NP
preparadas com diferentes matrizes. GUPTA e colaboradores (2012), por exemplo,



37

prepararam NP lipidicas solidas encapsulando FLU e verificaram que seu formato era
semelhante ao de uma concha. Formatos ndo esféricos podem influenciar negativamente a
sedimentacdo das NP apds a aplicacdo topica da formulacdo que as contém, dificultando
sua interacdo com a pele ou mucosa. Desta forma, as NP-QS preparadas neste trabalho

parecem ter formato adequado capaz de possibilitar boa interagdo com a mucosa.

5.3.3. Estabilidade da suspensdo aquosa de NP-QS

Ao longo dos meses, as suspensdes poliméricas possuem a tendéncia de se
agregarem e sedimentarem, comprometendo a estabilidade fisica da dispersdo. Esta
caracteristica reduz o seu tempo de armazenamento e reduz a validade de um medicamento
contendo essas particulas (SCHAFFAZICK e GUTERRES, 2003). No entanto, como pode
ser observado na Tabela 9 e comprovado através das analises estatisticas (p < 0,05), as NP-
QS mantiveram o tamanho, IPD e potencial zeta inalterados ao longo dos trés meses de

analises, indicando uma boa estabilidade.

Tabela 9 — Estabilidade de uma amostra de NP-QS utilizando a proporgéo de QS:TPP 5:2
(v/v), concentragoes iniciais de 1,75 mg/mL de QS e 1,0 mg/mL de TPP (n = 3).

Tempo  Tamanho das NP-QS 1PD Potencial Zeta
(dias) (nm) (+mV)
271,7 £59,5
0 0,345 + 0,06 46,2 £ 6,7
298,51+ 75,0
30 0,309 + 0,037 48,0+1,2
316,0+ 71,3
60 0,286 + 0,004 50,0+£1,9
317,4+£24,8
90 0,292 + 0,004 48,0 + 3,8

5.3.4. Eficiéncia de encapsulacéo

A EE foi determinada para as NP-FLU preparadas com diferentes propor¢oes de

farmaco em relacéo ao polimero QS (Tabela 10).
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Tabela 10 — Comparacao entre as EE das NP-FLU preparadas com diferentes proporcdes
de QS:FLU (m/m) (n = 5).

Proporcéo QS:FLU (m/m) EE (%) IPD das NP-FLU
1:1/4 33,84 +£4,12 0,435 + 0,080
1:1/2 32,58 + 4,35 0,375 + 0,020
11 39,20+ 1,19 0,260 + 0,014
1:2 36,62 + 6,09 0,333 + 0,062

As andlises estatisticas indicaram que ndo houve diferencas significativas (p < 0,05)
entre as EE para as diferentes propor¢des de QS:FLU utilizadas. A proporcédo entre
QS:FLU foi selecionada, portanto, analisando-se os valores de IPD obtidos para as
diferentes NP-FLU. Optou-se, portanto, pela proporcdo de QS:FLU 1:1 (m/m) por
apresentar os menores valores de IPD, sugerindo uma distribuicdo mais uniforme do
tamanho das particulas.

Muitos fatores podem influenciar a quantidade de farmaco encapsulado nas NP,
destacando-se suas caracteristicas fisico-quimicas (GUTERRES et al., 1995), o pH do
meio (GOVENDER et al., 1999), a superficie da particula, a natureza do polimero (VILA
et al., 2002) e a quantidade de farmaco adicionada a formulacdo (SCHAFFAZICK et al.,
2003). Sabe-se que substancias hidrofilicas, como o FLU, possuem baixa EE por tenderem
a permanecer na superficie da particula, em contato com a agua (BARICHELLO et al.,
1999; GOVENDER et al.,, 1999; LEO et al., 2004). Além disso, estudos com
microparticulas de QS comprovaram que farmacos de baixo peso molecular se difundem
rapidamente durante o processo de encapsulacdo (ARICA et al., 2002; YU et al., 2008).
Exemplificando a dificuldade de encapsular farmacos com essas caracteristicas, SPOSITO
(2008) obteve resultados de encapsulagdo do FLU entre 21,4% e 50% para nanocapsulas
preparadas com os polimeros poli-caprolactona e PLA-PEG.

Portanto, a EE de 39,20 + 1,19% para NP-FLU utilizando a proporg¢édo de QS:FLU
1:1 (m/m) foi um valor aceitavel, considerando hidrofilicidade e o baixo peso molecular do
farmaco. Assim, as formulagdes hidrofilicas preparadas a partir das NP-FLU possuiram
cerca de 40% (m/v) do farmaco associado ao polimero QS e os outros 60% livres,

dissolvidos no meio aquoso dispersante.
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5.3.5. Morfologia das NP-FLU

As NP-FLU, apresentadas na Tabela 11 e Figura 24, apresentaram mesma
morfologia, tamanho médio, IPD e potencial zeta (p < 0,05) quando comparadas as NP-QS
correspondentes (Tabela 8). Portanto, a presenca do FLU nas NP n&o alterou as suas

caracteristicas fisicas.

Tabela 11 — Valores correspondentes ao tamanho médio (nm), IPD e potencial zeta (mV)
das NP-FLU obtidas com a propor¢do de QS:FLU 1:1 (m/m) (n = 12).

Tamanho das NP-FLU (nm) IPD Potencial Zeta (+mV)

266,4 + 81,8 0,311 + 0,06 40,2+38,1

10pm JEOL 8/8/2013 lpm  JEOL 8/8/2013
SEM SEM

WD 25mm  9:58:53 WD 25mm = 9:42:54

Figura 24 — Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrdnica de varredura (MEV,
JEOL JSM-7001F) das NP-FLU com aumento de 800 vezes (A) e 3500 vezes (B).

5.4. Avaliacéo in vitro do potencial mucoadesivo das NP-FLU

Para se determinar o carater mucoadesivo do sistema proposto, as NP-FLU foram
incubadas juntamente as NP-MCN preparadas conforme descrito no item 4.6. Nota-se por
meio dos resultados apresentados na Tabela 12 que as NP-MCN apresentam tamanho 2,5
vezes maior que as NP-FLU e valores semelhantes de IPD. O aumento significativo (p <
0,05) do tamanho das particulas, observado apds mistura entre as duas NP, e o fato de ndo
se observar populagdes de particulas com tamanhos semelhantes aos das particulas isoladas

(Figura 25), indicam que as NP-FLU sdo mucoadesivas.
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Tabela 12 — Comparacdo entre o tamanho médio e IPD das NP-FLU e NP-MCN e depois
de misturadas em proporcdo 1:1 (v/v) (n = 3).

Amostras Tamanho médio das particulas (nm) IPD
NP-FLU 2725+18 0,331 + 0,059
NP-MCN 656,3 = 16,9 0,343 £ 0,051
NP-FLU + NP-MCN 3430,7 £ 661,2 0,462 + 0,094

Na Figura 25, nota-se que a intensidade do pico referente as NP-FLU + NP-MCN
foi muito superior ao das NP-FLU e NP-MCN. As curvas representativas das amostras de
NP isoladas apresentam-se distorcidas devido a grande diferenca de intensidade da amostra
de NP-FLU + NP-MCN.

= NP-FLU + NP-MCN

20 z : ; ! o ; Foap TR CH s NP-MCN
: . ' ] : NP-FLU
= e b4

0.1 1 10 100 1000 10000

Intensidade (%)
e

Tamanho (nm)
Figura 25 — Distribuicdo de tamanho hidrodinamico referente as amostras de NP-FLU,

NP-MCN e NP-FLU + NP-MCN obtidos através do equipamento Zetasizer Nano Series.

DHAWAN e colaboradores (2004) observaram que a quantidade de MCN
absorvida por microparticulas de QS é diretamente proporcional a concentracdo de MCN
utilizada. Comprovaram ainda que a escolha da técnica de preparo das particulas é
determinante para a quantidade de MCN associada a QS, sendo a geleificacdo ionotrépica
através de reticulagdo com TPP a que apresenta maior adesdo da MCN a QS.

Encontram-se descritas na literatura diversas teorias sobre a forca de mucoadeséo
(DEACON et al., 2000; SHAIKH etal.,, 2011). SOGIAS e colaboradores (2008)
comprovaram que os fatores que influenciam as forcas de mucoadesdo sdo as atracoes
eletrostaticas, as ligacdes de hidrogénio e o efeito hidrofobico. Dentre essas, as interagdes
eletrostaticas exercem predominancia, pois 0s grupos amino da QS, quando protonados,

carregam cargas positivas que interagem com as cargas negativas presentes nas
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macromoléculas de MCN. Vale ressaltar que fatores como hidrofilicidade, peso molecular,
0 pH da solucgdo e a concentracdo do polimero também podem influenciar essas interagdes.

Os resultados deste experimento indicam que as NP-FLU presentes na formulacéo
desenvolvida ficardo aderidas a mucosa vaginal apos aplicacdo, 0 que aumentara seu
tempo de retencédo local permitindo que o FLU liberado permaneca por mais tempo agindo
no ambiente vaginal, melhorando a terapia topica da CVV.

5.5. Obtencao de formulacdes hidrofilicas com as NP-FLU

Os géis de carbopol sdo formados rapidamente quando as moléculas desse polimero
entram em contato com meio aquoso. A consisténcia do gel formado é diretamente
proporcional a concentracdo de polimero dispersa na agua (ANSEL et al., 2007).
Visualmente, notou-se que os géis de carbopol a 1,0 e 1,5% (m/v) formaram formulacdes
muito espessas, engquanto concentragdes abaixo de 0,5% (m/v) formavam géis mais fluidos.
Portanto, a porcentagem de 0,5% (m/v) de carbopol incorporado a suspensdo de NP
possibilitou a formacdo de um gel com boas caracteristicas de fluidez (Figura 26), o que
facilitaria a aplicacdo do produto na mucosa vaginal. O gel contendo a formulagédo estara
aderido ao muco cervical. Assim, as NP-FLU se difundirdo pelo gel até o contato direto

com a mucosa vaginal, local onde o farmaco exercer seu efeito farmacologico.

Figura 26 — Fotografia demonstrando o aspecto dos géis de carbopol formados pela adi¢éo
de 0,5% (A), 1,0% (B) e 1,5% (C) (m/v) a suspensao de NP-FLU.

5.6. Estudos in vitro de liberacéo do FLU a partir da formulacéo desenvolvida

A eficacia de qualquer produto utilizado através da via topica esta diretamente

relacionada a liberacdo do farmaco da forma farmacéutica para pele ou mucosa. Os ensaios
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de liberagdo durante o desenvolvimento de uma formulag&o identificam variaveis criticas
de um processo e garantem a qualidade da formulacdo final (SIEWERT et al., 2003).
Apesar desse tipo de ensaio ainda ndo ser preconizado pela legislacdo brasileira para
formulac@es liquidas e semi sélidas destinadas para uso topico (ZARONI et al., 2013), sua
importancia é indiscutivel no desenvolvimento de novas formulagdes. O perfil de liberacdo
in vitro do FLU pode ser observado no gréfico apresentado na Figura 27.

Observa-se que a SOL-FLU foi a formulagdo que liberou maior quantidade de FLU
através da membrana de acetato, seguida por G-FLU, NP-FLU e G-NP-FLU. Através de
andlises estatisticas, foram confirmadas diferencas significativas (p < 0,05) entre as
formulacbes “SOL-FLU e NP-FLU” e “G-FLU e G-NP-FLU” a partir de meia hora de
experimento, entre “SOL-FLU e G-FLU” a partir da primeira hora de experimento e entre
“NP-FLU e G-NP-FLU” a partir da segunda hora de experimento.

Muitos estudos sugerem que os sistemas nanoparticulados compostos pelo polimero
QS tem como propriedade a sustentacao da liberagdo do ativo ali encapsulado, controlando
a entrada do farmaco desejado no alvo de acdo (NAGPAL et al., 2010; RAJAN e RAJ,
2013). Os mecanismos de liberacdo podem acontecer devido a dessorcdo ou difusdo do
farmaco através da superficie ou matriz das particulas, a erosdo da matriz polimérica ou
ainda pela combinag&o desses fatores (SOPPIMATH et al., 2001). Desta forma, atraves da
diferenca estatistica significativa (p < 0,05) entre a SOL-FLU e NP-FLU, bem como entre
0 G-FLU e G-NP-FLU, infere-se que as NP obtidas sdo capazes de sustentar a liberacdo do
farmaco. Neste caso, a formulacdo correspondente ao G-NP-FLU sustentaria a liberacdo do

ativo, tanto por conter as NP quanto pelo efeito de viscosidade do gel.
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Figura 27 — Perfil de liberacdo in vitro do FLU através de membrana de acetato de
celulose a partir de quatro formulagdes: SOL-FLU, NP-FLU, G-FLU e G-NP-FLU. Todas
as formulagdes com concentragdo de FLU igual a 1,75 pg/mL e pH 4,5. O simbolo *
representa 0 momento em que se inicia uma diferenca estatistica significativa entre as
suspensoes (p < 0,05). Cada valor corresponde a média + desvio padréo de cinco replicatas
(n=5).

Deve-se levar em consideracdo que, em uma situacao real de aplicacdo desses tipos
de formulagdo, a membrana de acetato de celulose ndo estaria influenciando a difusdo do
farmaco como no presente estudo. Ou seja, na aplicacdo topica de uma solucdo de FLU
(SOL-FLU) nédo haveria nenhuma barreira para controlar a liberacdo do FLU e o farmaco
ja estaria pronto para interagir com a membrana. A membrana de acetato de celulose neste
estudo, no entanto, serviu como um suporte para que as formulagdes liquidas e semi-
solidas ndo se misturassem ao meio receptor. A SOL-FLU foi utilizada somente como um
controle para caracterizar esse efeito da membrana em retardar a liberacdo do farmaco a
partir das formulacGes analisadas.

Os resultados dos experimentos de liberacdo indicam que as formulagcbes
desenvolvidas (G-FLU, NP-FLU e G-NP-FLU) tém potencial em sustentar a liberacdo do
farmaco, promovendo uma liberagdo progressiva no ambiente vaginal. Desta forma, elas
devem melhorar a terapia topica da CVV no que diz respeito a reducdo na quantidade de

aplicacdo do produto e manutencédo de quantidades terapéuticas do farmaco no local.
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5.7. Estudos in vitro de permeagéo de FLU através da mucosa de suinos

Os ensaios in vitro que utilizam a mucosa como modelo ndo podem ser realizados
por grandes periodos, tendo em vista a qualidade e manutencdo das estruturas biologicas
desse tecido (BERGINC et al., 2012; KULKARNI et al., 2011), fato determinante para se
avaliar a penetracdo/permeacdo de um farmaco atraves dele. Assim, a mucosa bucal, ap6s
ser retirada do animal, foi cuidadosamente hidratada e transportada em temperatura
refrigerada para o laboratorio seguindo os procedimentos de limpeza e uso imediato.

Os estudos de permeacdo in vitro do FLU, utilizando mucosa bucal suina foram
realizados, portanto, por um periodo maximo de 2 h, garantindo a integridade e a
confiabilidade dos resultados (KULKARNI et al., 2011). As quatro formulagdes
desenvolvidas contendo FLU permaneceram em contato com a mucosa durante esse
periodo. A quantidade de FLU que penetrou a mucosa foi recuperado e dosado, assim
como a quantidade que permeou o tecido. Ao término do experimento, os resultados
obtidos referente ao farmaco recuperado da mucosa, a partir da solucdo controle e das trés

formulacGes desenvolvida, pode ser observado na Figura 28.
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Figura 28 — FLU recuperado da mucosa suina ap6s 2 h de experimento de permeacéo in
vitro a partir de quatro formulagdes: SOL-FLU, NP-FLU, G-FLU e G-NP-FLU. Todas as
formulacBes continham concentracdo de FLU igual a 1,75 mg/mL (n = 5), pH 4,5. O
simbolo * representa diferenga estatistica significativa (p < 0,05).
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N&o houve quantidades significativas de FLU na solugéo receptora em nenhum
ensaio realizado. Apesar de algumas amostras terem apresentado sinal de deteccdo do
farmaco no CLAE, as quantidades eram inferiores ao limite de quantificacdo do método
analitico validado, ou seja, menor que 100 ng/mL. O FLU apresenta log P igual a 0,99 e
pKa igual a 2, encontrando-se na sua forma ndo ionizada em meio acido (MERCK E
COMPANY INCORPORATED, 2010). De acordo com a classificagdo biofarmacéutica, o
FLU pertence a classe Ill, com alta solubilidade e baixa permeabilidade (FDA, 2000;
PARAISO, 2012). Entretanto, abaixa permeacdo de FLU a partir das formulagdes indica
uma baixa absorcéo sistémica do farmaco, ideal para sistemas de aplicacdo topica (ANSEL
etal., 2007; AULTON, 2005).

De acordo com a Figura 28, observa-se que a SOL-FLU foi a formulacdo que
liberou maior quantidade de FLU para a mucosa, seguido do G-FLU, NP-FLU e G-NP-
FLU. As andlises estatisticas indicaram que houve diferencas significativas (p < 0,05) entre
as formulagGes correspondentes a SOL-FLU e NP-FLU, bem como entre a SOL-FLU e G-
FLU, garantindo que tanto as NP, quanto o gel de carbopol sdo capazes de sustentar a
liberacdo do farmaco. Também houve diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05)
entre G-FLU e G-NP-FLU, mostrando que, apesar do gel sustentar a liberacdo do farmaco,
esse efeito torna-se ainda mais pronunciado na formulagdo contendo o gel e NP. Esses
resultados condizem com os resultados de liberagéo (item 5.6), ou seja, as formulacgdes que
mais sustentaram a liberacdo do FLU foram as que mais reduziram a absorcdo do farmaco
através da mucosa.

A representacdo abaixo simplifica os resultados apresentados na Figura 28 em
termos de quantidade de FLU que penetrou a mucosa apés as 2 h de experimento a partir

de cada formulagéo avaliada:

SOL-FLU > G-FLU > NP-FLU = G-NP-FLU

O fato de ndo haver diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) entre as
quantidades de FLU recuperado da mucosa a partir das formulagdes NP-FLU e G-NP-FLU
permite concluir que a sustentacdo do farmaco ocorre devido ao sistema nanoparticulado,

ainda que ambos os sistemas apresentassem 60% do farmaco ndo encapsulado.
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Estudos similares foram realizados por GUPTA e VYAS (2012), utilizando pele de
orelha de porco, ao invés de mucosa, para verificar a permeacdo de FLU nanoencapsulado
em NP lipidicas solidas. Nesse estudo, as NP promoveram maior penetracéo do FLU, tanto
no estrato corneo quanto na epiderme viavel, quando comparados a solucdo controle com o
farmaco. No entanto, os resultados apresentados no presente trabalho sdo mais
significativos no que se refere ao tratamento da CVV, ja que estudos de permeacédo de FLU
através de modelo de mucosa sdo melhores indicativos de eficacia no tratamento desse tipo
de infeccéo.

O uso da mucosa vaginal suina, ao invés da mucosa oral utilizada nestes estudos in
vitro, seria mais adequado para caracterizar o local de aplicacdo destinado para a
formulacdo desenvolvida. No entanto, 0 acesso a esse tipo de tecido seria logisticamente
inviavel, motivo pelo qual optou-se pelo ultimo. Apesar de nao haver diferenca estrutural
entre as mucosas, a mucosa oral possui um pH neutro, enquanto a vaginal apresenta pH
acido (BEREK e NOVAK, 2008). Esta diferenca de pH poderia modificar a protonagdo da
QS, por exemplo, o que geraria resultados diferentes dos apresentados. No entanto, todas
as formulacdes tiveram o pH ajustado para 4,5 com o objetivo de minimizar esse efeito.

As concentragdes de FLU retidas na mucosa a partir das formulagdes das NP-FLU
e G-NP-FLU foram 1,32 + 0,19 ug/mL e 0,94 + 0,23 pg/mL, respectivamente.
Considerando que a CMI do FLU para espécies de C. albicans varia entre 0,25 e 1,00
pug/mL (NCCLS, 2002), as quantidades de FLU que permearam a mucosa, mesmo a partir
das formulagbes que mais sustentaram a permeacdo do farmaco, foram suficientes para
eliminar o fungo. Esta observacdo demonstra o potencial da formulacdo desenvolvida para
o tratamento da CVV.
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6. Conclusao

As NP-FLU desenvolvidas com o polimero QS e formuladas em gel hidrofilico de
carbopol apresentaram-se como um sistema de liberagcdo promissor com propriedades
mucoadesivas, com potencial para permanecer no ambiente vaginal por periodos mais
longos e sustentar a liberacdo do agente antifingico FLU, promovendo melhoras na
eficacia da terapia topica da CVV.

6.1. Resultados parciais

- Os métodos analiticos para doseamento do FLU por CLAE, bem como o método de
recuperacdo do farmaco da mucosa suina, foram validados adequadamente, assegurando a

confiabilidade analitica de todos os resultados posteriores;

- A determinacdo do coeficiente de solubilidade aquosa do FLU assegurou que todos 0s
experimentos de liberagdo e permeac&o in vitro desse farmaco foram realizados dentro das

condigdes sink;

- As NP-QS e as NP-FLU apresentaram forma esférica, diametro em torno de 300 nm, com
polidispersividade adequada e potencial zeta ideal para garantir certa estabilidade fisica a

nanodispersdo, bem como conferir mucoadesividade ao sistema;
- Estudos com NP-MCN evidenciaram o potencial mucoadesivo das NP desenvolvidas;

- As formualgdes de NP-FLU e G-NP-FLU foram capazes de sustentar a liberacdo in vitro
do FLU;

- Estudos de permeacdo in vitro a partir das formulagdes SOL-FLU, G-FLU, NP-FLU e G-
NP-FLU, mostraram que todas mantiveram concentragdes altas do farmaco na mucosa,
indicando tratar de formulacBes adequadas para aplicacdo topica. Entretanto, revelaram

que as NP sdo as principais controladoras na liberacdo do fa&rmaco para a mucosa;

- Estudos adicionais sdo necessarios para a avaliacdo da atividade antifungica das

formulacGes desenvolvidas.
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7. Perspectivas futuras

7.1. Atividade antifungica

H& diversas literaturas que relatam a atividade antifingica do polimero QS
(CRAVEIRO et al., 1999; GUERRA-SANCHEZ et al., 2009; ING et al., 2012; ZHONG et
al., 2007; ZIANI et al., 2009). Portanto, testes adicionais in vitro devem ser realizados para
se comprovar a eficacia da formulacdo desenvolvida, além de verificar se ha um efeito

sinérgico da formulacdo com o farmaco mais as NP-QS no combate a C. albicans.

7.2. Estudos in vivo

Apbs a realizacdo dos testes citados no item 7.1., realizar-se-a testes in vivo com a
formulacdo desenvolvida. Estes testes serdo conduzidos de acordo com o protocolo
proposto por GUPTA e VYAS (2012), em que se contamina a pele de camundongos com o
fungo C. albicans e, ap6s o crescimento do fungo, aplica-se as formulacbes a serem

testadas.
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9. Anexos

9.1. Estudo preliminar para avaliacdo da atividade antifungica das formulagdes com
FLU para cepas de C. albicans e C. glabrata

Os fungos das espécies de C. albicans, cepa ATCC 10231, e C. glabrata ja haviam
sido cultivadas e estavam armazenadas com glicerol, em tubos de ensaio, em geladeira. As
cepas utilizadas foram proliferadas em triplicata a cada utilizagdo, para sua manutengéo no
laboratério.

A metodologia utilizada (NCCLA, 2002) foi a mesma para ambas as espécies de
Candida. Entretanto, os cultivos foram realizados separadamente para minimizar 0s riscos

de contaminacéo entre os fungos.

9.1.1. Material e Métodos

9.1.1.1. Material

Os ensaios em cultura de fungos foram realizados utilizando Sabouraud dextrose
broth e Sabouraud dextrose agar (Neogen Corporation, Lansing, Michigan), glicerina P.A.
e NaCl (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e resazurin sodium salt (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha). Todas as analises foram realizadas com &agua ultrapurificada tipo Milli-Q

(Millipore, Franga).

9.1.1.2. Métodos

9.1.1.2.1. Higienizacgédo do material e medidas de seguranca

A cultura das cepas, bem como os testes para avaliar a atividade antifungica das
amostras de interesse, foi realizada dentro de uma capela de fluxo laminar (FilterFlux®),
com abertura suficiente para a entrada das méos do experimentador. A capela foi
higienizada, a cada utilizacdo, com alcool 70% e raios UV, durante 20 min, antes e apos 0
experimento.

Todo o material utilizado para o teste (vidrarias, pipetas, ponteiras, tubos de ensaio,
agua grau Milli-Q, cubetas, tubos falcon, caneta para vidro, meios de cultura, solugdo

salina) foi autoclavado antes de ser colocado na capela de fluxo laminar. Todas as vidrarias
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utilizadas durante o experimento e quaisquer materiais descartados foram autoclavados
novamente antes de serem colocados em lixo biolégico.

Dentro da capela de fluxo laminar, a parte superior das vidrarias e a alca de platina
utilizada para o cultivo do fungo foram flambadas antes e depois de serem manuseadas.
Nesse estudo, os equipamentos de protecao individual (luvas, 6culos, jaleco e touca) foram

utilizados para evitar a ocorréncia de contaminagdes.

9.1.1.2.2. Preparo das solugdes e meios de cultura

Os meios liquidos foram preparados com Sabouraud Broth, com concentragéo igual
a 30,0 g/L, em duas aliquotas: 50 mL para cultura do fungo e 200 mL para as diluicGes
posteriores. O meio solido foi preparado com Sabouraud agar, com concentragdo igual a
65,0 g/L, e aliquota de 50 mL.

A solucdo salina e a solucdo de resazurin foram preparadas com concentracdes

correspondentes a 0,85% e 0,01% (m/v), respectivamente.

9.1.1.2.3. Cultivo das cepas de C. albicans e C. glabrata

Primeiro dia

No fluxo laminar, 0 meio sélido foi vertido dentro de trés tubos de ensaio vazios.
Os tubos foram inclinados e apoiados na diagonal durante, aproximadamente, 20 min até
total solidificacdo (Figura 1). Os meios solidos foram armazenados isoladamente na

geladeira.

Figura 1 — Preparo do meio solido com Sabouraud dextrose agar com concentracdo igual a
65,0 g/L para cultura de fungo.
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Posteriormente, o fundo de um tubo de ensaio contendo a cepa do fungo foi
aquecido em banho-maria a temperatura de 45°C para facilitar a remogédo de todo
conteido. Na capela de fluxo laminar, o conteddo do tubo de ensaio (meio sélido com
fungo e glicerol) foi vertido em 50 mL do meio liquido e, posteriormente, deixado na

estufa a temperatura de 35°C, durante 24 h, para crescimento do fungo.

Segundo dia
A alca de platina foi mergulhada no meio liquido, cultivado no dia anterior e

passada levemente sobre o meio sélido (Figura 1). Este procedimento foi repetido trés
vezes. Os tubos de ensaio foram vedados com algoddo e levados novamente a estufa a

temperatura de 35°C, por 24 h.

Terceiro dia
Os tubos de ensaio contendo a cultura do fungo, ja proliferado, foram retirados da
estufa (Figura 2). Em dois tubos foram colocados glicerol, vedados com algoddo e

armazenados na geladeira. O terceiro tubo foi levado a capela de fluxo laminar.

Figura 2 — Proliferacdo do fungo da espécie C. albicans, correspondente a cepa ATCC
10231, em meio de cultura.

Para preparo do indculo, uma pequena por¢do do fungo de parte esbranquicada
(conforme a Figura 2) foi raspada com o auxilio da alca de platina e diluido em 5 mL da
solucdo salina. As leituras da solugéo salina foram realizadas no espetrofotémetro a 530
nm, e a adicdo de fungo no meio deu-se até a obtencdo de valores de absorcao
padronizados entre 0,08 e 0,10. Esta absorbancia, de acordo com a escala padrdo de
McFarland, equivale a uma quantidade de fungos de 1x10° a 5x10° células/mL. Em
seguida, diluiu-se 1 mL da solugdo salina com o fungo em 100 mL do meio liquido

(diluigdo 1:100). Posteriormente, 1 mL da ultima diluicdo em 20 mL de novo meio liquido
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(1:20). Apds as duas diluicbes, o inbéculo continha uma quantidade de fungos
correspondente de 5x10%a 2,5x10° células/mL (NCCLS, 2002).

As diluicOes seriadas em placa de 96 pocos foram realizadas conforme o esquema
representado na Figura 3. Inicialmente, colocou-se 100 puL do in6culo em todos 0s pogos
em que seriam realizadas as triplicatas (Figura 3A). Em seguida, colocou-se 100 uL das
amostras listadas abaixo, somente nos pocos da primeira coluna (Figura 3B). Todas as

amostras com FLU continham concentragdo de farmaco igual a 2 mg/mL.

(i)  SOL-FLU;
(i)  NP-QS;
(i)  NP-FLU;

(iv)  G-NP-FLU.

O in6culo, somado a amostra, foi homogeneizado e, entdo, transferiu-se 100 uL
para 0s pocos da segunda coluna. Novamente, homogeneizou-se 0s pocos da segunda
coluna e transferiu-se 100 pL para os pogos da terceira coluna. Este procedimento foi
repetido até a Gltima coluna, onde 100 uL foram descartados, de forma que a concentracao
em cada poco fosse sempre a metade da concentragdo do poco anterior (Figura 3C). Por
fim, as amostras controle foram realizadas colocando-se 100 uL do meio liquido e 100 uL
0 indculo em pocos separadamente (Figura 3D). As placas de 96 pocgos foram colocadas
em estufa a temperatura de 35°C para analises em 24 h e 48 h.

Quarto dia

A placa com 96 pocos foi retirada da estufa, ap6s incubacdo por 24 h e, em cada
poco, foi colocado 30 pL da solucdo de resazurin 0,01%. Apo6s 2 h, os resultados foram
analisados visualmente, com a coloragéo rosa indicando a proliferagdo do fungo e a cor

azul indicando que a formulag&o eliminou o fungo inoculado.

Quinto dia

A placa com 96 pocos foi retirada da estufa apos incubacdo por 48 h, e foram

seguidos 0s mesmos procedimentos do dia anterior.
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Figura 3 — Esquema simplificado das dilui¢bes seriadas em placa de 96 pocos para cultura
de fungos: 100 uL do in6culo em todos os pocos de interesse (A); 100 uL das formulacdes
antifungicas nos pocos da primeira coluna (B); homogeneizacdo de todos 0s pogos, com
transferéncia de 100 pL a cada mudanca de coluna (C); brancos com 100 uL do meio
liquido e 100 pL do inoculo

9.1.2. Resultados e Discussao

9.1.2.1. Estudos preliminares de avaliacdo da atividade antifiingica in vitro das NP-QS

e NP-FLU para cepas de C. albicans e C. glabrata

Os resultados envolvendo cultura de Candida sp. foram analisados visualmente,
utilizando solucéo de resazurin 0,01%. Apoés 2 h de reacdo entre a solucdo e o meio de
cultura dos fungos, a variacdo de coloracdo para azul indica que a formulacéo eliminou o
fungo, enquanto a coloragdo rosa indica a presenca do fungo ainda vivo. A CMlig
corresponde a primeira concentracdo do agente fungicida na diluicdo seriada a apresentar
coloracéo azul, inferindo-se que aquela concentracéo é suficiente para eliminar de 5,0x10°
a 2,5x10° células de Candida/mL (NCCLS, 2002).

Nos estudos preliminares realizados em culturas de cepas de C. albicans e C.
glabrata observou-se que 0s pogos correspondentes a aplica¢do das formulagdes SOL-FLU
e NP-FLU apresentaram coloragdo rosa assim que entraram em contato com a solucao

reveladora de resazurin. Independente da concentracdo de FLU presente no poco,
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constatou-se a presenca do fungo vivo (Figura 4). Através da anélise da amostra pura do
indculo, percebe-se que ele ndo possuia nenhum tipo de contaminagé&o.

Apo6s 2h

Figura 4 — Revelagdo com resazurin 0,01% de C. albicans, cepa ATCC 10231, apds 24 h
de incubacdo em contato com quatro formulacBes com agentes antifingicos com
concentragéo inicial de 1,0 pg/mL. Cada trés fileiras representam uma triplicata, ordenadas
de cima para baixo com as formulagdes: SOL-FLU, NP-QS, NP-FLU e G-NP-FLU.

Algumas formula¢fes podem demorar mais tempo para inibir o crescimento da
populacdo de fungos. Portanto, o experimento também foi realizado com periodo de
incubacdo das formulages em 48 h. No entanto, ap6s esse periodo, foi observado —
inclusive a olho nu — uma maior proliferagdo das cepas. Os “pontos” brancos no fundo de
cada poco, conforme destacado na Figura 5, indicam a presenca dos fungos apds contato
com as formulagdes desenvolvidas. Confirma-se assim que as concentracdes utilizadas néo
foram suficientes para inibir o crescimento das cepas de C. albicans e C. glabrata

utilizadas no ensaio.
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Figura 5 — Revelagdo com resazurin 0,01% de C. albicans, cepa ATCC 10231, apds 48 h
de incubacdo em contato com quatro formulacBes com agentes antifingicos com
concentragdo de 1,0 pg/mL. Cada trés fileiras representam uma triplicata, ordenadas de
cima para baixo com as formulagdes: SOL-FLU, NP-QS, NP-FLU e G-NP-FLU.

Considerando que os experimentos foram realizados mais de uma vez, com dois
tempos de incubacéo diferentes (24 h a 48 h), e ainda que a CMI do FLU para espécies de
Candida sp. varia entre 0,25 e 1,0 pg/mL (NCCLS, 2002), conclui-se que as cepas
utilizadas no experimento estavam resistentes a acdo do farmaco. Esses estudos
preliminares devem ser realizados novamente, utilizando novas cepas das duas espécies de
Candida sp, para avaliar a eficacia das formulacbes desenvolvidas em reduzir a carga
fangica de espécies causadoras da CVV.

E importante ressaltar que a QS apresenta propriedades antifungicas (CRAVEIRO
et al., 1999; GUERRA-SANCHEZ et al., 2009; ING et al., 2012; ZHONG et al., 2007;
ZIANI et al., 2009) e alguns possiveis mecanismos sdo descritos na literatura para explicar
o0 potencial antifingico do polimero natural. O primeiro deles diz respeito a capacidade de
interacdo entre as cargas positivas da QS com os componentes fosfolipidicos carregados
negativamente dos fungos. A interacdo aumenta a permeabilidade da membrana ao
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organismo, causando um vazamento do contetido celular seguido de morte (GARCIA-
RINCON et al., 2010; LIU et al., 2004). Um segundo mecanismo indica que a QS age
como agente quelante, capturando os nutrientes essenciais para o crescimento do fungo
(ROLLER e COVILL, 1999). Um terceiro e tltimo mecanismo descrito infere que a QS
penetra a parede celular dos fungos, ligam-se ao DNA e afeta diretamente a sintese de
enzimas e proteinas essenciais a sobrevivéncia fungica (KONG et al., 2010). Dessa forma,
este polimero pode agir sinergicamente ao FLU na eliminacdo dos agentes causadores da
CVV.



