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RESUMO

O wuso indiscriminado de antimicrobianos na terapéutica tem
desencadeado diversos tipos de mecanismos de resisténcia, 0 que tem
impulsionado cada vez mais pesquisas focando na obtencdo de novos
farmacos, desenvolvimento ou melhoramento das formulacGes
disponiveis no mercado. A nistatina € um antifingico poliénico
amplamente utilizado no tratamento de candidiases. Seu mecanismo de
acdo deve-se a ligacdo ao ergosterol, esterdide presente na membrana
celular de fungos patogénicos como a Candida sp, promovendo a
desestruturacdo e liberagdo do seu contetdo celular. Além disso, a
nistatina pertence a classe IV do Sistema de Classificagdo
Biofarmacéutica, de modo que sua atividade biol6gica é impactada por
sua baixa solubilidade e baixa permeabilidade. Neste contexto, sistemas
microparticulados de cloridrato de quitosana destinados a via topica
foram desenvolvidos atraves de spray drying e
emulsificacdo/evaporagdo de solvente seguida de liofilizagédo
objetivando um aumento da retengdo cutdnea e melhorias na atividade
microbioldgica da nistatina. Os sistemas foram obtidos em diferentes
propor¢bes de farmaco:polimero (1:1; 1:2 e 1:3, m/m), sendo
caracterizados quanto as suas propriedades cristalinas, térmicas e
morfolégicas e avaliados no tocante ao teor e eficiéncia de
encapsulagdo, atividade microbiolégica e capacidade de retencédo
cutanea. Os resultados demonstram adequados valores de eficiéncia de
encapsulacédo para todas as formulagfes e pardmetros fisico-quimicos
dependentes da técnica de preparo aplicada. Em relacdo aos testes
microbiol6gicos frente a cepas de Candida albicans, a formulagdo
obtida por spray drying na proporcdo 1:2 (farmaco:polimero, m/m)
apresentou o dobro da atividade antifingica do farmaco puro, resultando
em valores de concentracdo inibitéria minima e concentracdo fungicida
minima de 0,4 pg/mL e 1,6 ug/mL, respectivamente. Esta formulagéo,
quando avaliada por modelo ex vivo em amostras de pele de orelha
suina, apresentou alta retencdo de nistatina na derme e epiderme. Os
resultados sdo considerados estatisticamente diferentes em comparagao
ao farmaco puro e demonstram o potencial deste sistema no tratamento
topico da candidiase.

Palavras-chave: nistatina, cloridrato de quitosana, microparticulas
poliméricas, atividade antiflingica, retencéo cutanea.






ABSTRACT

DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF CHITOSAN
HYDROCHLORIDE MICROPARTICLES CONTAINING
NYSTATIN FOR TOPICAL DELIVERY

The indiscriminate use of antimicrobials has triggered various types of
resistance mechanisms, which have continuously stimulated researches
focused on the obtainment of new drugs, development or improvement
of dosage forms available for marketing. Nystatin is a polyene
antifungal widely employed on the treatment of candidiasis. Its
mechanism of action occurs via its binding to ergosterol, a steroid
present in the cell membrane of pathogenic fungi such as Candida sp,
which promotes the disintegration and release of cellular contents. In
addition, nystatin belongs to Class IV of the Biopharmaceutical
Classification System, and so its biological activity is affected by its low
solubility and low permeability. In this context, microparticulate
systems of chitosan hydrochloride intended for the topical route were
developed through spray drying and through emulsification/solvent
evaporation followed by freeze drying, aiming an enhancement of the
skin retention and microbiological activity of nystatin. The samples
were obtained in different drug:polymer ratios (1:1, 1:2 and 1:3, w/w),
being characterized by means of their crystalline, thermal and
morphological properties and evaluated regarding their  content,
entrapment efficiency, microbiological activity and skin retention.
Results demonstrate that all microparticles presented adequate
entrapment efficiencies and that their physicochemical properties were
dependent on the obtainment technique. Microbiological tests against
strains of Candida albicans revealed that the spray dried sample
composed of a 1:2 drug:polymer (w/w) ratio presented an increase up to
a 2 factor in the antifugal activity with minimum inhibitory
concentration and minimum fungicide concentration of 0.4 pg/mL and
1.6 pg/mL, respectively. This formulation, when submitted to ex vivo
studies in porcine ear skin presented high retention of nystatin on both
dermis and epidermis. These results are considered statistically different
in comparison to the pure drug and demonstrate the potential of this
microparticle for the topical treatment of candidiasis.

Keywords: nystatin, chitosan hydrochloride, polymeric microparticles,
antifungal activity, skin retention.
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INTRODUGCAO GERAL

O uso generalizado de antibidticos de amplo espectro, os quais
podem promover a reducdo da flora bacteriana que normalmente
compete com os fungos patogénicos, vem sendo considerado fator
responsavel pelo aumento na incidéncia de resisténcia microbiana
(RANG et al., 2007).

A candidiase é a infecgdo flngica mais comum e acredita-se
gue pelo menos 75% das mulheres tem, no minimo, um episodio de
candidiase vaginal em sua vida e, aproximadamente 40 a 50%, podem
apresentar reincidéncia, dentre elas, 5% devido ao tratamento ineficaz
(BEREK; NOVAK, 2008).

Os antifingicos da classe de poliénicos sdo amplamente
indicados para o tratamento desta patologia e caracterizam-se pelo
mecanismo de agdo que ocorre através da ligagdo com o ergosterol,
esteroide presente na membrana plasmatica das células fungicas,
formando canais transmembranares que promovem a desorganizagdo
celular (TAVARES, 1996).

A nistatina € um farmaco pertencente a essa classe de
antiflngicos e que apresenta um amplo espectro de acao, classificada no
grupo 1V do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica por apresentar
baixas solubilidade e permeabilidade quando administrada por via oral,
0 que limita consideravelmente sua aplicagdo (BRESCANSIN, 2006).

A produgdo de formulagdes lipossomais deste farmaco mostrou
que os sistemas obtidos apresentam atividade antifngica maior do que o
préprio farmaco livre, aumento no tempo de meia-vida do mesmo e
diminuicdo de seus efeitos colaterais.

Os sistemas microencapsulados, em geral, proporcionam
inimeros beneficios tais como a solubilizacdo de ativos lipofilicos, o
aumento na biodisponibilidade, a protecdo da molécula frente a diversos
fatores (DATE; JOSHI; PATRAVALE, 2007).

As técnicas de preparo destes sistemas sdo divididas conforme a
combinacao entre o ativo e 0 material encapsulante, a exemplo do spray
drying, inclusdo molecular, emulsificacdo/evaporacdo de solvente,
liofilizacdo e polimerizacdo interfacial (VALGAS, 2007).

No presente trabalho optou-se por avaliar a atividade
antifingica de formulagdes contendo nistatina em comparacdo ao
farmaco livre e obter dados quanto a retencdo do mesmo na pele a partir
de sistemas particulados de cloridrato de quitosana considerados
promissores para a via de administracdo cutanea.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar microparticulas de cloridrato de
quitosana contendo o farmaco antifingico nistatina visando aplicagdo
topica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Caracterizar o farmaco nistatina no estado sélido;

Desenvolver e validar metodologia de doseamento da nistatina
por cromatografia liquida de alta eficiéncia;

Desenvolver microparticulas de cloridrato de quitosana
contendo nistatina através dos métodos de emulsificacdo/evaporagédo de
solvente seguida de secagem por liofilizacdo e de spray drying;

Caracterizar as microparticulas obtidas no estado so6lido,
determinar a eficiéncia de encapsulagdo e teor de farmaco desses
sistemas;

Avaliar a atividade microbiolégica do farmaco livre e associado
as microparticulas pelo método de microdiluicio em caldo para
determinacdo da concentracdo inibitéria minima, bem como a
concentracao fungicida minima, sendo essa Gltima em agar;

Realizar avaliacdo da retencdo cutanea da nistatina livre e
associada as microparticulas em pele de orelha suina através do método
da cAmara de difusdo de Franz.






CAPITULO 1: Revisio Bibliogréafica
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1 FUNGOS

Os fungos compdem um grande e diverso grupo de organismos
com aproximadamente 100.000 espécies descritas. Podem estabelecer
associagdes simbidticas ou patdgenas aos seus hospedeiros, sendo essa
Gltima causadora de inimeras doengas de suma importancia econdémica
(MADIGAN et al., 2010).

Trata-se de um grupo de organismos eucarioticos que possuem
um nucleo bem definido, podendo ser unicelular (leveduras) ou
filamentoso (bolores). A classificagdo desses microrganismos é feita de
forma taxondmica com base na filogenia fungica (Figura 1) e, em adigdo
a essa classificacdo, sdo consideradas também as infecgfes flngicas, de
acordo com os tecidos infectados (Tabela 1) (MURRAY;
ROSENTHAL,; PFALLER, 2006; MADIGAN et al., 2010).

Figura 1 - Filogenia dos fungos
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Fonte: Madigan e colaboradores (2010).

O grupo de fungos ascomicetos, ao qual pertence o género
Candida, constitui um grupo bastante distinto de fungos, do qual sdo
encontrados representantes em ambientes aquaticos e terrestres. Recebe
esse nome devido a producdo de ascos, células onde dois nicleos
haploides, provenientes de tipos de acasalamento distintos, unem-se e
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fundem-se formando um nacleo diploide, o qual sofre meiose,

originando

ascosporos

haploides

(MURRAY;

PFALLER, 2006; MADIGAN et al., 2010).

ROSENTHAL,;

Tabela 1 — Classificacdo das principais micoses humanas e agentes

etiologicos

Superficiais

Cutaneas e Subcut.

Endémicas

Oportunistas

Piedra preta

Piedraia hortae

Tinea nigra

Phaeoannelomyc
es Werneckii
Pitiriase
versicolor
Malassezia furfur

Piedra branca

Trichosporon
spp.

Dermatofitoses

Microsporum spp.

Epidermophyton
floccosum

Tinea unguium

Trichophyton spp.

Onicomicoses

Phialophora spp.

Candida spp.

Aspergilus spp.
Trichosporon spp.
Geotrichum spp.

Ceratite micotica

Fusarium spp.

Cromob
lastomicose
Fonsecaea spp.

Blastomicose

Blastomyces
dermatitidis

Histoplasmose

Histoplasma
capsulatum

Coccidioidomicose

Peniciliose

Penicillium marneffei

Paracoccidioidomico
se

P. brasiliensis

Aspergilose

Aspergilus
fumigatus

A. flavus

A. niger

A. terréus

Candidiase

Candida albicans

C. glabrata

C. parapsilosis
C. tropicalis
Criptococose

Cryptococcus
neoformans

Tricosporonose
Trichosporon spp.

Hialo-hifomicose

Fonte: Adaptado de Murray e colaboradores, 2006.
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1.1 GENERO CANDIDA

Isoladas pela primeira vez de um paciente com tuberculose em
1844, existem mais de 80 espécies do género Candida, sendo leveduras
gue apresentam-se em parasitismo na forma de hifas septadas, com
células leveduriformes no ponto de constrigdo das hifas (NEUFELD,
1999; ODDS, 1994).

Candidiase ¢ a micose causada por fungos desse género, em
especial da espécie Candida albicans, que corresponde a 51,6% dos
casos € as outras espécies do género com potencial patogénico incluem
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. lusitanie e C. stellatoidea
(COUTO; CARLOS; MACHADO, 2011; POUD; DREW; PEFECT,
2002). A infeccdo pode ser aguda ou crbnica e suas manifestacoes
clinicas podem apresentar-se de trés formas: mucocutanea, cutanea ou
sistémica (MENEZES et al., 2004).

A forma disseminada da candidiase é rara, e a susceptibilidade a
infeccdo estd relacionada com alteragcdes no sistema imunoldgico e
desequilibrio da microbiota enddgena. Ocorre, principalmente, em
pacientes terminais com doengas debilitantes, neoplasicas,
imunossupressivas e apds transplantes de 6rgdos (GROSSI, 2009;
PEREIRA et al., 2009). Nesses casos, pode atingir diferentes 6rgéos e
tecidos, como os pulmdes, meninges, rins, bexiga, articulagdes, figado,
coracdo e olhos (ARAUJO; SCHACHNER, 2006; KONEMAN, 2008;
KAUFFMAN et al., 2011).

Para o tratamento de afeccBes causadas por espécies do género
Candida, compostos de iodo, violeta de genciana, nistatina (NYS) e
derivados imidaz6licos sdo as substancias mais comumente utilizadas
(BRESCANSIN, 2006).

2. FARMACOS ANTIFUNGICOS

Os fungos representam problemas especiais para o0
desenvolvimento de quimioterapicos, uma vez que pertencem ao
dominio Eukarya, portanto, a maior parte das organelas celulares é
idéntica aquela dos animais e humanos. Dessa forma, os agentes
antiflngicos que afetam as vias metabdlicas dos fungos frequentemente
afetam as vias correspondentes das células hospedeiras, tornando-os
toxicos (MADIGAN et al., 2010).

Os antifungicos possuem uma consideravel diversidade de alvos
especificos nas células fungicas (Tabela 2) e a classificacdo esta



32

relacionada, direta ou indiretamente, com o envolvimento da célula
(parede e membrana plasmatica). Alvos distintos aos relacionados com o
envolvimento das células flngicas podem ser bastante promissores para
biodisponibilidade sistémica desses agentes (ODSS, 2003).

Farmacos fungo-especificos, que possuem toxicidade seletiva
para fungos, vém exibindo importancia crescente desde os anos 70, &
medida que as infeccdes fungicas sistémicas secundarias sérias em
individuos imunodeprimidos tornaram-se mais prevalentes (MADIGAN
etal., 2010; RANG et al., 2007).

Tabela 2 — Agentes Antiflingicos

Categoria Alvo Exemplos Uso
Alilaminas Sintese do Terbinafina Oral, Tépico
Ergosterol
Antibidtico Inibidor da Griseofulvina Oral
aromatico mitose
Azobis Sintese do Clortrimazol Tépico
Ergosterol Miconazol
Fluconazol, Oral
Itraconazol,
Cetoconazol
Voriconazol
Posoconazol Experimental
Ravuconazol
Inibidor de sintese Sintese de Nicomicina Z Experimental
de quinina quinina
Equinocandinas Sintese da Caspofungina Intravenoso
parede celular
Analogos de &cido Sintese de 5-fluorocitosina Oral
nucleico DNA
Polienos Sintese do Anfotericina B Oral, intravenoso
Ergosterol Nistatina Oral, tépico
Polioxinas Sintese de Polioxina A Agricola
quitina Polioxina B Agricola

Fonte: Adaptado de Madigan e colaboradores, 2010.

Os farmacos antifingicos estdo classificados em dois grupos: o
primeiro, os antibidticos antifingicos que ocorrem naturalmente, tais
como os polienos, equinocandinas, e o segundo, os farmacos sintéticos,
incluindo os azois, as pirimidinas fluoradas (RANG et al., 2007).
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2.1. ANTIFUNGICOS POLIENICOS

Os antifangicos poliénicos sdo farmacos que possuem como
mecanismo de acdo a ligagdo na membrana citoplasméatica de fungos
sensiveis resultando na formagdo de um pequeno “poro quimico” que
resulta em perda do equilibrio hidroeletrolitico celular (Figura 2). Em
geral, os antifungicos poliénicos tém maior afinidade pelo esterol
fangico, o ergosterol, que pelo humano, o colesterol (LEIBOVITZ,
2002).

Séo considerados, portanto, farmacos fungicidas e que atuam
independentemente da etapa do ciclo de crescimento em que o fungo se
encontra (GRAGCA, 2013).

Figura 2 — Parede célula fungica

& Mencse ’-“ . Parede
Protefnas - W £ {5 Celular
~— B 1:6 glucose 5 / A \/ <
B 1:3 glucose
Quitina

Bicamada de fosfolipidios com
enzimas e ergosterol interligados.

Fonte: Odds (2003)

Estruturalmente, antiflngicos poliénicos sdo caracterizados pela
presenca do grupo dos tetraenos, que sdo polienos que apresentam
quatro duplas ligacbes ndo saturadas em sequéncia. Sdo considerados
macrolideos, devido a sua estrutura grande e ciclica (ZHANG; CAMP;
ELEWSKI, 2007; TAVARES, 2001).

Essa classe de farmacos possui como principal vantagem, sobre as
outras classes de antifingicos, a acdo fungicida e baixa incidéncia de
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patdgenos resistentes, sendo dependentes apenas da presenca de esterdis
na membrana das células sensiveis (BOLARD, 1986).

A anfotericina B (AnfB), principal representante dessa classe, é
amplamente utilizada em tratamentos de infeccBes sistémicas como
meningite causada por Cryptococcus, infeccdes invasivas e zygomicoses
(HECTOR, 2005).

Um grande problema associado ao uso de f&rmacos dessa classe,
por via oral, esta relacionado aos efeitos colaterais intensos que podem
trazer, incluindo nefrotoxicidade (niveis de reatinina no sangue devem
ser acompanhados durante o tratamento com AnfB intravenosa) e
toxicidade para células mamarias (ODDS, 2003).

Dentro desta classe de farmacos, destacam-se a AnfB e a NYS,
antifingicos de aplicacdo, normalmente, tdépica que também s&o
utilizados em infecgcdes por Candida (GRACA, 2013; RANG et al.,
2007).

2.1.1 Nistatina

A nistatina (NYS) (CsH7sNO47) ou fungicidina (massa molar
926,13 g/mol) (Figura 3) foi descoberta em 1950 por Hazen e Brown da
divisdo de laboratorios e pesquisa do departamento de salde do Estado
de Nova York, Estados Unidos da América (HAZEN; BROWN, 1950;
MICHEL, 1972).

Apesar de ser um farmaco que esta disponivel ha mais de 50 anos
no mercado, seu uso recente estd associado ao aumento de casos de
candidiases em pacientes imunocomprometidos, como em pacientes
com neoplasias, AIDS e outras desordens sistémicas (GROESCHKE et
al., 2006; SHIP et al., 2007)

O farmaco consta na Relacdo Nacional de Medicamentos
Essenciais (BRASIL, 2013) sob a forma de suspensdo oral para o
tratamento de infeccbes flngicas de forma topica e anti-infectante ou
como semissolido em associacdo com 6xido de zinco para tratamento de
dermatite aguda.

Existem também medicamentos comerciais que contém NYS na
forma de semissolidos para candidiase vaginal, cutanea e oral, sendo
essa Ultima para infeccBes apenas no trato gastrintestinal superior
(BULARIO, 2014).

Extraido através de um processo de fermentacdo de cultura de
Streptomyces albidus e S. noursei, o farmaco NYS consiste na mistura
de duas ou mais substdncias relacionadas e ativas biologicamente,
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designados como Al, A2 e A3 (POROWSKA et al., 1972; MICHEL,
1972). O principal componente do complexo é o composto Al (Figura
3), que apresenta em sua estrutura um amino aglcar (D-micosamina)
ligado ao oxigénio do carbono 19 (BRESCANSIN, 2006).

A solubilidade desse farmaco é bastante limitada, sendo
classificado como insoldvel em &gua, etanol, cloroférmio, porém
bastante soltvel em dimetilformamida (DMF) e dimetilsuféxido
(DMSO) (MARTINDALE, 1999; TAVARES, 2001; TALLURY et al.,
2007; F.BRAS, 2010)

Apresenta-se na forma de pd higroscdpico, de coloracdo
amarela a marrom claro e odor semelhante a de cereais. Quando em
suspensdo aquosa a 3% (p/v) possui pH entre 6,0 e 8,0. Calor, luz e
presenca de oxigénio aceleram sua decomposi¢cdo, mais fortemente
quando em solugdo ou suspensdo, pois comeca a perder sua atividade
logo apds o preparo. Dessa forma, seu acondicionamento deve ser feito
em recipiente hermeticamente fechado, protegido da luz e em
temperatura em torno de 2 a 8 °C (INDEX MERCK, 2006;
MARTINDALE, 1999; GROESCHKE et al., 2006; USP 30, 2007).

Figura 3 - Estrutura quimica da nistatina

HO.

Possui ampla atividade fUngica, de ambas as formas, fungicida
e/ou fungistatica, no tratamento de infeccbes flngicas mucocutianea
causadas por Candida albicans, C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis
(KARIYUAMA et al., 2005). Apresenta amplo espectro de acdo
antiflngica in vitro, inclusive mais amplo do que o principal membro
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dessa classe de farmacos, AnfB, pois a atua em fungos AnfB resistentes
(GROLL et al., 1999).

Apesar de ser extremamente ativa contra Candida albicans, o uso
de NYS é limitado a via topica, pois pertence a classe IV no Sistema de
Classificagdo Biofarmacéutica (SCB),ou seja, possui baixa solubilidade
e permeabilidade se administrado via oral, e, aditivamente, devido a alta
toxicidade apresentada quando administrada via  parenteral
(KOROLKOVAS; FRANCA, 2002). Sua absor¢do é bastante
insignificante quando em pele intacta, membranas mucosas ou trato
gastrintestinal (ZHANG; CAMP; ELEWSKI, 2007; BENNETT, 1993).

Os efeitos adversos, quando usada na forma tdpica, sdo incomuns,
podendo ocorrer episddios de nduseas, vomitos e diarreias. Reagdes
alérgicas sdo raras (TAVARES, 2001; GILMAN; HARDMAN;
LIMBIRD, 2003; GARTY, 1991; WASILEWSKI, 1970).

Apesar de ja existirem trabalhos com formulagBes contendo
NYS, na sua maioria de natureza lipossdmica, as caracteristicas de
solubilidade e permeabilidade ainda sdo objeto de estudo para promover
melhorias (ALONSO-VARGAS et al., 2000; WALLACE et al., 1999;
MEHTA, 1987), uma vez que pesquisas relacionados a caracterizagédo
fisico quimica e desenvolvimento de formulagdes contendo NYS séo
ainda muito pouco relatadas.

3. SISTEMAS MICROPARTICULADOS

A microencapsulagdo consiste em uma tecnologia de
encapsulacdo de materiais, sejam eles liquidos, solidos ou gasosos, que
vem sendo amplamente utilizada para promover, principalmente, a
vetorizacdo de fArmacos, como alternativa para a melhoria da qualidade
de produtos farmacéuticos (CAVALCANTI; BUTTOW, 1999;
ROSINA; BARONI; CAVALCANTI).

De uma forma geral, esses sistemas proporcionam iniimeros
beneficios tais como o aumento da biodisponibilidade de ativos, bem
como solubilidade, liberacdo modificada de farmacos e protecdo da
mélecula frente a fatores como calor, umidade (DATE; JOSHI;
PATRAVALE, 2007).

A forma como ocorre a encapsulacdo dos ativos é que classifica
os sistemas como: microesferas, sistemas matriciais nos quais o farmaco
encontra-se disperso de forma uniforme e/ou dissolvido numa rede
polimérica; ou microcapsulas, sistemas reservatorios constituidos por



37

um nacleo rodeado por membrana ou revestimento (SILVA et al., 2003;
LIU et al., 2006; DESAI; PARK, 2005).

Trata-se de sistemas micrométricos (1-100 um) capazes de
promover liberacdo modificada de ativos (FREITAS; MERKLE;
GANDER, 2005).

A liberacdo de farmacos desses sistemas é dependente de
muitas caracteristicas dos mesmos, tais como o peso molecular, a
lipofilicidade e o grau de ionizacdo. Intrinsicamente relacionada esté a
via de administracdo. Com intuito de realizar administragdo topica
desses sistemas, por exemplo, fatores como o estado fisico e grau de
hidratagdo do estrato cOrneo devem ser levados em consideracdo
(FORSTER et al., 2009; MIHRANYAN; FERRAZ; STROMME, 2011).

A exemplo disso, Baras e colaboradores (2000) propuseram um
método de encapsulacdo de antigenos com derivados do 4acido
poli(latico-co-glicélico) e diferentes perfis de liberacdo e,
consequentemente, varidveis na inducdo da resposta imunolégica foram
observadas. Essas diferengas foram justificadas pelos autores com base
no tamanho das particulas obtidas, na taxa de degradacdo dos polimeros
utilizados, bem como no peso molecular dos mesmos.

Sistemas nano/microparticulados tém sido muito produzidos
para encapsular antifingicos, com o objetivo de modificar a
farmacocinética dos mesmos, resultando em tratamentos mais eficientes
e com menos efeitos (GRATIERI, 2010).

Dentre os antiflngicos estudados, além da NYS, destacam-se o
voriconazol (PENG et al., 2008), AnfB (SINGH; TIWARY; RANA,
2013; ESPUELAS et al., 2002; AMARAL et al., 2009), fluconazol
(GRATIERI, 2010) e itraconazol (CHOI et al., 2009).

3.1 TECNICAS DE PREPARO DE MICROPARTICULAS

A vetorizacdo de farmacos, como alternativa para melhoria de
propriedades farmacéuticas, vem sendo muito explorada. Buscam-se
alternativas para promocdo de aumento, principalmente nas
caracteristicas relacionadas a solubilidade e permeabilidade de
diferentes ativos onde a microencapsulagdo vem se mostrando muito
eficiente nesse quesito (ROSINA; BARONI; CAVALCANTI, 2004).

Os diferentes métodos de preparacdo permitem encapsular
farmacos com caracteristicas tanto hidrofilicas quanto lipofilicas,
conferindo grande variedade de aplicacdes terapéuticas (VILOS;
VELASQUEZ, 2012).
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Diversos sdo os métodos fisico-quimicos de obtencdo de
sistemas microparticulados, tais como, coacervacdo simples ou
complexa, polimerizacdo interfacial, emulsificagdo seguida da
evaporacdo do solvente, spray drying, fluido supercritico, dentre outras
(AGNIHOTRI et al., 2004; BENITA, 2006; PIRES REIS et al., 2006;
SINHA et al., 2004).

Caracteristicas fisico-quimicas como morfologia e tamanho das
microparticulas, estdo estritamente relacionadas aos parametros e
condicbes no método de obtencdo das mesmas, consequentemente, a
encapsulacdo e liberacdo de ativos (ANDRE-ABRANT; TAVERDET;
JAY, 2001; LI ROUAUD; PONCELET, 2008).

Para a escolha da técnica mais apropriada, deve-se levar em
consideragdo requisitos como a manutengdo da estabilidade e atividade
do ativo que se pretende encapsular, bem como taxa de encapsulacdo da
técnica e reprodutibilidade da mesma (WISCHKE; SCHWENDEMAN,
2008).

Um método de secagem que vem sendo amplamente utilizado,
tanto na indUstria farmacéutica, quanto em outros segmentos industriais,
é o spray drying. Trata-se de um processo rapido e eficiente, aplicavel
em grandes escalas e que, além do processo de desidratacéo, é utilizado
também para encapsular ativos em tamanhos micrométricos
(JACKSON; LEE, 1993; OLIVEIRA et al., 2008).

O método de atomizacdo por spray drying (Figura 4), trata-se
de um processo de secagem de pds a partir de suspensfes aquosas ou
organicas por meio de um gas aquecido que promove a secagem das
goticulas da formulagdes quando aspergidas pelo aparelho, onde o
farmaco é incorporado juntamente ao material revestidor solubilizado ou
fundido. A técnica tem por finalidade produzir granulos que podem
apresentar diferentes morfologias que variam de esferas, agulhas, roscas
a granulos alongados ou achatados (VALGAS, 2007).

A répida evaporacdo da 4gua permite manter a temperatura das
particulas reduzida, de maneira que esse ndo seja um aspecto que afete a
estabilidade do ativo (RATTES; OLIVEIRA, 2007).

Diferentes pardmetros de secagem em spray dryer foram
avaliados e modificados por He e colaboradores (1999) e dentre os
testados, o tamanho do didmetro da agulha de aspersdo foi o que
apresentou influéncia mais significativa sob o tamanho das particulas
obtidas.
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Figura 4 — Desenho esquematico do spray dryer
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Fonte: Adaptado de Chan e colaboradores (2003)

3.1.2 Cloridrato de quitosana

A quitosana (QTS) ¢ obtida a partir da desacetilacdo, em meio
alcalino, da quitina, polimero natural extraido do exoesqueleto de
crustaceos, insetos e alguns fungos (AGNIHOTRI et al., 2004; SINHA
et al., 2004; MOURYA; INAMDAR, 2008; LARANJEIRA; FAVERE,
2009).

Trata-se de um polieletrdlito catidnico, ou seja, é portadora de
sitios ibnicos que desenvolvem cargas positivas quando dissolvido em
solvente apropriado. Pode sofrer processo de purificacdo para obtencdo
de formas salinas hidrofilicas e, em geral, sollveis em &gua a
temperatura ambiente (CAMPANA FILHO; SIGNINI, 2001)

Dessa maneira, sais purificados de QTS podem ser facilmente
obtidos, resultando em materiais hidrossollveis, que vém sendo
largamente aplicados no ramo industrial farmacéutico e cosmético
(GOOSEN, 1997; CAMPANA FILHO; DESBRIERES, 2000).

Dentre as diversas formas de purificacdo desse polimero na
forma de sal, o cloridrato de quitosana (CI.QTS) (Figura 5) tem se
mostrado a forma mais hidrofilica que o acetato ou a forma neutra da
QTS, por exemplo (CAMPANA FILHO; SIGNINI, 2001).
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Figura 5 — Estrutura do cloridrato de quitosana
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Fonte: Geremias, 2006

He e colaboradores (1999) avaliaram a influéncia de diferentes
fatores no preparo de microparticulas de CI.QTS contendo cimetidina
por spray drying. Dentre eles, diferentes concentracdes de polimero
foram testadas e, quanto mais CI.QTS havia na solugéo inicial, maiores
os tamanhos de particulas obtidos.

Um significativo aumento na taxa de liberacdo de
carbamazepina foi promovido por formulacfes de microparticulas de
CLQTS, produzidas pela técnica de spray drying, independentemente da
taxa de proporcao farmaco:polimero analisada, sob a qual cerca de 90 a
100% de carbamazepina foi liberada em menos de 2 h de andlise,
enquanto que o farmaco livre apresentou um perfil de dissolucdo de
menos de 60% em 3 h (GAVINI et al., 2006).

3.3 APLICACAO TOPICA DE MICROPARTICULAS

A administracdo de farmacos topicamente pode ser promovida
por aplicacdo dos mesmos em areas como a pele, olhos, regido bucal e
pulmdes, para efeitos locais e sistémicos. Quando os ativos atravessam
as diversas barreiras da pele e alcancam a circulagdo, tem-se as terapias
transdérmicas (PRAUSNITZ; MITRAGOTRI; LANGER, 2004).

Recentemente, diversos pesquisadores vém buscando novas
alternativas tecnoldgicas e de sistemas diferenciados para veiculacéo de
farmacos por via tdpica, com o intuito de promover uma liberacdo
simples, rapida e de tratamento eficaz (LABOUTA; EL-KHORDAGUI,
2010).

De uma forma geral, as preparaces dermatologicas sao
indicadas para que se concentrem nas camadas superficiais da pele,
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possibilitando um efeito local (€ o caso do que vem sendo utilizado
comercialmente com antibidticos, antifungicos, corticoide, retindides,
entre outros) (FORSTER. et al., 2009).

Os promotores de permeacdo sdo agentes amplamente
utilizados para facilitar o transporte de farmaco através de mecanismos
qgue envolvem caracteristicas como o aumento da solubilidade de
farmacos, da atividade termodinamica, da fluidez dos lipideos do estrato
cérneo, ou promovendo a particdo, dentre outros mecanismos
(MITRAGOTRI, 2000; THONG; ZHAI; MAIBACH, 2007).

As técnicas de nano/microencapsulacdo sdo utilizadas para
promover o transporte facilitado de ativos através da pele e mucosas,
pois, independente do método de obtencdo, geralmente é utilizado um
promotor de permeacdo, seja ele de natureza lipidica ou polimérica
(SEZER; CEVHER, 2012).






CAPITULO 2: Caracterizacio em estado solido da nistatina
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1. INTRODUCAO

A caracterizacdo no estado solido de insumos farmacéuticos é
etapa essencial para definicdo e avaliagdo de propriedades fisico-
guimicas dos mesmos, principalmente na area de pesquisa €
desenvolvimento de novos medicamentos, para assegurar a eficacia,
seguranca e qualidade do produto final (BYRN; XU; NEWMAN, 2001;
STEPHENSON; FORBES; REUTZEL-EDENS, 2001).

A necessidade de rever e aprimorar a especificagdo ou
caracterizacdo de farmacos é iminente, de modo que apenas os testes
descritos em farmacopeias e compéndios oficiais, ndo sdo suficientes
para evidenciar diferencas sutis entre as matérias-primas.

Tendo em vista a complexidade da composicdo da NYS, que é
produzida através de um processo de fermentacdo a partir do qual
obtém-se trés componentes (A1, A2 e A3), a caracterizacdo da mesma
torna-se primordial.

Além do mais, essa etapa serve para estabelecer pardmetros de
controle de processo, uma vez que se trata de um farmaco instavel na
presenca de luz, calor e oxigénio (STEFANOVIC et al., 2012).

Neste contexto, este capitulo objetiva a caracterizagdo da
matéria-prima NYS, visando a identificacdo das caracteristicas fisico-
quimicas da amostra.



46

2. METODOLOGIA
2.1 MATERIAIS

Matéria-prima comercial NYS, obtida através da Galena
Distribuidora de Produtos Quimicos LTDA, Campinas-SP, Brasil, lote
1105002506.

22 CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DE NYS NO ESTADO
SOLIDO

2.2.1Difracéo de raios X de p6 (DRX)

O padréo de DRX de NYS foi obtido em difratdmetro 6-6 (D2
Phaser, Bruker), com uma radiagdo de cobre K (A = 1.5418 A), operando
em uma corrente de 10 mA e voltagem de 30 kV. A detecgdo foi
realizada através de um detector contador de cintilagdo unidimensional
(LYNXEYE). As medidas foram obtidas a temperatura ambiente,
através de varredura angular de 26 na faixa de 5° a 50°, com step
angular de 0.091°.

2.2.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas em célula DSC-60 (Shimadzu,
Kioto, Japdo) utilizando cadinhos de aluminio fechados hermeticamente,
contendo aproximadamente 2 mg de amostra. A faixa de temperatura
analisada foi de 40 a 250 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min e
sob atmosfera dindmica de N, de 100 mL/min. A célula de DSC foi
previamente calibrada com padrdo de referéncia indio (ponto de fusdo:
156,6 °C, AHsss0 = -28,54 J/g) e zinco (ponto de fusdo 419,5 °C). Os
dados obtidos foram processados em software TA-60.

2.2.3 Termogravimetria (TG)

A termogravimetria (TG) foi realizada em termobalanca TGA-
50, utilizando cadinho de platina com aproximadamente 3 mg de
amostras analisadas a razdo de aquecimento de 10 °C/min, na faixa de
30 a 900 °C, sob atmosfera dindmica de N, de 50 mL/min. O
equipamento foi previamente calibrado com padrdo de oxalato de calcio,
com pureza de 99,99%. Os dados foram processados em software TA-
60.



47

2.2.4 Espectroscopia na regido do infravermelho (1V)

Os espectros 1V foram obtidos em equipamento Frontier FT-
IR/NIR (PerkinElmer, Brasil) na faixa de 4000 e 515 cm™, com uma
média de 10 scans por analise.

2.2.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As analises de microscopia foram realizadas na Central de
Microscopia (CMI), do Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa
(COMCAP), da Universidade Estadual de Maringa. As fotomicrografias
da NYS foram obtidas em microscopio eletrdbnico de varredura
Shimadzu SS-550. As amostras foram fixadas em suporte especifico e
revestidas com ouro.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 DIFRACAO DE RAIOS X DE PO (DRX)

A Figura 6 mostra o difratograma obtido por DRX para a
matéria-prima nistatina. Apesar do alargamento na linha de base, que
sugere um leve grau de amorfizagdo da amostra, o difratograma obtido
confirma o carater cristalino da NYS, com picos caracteristicos em
8,19°; 8,82°; 13,72°; 16,39°; 19,68° e 20,3°. Estes resultados confirmam
dados previamente relatados em literatura referentes ao perfil cristalino
de NYS (SAKEER et al., 2010b).

Figura 6 — Difratograma de p6 da nistatina
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3.2 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

As técnicas termoanaliticas, na caracterizacdo de amostras,
fornecem resultados de pureza, fusdo e compatibilidade de
componentes.

Na Figura 7, tem-se curva de aquecimento por DSC da amostra
de NYS apresentando um pico endotérmico, largo e Unico em 168,77
°C, correspondente a temperatura de fusdo da nistatina, conforme dados
previamente relatados (BRESCANSIN; PORTILHO; PESSINE, 2013).

O alargamento do pico pode indicar que trata-se de uma mistura
de NYS Al, A2 e A3, ou pela possibilidade da decomposi¢do gradual
farmaco ter ocorrido acima de 160 °C sem fundir (MICHEL, 1972).

A presenca de um Unico pico evidencia a prevaléncia de um
composto (Al), normalmente o mais abundante na mistura,
caracterizando a presenca de uma Unica estrutura cristalina para a
amostra, com auséncia de polimorfos (BRESCANSIN, 2006).

Figura 7 — Curva de DSC da nistatina
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3.3 TERMOGRAVIMETRIA (TG)

A curva TG da amostra de NYS estd ilustrada na Figura 8. A
perda de massa de NY'S ocorreu de forma gradual em mais de uma etapa
de degradacdo, iniciando em 90 °C com a primeira etapa, que pode estar
relacionada a agua por se tratar de um farmaco higroscépico, mantendo-
se até o fim da andlise (900 °C).

De acordo com a DTG da amostra, apés a perda de agua
residual, a curva apresenta dois eventos principais de decomposi¢do no
intervalo analisado (30 a 900 °C), o primeiro na regido entre 178,83 °C e
186,09 °C (Am = 10,52%) e o segundo, uma etapa ndo muito bem
definida, mas que compreende a regido entre 209,80 °C e 520,20 °C (Am
=61,60%).

O perfil obtido de perda de massa em funcdo do aumento da
temperatura obtido para NYS é bastante semelhante ao resultado obtido
por Brescansin (2006) com outras amostras para 0 mesmo farmaco e por
Koontz e colaboradores (2003) em estudo realizado com o antifingico
natamicina, pertencente a mesma classe que a NYS, o que comprova o
comportamento caracteristico dessas moléculas.

Figura 8 — Curva de TG da nistatina
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3.4 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (IV)

O espectro e as bandas caracteristicas da NYS encontram-se na
Figura 9 e sdo descritos na Tabela 3. O espectro apresenta bandas
caracteristicas do farmaco, descritas anteriormente também por
Stefanovic e colaboradores (2012) e por Silverstein, Webster e Kiemle
(2005).

Figura 9 - Espectro no infravermelho de nistatina
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Tabela 3 - Frequéncias de absorcao caracteristicas das vibracdes de
ligacdo da matéria-prima nistatina

Frequéncia (cm™) Modo vibracional

847,54 Duplas ligagcbes CH=CH
1063,37 Estiramento simétrico de CH3
1397,29 Deformacéo simétrica de CH3
1574,73 fon Carboxilato

1703,60 Lactona

2929,44 Estiramento assimétrico de CH,

3379,04 Estiramento NH, OH
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3.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As fotomicrografias obtidas através de MEV (Figura 10)
comprovam a caracteristica cristalina da amostra de NYS,
complementarmente ao que fora analisado através da técnica de DRX.

Figura 10 — Fotomicrografias da nistatina em magnitudes de 1000 x (a) e
3000 x (b)
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4 CONCLUSOES

A caracterizacéo fisico-quimica da matéria-prima foi realizada
através de diferentes técnicas analiticas e os resultados obtidos foram
comparados com as especificagdes da literatura.

Por se tratar de um farmaco pertencente a uma classe de
antifingicos que possuem, além do mecanismo de acgdo, estruturas
guimicas bastante semelhantes, os resultados obtidos foram também
comparados aos dados da literatura relacionados a caracterizagdo de
outros farmacos pertencentes a mesma classe.

O espectro na regido do infravermelho foi primordial nessa
etapa, pois, por se tratar de uma técnica bastante simples e rapida, pode-
se compara-lo as bandas caracteristicas do farmaco obtidas em diversos
outros trabalhos realizados anteriormente.

A curva termogravimétrica mostra o0 comportamento
caracteristico da classe de fArmacos a qual a NYS pertence, com perfil
de perda de massa que ocorre de forma gradual e em varias etapas.

Através da técnica de DSC pode-se inferir que, apesar de tratar-
se de uma mistura de compostos (Al, A2 e A3), caracteristica essa
observada através do alargamento no evento endotérmico, existe um
composto majoritario no lote analisado, supostamente Al, por
apresentar um Unico evento de fuséo.

Sendo assim, pode-se concluir que a amostra de NYS possui
caracteristica cristalina, baseando-se no evento Unico de fusdo obtido
(proximo a 160 °C), reflexbes caracteristicas no difratograma e
fotomicrografias.



CAPITULO 3: Desenvolvimento e validacio de método analitico
por cromatografia liquida de alta eficiéncia
para quantificacéo de nistatina em microparticulas poliméricas de
cloridrato de quitosana e em amostras de pele
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1 INTRODUCAO

Durante as diversas fases do desenvolvimento farmacéutico,
seja na producdo ou no controle de qualidade, a identificacdo e
quantificacdo da amostra sdo requeridas. Para tal, métodos analiticos sdo
desenvolvidos e validados com o intuito de atestar que os resultados
obtidos sdo precisos, exatos, especificos e confiaveis, para a finalidade
planejada (ICH, 2005; STOCKL; D’HONDT; THIENPONT, 2009).

O método analitico farmacopeico para NYS, bem como para
outros antimicrobianos, é bastante limitado e realizado sob o ponto de
vista apenas microbioldgico, ou seja, relacionado a poténcia do farmaco,
fator limitante no que diz respeito a quantificacdo dessas amostras.

Com base nisso, este capitulo apresenta os resultados obtidos no
desenvolvimento e validagdo de método analitico que serd utilizado para
quantificar NY'S nas formulagdes, em amostras de pele de orelha suina
(para cuja finalidade serd posteriormente revalidado), bem como para
monitorar a integridade da amostra frente a possiveis degradacdes
durante 0 processo.
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2 METODOLOGIA
2.1 MATERIAIS

Matéria-prima comercial de NYS foi obtida através da Galena
Distribuidora de Produtos Quimicos LTDA, Campinas-SP, Brasil, lote
1105002506.

Todos os reagentes utilizados possuem grau analitico. A agua
ultrapura foi obtida por sistema gradiente Milli-Q (Millipore, Estados
Unidos).

2.2 DESENVOLVIMENTO DE METODO AANALI’TICO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

As andlises de CLAE foram realizadas em cromatografo
Shimadzu LC 10A (Kyoto, Japdo), equipado com bombas LC-10AD,
degaseificador DGU-14A, detector UV/VIS de comprimento de onda
variavel (fixado em 305 nm) SPD-10AV, unidade controladora de
sistema SCL-10AVP e auto injetor Jasco AS-2055 Plus. As éareas
obtidas foram integradas automaticamente pelo software Shimadzu
Class VP® versdo 6.12.

A quantificacdo de NYS foi realizada em fase reversa utilizando
uma coluna analitica Phenomenex (Torrance, Estados Unidos) Gemini
Cis (250 mm x 4,6 mm x 5 pum), mantida a temperatura ambiente (25
°C) e protegida por pré-coluna Cig (4,0 mm x 3,0 mm). A fase mével foi
composta isocraticamente por acetonitrila (ACN): solugdo aquosa de
EDTA dissodico 0,025 mM (37:63, v/v), em fluxo de 1,0 mL/min. O
volume de injecdo da amostra foi de 20 uL, ap6s filtracdo em filtros de
membrana de 0,45 pm.

2.3 PREPARO DAS SOLUCOES PADRAO

A solucdo estoque do farmaco foi preparada pesando-se 25 mg
de matéria-prima NYS e transferindo-a, cuidadosamente, para um baldo
de 25 mL, sofrendo posterior dissolu¢cdo em 1% de DMF e com o
volume completado em proporcGes de ACN: EDTA dissédico 0,025mM
iguais as da fase movel, para obtencéo de 1000 pg/mL.

As solucdes padrdo de trabalho foram preparadas diariamente
através da diluicao das solugdes estoque até a concentragdo de 10 pg/mL
de NYS com ACN: EDTA diss6dico 0,025mM (37:63, v/v).
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As amostras de formulacdo branca foram obtidas por meio do
mesmo processo de extracdo de NYS que fora aplicado as amostras que
continham o farmaco, método de lavagem com solventes (DMF e agua
purificada), posteriormente foi realizada a diluicdo em fase movel e
ambas amostras foram filtradas em filtro de membrana de nailon de 0,45
pm.

2.4 VALlDAg;Ao ANALITICA DO METODO DE
QUANTIFICACAO DE NYS POR CLAE

A validacdo do método analitico foi realizada de acordo com os
procedimentos descritos no guia ICH Q2R1que descreve a validagao de
procedimentos analiticos (ICH, 2005) e na resolugdo da ANVISA RE n°
899 de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003). O método foi validado
para quantificacdo de NYS em microparticulas nos seguintes
parametros: linearidade, limite de deteccdo e quantificagdo, robustez,
especificidade, precisdo, exatiddo.

2.4.1 Linearidade, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacéo

(LQ)

A linearidade do método foi determinada por meio de trés
curvas de calibragdo analiticas independentes em oito niveis de
concentragdo variando de 0,1 a 20 pg/mL de NYS. As analises foram
realizadas em triplicata e a média das areas obtidas foi plotada contra as
concentracBes tedricas para obter a curva analitica. O método dos
minimos quadrados foi aplicado para obter a equacédo de calibracdo e o
coeficiente de correlacdo (r), a curva média foi obtida por regressdo
linear.

Os valores de LD e LQ, apesar de ndo serem exigidos para
quantificacdo de farmacos, foram determinados para posteriores analises
das amostras. Esses limites foram estabelecidos através da curva
analitica levando-se em consideracdo o desvio padrdo da resposta (O) e
o coeficiente angular (S), obtidos através da equacdo da reta média,
demonstrado nas equacdes 1 e 2, LQ e LD, respectivamente.

LQ=(100)/S 1)

LD=(3,30)/S )
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2.4.2 Especificidade

A especificidade de um método baseia-se na habilidade em
determinar o analito na presenca de seus excipientes, impurezas e
produtos de degradagéo.

As microparticulas brancas, utilizadas para comprovar a
especificidade do método, foram obtidas através de suspensbes de
CLQTS submetidas ao processo de secagem em spray dryer e
liofilizador.

A influéncia do polimero foi avaliada por meio da injecéo de
uma solucdo da formulacdo sem o farmaco (branca) e analisadas nas
mesmas condi¢Bes experimentais das amostras contendo farmaco.

2.4.3 Precisdo

A precisdo do método analitico foi determinada a partir da
repetibilidade (intradia) e da precisdo intermedidria (interdia). A
repetibilidade foi avaliada pela determinagéo de seis analises da mesma
concentracdo de NYS (10 pg/mL), no mesmo dia e sob as mesmas
condicdes, enquanto que a precisdo intermediaria foi realizada a partir
de andlises da mesma concentragdo de farmaco em trés dias diferentes,
intradia e interdias. As medidas foram realizadas em ftriplicata e
expressas como desvio padrdo relativo (DPR) (%).

2.4.4 Exatidao

A exatiddo foi definida pela recuperagdo de quantidades
conhecidas de NYS de 8, 10 e 12 pg/mL, correspondendo a 80, 100 e
120% da concentracdo de injecdo, adicionadas a suspensdes de
microparticulas brancas, analisadas em triplicata. A exatiddo foi
calculada como sendo a diferengca percentual de recuperacdo entre a
concentracdo experimental média e a concentracdo tedrica em cada
nivel.

2.4.5 Robustez

A robustez do método foi avaliada por meio de variacbes no
comprimento de onda (303, 305 e 307 nm), volume de injecdo da
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amostra (19, 20 e 21 pL) e temperatura do forno (20, 25 e 30 °C). As
amostras submetidas a essas condi¢des foram analisadas em triplicata.

25 REVALIDACAO ANALITICA DO METODO PARA
QUANTIFICACAO DE NYS EM AMOSTRAS DE PELE

O método analitico proposto, utilizado para quantificacdo de
NYS nas formulagdes, foi revalidado de acordo com a ICH (2005)
através das analises dos parametros de especificidade, linearidade, LD,
LQ e exatidao.

2.5.1 Linearidade, LD e LQ

Conforme descrito anteriormente, a linearidade do método foi
determinada através de trés curvas de calibracdo de oito concentragdes
de NYS que variam entre 0,1 e 20 pg/mL. Os resultados das anélises,
em triplicata, e a média das areas obtidas foram plotados contra as
concentracGes tedricas para obtencdo da curva analitica.

Em seguida, aplicou-se o método dos minimos quadrados para
obter a equacdo de calibracdo e o coeficiente de correlacdo (r), a curva
média foi obtida por regressao linear, através da qual se determinou os
valores de LD e LQ, levando-se em consideracdo o desvio padrdo da
resposta (O) e o coeficiente angular (s), conforme as equacoes 1 e 2.

2.5.2 Especificidade

Para confirmar a especificidade do método, uma solucdo
contendo apenas pele foi analisada, ap6s periodo de extracdo de
proteinas (24 h em MeOH), nas mesmas condi¢Ges experimentais das
amostras contendo NYS.

2.5.3 Exatidao

Para andlise da exatiddo do método analitico, as amostras de
pele foram contaminadas com quantidades conhecidas de NYS de 8, 10
e 12 pg/mL, correspondendo a 80, 100 e 120% da concentracdo de
injecdo e analisadas em triplicata. A exatidao foi calculada a partir do
percentual de recuperacdo do farmaco.

2.6 ANALISE ESTATISTICA
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A andlise estatistica dos dados foi conduzida através de analise
de varidncia ANOVA, nos quais resultados significativos apresentam
probabilidade menor do que 5% (p < 0,05 com intervalo de confianga
de 95 %). A avaliacdo estatistica dos resultados foi realizada no
software MS Excel®.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO POR CLAE

Considerando que a matéria-prima NYS pode ser composta de
uma ou mais substancias (Al, A2, A3), conforme mencionado
previamente, varias condi¢es cromatograficas foram propostas para que
apenas a forma majoritaria (A1) fosse quantificada na analise.

Diversas composicBes de fase mével foram testadas, variando
propor¢Oes de diferentes tampdes, ACN, agua e metanol (MeOH), taxas
de fluxo e temperatura de forno.

A taxa de fluxo e adicdo do EDTA foram aplicadas com base
no trabalho de Cione, Liberale e Silva (2010) e a proporcdo utilizada
desse tampdo e ACN diminuiu o tempo de retencdo do farmaco,
tornando, consequentemente, o tempo da corrida cromatogréfica curto e
de facil reproducdo. O ajuste da temperatura a 25 °C foi mantido as
condi¢des ambientes para manter a estabilidade do farmaco.

3.2 VALlDAng ANALITICA DO METODO DE
QUANTIFICACAO DE NYS POR CLAE

3.2.1 Linearidade, LD e LQ

A avaliacdo da linearidade demonstrou que a NYS apresentou
uma correlacdo linear na faixa de 0,1 a 20 pg/mL. A equacdo da reta
média foi y = 48243x - 780,4, onde x refere-se a concentragcdo em
pg/mL e y corresponde a area do pico em volts e coeficiente de
correlacdo de 0,9999, conforme Figura 11.

Os dados foram avaliados por meio de analise estatistica
ANOVA, a qual demonstrou regressao linear significativa (p < 0,05) e
desvio da linearidade nédo significativo (p < 0,05).



61

Figura 11 - Curva de calibracdo média da nistatina obtida por
cromatografia liquida de alta eficiéncia a 305 nm, com sua respectiva
equacdo da reta e coeficiente de correlagdo (R?)
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Os valores de LQ e LD foram de 0,076 e 0,025 pg/mL,
respectivamente, garantindo a sensibilidade do método em valores
abaixo do primeiro ponto da curva de calibracéo.
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3.2.2 Especificidade

A Figura 12 apresenta os cromatogramas da solucéo de fArmaco
a 10 pg/mL (Figura 12a) e formulag6es brancas: liofilizada (L0) (Figura
12b) e obtida por spray drying (S0) (Figura 12c).

Diferenca entre os cromatogramas é observada aos 4,2 min de
analise, através da presenca de um pico na amostra liofilizada
inexistente na amostra obtida por spray drying, o qual pode estar
atribuido ao Tween® nessas amostras.

O resultado exposto mostra que o0 método é especifico e que ndo
houve sobreposicdo ou interferéncia dos excipientes com o pico da
NY'S, no comprimento de onda de 305 nm.

Figura 12 — Cromatogramas obtidos da matéria-prima nistatina em sua
concentracdo de injecdo (10 pg/mL) (a); microparticula branca obtida
por liofilizagdo [LO] (b) e microparticula branca obtida por spray drying
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3.2.3 Preciséo

Os resultados de precisdo interdia e intradia estdo descritos na
Tabela 4, expressos em DPR (%). O teor de NYS encontrado nos trés
dias diferentes foi equivalente (p < 0,05) e o desvio padrdo relativo esta
dentro do critério de aceitagdo de 5% (ICH, 2005; RIEKES, 2013).

Tabela 4 — Resultados dos ensaios de precisdo do método

Precisdo Interdia % Recuperado DPR? (%0)
Dia 1 (n=3) 104,61 3,3

Dia 2 (n=3) 103,96 1,3

Dia 3 (n=3) 101,19 1,7
Preciséo Intradia (n=12) 103,25 1,76

? Desvio padro relativo
3.2.4 Exatidao

Baseando-se na andlise das formulagGes brancas contaminadas
com concentra¢Ges conhecidas de NYS (80, 100 e 120%) ndo foram
observadas diferencas significativas entre a quantidade adicionada de
NYS e a quantidade encontrada (p < 0,05). Os resultados obtidos
(Tabela 5) s@o expressos como percentual de NYS encontrada, variando
entre 98,1 e 100,4% satisfazendo os critérios do estudo.

Tabela 5 - Dados referentes a exatiddo do método

Concentragéo Concentracdo média Recuperacéo (%)
adicionada (ug/mL)  encontrada (ug/mL) (DPR %)?

8,0 7,98 99,8 (0,13)

10,0 9,81 98,1 (0,12)

12,0 12,05 100,4 (0,02)

? Desvio padro relativo
3.2.5 Robustez

Os resultados e a faixa experimental das varidveis estudadas
estdo descritos na Tabela 6, a partir da qual pode-se perceber que a
quantificacdo de NYS determinada através de pequenas e deliberadas
variagdes de parametros criticos comprovou a robustez do método.
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Tabela 6 — Condigbes cromatograficas e faixa investigada durante o
teste de robustez do método

Variavel Faixa Teor NYS? DPR"
investigada (%) (%)
Comprimento de onda 303 98,58 0,02
(nm) 305 102,75 0,55
307 106,90 0,23
Temperatura da coluna 20 105,62 0,12
°C) 25 103,87 0,99
30 106,35 0,22
Volume de injecao 19 103,90 0,06
(uL) 20 108,28 0,05
21 112,31 0,27

@ Média de trés replicatas
® Desvio padrao relativo

3.3 REVALIDLACAO ANALITICA DO METODO PARA
QUANTIFICACAO DE NYS EM AMOSTRAS DE PELE

3.3.1 Linearidade, LD e LQ

A NYS apresentou uma correlagéo linear na faixa de 0,1 a 20
pg/mL. Conforme a Figura 13, a equacdo da reta média foi y = 48243x -
780,4, onde x refere-se a concentracdo em pg/mL e y corresponde a area
do pico em volts e coeficiente de correlagdo de 0,9999.
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Figura 13 - Curva de calibracdo média obtida por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, com sua respectiva equacao da reta e coeficiente de
correlagéo (R?)
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Os resultados das avaliagdes efetuadas em triplicata foram
avaliados por meio de andlise estatistica ANOVA, que demonstrou
regressdo linear significativa (p < 0,05) e desvio da linearidade nao
significativo (p < 0,05).

Os valores de LQ e LD foram previamente apresentados no
capitulo 3. Esses limites foram determinados, principalmente, para esta
etapa do trabalho, uma vez que valores baixos de permeacdo de NYS ja
eram esperados. Sendo assim, 0s LQ e LD obtidos foram 0,076 e 0,025
pg/mL, respectivamente, garantindo a sensibilidade do método em
valores abaixo do primeiro ponto da curva de calibragéo.
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3.3.2 Especificidade

O cromatograma obtido com a amostra de pele sem a presenca
de NY'S esté apresentado na Figura 14.

Figura 14 - Cromatograma obtido por cromatografia liquida de alta
eficiéncia de amostra de pele sem farmaco

Intensidade (MUA)

Tempo (minutos)

Na regido em que ocorre a absor¢do da NYS (tempo de retencéo
de 6,8 min), conforme Figura 12 do capitulo anterior, ndo é visualizada
interferéncia dos componentes da pele, apenas oscilagGes consideradas
normais na linha de base, comprovando a especificidade do método.

3.3.3 Exatidao

Os resultados obtidos para 0 ensaio de exatiddo estdo descritos
na Tabela 7. Valores de recuperacdo entre 98,4 e 102,7 % foram
apresentados ap6s extracdo do farmaco de amostras de pele,

satisfazendo os critérios do estudo.

Tabela 7 - Dados referentes a exatiddo do método

Concentragéo Concentracdo média Recuperacéo® (%)
adicionada (ug/mL)  encontrada (ug/mL) (DPR %)?

8,0 7,96 99,6 (0,42)

10,0 9,84 98,4 (0,30)

12,0 12,32 102,7 (0,28)

? Desvio padréo relativo
® Média de triplicatas
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4 CONCLUSOES

O método analitico desenvolvido é seguro, simples e rapido,
uma vez que apresentou tempo de corrida cromatografica de apenas 10
minutos, considerado excelente em termos de reproducdo de analises.

Pequenas e deliberadas alteragcbes nas  condigdes
cromatograficas ndo influenciaram de forma significativa a
quantificacdo do farmaco, tampouco 0s excipientes presentes nas
formulages brancas utilizadas como contaminantes. Sendo assim, pode-
se dizer que o método é especifico, robusto, linear, sensivel e exato.

O método para quantificagdo de NYS em amostras de pele fora
revalidado e mostrou-se, mais uma vez, especifico, sem interferéncias
dos componentes da pele; exato, ou seja, as alteragdes na quantificagdo
de concentragdes conhecidas do farmaco na presenca da pele ndo foram
significativas; e os dados quanto & linearidade, LD e LQ foram os
mesmos da sua validag&o.

Analises por CLAE sdo amplamente aplicadas, pois revelam
resultados muito confidveis na quantificacdo de farmacos associados a
particulas. Sendo assim, 0 método proposto é adequado para o objetivo
inicial de quantificar NYS nas formulacGes de cloridrato de quitosana e
tornou-se ferramenta fundamental durante o desenvolvimento deste
trabalho.






CAPITULO 4: Microparticulas de cloridrato de quitosana contendo
nistatina destinadas a aplicagéo tépica: Desenvolvimento,
caracterizacgao e avaliacdo in vitro e ex vivo
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1 INTRODUCAO

NYS é um antifingico com espectro de acdo maior do que
outros fA&rmacos pertencentes & mesma classe de antifungicos, a exemplo
da AnfB (OFFNER et al., 2004). No entanto, possui administracdo
limitada, basicamente, através da via topica devido a alta toxicidade
guando administrado sistemicamente (MEHTA et al., 1987) e poucos
relatos existem sobre a caracterizagéo fisico-quimica e desenvolvimento
de formulagdes contendo NY'S (BRESCANSIN, 2006).

A encapsulagéo de farmacos em sistemas
nano/microparticulados € uma estratégia amplamente adotada quando a
intencdo é aumentar a permeabilidade/retencdo cutanea de substancias.

Para tal, o polimero QTS ¢, indiscutivelmente, um dos mais
utilizados para veicular esses sistemas, assim como o CI.QTS, na sua
forma de sal, devido as caracteristicas favordveis como a
biocompatibilidade, a biodegradabilidade, a baixa toxicidade e
bioadesdo (SHAH et al., 2012).

Muitas publicagdes descrevem diferentes técnicas de obtencédo
desses sistemas, além da via de administragdo dos mesmos. Um
aumento consideravel na dissolucdo de farmacos de baixa solubilidade,
como a carbamazepina, foi obtido com o uso de sais de QTS para
formulagdes visando a via nasal (GAVINI et al., 2006).

Outro relato da literatura mostra que o CL.QTS utilizado em
sistema microparticulado produzidos por spray drying, promoveu
aumento na mucoadesdo de farmacos de caracteristicas hidrossoluveis,
tal qual o polimero, como cimetidina e famotidina (HE; DAVIS;
ILLUM, 1998).

O CL.QTS é um sal de cargas positivas que, quando em solucao,
podem interagir com os &cidos graxos livres presentes no estrato cérneo
através de interacBes elestrostaticas, influenciando na penetracdo de
farmacos (GAVINI et al., 2006; KIM et al., 2010). Essas interacGes
podem se tornar um aspecto negativo na permeacdo de ativos, quando se
leva em consideracdo que o contrario também é possivel, basta o
farmaco interagir de tal maneira com o polimero, que a penetracao fica
inviavel, aspecto dependente das caracteristicas eletrostaticas de ambos
(TAGLIARI, 2012).

Dentre 0s modelos utilizados para avaliagdo de
permeacdo/retencdo de ativos, a pele de porco tem sido amplamente
utilizada em funcdo da praticidade em se adquirir esse material em
abatedouros e sua similaridade funcional e estrutural com a pele
humana. Estudos demonstram que a permeacdo de farmacos é bastante
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similar entre ambas, uma vez que possuem caracteristicas comuns que
vao desde a composicao lipidica, como distribuicdo esparsa de pelos,
vascularizacdo e pigmentacdo (HASANOVIC et al., 2011; CHANG et
al., 1994; SCHMOOK; MEINGASSNER; BILLICH, 2001).

Um modelo de avaliacdo de permeabilidade de ativos através de
amostras de pele que é muito utilizado é o de difusdo em camara de
Franz, no qual o tecido é colocado entre dois compartimentos
denominados: doador (superior) e receptor (inferior). A disposicédo da
amostra ¢ feito conforme ilustrado na Figura 15.

Figura 15 — Esquema representativo da camara de difusdo de Franz
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Estrato cérneo
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Fonte: Adaptado de Hanson Research (2004)

No compartimento doador sdo colocadas as solucdes de
amostras a serem testadas e no receptor, solugdes tamponantes. Os
experimentos sdo conduzidos a, normalmente, 37 °C, temperatura
corporal. Através da canula de amostragem que da acesso ao
compartimento receptor, aliquotas de amostras sdo coletadas nos
periodos pré-determinados e as mesmas sdo quantificadas, geralmente,
através de técnicas espectrofotométricas e cromatograficas (FORSTER
et al., 2009).
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2 METODOLOGIA
2.1 MATERIAIS

NYS, matéria-prima comercial, foi adquirida por Galena
Distribuidora de Produtos Quimicos LTDA, Campinas-SP, Brasil, lote
1105002506.

O CLQTS, polimero utilizado nas formulagdes, foi obtido
através de um processo patenteado de sintese a partir do polimero QTS
(GEREMIAS et al., 2006).

A éagua ultrapura foi obtida por sistema gradiente Milli-Q
(Millipore, Estados Unidos) e todos os reagentes utilizados possuem
grau analitico.

Culturas de Candida albicans ATCC (American Type Culture
Collection) 10231 mantidas a 4 °C, &gar e caldo Sabouraud, solucdo
salina 0,9% e DMSO, para os ensaios microbioldgicos.

2.2 DESENVOLVIMENTO DE MICROPARTICULAS DE NYS

As microparticulas a base de CL.QTS foram desenvolvidas por
técnicas distintas, emulsificacao/evaporagdo de solvente e spray drying,
conforme metodologias descritas a seguir.

2.2.1  Preparo de microparticulas pela técnica de
emulsificagdo/evaporacdo de solvente

Solugdes de CL.QTS a 0,5%, 1% e 1,5% em volumes de 10 mL
cada, foram preparadas em &gua contendo 2% de polissorbato (Tween®)
80, sob as quais foram gotejadas solu¢des de 1 mL contendo NYS na
concentracdo de 50 mg/mL em MeOH (Tabela 8), sob agitagdo em ultra-
turrax (T 25 basic IKA-Werke, Staufen, Germany) por 5 min a uma
velocidade de 17500 rpm, metodologia adaptada de Gavani e
colaboradores (2005).

A formulagdo branca seguiu 0 mesmo procedimento descrito,
exceto pela adicdo de fArmaco, no lugar do mesmo foi gotejado apenas o
MeOH sob a solucdo de CL.QTS 1% (10 mL).

Em seguida, essas amostras foram congeladas a -20 °C e
submetidas a secagem em liofilizador (Terroni LD 1500) por 48 horas a
-50 °C sob pressdo de 133,3 mBar. Finalizada a operacéo, os liofilizados
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foram mantidos em dessecador e refrigeracao até a caracterizagao fisico-
quimica.

Tabela 8 - Composicdo das formulagbes para técnica de
emulsificacdo/evaporagao de solvente

Formulacdo® CL.QTS (10 mL)

LO 1% (10 mg/mL)

L1 0,5% (5 mg/mL)

L2 1% (10 mg/mL)

L3 1,5% (15 mg/mL)

 Formulagdes preparadas em triplicata com NYS (50 mg/mL) e 2% Tween 80°

2.2.2 Preparo de microparticulas pela técnica de spray drying

Conforme o procedimento descrito anteriormente para a técnica
de emulsificacdo/evaporacdo do solvente, manteve-se as proporgoes de
farmaco:polimero para as suspensGes submetidas ao processo de
secagem em spray dryer (Tabela 9).

Tabela 9 — Composicao das formulagdes para técnica de spray drying

Formulacdo® CLQTS (10 mL)
SO 1% (10 mg/mL)
Sl 0,5% (5 mg/mL)
S2 1% (10 mg/mL)
S3 1,5% (15 mg/mL)

® Formulagdes preparadas em triplicata com NYS (50 mg/mL)

Foram adicionadas, as solucdes de CL.QTS preparadas em agua,
solucbes de NYS 50 mg/mL em MeOH que, sob agitacdo magnética,
foram aspiradas em spray dryer B-290 (Buchi, Suica), temperatura de
entrada de 120 °C, temperatura de saida de 76 °C, fluxo de ar de 10
mL/min e aspiracdo a 90%.

Da mesma forma que para as formulacdes submetidas a
secagem em liofilizador, a formulagdo branca seguiu o mesmo
procedimento, mas sem o farmaco. Sendo assim, 1 mL de MeOH foi
adicionado a solucdo de CL.QTS 1% (10 mL), sob agitacdo magnética.

As amostras secas foram armazenadas em dessecador sob
refrigeracdo até o uso.
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2.3 DETERMINAGCAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO E
TEOR DAS FORMULACOES

A determinacdo da concentracdo total de ativo associado as
microparticulas foi realizada pela técnica de ultrafiltragdo/centrifugagéo
utilizando método cromatografico desenvolvido e validado (Capitulo 3),
na qual o ativo total, associado aos sistemas obtidos, foi quantificado
apés completa dissolu¢do das microparticulas (BOONSONGRIT;
MITREVEJ; MUELLER, 2006; SUN et al., 2008).

A eficiéncia de encapsulagdo (EE%), ou seja, a quantidade de
NYS associada nas microparticulas, foi determinada a partir de uma
aliqguota de 10 mg das formulacbes, as quais foram adicionadas
proporcBes iguais de solventes especificos para solubilizacdo do
polimero (&4gua) e do farmaco (DMF), completando um volume final de
1 mL. Essas suspensdes foram agitadas em aparato do tipo vortex® por 5
min e, em seguida, centrifugadas por igual periodo. As diluicdes
posteriores das solucGes obtidas foram realizadas em propor¢6es de fase
mével ACN: EDTA diss6d. 0,025mM (37:63, v/v).

A partir da concentragéo total de NY'S foi estabelecido o teor de
farmaco nas suspensoes, conforme equacéo 3.

A EE (%) foi calculada de acordo com a equagéo 4.

Teor = guantidade de NYS em mg ?3)
100 mg de microparticulas

EE (%) = guantidade de NYS associada x100 (4)
quantidade de NYS tedrica/inicial das formulagdes

2.4 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS

A realizacdo do estudo de caracterizacdo das microparticulas
obtidas através de ambas as técnicas descritas acima, foram aplicadas as
metodologias propostas para a caracterizacdo da matéria-prima no
Capitulo 2. O objetivo da caracterizacdo foi avaliar a influéncia da
técnica de preparo e das propor¢des farmaco:polimero testadas na
producdo destes sistemas.
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2.4.1 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas DSC contendo aproximadamente 2 mg das amostras
foram obtidas em célula DSC-60 (Shimadzu, Kioto, Japdo) utilizando
cadinhos de aluminio hermeticamente fechados. Sob atmosfera dindmica
de N de 100 mL/min, com razdo de aquecimento de 10 °C/min, na faixa
de temperatura de 40 a 250 °C.

A célula de DSC foi previamente calibrada com padrdo de
referéncia indio e zinco. Os dados obtidos foram processados em
software TA-60.

2.4.2 Espectroscopia na regido do infravermelho (1V)

Os espectros IV foram obtidos em equipamento Frontier FT-
IR/NIR (PerkinElmer, Brasil) na faixa de 4000 e 515 cm™, com uma
média de 10 scans.

2.4.3 Difracao de raios X de pé (DRX)

Para avaliagdo da cristalinidade, padrGes de raios X foram
obtidos em difratometro 8-0 (D2 Phaser, Bruker), com uma radia¢do de
cobre K (A = 1.5418 A), operando em uma corrente de 10 mA e
voltagem de 30 kV. As medidas foram realizadas a temperatura
ambiente, através de varredura angular de 26 na faixa de 5° a 50°, com
step angular de 0.091°. A detec¢do foi realizada através de um contador
de cintilagdo unidimensional detector LYNXEYE.

2.4.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As formulagGes obtidas por ambas as técnicas foram fixadas em
suporte especifico e revestidas com ouro. Em seguida, procederam-se as
analises de microscopia em microscépio eletronico de varredura
Shimadzu SS-550, realizadas na Central de Microscopia (CMI), do
Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP), da
Universidade Estadual de Maringa.

2.4.5 Determinacdo do tamanho de particula

O diametro médio e distribuicdo granulométrica das
microparticulas foram avaliados por difracdo a laser em equipamento
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Mastersizer 2000 Hydro (Malvern Instruments, UK), do laborat6rio de
Farmacotécnica desta Universidade.

As amostras para analise foram dispersas, com auxilio de
agitacdo em vortex® por 1 min, em acetona, por se tratar de um solvente
no qual nem o polimero e nem o farmaco s&o soluveis.

A distribuigdo granulométrica foi referida como span, calculada
conforme a equacao 5.

Span = _d go9 - d 109 )
d 50%

2.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Para avaliagdo da atividade antifingica da NYS nas
formulagdes obtidas, culturas de Candida albicans ATCC 10231 foram
ativadas em caldo Sabouraud a temperatura de 37 °C e padronizadas em
salina de acordo com a escala 0,5 de McFarland, correspondente a 0,5
- 1,5 x 10® UFC/mL. Essa solugéo foi diluida (1:100) no momento do
procedimento, com o intuito de obter-se a concentracdo de 1,5 x 10*
UCF/mL de leveduras.

2.5.1 Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da atividade antifingica da NYS e formulacdes
obtidas foi realizada de acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010) e 0
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, protocolo M27-A).

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada
através da diluicdo seriada (1:2) das amostras, em intervalo entre 50 e
0,1 pg/mL de NYS matéria-prima e proporcionalmente para as
formulagdes e MF (farmaco:polimero), diluidas em caldo Sabouraud.

Inicialmente, 100 pL de caldo Sabouraud foram adicionados em
cada um dos 96 pocos das microplacas. Em seguida, 100 pL das
solugdes testes foram colocadas em seus respectivos pocos, seguidas da
diluicdo seriada 1:2.

Posteriormente, 10 pL do inéculo padronizado, Candida
albicans ATCC 10231, foram inoculados em cada pogo. As microplacas
foram incubadas em estufa a 37 °C, em camara Umida, por 24 a 48
horas.

Com o intuito de assegurar o controle do experimento, em todas
as microplacas haviam pocos para controle positivo (caldo Sabouraud e
indculo) e negativo (apenas o meio). DiluicBes de Tween 80° e DMSO
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foram avaliadas para fins de avaliar sua influéncia no efeito antifungico
das amostras.

A CIM considerada foi a menor concentragdo que ndao possuiu
crescimento visual de microrganismos das analises realizadas em
triplicata.

2.5.2 Concentracéo Fungicida Minima (CFM)

A concentracdo fungicida minima (CFM), ou seja, a
concentragdo minima que garantira ndo s6 a inativacdo, como a morte
desses microrganismos foi determinada a partir de uma aliquota de 10
ML dos pogos das diluicdes que apresentaram perfil de CIM, uma sub-
inibitoria e duas concentracdo acima de CIM, foram transferidas para
uma placa de Petri contendo agar Sabouraud, em triplicata e incubadas
em estufa a 37 °C, por 24 a 48 horas.

Esta etapa foi realizada apenas com a formulagdo que
apresentou 0 melhor CIM em comparagdo a NYS.

2.6 AVALIACAO DA RETENCAO CUTANEA DE NYS
2.6.1 Obtencao da pele de orelha suina

Através de um matadouro situado na cidade de Antdnio Carlos
(SC), obteve-se as orelhas suinas que foram armazenadas em tampao
Krebs', a 4 °C, até o uso no procedimento em questAo.

Logo apds a lavagem com agua destilada, foram retirados os
pelos com tesoura e selecionadas, entdo, as partes integras, ou seja,
livres de manchas ou de lesdes.

Em seguida, foi realizada a dissecacdo para extrair derme e
epiderme das amostras, com o0 auxilio de uma pinca e bisturi,
descartando a hipoderme. Os fragmentos dissecados foram
acondicionados em papel aluminio e armazenados a -80 °C, imersas em
solucédo tampao Krebs até a utilizacao.

Para realizar o descongelamento foi utilizada solugédo tamp&o de
Krebs em temperatura ambiente.

! Solugdo tampdo de Krebs: NaCl (20mM); KCI (4,7mM); KH2PO4 (1,2mM);
NaHCO3 (25mM); CaCl2 (2,5mM); MgCI2 (ImM); glicose (5,5mM), pH 7,4.
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2.6.2 Avaliacdo da retencdo de NYS em pele de orelha suina

Realizada no Laboratorio de Virologia Aplicada (LVA) da
UFSC, esta etapa foi executada pelo doutorando Thiago Caon, sob
supervisao da Prof? Dr? Claudia Maria Oliveira Simdes.

As camaras de Franz foram alocadas em banho termostatizado a
37 °C sob agitacdo Multiponto (Dist). O compartimento receptor foi
preenchido com 10 mL de tampdo PBS. O tecido foi colocado na
interface dos compartimentos da camara de Franz sob agitacdo a 800
rpm.

Para avaliar a retencdo de NYS a partir da formulacdo que
apresentou o melhor resultado quanto a acdo antifingica em comparagédo
ao farmaco livre (matéria-prima), solugdes de concentragdes
proporcionais a 10 mg/mL de NYS foram preparadas em 2 mL de 4gua
e colocadas no compartimento doador do sistema.

Estudos prévios mostraram que para que a permeagdo
transdérmica de ativos seja significativa, 0s mesmos devem ter, dentre
outras caracteristicas, peso molecular menor que 500 g/mol, diferente da
NYS (926,13 g/mol) (LANGOTH; BERNKOP-SCHNURCH,;
KURIYAMA et al., 2005). Dessa forma, para analisar a concentragdo de
farmaco retida nas diferentes camadas de pele, foram selecionados os
tempos de coleta do experimento: 2, 4 e 6 horas. Aliquotas de 400 L da
solugdo receptora foram retiradas em cada tempo e armazenadas a -20
°C.

As amostras foram ressuspendidas em ACN, componente da
fase mével, agitadas em aparato vortex® por 5 min, colocadas em banho
de ultrassom por 15 min, centrifugadas e analisadas através de CLAE
utilizando método previamente validado.

A retencdo da NYS na epiderme e derme foi avaliada ao final
do experimento, ou seja, apds 6 horas do inicio do experimento. As
amostras de pele foram retiradas do equipamento, lavadas para remocéo
do excesso de farmaco. Em seguida, com bisturi, a epiderme foi
cuidadosamente separada da derme e apenas a regido central,
equivalente a area de permeacdo, foi recortada e picotada. Os
fragmentos obtidos foram armazenadas em ACN para promover a
extracdo do farmaco nas amostras e mantidos em repouso por 24 h.

No momento da andlise quantitativa das amostras, foram
submetidas a agitacdo (vortex® por 5 min) para o rompimento das
células e aumento da eficiéncia de extracdo. As proteinas, restos
celulares e outros interferentes foram removidos pela filtragéo.
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As amostras foram centrifugadas e analisadas através do
método quantitativo em CLAE descrito no capitulo 3.

2.6.3 Analise estatistica

A comparacdo estatistica entre amostras, em derme e epiderme,
foi conduzida através de teste-t de Student. Neste, resultados
significativos devem apresentar probabilidade menor do que 5% (p <
0,05) com intervalo de confianca de 95%. A avaliacio estatistica dos
dados foi realizada em software GraphPad PRISM® (San Diego, CA,
USA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO E
TEOR DAS FORMULACOES

As formulagdes preparadas conforme metodologia descrita no
item 2.2 foram submetidas & anélise em CLAE utilizando método
analitico descrito no capitulo 3, para determinacéo da EE (%) que traduz
a quantidade de farmaco associado ao sistema e o teor, ou seja,
quantidade de farmaco presente em cada 100 mg de formulacéo,
conforme Tabela 10.

Neste trabalho todas as formulagdes apresentaram EE maior
que 70%, o que demonstra que ambas as técnicas foram capazes de
encapsular fisicamente a NYS.

Considerando que farmaco e polimero sdo compostos
extremamente opostos no que diz respeito a solubilidade, sugere-se que
a NYS ndo poderia estar solubilizada na fase externa do sistema, o que
limitaria a sua encapsulacdo (TAGLIARI, 2012).

As microparticulas preparadas pela técnica de spray drying
apresentaram maior EE (%) e teor com relagcdo ao outro método testado
e entre as amostras submetidas ao mesmo processo, a proporcdo
farmaco:polimero (1:2) mostrou-se mais eficiente, com cerca de 98,37%
de EE.
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Tabela 10 - Resultados da eficiéncia de encapsulacdo (%) e teor
(mg/100 mg de formulacdo) obtidos com as formulagBes contendo
nistatina

Formulagéo EE (%) + DP° Teor® (DPR® %)
s1 92.17 + 4,35 44.83 (4,72)

S2 98.37 £ 5,52 33.85 (5,61)

S3 88.94 + 1,58 22.23 (1,78)

L1 77.95 + 9,29 13.87 (11,92)

L2 82.61 + 12,64 10.81 (15,30)

L3 72.17 + 5,86 9.38 (8,12)

Média dos resultados obtidos de triplicatas de cada formulagéo
4 Teor (mg NYS/100 mg de formulagéo)

® Desvio padrdo

¢ Desvio padrdo relativo (%)

Os valores mais baixos de EE (%) para as formulacGes secas em
liofilizador podem ser influenciados pela velocidade de solidificagdo do
polimero durante o preparo das mesmas (JELVEHGARI et al., 2011).

3.2 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS
3.2.1 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

DSC tem sido proposta para avaliar interagfes fisico-quimicas
entre os componentes da formulagdo através da comparagdo entre as
curvas obtidas a partir da mistura fisica (MF) dos mesmos (VERMA,
GARG, 2004; BERNARDI et al., 2009).

A Figura 16 mostra as curvas de DSC das matérias-primas
(farmaco e polimero), MF com a menor proporcdo de NYS (1:3,
NYS:CLQTS), e formulacdes, obtidas pela técnica de spray drying
(Figura 16a) e por emulsificacdo/evaporacdo do solvente que foram,
posteriormente, liofilizadas (Figura 16b).
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Figura 16 - (a) Curvas de DSC das matérias-primas: nistatina (A),
cloridrato de quitosana (B); mistura fisica farmaco:polimero (1:3) (C); e
formulagdes: branca SO (D), S1 (E), S2 (F) e S3 (G); (b) Curvas de
DSC da nistatina (A), cloridrato de quitosana (B), mistura fisica 1:3 (C),
LO (D), L1 (E), L2 (F) e L3 (G)
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Conforme observado na caracterizacdo da matéria-prima NY'S,
no Capitulo 3, o farmaco apresenta um Unico evento de fusdo préximo a
160 °C, que sugere pureza e caracteristica cristalina da amostra. O
polimero ndo apresenta evento de fusdo especifico, por ser considerado
amorfo.

O deslocamento e/ou diminuicdo no evento endotérmico
caracteristico do farmaco na curva obtida para a mistura fisica e
microparticulas, pode estar relacionado, dentre diversos fatores, a
transformagdo parcial da NYS para a forma amorfa, ou a interacdo
quimica entre os componentes da formula¢do (STULZER, 2008). Esse
comportamento foi observado para todas as formulagdes obtidas
contendo o farmaco, o que sugere uma amorfizacdo dessas amostras,
caracteristica comprovada posteriormente pela técnica de DRX.

3.2.2 Espectroscopia na regido do infravermelho (1V)

Considerando o0s estiramentos caracteristicos do farmaco,
evidenciadas no Capitulo 3 deste trabalho, foi realizada a comparacéao
dos espectros (Figura 17a) da NYS e CL.QTS com os obtidos para a
mistura fisica e as formulagfes produzidas por spray drying. Ambos
sugerem interagbes entre o farmaco e o polimero devido a
deslocamentos e desaparecimento de alguns estiramentos na faixa entre
1000 e 1750, a exemplo do estiramento em 1704 cm™ que esta
relacionado a lactona do farmaco. Tais interacdes podem ser do tipo
ligacdes de hidrogénio, as quais envolvem grupamentos C=0, C-C-O e
O-C-C (SAKEER et al., 2010a).

As formulagdes (S1, S2 e S3) apresentaram um pico mais
intenso na regido de 1065 cm™, estiramento simétrico de CHa3, que para
o farmaco e/ou polimero de forma isolada.

Os espectros obtidos com as formulagdes produzidas pela
técnica de emulsificacdo/evaporacdo do solvente com secagem em
liofilizador estdo mostrados na Figura 17b. No entanto, os resultados
relacionados as possiveis interacdes entre NYS e CLQTS, nessas
formulagBes, sdo inconclusivos. Uma vez que 0s espectros se
apresentaram iguais e com estiramentos caracteristicos do tensoativo
(Tween 80, presente na Figura 17b), sobrepondo a todos os outros que
relacionariam farmaco e polimero.
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Figura 17 — Espectros no infravermelho: (a) Matérias-primas, mistura
fisica 1:3 (nistatina:cloridrato de quitosana) e formulagdes obtidas por
spray drying; (b) Farmaco, polimero, tensoativo, mistura fisica 1:3 e
formulagdes liofilizadas
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O espectro da MF (1:3, NYS:CIL.QTS), em ambas as figuras,
corresponde a superposi¢cdo dos dois componentes individuais, com
diminuicdo na intensidade dos picos.

3.2.3 Difracéo de raios X de p6é (DRX)

A NYS apresentou caracteristicas cristalinas e as suas reflexfes
mais evidentes, especificadas anteriormente no Capitulo 2 deste
trabalho, foram tomadas como referéncia para avaliar o comportamento
cristalino da MF e dos sistemas microparticulados produzidos.

Os difratogramas (Figura 18) revelam uma amorfizacdo nas
formulagdes obtidas.

O farmaco possui carater cristalino; o polimero, semicristalino;
e a suspensdo de ambos, quando submetida ao processo de secagem em
spray dryer, origina difratograma com reflexdes referentes as da NYS
sobrepostas ao halo semicristalino do CI.QTS.

O fenbmeno de amorfizacdo de amostras € atribuido a técnica
de spray drying, devido ao rapido processo de secagem, caracteristica
que impede a organizacdo do sistema para forma cristalina, processo
também visualizado por outros autores (KLEEMANN, 2012; SHU et al.,
2006; COLUMBANO; BUCKTON; WIKELEY, 2003).

As formulagdes obtidas pela técnica de
emulsificacdo/evaporagdo de solvente revelam um processo de
amorfizacdo ainda maior destas amostras, difratogramas também
presentes na Figura 18.

Perfil semelhante foi observado para a MF o que sugere que
houve uma reorganizacdo da NYS para um estado mais amorfo nas
microparticulas.

Uma notavel diminui¢do da intensidade das reflexfes para os
sistemas microparticulados sugere uma dissolugdo da substancia ativa
no polimero testado, uma vez que, num estado amorfo, a energia
requerida para separar as moléculas é baixa, pois sdo arranjadas ao
acaso, consequentemente a dissolucdo do sistema ocorre de forma mais
rapida (JANSSENS et al., 2008).

Eventos de fusdo para as microparticulas ndo foram observados
através da técnica de DSC e a completa amorfizacdo dessas amostras foi
confirmada por DRX, ja que os difratogramas ndo apresentaram picos
referentes a cristalinidade do farmaco.
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Figura 18 — Perfis de difracdo de raios X de pd obtidos para o farmaco, o
polimero, mistura fisica 1:3 (nistatina:cloridrato de quitosana),
formulagdes brancas e contendo nistatina obtidas por spray drying e
emulsificacdo/evaporacgao do solvente
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3.2.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A analise morfoldgica das microparticulas, realizada por meio
de imagens obtidas por MEV, revelou particulas bastante diferentes
obtidas por duas técnicas distintas.

A Figura 19 apresenta as diferencas na morfologia das amostras
sob 0 mesmo aumento de imagem entre formulagGes de mesma técnica
de preparo, em comparativo com base na propor¢do farmaco:polimero
da seguinte forma: SO/L0 (0:2); S1/L1 (1:1), S2/L2 (1:2) e S3/L3 (1:3).

Os sistemas obtidos pela técnica de spray drying (Figura 19a)
apresentaram particulas esféricas e com aspecto de murchas. Essa
caracteristica morfologica estd relacionada a contragdo irregular das
goticulas aspergidas durante o processo de secagem, fator intimamente
relacionado a viscosidade do liquido que é aspergido pelo sistema. A
tendéncia sobre a morfologia em questdo aumenta, conforme o aumento
na viscosidade da amostra inicial (FOSTER; LAETHERMAN, 1995).

Os resultados apontam para 0 oposto, quando obtidos através da
técnica de emulsificacdo/evaporagdo do solvente (Figura 19b), a qual
apresenta formacao de inimeros agregados, sem forma definida. Esse
aspecto pode ser atribuido & presenca do tensoativo nas amostras, o que
evidencia a morfologia heterogénea das mesmas.

As diferencas nas caracteristicas morfolégicas entre as técnicas
testadas podem ser atribuidas, de uma forma geral, ao modo de preparo
das mesmas. As variagGes nas propor¢des de farmaco:polimero ndo
influenciaram significativamente na morfologia dos sistemas.
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Figura 19 — Fotomicrografias: (a) formulacGes obtidas por spray drying,
com aumento de 1000 x e (b) produzidas através da técnica de
emulsificacdo/evaporagdo do solvente, aumento de 150 x
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3.2.5 Determinagdo do tamanho de particula

O alto grau de agregacdo observado, através das
fotomicrografias das formulagdes liofilizadas, impediu a obtencéo de
dados confiaveis quanto ao tamanho de particula destes sistemas.

Os resultados obtidos para as microparticulas obtidas por spray
drying estdo representados na Tabela 11.

Tabela 11 - Granulometria das microparticulas d3): diametro médio em
volume; d1 um), (o5 um) € (o0 umy: didmetro de particula correspondente
a, respectivamente, 10%, 50% e 90% da distribuicdo acumulada;
polidispersao de tamanhos (span)

Amostras Tamanho (um)

dass d 100 d 5006 d g0% Span
S0 84,54 11,78 44,07 199,19 4,25
s1 10,18 1,41 7,39 23,12 2,94
S2 22,53 1,96 12,38 48,41 3,75
S3 13,37 1,73 10,31 28,53 2,60

A formulagdo S1 apresentou didmetro médio em volume de 10
pum e faixa granulométrica variando de 1,41 e 23,12 um. J& as amostras
S2 e S3 apresentaram variacdes de tamanho de 1,96 a 48,41 ume 1,73 e
28,53 um, bem como diametro médio 22,53 um e 13,37 um,
respectivamente para ambos os dados.

Quanto a distribuicdo de tamanhos dessas formulacdes,
representada pelo nimero de spans, todos os sistemas apresentaram
valor acima do considerado maximo (cerca de 1,0), indicando uma alta
polidispersdo nas amostras (KLEEMAN, 2012).

Entretanto, a variacdo e polidispersdo maior foi visualizada para
as formulagdes brancas, ou seja, aquelas que continham apenas o
polimero.
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3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA
3.3.1 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A avaliacéo da atividade antifungica foi baseada na obten¢éo da
CIM por meio de inspecdo visual, através da qual se determinou que,
qualquer turvacdo no micropogo, € considerada como crescimento
microbiano. A Tabela 12 demonstra os valores de CIM encontrados para
todas as amostras testadas.

As formulagdes preparadas pela técnica de
emulsificacdo/evaporacdo de solvente ndo apresentaram melhorias em
relacdo ao farmaco livre no que diz respeito a CIM, pelo contrério, as
concentragBes com atividade antimicrobiana foram maiores.

Tabela 12 — Valores de concentracdo inibitéria minima (ug/mL) das
amostras testadas e determinadas apds 24 h de incubacéo

Amostras Denominagao CIM? (ug/mL)
Matérias-primas NYS 08
CL.QTS *
MF 1:1 0,8
Misturas fisicas MF 1:2 0,8
MF 1:3 0,8
S1 1,6
Formulages obtidas em spray dryer ~ S2 0,4
S3 0,8
L1 3,2
Formulagdes liofilizadas L2 1,6
L3 1,6
~ Lo *
Formulages brancas S0 -
Excipientes DMSO’ ® 20%
Tween 80 *

*® Valores de CIM obtidas pela média de triplicatas
¢ DMSO: a maior concentracio testada foi extrapolada para 20% de DMSO
* Nao houve inibicdo nas concentracdes testadas
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Figura 20 — Microplaca com resultados de concentracdo inibitéria
minima para as formulacdes e Tween 80°

Concentragdo de NYS em dilui¢do seriada (1:2)
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(T) Tween 80~; (C-) Controle negativo; (C+) Controle positivo.

A presenca de tensoativo pode justificar a diminuicdo da
atividade das formulagdes liofilizadas, uma vez que a pesagem das
mesmas levou em consideracao a propor¢do de farmaco em relagédo ao
percentual de po6 inicial utilizado para preparo dessas formulagdes.
Sendo assim, a presenca de tensoativo, conforme previamente observado
nos espectros de infravermelho para essas formulagdes, sugere que a
concentracdo do farmaco nessas amostras era menor do que as
preparadas por spray drying, matéria-prima e MF.

Os excipientes, Tween 80°® e DMSO, ndo apresentaram
influéncia sob a atividade das amostras, bem como as formulagdes
brancas e matéria-prima de CL.QTS. Apesar de muitos estudos relatarem
sobre a atividade antimicrobiana da QTS (MARTINS, 2010; SILVA,;
SANTOS; FERREIRA, 2006; FELT; BURI; GURNY, 1998), 0 mesmo
ndo foi observado contra as cepas de Candida albicans testadas para o
CL.QTS nessas concentragdes.

Apesar disso, estudos recentes realizados, sob as mesmas
condicdes experimentais, com conjugados de NYS e goma arabica
apresentaram concentracdes de CIM maiores do que as observadas para
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as formulacGes obtidas tanto por spray drying, quanto as liofilizadas
(STEFANOVIC et al., 2012).

Outros autores avaliaram a atividade de lipossomas contendo o
farmaco e os resultados, quanto a CIM, foram bastante semelhantes aos
encontrados para as formulagGes obtidas por spray drying neste estudo
(CARRILLO-MUNOZ et al., 1999; JOHNSON et al., 1999), as quais
apresentaram CIM na faixa de 0,4 a 1,6 pg/mL, conforme observado na
Figura 20.

Os resultados obtidos sugerem que a propor¢do de
farmaco:polimero (1:2) na forma de microparticulas produzidas por
spray drying, ou seja, a formulacdo S2, mostrou-se a mais efetiva contra
cepas de Candida albicans, no que diz respeito & CIM.

3.3.2 Concentracéo Fungicida Minima (CFM)

Para fins de comprovacdo e analise da CFM, foram retiradas
aliquotas da CIM e concentracdo superiores, bem como a sub-inibitéria
da formulacdo S2, pois apresentou CIM menor que a observada para o
farmaco livre.

A imagem das placas de Petri (Figura 21) mostra que, além da
CIM, a formulagdo S2 possui agdo fungicida 2x mais eficaz que a NYS
livre (CFMnys = 3,2 pg/mL e CFMs; = 1,6 pg/mL).

Figura 21 — Placas de Petri de nistatina e a formulagdo S2 de analise
realizada em triplicata para fins de avaliagcdo de concentracdo fungicida
minima
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Com base nos resultados de CIM e CFM, prosseguiu-se a
analise quanto a retengdo cutanea das formulagdes apenas com aquela
gue mostrou melhor resultado que a NYS, ou seja, a amostra S2, fator
que pode estar relacionado a EE (98.37 + 5,52%) dessa formulagéo que
foi a maior observada dentre os sistemas obtidos.

3.4 AVALIACAO DA RETENCAO CUTANEA DE NYS
3.4.1 Avaliacao da retengdo de NYS em pele de orelha suina

Considerando o alto peso molecular do farmaco e que sua
permeacdo seria muito baixa, ou inviavel, as amostragens foram
realizadas apenas para as primeiras horas (2, 4 e 6 h) e os resultados
obtidos comprovam que o farmaco ndo atingiu o compartimento
receptor em niveis quantificaveis. Desta forma, ndo foi possivel obter
perfis de permeacdo que relacionam a quantidade de farmaco versus
tempo.

Entretanto, com relagdo a retengdo dessas amostras nas camadas
epiteliais, observou-se que a retencdo das microparticulas foi maior,
tanto em derme quanto em epiderme, quando comparada ao farmaco
livre (Figura 22). Estes resultados sdo considerados estatisticamente
diferentes para ambas as camadas (p < 0.05).

Esse resultado pode ser atribuido a caracteristica do polimero de
adquirir cargas positivas quando em solucdo que formam forcgas
eletrostaticas com as cargas negativas das células da pele, promovendo
maior afinidade do sistema com esse 6rgdo, consequentemente, maior
retencdo desses a mesma.

Esse perfil de afinidade de derivados de QTS com a pele vem
sendo explorado ha anos, tendo sido aplicado de forma bem sucedida
para veiculacdo de plasmideos de DNA em formulagdes para via ocular
(KLAUSNER; ZHANG; CHAPMAN, 2010), insulina para aplicagfes
via nasal (WILLIAMS; COSTER, 2010), microparticulas de clorexidina
para efeito local na regido bucal (GIUNCHEDI; JULIANO; GAVINI,
2002) e, neste trabalho, para a wveiculagdo NYS em formulagdes
promovendo uma liberacdo diferenciada do ativo por via tépica.
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Figura 22 - Quantidade (%) de nistatina retida na epiderme e derme ap6s
6 h de ensaio. O simbolo * representa resultados significativos em
relacdo a nistatina
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4 CONCLUSOES

Através das técnicas fisico-quimicas para caracterizacdo de
amostras, percebe-se que as formulagdes obtidas por ambos 0s processos
de preparo, apresentaram perfis bastante caracteristicos desses sistemas.

As amostras sofreram leve processo de amorfizacéo,
visualizado nos espectros de DRX e sugerido nas curvas de DSC.

A morfologia obtida para as diferentes técnicas foi bastante
diversificada: microparticulas enrugadas caracteristicas da técnica de
spray drying; e aglomerados sem forma definida nos sistemas obtidos
por emulsificagcdo/evaporacdo do solvente, aspecto que impossibilitou a
avaliacdo do tamanho desses sistemas, enquanto que o didmetro médio
das microparticulas contendo nistatina obtidas por spray drying (S)
variou entre 10,18 e 22,53 um. N&o foram evidenciadas diferencas
significativas morfolégicas e de tamanho das particulas, quando
realizadas alteracGes nas propor¢des de farmaco:polimero.

Apesar de o rendimento ser um grande atrativo da técnica de
secagem por liofilizador com relacdo ao spray drying, esse Gltimo
apresentou rendimento superior a 50%, o qual é preconizado como ideal
para a técnica (54,1 a 64,19%).
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As formulagBes produzidas por emulsificagdo/evaporacdo de
solvente seguida por processo de secagem em liofilizador apresentaram
baixos valores com relagdo & EE (%) e teor em relacdo aos sistemas
microencapsulados obtidos por spray drying, os quais mostraram-se,
consequentemente, mais promissores em termos da atividade biologica
avaliada.

O sistema microparticulado que apresentou melhores resultados
guanto a CIM (ClMyys =0,8 pg/mL e CIMs, = 0,4 pug/mL) e CFM
(CFMpys = 3,2 ug/mL e CFMs; = 1,6 pg/mL), esta representado pela
formulagdo S2, com proporgdes de farmaco:polimero (1:2) secas em
spray dryer, foi selecionada para posterior avaliagdo quanto a retengdo
do f&rmaco em amostras de pele.

A avaliagdo de retencdo da NYS foi realizada através do
método de camara de difusdo de Franz. Levando em consideracdo que a
permeacdo do farmaco seria inviavel, devido o tamanho da molécula do
mesmo, o tempo de anélise foi relativamente curto, até 6 h.

A formulacdo testada, além de apresentar atividade
microbiol6gica mais potente que o farmaco livre, possui caracteristicas
de maior afinidade com a pele, promovida pelo polimero (CL.QTS).
Apds 6 h de andlise, a quantidade de NYS retida na derme e epiderme,
através da formulacdo (S2) foi de 15,51% e 15,69%, respectivamente,
enquanto que o farmaco livre ndo apresentou percentual maior que 5%
em nenhuma das camadas analisadas.

Os baixos limites de deteccdo e quantificacdo, obtidos no
Capitulo 3, foram primordiais para garantir dados conclusivos sobre a
quantidade de farmaco nas aliquotas retiradas do sistema de avaliagéo da
retencao/permeacdo dessas amostras.
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Os estudos fisico-quimicos em estado solido mostraram que a
matéria-prima nistatina  possui um componente principal,
supostamente Al, e parametros caracteristicos relacionados a
amostra foram observados através das técnicas de espectroscopia
na regido do infravermelho, difracdo de raios X de pd e
calorimetria exploratdria diferencial,;

O método desenvolvido e validado, por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, foi utilizado para quantificacdo de nistatina nas
formulagdes de microparticulas e em amostras de pele;

A completa caracterizacdo das formulagdes obtidas comprovou a
formacdo de sistemas bastante diferentes quanto a morfologia e
caracteristicas cristalinas, principalmente, entre as técnicas de
spray drying e emulsificagdo/evaporagéo do solvente;

A eficiéncia na encapsulacdo e teor do farmaco dos sistemas
obtidos variaram conforme a técnica de preparo empregada, bem
como proporcBes de farmaco:polimero utilizadas;

As microparticulas obtidas por spray drying na proporcdo 1:2 de
farmaco:polimero (S2) evidenciaram um aumento de duas vezes
na poténcia antifingica da nistatina, expressos na forma de
concentracao inibitoria e fungicida minima;

A formulacdo que apresentou melhor resultado quanto a atividade
bioldgica também promoveu aumento na retencdo do farmaco nas
camadas de derme e epiderme, quando comparada a nistatina na
forma livre, e apresentou valores muito baixos de absorcdo
sistémica, sendo ideal para aplicagdo topica;

Considerando que uma das patologias que mais acometem o
homem nos dias de hoje é a candidiase cutanea, que a NYS é um
farmaco de amplo espectro de acdo, indicado também para o
tratamento destas afeccdes e que formulacdes dermatoldgicas
destinadas ao tratamento de patologias cutdneas devem ser
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capazes de reter o farmaco na pele, sem promover efeito sistémico
do mesmo; a formulacdo proposta, além de ser obtida por um
processo simples, que pode ser facilmente produzido por larga
escala e fazer uso de polimero biocompativel, é um sistema
bastante promissor para o objetivo proposto.
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