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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento de uma formulacédo de
esmalte antifingico a base de copolimero acrilico e timol contendo agentes
solubilizantes. Foi avaliada a compatibilidade e interagdo entre os constituintes das
formulagBes através dos ensaios de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). Os esmaltes
foram desenvolvidos a partir de um desenho de mistura, com obtencdo de 7
formulacg@es. As caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas dos produtos foram
avaliadas através dos ensaios de tempo de secagem, microscopia Optica, resisténcia
a agua, liberacdo in vitro e testes antifungicos com os microrganismos Candida
albicans e Trichophyton mentagrophytes. A formulacdo de esmalte que continha a
combinagao de todos os excipientes solubilizantes, obteve os melhores resultados,
pois apresentou boa compatibilidade entre os insumos farmacéuticos e o farmaco,
seu tempo de secagem foi adequado conforme a literatura, e a imagem
microscoépica do seu filme mostrou ser liso e homogéneo, enquanto que os demais
filmes obtidos apresentaram rugosidades, aspecto estético indesejavel para esse
tipo de produto. Quanto a resisténcia a &agua, a combinacdo dos agentes
solubilizantes proporcionou maior perda de massa, favorecendo a remogao do
esmalte sem necessidade de uso de solventes organicos. O estudo de liberacdo
demonstrou que todos os esmaltes elaborados apresentaram cinética de liberacdo
controlada, porém com maior porcentagem de farmaco liberado apenas no esmalte
contendo todos os agentes solubilizantes. Os ensaios microbiolégicos realizados
comprovaram a efetividade microbiolégica do timol e seu efeito sinérgico com os

insumos presentes nas formulas.

Palavras-chave: pré-formulagéo; esmalte antifingico; Eudragit®; timol; onicomicose.



ABSTRACT

The present study aimed to develop an antifungal nail lacquer formulation prepared
with acrylic copolymer and thymol containing solubilizing agents. The compatibility
and interaction between the constituents of the formulations were evaluated using
the differential scanning calorimetry (DSC) and infrared spectroscopy (FTIR) assays.
A mixture design was used to develop the nail lacquer obtaining 7 formulations. The
physicochemical and microbiological characteristics of the products were evaluated
by determining drying time, optical microscopy, water resistance, in vitro release
study and antifungal tests with the microorganisms Candida albicans and
Trichophyton mentagrophytes. The nail lacquer formulation containing all the
solubilizing agents, showed the best results when it revealed compatibility between
excipients and thymol, its drying time was adequate according to literature, and the
microscopic image of its film showed to be smooth and homogeneous, while the
other obtained films presented rugosities, an undesirable aesthetic aspect for this
type of product. About water resistance, the combination of solubilizing agents
provided greater mass loss, which facilitates the removal of the nail lacquer without
using organic solvents. The in vitro release study showed that all nail lacquer
formulations presented controlled release kinetics, but only the formulation containing
all the solubilizing agents presented a higher percentage of released drug. The
microbiological assays performed proved the microbiological effectiveness of thymol

and its synergistic effect with the inputs present in the formulations.

Keywords: preformulation; antifungal nail lacquer; Eudragit®; thymol;

onychomycosis.
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1 INTRODUCAO

A onicomicose refere-se as infeccbes fungicas que acometem as unhas,
podendo ser causadas por leveduras, fungos dermatdfitos e ainda pelos fungos
filamentosos ndo dermatdfitos. Dentre os agentes causadores das onicomicoses
prevalecem as leveduras e os fungos filamentosos dos géneros Candida spp. e
Trichophyton spp. respectivamente, principalmente as espécies Candida albicans e
Trichophyton mentagrophytes (1, 2).

Os tratamentos usuais para onicomicose compreendem as terapias topica,
sistémica e a combinacdo de ambas. O tratamento tépico geralmente € indicado
como profilaxia apos a terapia sistémica e ainda pode auxiliar como paliativo. Para a
erradicacdo da enfermidade faz-se o uso de medicamentos antifungicos
administrados via oral (1, 3).

Os medicamentos de uso tépico disponiveis no Brasil sdo nas formas
farmacéuticas de esmalte como os que contém os farmacos ciclopirox e amorolfina,
e de solucéo contendo o farmaco tioconazol (1, 3, 4).

Desta forma, sempre ha a busca por farmacos de origem natural para tratar
as enfermidades, e no caso da onicomicose, tem-se no timol um farmaco de escolha
em virtude do seu potencial antifingico, sendo assim uma alternativa para tal fim. O
timol € um monoterpeno de estrutura aromatica que embora seja produzido
sinteticamente, pode ser obtido de fontes naturais como de 6Oleos essenciais de
tomilho (Thymus vulgaris) e alecrim pimenta (Lippia origanoides) (5).

Neste estudo, interessou-se desenvolver um esmalte medicamentoso para
tratamento das onicomicoses, e para tanto, além do timol como farmaco escolhido,
buscou-se outros componentes para elaborar a formulagao do esmalte.

Os esmaltes convencionais geralmente se constituem de solventes, polimeros
formadores de filme, solubilizantes, plastificantes e corantes (6). Para a elaboracéo
de esmalte medicamentoso utiliza-se 0os mesmos componentes adicionando um
farmaco antifingico e excetuando, neste caso, o agente corante.

Assim, para este estudo, elencou-se como base formadora de filme o
copolimero Eudragit® E, como agentes solubilizantes os excipientes 2-hidroxipropil-
beta-ciclodextrina, &cido citrico e glicerina, que também apresentam as funcdes de
conservante, plastificante e agente umectante respectivamente. O copolimero

Eudragit® E foi elencado uma vez que apresenta caracteristicas adequadas para
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esta forma farmacéutica, as quais sao apresentadas adiante, bem como n&o existe
no mercado brasileiro esmalte medicamentoso que o contenha. Os demais
excipientes foram escolhidos conforme suas funcdes e caracteristicas propicias para
a forma farmacéutica esmalte, também descritas na revisdo de literatura a
continuagao.

Mediante todo o exposto e a escassez de estudos sobre a aplicagcdo do
copolimero Eudragit® E em preparacdes ungueais, ha que se buscar formulacbes
inovadoras que promovam maior eficacia do farmaco a fim de melhorar sua
efetividade na terapéutica, sendo entdo de grande importancia a realizacado deste
trabalho.

1.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA DA UNHA

A unha é uma modificagdo da epiderme, semelhante a uma crosta que
corresponde ao casco Oou garra em outros animais. Esse anexo cutaneo presente
nos dedos das méaos e dos pés serve como ferramenta que permite a manipulagéo
motora fina, sensibilidade tatil e funcédo protetora (1, 2, 7, 8).

As unhas sdo constituidas de células queratinizadas, que como os cabelos,
sdo na maior parte matéria inerte. A queratina € uma proteina fibrosa, rica em
cisteina, cujas pontes dissulfeto garantem sua estabilidade. Ela pode ser agrupada
de duas formas, a dura, quando tem muitas pontes dissulfeto, e a mole, quando tem
menos dessas ligacdes e apresenta mais grupos sulfidrila. A queratina dura é
encontrada nas células epidérmicas tipicas: primeiro por ser mais rigida e duravel e
também por ndo escamar (1, 3, 7, 9, 10).

A unha esta assentada em um vale de epiderme chamado leito ungueal (cf.
Figura 1) que contém apenas as camadas mais profundas da epiderme, pois a
prépria unha corresponde as camadas superficiais queratinizadas (1, 3, 7, 10).

Uma unha possui as seguintes partes: a matriz ungueal; a raiz, localizada sob
a dobra da pele; a lamina ou placa ungueal, aderente ao leito ungueal na sua porgao
inferior; as bordas laterais; e a borda livre (cf. Figura 1) (2, 7, 8, 11).

A matriz ungueal € uma area semilunar de células epiteliais proliferativas, a
parte de crescimento ativo da unha, inserida na prega ungueal posterior e visivel
parcialmente em area mais clara, chamada lUnula. Esta prega posterior apresenta

um prolongamento da camada cérnea que recobre a porcdo proximal da unha,
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cuticula ou eponiquio, aderente a lamina ungueal (7, 8, 11). Tais estruturas sao
importantes porque devido a processos inflamatérios podem ser destacadas das
unhas. A nutricdo da matriz ungueal € feita por uma rica rede vascular que se
constitui de duas artérias digitais (8, 11), as quais junto com os capilares na derme
subjacente dao as unhas um aspecto réseo (2, 7, 12).

A lamina ungueal é formada, fundamentalmente, pela matriz ungueal (3, 11),
mas ha participacdo secundaria do leito ungueal nesse processo (11).

As bordas da unha tém pregas cutaneas sobrepostas, chamadas de pregas
ungueais (3, 7, 8). Cada unha possui duas pregas laterais que demarcam as bordas
da unha, e a parte visivel termina em borda livre, tornando-se branca neste local
devido ao contato com o ar (3, 8, 13).

A espessura das unhas varia de 0,5 a 0,75 mm e o crescimento se da cerca
de 0,1 mm por dia nos dedos das maos, enquanto as dos pés crescem em ritmo
mais lento. O crescimento das unhas é maior durante o dia e nas pessoas do sexo
masculino, sendo influenciado também por doencas sistémicas e fatores locais,
como obesidade, hiper ou hipotireoidismo, danos a matriz ungueal, doencas

infecciosas, faixa etaria, esta¢des do ano e periodos do dia (2, 13).

Matriz Raiz da b |
ungueal unha reg.a Jngues Leito ungueal
| proximal
Lamina S
Lamina \ B Cuticula ynoyeal Borda livre
ungueal f- ! \ ——— Y gues da unha
\ \ ' .
Prega | | e
: ; A _— e — Falange
ungueal / - @ e ——— distal d
lateral 77 \ i istal do
/ S ‘ dedo da
; ' J mao
Ldnula — /
> Estrato
Cuticula —~ / basal
Visualizacdo superficial Corte sagital da parte distal do dedo da méo

Figura 1 - llustragBes da anatomia ungueal (7).

1.2 PRINCIPAIS ENFERMIDADES NAS UNHAS E TRATAMENTOS

As enfermidades que mais acometem as unhas sdo a onicomicose e a

psoriase ungueal (6, 14, 15, 16), sendo a primeira uma das dermatofitoses mais
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prevalentes afetando de 7 a 10 % da populagéo, e responsavel por 15 a 40 % das
alteracOes ungueais (4, 15).

Onicomicose € uma infeccéo fungica na placa e/ou no leito ungueal causada
na sua maioria, de 90-95%, por dermatofitos, e de 5-10% por leveduras e fungos
filamentosos ndo dermatofitos (6, 15).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 25% da
populacdo mundial é afetada pelos fungos dermatdfitos. Assim, ha a estimativa de
gue 30 a 70% dos adultos portam assintomaticamente esses patdogenos e que a
incidéncia dessa patologia flngica aumente com a idade. Esses fungos estédo
classificados em trés géneros conforme a formacéo e morfologia das suas estruturas
de reproducdo assexuada (conidios), que sdo Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton, sendo que dentre os patégenos humanos 30 espécies de fungos
dermatdfitos ja foram identificados (17).

A transmissdo das dermatofitoses ocorre pelo contato direto com humanos
infectados e animais, ou indiretamente por féomites contaminados, variando as
formas clinicas de acordo com a espécie e o local anatbmico acometido. Nas
onicomicoses pode ocorrer espessamento da unha, aparecimento de manchas
brancas, descolamento das bordas, espessamento e ainda distrofia total das unhas.
Apesar das infeccbes originadas por dermatéfitos ndo ultrapassarem as regides
superficiais da epiderme, em pacientes imunocomprometidos esses fungos podem
comportar-se de maneira invasiva, ocasionando infeccdo profunda e disseminada
7).

A onicomicose é clinicamente classificada conforme o local onde inicia a
infeccdo: onicomicose subungueal distal, onicomicose subungueal proximal,
onicomicose superficial branca e onicomicose distréfica total (6, 15).

Para diagnosticar a onicomicose €& necessaria a realizacdo do exame
micoldgico, tanto microscopico direto como o ensaio de cultura (4, 15, 18).

Visando o sucesso do tratamento, o diagnostico etiolégico correto é
primordial, assim, alguns cuidados precisam ser observados durante a coleta e
processamento do material. Portanto, faz-se a limpeza prévia do local de coleta com
solucéo hidroalcodlica 70% e instrumental previamente esterilizado (18, 19, 20). A
guantidade de material e a escolha do local da coleta devem ser de acordo com a
forma clinica de onicomicose, pois variam conforme o tipo: distal e lateral, na

transicdo parte sadia-alterada; superficial branca, na lamina ungueal; proximal
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subungueal, no leito ungueal proximal; distrofica total, no leito ungueal por
curetagem e onicomicose por candidiase na prega ungueal. O exame micolégico
direto € realizado apos a clarificacdo das escamas, material coletado, com solugéo
aguosa de hidroxido de potéassio e dimetil sulfoxido (15, 19).

Além do diagndstico preciso, varios fatores interferem na escolha do melhor
método terapéutico e no resultado final do tratamento, dentre eles: fatores inerentes
a idade, em especial aos grupos etarios abaixo de 10 anos e acima de 60 anos, que
necessitam de auxilio; o género, pela influéncia estética e/ou atividades laborais; o
nivel sécio-econdmico, que determina o acesso aos tratamentos disponiveis; 0s
habitos e hobbies dos pacientes, que podem auxiliar ou prejudicar a efetividade da
terapéutica (15, 19, 21, 22).

Os tratamentos podem se estender por longos periodos e o custo dos
medicamentos utilizados para as onicomicoses costuma ser elevado. Necessitando,
portanto, discussao profunda da terapéutica com o paciente (15, 22).

Conforme a Sociedade Brasileira de Dermatologia a terapéutica das
onicomicoses baseia-se em trés tratamentos diferentes, como a terapia topica
(incluindo avulsdo da lamina ungueal afetada), terapia sistémica e terapia
combinada (15, 20).

O tratamento via tépica € indicado para os casos de onicomicose superficial
branca ou quando a matriz ungueal ndo esta envolvida, caso contrario este
tratamento € insuficiente. Além disso, € 0 mais recomendado nas profilaxias de
recidiva apoOs tratamento sistémico. Apresenta como vantagem o baixo nivel de
efeito sistémico e interagdo medicamentosa (4, 15, 20).

O farmaco ideal € o que possui penetracdo efetiva e alta concentragdo na
lamina ungueal, sendo a apresentacdo em esmalte a que mais atinge eficientemente
a concentracao inibitéria minima. Ja as formas farmacéuticas solucdes e cremes se
mostram com pouca efetividade, porém de baixo custo (4, 15, 22).

A avulsdo mecénica, quimica ou cirdrgica tem como finalidade o
debridamento da placa ungueal para diminuir a massa critica fingica, que assim
permite uma maior concentracao e biodisponibilidade do farmaco nas camadas mais
profundas da lamina e do leito ungueais (15).

A terapia sistémica, com administracdo via oral de medicamentos

7

antifingicos, é voltada para os casos que envolvem a matriz ungueal, sendo
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considerada mais efetiva, embora apresente riscos de interacbes medicamentosas e
efeitos colaterais (1, 14, 15).

A combinacdo das terapias topica e sistémica possibilita as chances de cura
ou mesmo diminui o tempo do tratamento, apesar de nao existirem ainda trabalhos
que comprovem isso. Tem indicagdo igual a terapia sistémica, porém apresenta a
vantagem de ser mais efetiva se comparada a monoterapia oral, pois favorece um
efeito sinérgico (4, 15, 22).

A tabela 1 apresenta nome comercial, posologia e mecanismo de acao de
alguns produtos disponiveis no mercado brasileiro para tratamento tépico da via

ungueal.

Tabela 1 — Farmacos disponiveis no Brasil para tratamento tépico da via ungueal

Farmaco
Amorolfina 5% Loceryl 1x/semana Fungistatico e fingicida com ampla
Esmalte®; cobertura para dermatéfitos, leveduras,
Dermoceryl; fungos demaceos e fungos dimarficos.
Lomytrat; N&o héa cobertura bacteriana, exceto
Onicoryl, Actinomyces.
Onimorf.
Ciclopirox Ciclopirox Solucéo: 2x/dia Inibe o crescimento de dermatofitos,
Olamina 8% Olamina Esmalte: 1x/dia leveduras patogénicas, M. Furfure
Solugéo bactérias gram-positivas e gram-
Micolamina  1x/semana negativas. Alguns estudos tém
Solucéo ou Esmalte® demonstrado maior penetracdo na
Esmalte lamina ungueal do que outros
Ciclopirox Fungirox 1° més: em dias antifngicos, possibilitando melhores
80mag/g Esmalte® alternados resultados.
Esmalte 2° més: 2x/semana
3° més em diante:
1x/semana
Tioconazol Tralen® 2x/dia Amplo espectro com atividade
Solucédo 28% antifingica contra dermatdfitos,
leveduras e outros fungos patogénicos,
e antibacteriana contra gram-positivos,
incluindo Staphylococcus e
Streptococcus spp. e gram-negativos.
Terbinafina Lamisil® 1 ou 2x/dia Acdao contra dermatéfitos e leveduras.
1% gel Pode atuar como fungicida ou

fungistatica, dependendo da espécie.

Fonte: adaptado de Steiner et. al. 2014 (4).

Ja a psoriase € uma doenca inflamatoria crénica da pele que se caracteriza
pelo espessamento e descamacédo da epiderme como resultado da divisdo celular
excessiva nas camadas basais (6). Sua causa € desconhecida, mas sabe-se que
pode estar associada ao sistema imunoldgico, as interacbes com o0 meio ambiente e

a suscetibilidade genética (14). Afeta entre 1 e 3% da maioria das populacdes,
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sendo mais comum na Europa e na Ameérica do Norte. Observa-se que 80% dos
pacientes com psoriase cutanea também sofrem de psoriase ungueal, enquanto 1 a
5% dos pacientes com psoriase ungueal ndo apresentam qualquer doenca cutanea
evidente (6).

Entdo, a psoriase ungueal acomete qualquer por¢do da unidade ungueal e
dos tecidos periungueais, fazendo com que a unha cres¢ca de forma anormal,
engrosse, escame, mude de cor e se deforme, chegando até descolar do leito
ungueal (1, 14).

A psoriase ungueal raramente € a manifestagdo inicial da psoriase, 0 comum
€ ocorrer nas unhas durante a evolucdo da doenca, particularmente em casos
moderados a graves de longa duracéo (1, 4).

Para diagnosticar esta enfermidade ungueal, raramente s&o realizados
exames complementares, porém a biopsia ungueal e o estudo histopatoloégico de
recorte da lamina ungueal conhecido como clipping, podem ser realizados em
situacdes que o diagnostico é duvidoso (1).

O exame micoldgico direto e a cultura devem ser feitos devido a frequéncia da
concomitancia com infeccdo fungica e, ocasionalmente bacteriana, observando as
respectivas implicacdes terapéuticas, sendo que as alteracdes clinicas observadas
na psoriase ungueal vdo depender da localizacdo da doenca, se esta afetando a
matriz ou o leito ungueal (1, 4).

Geralmente o tratamento da psoriase ungueal ndo € prioritario, pois €
considerado lento e pouco eficaz e tal enfermidade é habitualmente persistente e
resistente as terapéuticas. O tratamento varia conforme as alteragcbes ungueais
encontradas, levando em conta que certos tratamentos sdo mais eficazes em
algumas, porém é imprescindivel a adesdo do paciente. Assim, vale ressaltar que a
terapia sistémica é mais eficaz que a topica, devendo ser utilizada nos casos mais
severos de psoriase ungueal (23).

A psoriase ungueal ndo € apenas problema de ordem estética, uma vez que
afeta intensamente a qualidade de vida do paciente na realizacdo de funcdes
basicas do dia a dia e no relacionamento social, levando assim a um grande impacto

psicoldgico (1).
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1.2.1 Candida albicans e sua Associagdo com Onicomicoses

O género Candida spp. € composto por fungos unicelulares, as leveduras,
destacando-se pela alta frequéncia de infeccdo e colonizacdo do hospedeiro
humano (24). Dentre as espécies do género, a mais proeminente é a Candida
albicans em virtude de serem fungos oportunistas, que habitam a microbiota do
corpo humano sem causar doenca em individuos saudaveis. Entretanto, o
organismo humano quando em desequilibrio bioldgico, pode sofrer a invasédo e
multiplicacéo destes fungos nos tecidos, gerando infeccdes (25).

Este género é muito importante quando se refere as onicomicoses. Em uma
pesquisa feita com manipuladores de alimentos em Recife, de forma direta ou
indireta, entre os 50 trabalhadores participantes, 30 apresentaram resultados
positivos de colonizagéo desse tipo de fungo em suas amostras ungueais. E destes,
26 tiveram crescimento de Candida albicans, representando 86% dos trabalhadores
com resultados positivos. Em outro estudo h& o relato que dentre 100 pacientes com
candidiase, 60% apresentavam as unhas como regido afetada, tendo a espécie

Candida albicans como a de maior frequéncia no total dos casos (26, 27).

1.2.2 Trichophyton mentagrophytes e sua Associa¢gdo com Onicomicoses

O Trichophyton spp. € o género de fungos mais frequente nos isolados de
material clinico acometendo pele, cabelo e unhas, por serem queratinofilicos, isto €,
afetam tecidos queratinizados, utilizando estes tecidos como meio de nutricdo. Em
Fortaleza, um estudo realizado em um periodo de trés anos relatou o isolamento de
Trichophyton spp. em 12,99% dos casos de onicomicose (17).

Aproximadamente 90% dos casos reportados de infec¢cdes nas unhas dos
dedos dos pés e 50% nas unhas dos dedos das méaos sao devidos aos dermatofitos
Trichophyton rubrum e Trichopyton mentagrophytes. Assim, estas espécies se
destacam como alguns dos principais agentes causadores de dermatofitoses

humanas (28).


https://pt.wikipedia.org/wiki/G%C3%AAnero
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fungo
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1.3 TIMOL

O timol (TML), 2-isopropil-5-metil-fenol, € um monoterpeno de estrutura
aromatica, caracteristicamente cristalino e incolor, apresentando formula molecular
C10H140 (cf. Figura 2), peso molecular de 150,22 g/mol, ponto de ebulicdo em torno
de 233 °C, intervalo de fuséo entre 48 — 51 °C, constante de dissociacéo de 10,6,
densidade relativa de 0.965 g/cm? a 25 °C e hidrossolubilidade de 1 g/L a 25 °C (5,
29, 30, 31). E solavel em cloroférmio, etanol (95%), éter, 6leos essenciais, 6leos

fixos e gorduras, porém moderadamente em glicerina (31).

CH,

OH

HiC”~ “CH,

Figura 2 - Estrutura molecular do timol (31).

O timol é afetado pela luminosidade, por isso deve ser armazenado em
recipientes bem fechados e resistentes a luz, em local fresco e seco (31).

E encontrado em algumas plantas medicinais como Thymus vulgaris (tomilho)
e Lippia origanoides (alecrim pimenta) (5). Na antiguidade, o tomilho por ser rico em
timol, era extensivamente utilizado para aromatizar alimentos, como planta
medicinal, além de ser empregado em procedimentos de mumificacdo (30).

Foi descoberto somente em 1719 por Gaspar Neumann e sintetizado em
1842 por Von M. Lallemand. Em 1980 foi publicada a primeira estrutura
cristalografica do timol por Alain Perrin Thozet e M. Perrin (30).

Conforme a literatura, o timol apresenta um expressivo potencial antisséptico,
uma vez que é utilizado para inibir a proliferagdo de microrganismos ha muitos anos,
por isso seu largo uso nas industrias farmacéutica e de higiene pessoal em diversas
formulacbes, como por exemplo, € comum emprega-lo em cremes dentais e
enxaguantes bucais, pomadas descongestionantes e pastilhas que aliviam a tosse e

a irritacdo na garganta (5, 31).
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A partir de Oleos essenciais varios agentes antibacterianos foram
identificados, dentre eles o timol, que supostamente teve um bom desempenho em
comparacao com outros agentes antimicrobianos, dada a sua estrutura fendlica (5,
32). Ele é capaz de inibir bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo as
potenciais cepas patogénicas de Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Staphylococcus aureus (32).

Externamente, o timol tem sido utilizado em pé para o tratamento de
infeccbes fungicas da pele, bem como demonstrou ter efeitos antifingicos sinérgicos
guando associado ao cetoconazol (33). Em estudos feitos por Braga et al. (2008), os
testes realizados em Candida albicans para avaliar a interferéncia do timol na
formacéo de biofilme, demonstraram que o principal mecanismo é a capacidade de
alterar as estruturas 3D dos biofilmes conforme a concentracdo utilizada (34). E
Romero et al. (2009) conferiram ao Thymus vulgaris (tomilho) seu efeito antifingico
devido a capacidade do timol e do carvacrol causar danos a membrana
citoplasmatica (35).

O 6leo essencial do Thymus vulgaris, o tomilho, geralmente apresenta de 40
a 60% de timol, e também contém outro composto fendlico, o carvacrol, isémero do
timol, o que entéo potencializa seus efeitos (36). Os estudos de Romero et al. (2009)
e Almeida (2012) confirmam um efeito expressivo destes compostos contra fungos
fitopatogénicos como o Fusarium moniliforme, Corynespora cassiicola e
Colletotrichum musae, e de leveduras como a Candida albicans, alterando somente
as concentracoes utilizadas para cada espécie (35, 36). Apresenta ainda efeito em
bactérias como a Escherichia coli e Staphylococcus aureus (37). As propriedades do
tomilho se devem a presenca do timol e carvacrol que se ligam aos grupos aminas e
hidroxilamina de proteinas que estdo presentes nas membranas dos
microrganismos, alterando assim sua permeabilidade e resultando em morte, além
de degenerar as hifas no caso dos fungos (35).

O Origanum vulgare, conhecido como orégano, tem como constituintes mais
expressivos os terpenos 4-terpineol, timol, carvacrol, gamaterpinemo, betacariofileno
e metilcarvacrol, que juntos somam cerca de 80% do 6leo essencial do Origanum
vulgare, promovendo uma acéo efetiva em virtude de induzirem alteracées na
membrana celular dos microrganismos. Podem atuar ainda se ligando a sitios ativos
de enzimas microbianas, 0 que promoveria sua agao antimicrobiana (38). Desta

forma, por apresentar teores destes terpenos com expressividade, o 6leo essencial
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de orégano tem propriedades fungicida e bactericida, porém, sua acdo pode sofrer
variacdes devido estes teores dependerem de fatores abidticos como clima e época
do ano (39).

Assim, o timol é um antisséptico fendlico que tem atividades antibacteriana e

antifingica (31).

1.4 COPOLIMERO ACRILICO: EUDRAGIT®

Eudragit® é uma marca comercial da empresa alema Evonik Industries que
se refere a uma classe de polimeros por ela comercializados. Eudragit® foi
desenvolvido por Rohm & Haas GmbH em Darmstadt na década de 1950, com a
finalidade de controlar o tempo ou o local de liberacdo das substancias ativas dos
medicamentos de uso oral, tracando a partir de entdo um novo capitulo na histéria
da industria farmacéutica (40, 41).

Eudragit® é preparado a partir da polimerizacéo de acrilico e &cido metacrilico
ou seus ésteres, como o0 éster butilico ou éster dimetilaminoetilico (41), dando
origem a varios copolimeros especiais com diferentes graus de solubilidade (40),

classificados como anidnicos, catiénicos ou neutros (cf. Figura 3) (41).

Até pH 5,0 - .
R1 Rs Ry R3 cudrogtee  SOLUVEIS INSOLUVEIS
| | | | R1, R3 = CHs
R2= Eudragit® RLe RS
'C = CH2 = c - CHZ e C - CHZ = C = CHZ T CH]CHMCH;): R1= H, CHs
I | | | Acima de pHS,5 Ackion I PHES R2= CHs
C=0 Cc=0 Cc=0 Cc=0 Eudragit®L Eudrogit® FL = R"‘O":‘gﬂi
| | | | Ackna da 7.0 Eudrogit® L+ Eudrogeonm M
Eudragit®s
0 0 (0] 0 R1, R3 = CHs
| | | | R2=H Eudragit® NE30D, NE4OD e NM30D
R, R4 R, Rs . R4=CH:  Admade pH7,0 R1,R3=H, CHs
Eudragit®Fs R2, R4 = CHy, CiHs
R1=H
R2 =H, CHs

R4 =CHs

Figura 3 — Estrutura molecular dos copolimeros acrilicos Eudragit® (42, 43).

Os copolimeros EUDRAGIT® estdo disponiveis nas formas de dispersdes
aquosas, solucdes organicas, granulos e poés, visando facilitar o manuseio e
processamento, bem como maximizar os beneficios especificos de aplicacéo.

Portanto, apresentam vantagens que permitem maxima flexibilidade para o
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desenvolvimento de distintas formula¢gdes. Para as formas farmacéuticas solidas
apresentam funcionalidade confiavel também em baixos niveis de revestimento,
superficie de revestimento suave, revestimentos de mdltiplas camadas, boa
compressibilidade, alta capacidade de ligacdo de pigmentos, alto rendimento, alta
estabilidade térmica, combinacdes poliméricas viaveis, excelente aderéncia, ampla
versatilidade de formulacédo e magnifica definicdo do logotipo (44).

Esses copolimeros sdo amplamente utilizados como agentes de revestimento
em formulacdes farmacéuticas orais, porém também usados em formulacbes
topicas, e geralmente sdo considerados ndo toxicos e nao irritantes, constando
inclusive no banco de dados de ingredientes inativos da Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos, em medicamentos ndo parenterais
licenciados no Reino Unido e na Natural Health Products Ingredients Database
(NHPID) do Canada (31).

Nas formulagbes de comprimidos e capsulas orais, dependendo do tipo
utilizado, podem-se produzir filmes de diferentes caracteristicas de solubilidade, dai
sua extensa utilizacdo nesta forma farmacéutica (31, 41).

E em formulacdes de uso topico podem ser empregados para uso local e em
matrizes de sistemas de liberacdo transdérmica (31).

Podem também ser utilizados como aglutinantes tanto em processos
organicos de granulacdo Umida como para controlar a liberacdo de um farmaco a
partir de uma matriz sélida (31).

Para este trabalho, é importante salientar um copolimero especifico,
Eudragit® E, um copolimero catibnico a base de metacrilato de dimetilaminoetila,
metacrilato de butila e metacrilato de metila, que se apresenta na forma de granulos
(Eudragit® E 100) incolores a amarelados ou na forma em pé (Eudragit® EPO),
caracteristicamente solGivel em acetona e alcodis (31, 45). E aplicado na forma de
uma solugéo organica dissolvida em isopropanol, sendo seus filmes protetores ou de
isolamento muito eficazes contra a umidade e o oxigénio, bem como amplamente
recomendado para mascarar sabores e odores desagradaveis (43).

Eudragit® E é soluvel no fluido gastrico, bem como em solu¢des tampao
fracamente acidas (até pH 5), entdo usado como agente formador de filme simples
ou isolante, aglutinante e diluente de comprimidos (31).

Como ja mencionado, os copolimeros Eudragit® exibem aplicacdes diversas,

tanto moduladora da liberacdo (entérica e sustentada), protetora, estabilizadora,
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estética e organoléptica, inclusive abarcando outras vias de administragdo além da
oral como, por exemplo a via topica (46, 47), com alguns estudos descritos na
literatura (48, 49, 50, 51, 52).

Tipre et al. (2002) desenvolveram um adesivo a base de Eudragit® E 100 com
nitrendipina (potente molécula com propriedade hipotensiva) que permitisse a
administracdo do farmaco a uma taxa maxima de entrada atraves da via
transdérmica. O sistema de liberacdo transdérmica obtido resultou em filmes
transparentes sem rugas com boa adeséo a pele e a cinética de liberacédo observada
foi devido & erosdo do copolimero Eudragit® E 100 hidrofilico, e 100% de liberacdo
foi observada em 20 minutos (48).

Frank (2014) desenvolveu nanoparticulas de superficie catibnica com
Eudragit® RS 100 que foram incorporadas a hidrogéis de quitosana para aplicacédo
vaginal, as quais demonstraram viabilidade para a entrega de substancias
hidrofébicas pela via vaginal (49).

Chaves (2017) elaborou nanocapsulas com Eudragit® RS 100, Eudragit® S
100 e poli-e-caprolactona (PCL) visando verificar as propriedades mucoadesivas
quando veiculadas em suspensdo, hidrogel ou pés, e submetidas a diferentes
superficies mucoadesivas como discos de mucina, mucosa vaginal e mucosa bucal,
a fim de posteriormente incorporar carvedilol e avaliar sua aplicabilidade em
membrana sublingual. As nanocapsulas de Eudragit® RS 100 apresentaram melhor
desempenho mucoadesivo, resultando um nanomedicamento para administracao
sublingual de carvedilol (50).

Patel et al. (2016) desenvolveram um esmalte medicamentoso com cloridrato
de terbinafina utilizando Eudragit® RL 100 que apresentou um desempenho efetivo
nos estudos in vitro e ex vivo, uma vez que a formulacdo selecionada apos
otimizacdo estatistica, permaneceu em contato com a lamina ungueal por mais
tempo e apresentou liberacdo do farmaco acima da concentracao inibitéria
minima, revelando sua eficacia. Concluiram que essa forma farmacéutica, em
comparagcdo com outras terapéuticas, pode ser usada como uma ferramenta
promissora para o0 tratamento eficaz da onicomicose, podendo reduzir efeitos
colaterais associados ao farmaco e propiciar uma melhor adesao do paciente (51).

El-sherif et. al. elaboraram formula¢cées nanovesiculares com cloridrato de
terbinafina nas formas farmacéuticas de gel toépico e esmalte para tratamento da

onicomicose via transungueal. Para a preparacdo das formulacfes de gel usaram
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Pluronics® em diferentes concentracdes e método a frio, avaliando a temperatura de
transicdo sol-gel, viscosidade e estudos de liberacdo in vitro. As formulacbes de
esmalte foram preparadas com Eudragit® RLPO em diferentes concentracbes e
avaliadas quanto ao empo de secagem, conteudo nao volatil, resisténcia a agua e
estudos de liberacéo in vitro. Na sequéncia realizaram estudo de permeacao ex vivo
com as formula¢des otimizadas para avaliar a permeacao e retencdo do farmaco
nas unhas em comparacdo com o creme de cloridrato de terbinafina disponivel
comercialmente (creme Lamisil ® 1%), e comprovaram que tanto as formulacdes de
gel como de esmalte otimizadas foram bem sucedidas (52).

No entanto, ndo ha nenhuma formulacdo de esmalte contendo Eudragit®

sendo comercializada no Brasil.

1.5 ESMALTES UNGUEAIS

Os esmaltes para unhas ha muito tempo tém sido usados como cosmeéticos
para protegé-las e com fins decorativos. Normalmente, o esmalte se constitui de
solventes, polimeros formadores de filme, resinas que aumentam a adesao do filme
a placa ungueal, plastificantes que promovem flexibilidade e durabilidade do filme e
corantes (53).

A formulacdo de esmalte medicamentoso para unhas € uma escolha usual
para o tratamento antifiUngico topico, assim, além dos componentes mencionados
anteriormente, também apresenta um farmaco antifingico na sua constituicdo (54).
O esmalte quando aplicado forma um filme fino (pelicula), comumente insoluvel em
agua, contendo um medicamento antifungico que é liberado lentamente conforme o
gradiente de concentracdo (53). Os esmaltes medicamentosos sdo amplamente
aceitos pelos pacientes por serem facilmente utilizados, bem como previnem a perda
de agua transungueal, permitindo a difusdo sustentada do farmaco pelo gradiente de
concentracgéao (52).

Nos tratamentos tdpicos usuais para onicomicoses sdo frequentes o0s
farmacos na forma farmacéutica de esmalte. Como exemplo tem-se o esmalte a
base de ciclopirox olamina a 8% que é aplicado nas unhas acometidas por fungos
uma vez ao dia durante 48 semanas, apresentando eficdcia menor que 50% em
infecgbes nas unhas das méos e 25% nas unhas dos pés, indices referentes a

infeccbes que correspondem ao limite de 30% no comprometimento da superficie



31

ungueal. A amorolfina a 5% é outro farmaco disponivel na forma farmacéutica de
esmalte que promove uma taxa de cura de 40% para as unhas dos pés e 60% para
as unhas das maos. A adeséao do paciente e os cuidados necessarios de higiene sao

imprescindiveis para o sucesso e cura da onicomicose (55).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver esmalte antifingico a base de copolimero acrilico Eudragit® E e

timol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar compatibilidade e interacdo dos insumos constituintes da férmula por
meio de estudos térmicos e espectroscopicos;

- Desenvolver as formulacdes dos esmaltes a partir de um desenho de
mistura;

- Avaliar as qualidades fisico-quimicas e microbiologicas das formulacées dos
esmaltes;

- Selecionar a formulacdo de esmalte que obtiver os melhores resultados

fisico-quimicos e microbiolégicos.
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3.1 MATERIAIS
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Eudragit® E 100 (lote B130401503) cedido por Evonik (Brasil), timol (lote
S2BF0370V) obtido da Sigma-Aldrich Brasil, acido citrico (lote MKBS3025V) também
obtido da Sigma-Aldrich Brasil, 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina (lote BCBQ9423V)

obtido da Aldrich, glicerina (lote 58591) obtida da empresa Dinamica Quimica

Contemporanea Ltda (Diadema-SP), éalcool etilico absoluto P.A. 99,5% também

obtido da Dinamica Quimica Contemporanea Ltda (lote 85643) e dgua ultrapurificada

(obtida em aparelho Milli-Q). Os insumos previamente descritos também séo

apresentados no quadro 1, juntamente as suas funcdes na formula do esmalte,

funcdo farmacotécnica e funcbes na via de administracao:

Quadro 1 - Composicdo do esmalte e funcéo de seus insumos

aguda (4070mg/kg via cutanea
em ratos) em comparagdo a
outros solventes comumente
usados em esmaltes para unhas,
como: tolueno, formaldeido ou

formol e alcool isopropilico
(800mg/kg, 420mg/kg e
933mg/kg, através da via
cutanea de ratos,

respectivamente).

Componente Funcéo naférmula Funcéo no organismo Referéncias
Timol Principio ativo Antifingico (31)
Eudragit® E | Copolimero acrilico | Matriz do farmaco que permite | (31, 43, 45)
100 base do esmalte e | controlar sua liberagdo, como

formador de filme também oferece maior
estabilidade a pelicula durante
sua permanéncia ha unha.

2-hidroxipropil- | Agente  solubilizante, | Mantém as caracteristicas do | (31)
beta- conservante quimico e | farmaco e consequentemente
ciclodextrina microbiolégico sua acao farmacoldgica.

Acido citrico Agente solubilizante e | Permite a formacdo de uma | (56).
plastificante pelicula com estética agradavel.
Em adicdo, contribui para a
eficiéncia da matrix ao formar
uma pelicula uniforme sobre a
unha.
Glicerina Agente  solubilizante, | Mantém a umectag¢do da unha, | (31)
umectante e emoliente | permitindo melhor efeito estético.
Solugéo Veiculo e conservante | Permite rapida secagem da | (31,57)
hidroalcodlica microbiolégico. pelicula apés aplicacdo do
esmalte sobre a unha.
Apresenta menor toxicidade
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3.2 CARACTERIZACAO E COMPATIBILIDADE DOS INSUMOS

Misturas fisicas dos insumos constituintes do esmalte e as respectivas
formulagdes (cf. Quadro 2), na forma de filme, foram submetidas a analise térmica e
espectrométrica para determinacdo de compatibilidade e de interacdo, de acordo
com as metodologias descritas a continuacao.

As misturas fisicas (cf. Figura 4) foram obtidas fazendo a pesagem dos
insumos e homogeneizadas manualmente e acondicionadas em microtubos tipo
eppendorf. Os filmes foram obtidos a partir da pincelagem de cada formulacdo em
lamina de microscopia e a medida que secavam, eram removidos e acondicionados

em microtubos tipo eppendorf.

3.2.1 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Ensaio realizado para obtencdo das curvas de calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) em equipamento Shimadzu — Série DSC 60 Plus, com as
seguintes condi¢des: aproximadamente 3 - 4mg de amostra, em atmosfera de
Nitrogénio com fluxo de 50 mL/min, a 5°C/min, no intervalo de temperatura de 0 a

500°C em céapsulas tapadas.
3.2.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A andlise de infravermelho foi realizada em um equipamento Varian 640-IR
FTIR spectrometer (Varian Inc., Brasil). Os espectros foram obtidos nos

comprimentos de onda entre 650 cm™ e 4.000 cm™, utilizando o acessorio de

imagem ATR.

3.3 ELABORACAO DAS FORMULACOES: ESMALTES E MISTURAS FiSICAS

Foi realizado um desenho de mistura para a elaboracdo das sete misturas

fisicas, de acordo com o esquema ilustrado na figura 4.
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A (100%)
F1

AC

AB
(50% A e 50% C)

(50% A e 50% B)

FS
C (100%)

F3
B (100%) :
(50% B e 50% C)

Figura 4 - Desenho de mistura para desenvolvimento de esmalte de Eudragit® E e timol.

As formulagbes dos esmaltes foram elaboradas a partir do desenho de
mistura (cf. Quadro 2) e desenvolvidas no Laboratério de Tecnologia de
Medicamentos, Alimentos e Cosméticos (LTMAC) da Universidade de Brasilia (UnB).

Os componentes solidos foram pesados e dissolvidos na solucao
hidroalcodlica sob agitacdo (agitador magnético lka), em temperatura ambiente
durante 1 hora, e em seguida, o produto obtido foi acondicionado em frasco de vidro

para esmalte (10mL), de tampa rosqueavel contendo pincel aplicador.

Quadro 2 - Composi¢cdo em % (P/V) dos esmaltes a base de Eudragit® e timol a partir de
desenho de mistura

COMPONENTES FORMULACAO % (P/V)

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
Timol (SIGMA-ALDRICH) 3 3 3 3 3 3 3
Eudragit® E 100 (EVONIK) 10 10 10 10 10 10 10
A - 2-hidroxipropil — 3 0 0 15 0 15 0,9
beta-ciclodextrina (ALDRICH)
B - &cido citrico (SIGMA-ALDRICH) 0 1 0 0,5 0,5 0 0,3
C —glicerina (DINAMICA) 0 0 1 0 0,5 0,5 0,3
Solucao hidroalcodlica a 90% gsp | gsp | gsp | gsp | gs.p | gSsp | g.s.p
(DINAMICA)

~

3.4 CARACTERIZACAO DAS FORMULACOES DE ESMALTES A BASE DE
TIMOL E EUDRAGIT® E

A caracterizacdo das formulacdes elaboradas foi realizada a partir dos

ensaios adiante descritos.
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3.4.1 Caracteristicas Estéticas da Solucao

As formulacdes obtidas foram caracterizadas quanto a forma e a coloracao,
como: solucao liguida em que nenhuma particula € visivel ao olho nu, ou disperséo
liguida em que se tem uma suspensdao; coloragdo clara (transparente ou amarelada)

ou coloracéo opalescente (azulada ou cintilante) (58).

3.4.2 Determinacdo do pH da Solucéo

A afericdo do pH de cada formulagéo foi feita com o uso de tira universal para

medir pH da marca Kasvi (58).

3.4.3 Caracteristicas Estéticas do Filme Apds Secagem

Os filmes (ou peliculas) foram obtidos através da pincelagem de cada
formulacdo em superficie de plastico grosso, e apds secagem foram caracterizados
quanto a cor, brilho e textura, respectivamente como: clara ou opalescente, brilhoso

OU Opaco e pegajoso ou nao pegajoso (58).

3.4.4 Tempo de Secagem

O tempo de secagem dos filmes foi determinado fazendo-se a pincelagem de
finissima camada de cada formulacdo em lamina de microscopia, em triplicata, e em
ambiente controlado de temperatura a 25°C e 50% de umidade relativa do ar (U.R),
em dessecador de vidro dotado de solucdo saturada de nitrato de magnésio (59).
Imediatamente a aplicacdo, cronometrava-se o tempo necessario para formar um

filme seco ao toque e o registrava.
3.4.5 Microscopia Optica
As imagens microscopicas foram obtidas a partir dos filmes (ou peliculas)

feitas em laminas de microscopia e realizadas em microscopio biolégico binocular

com aumentos de 40x até 1600x da marca Opton (Brasil) (58).
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3.4.6 Permeabilidade ou Resisténcia a Agua

O ensaio de permeabilidade ou resisténcia a agua avaliou o quanto os filmes
sao resistentes ou permedaveis a agua (52). Foi realizado pesando placas de vidro
vazias, em triplicata, em balanca analitica e registrou-se os valores obtidos. Em
seguida fez-se a pincelagem das formulacdes nas placas e aguardou secar até
formarem o filme, e novamente pesou-se as placas, registrando os valores iniciais
de filme. Em seguida, as placas foram submersas em agua, utilizando-se banho-
maria a 37°C durante 24 horas. Terminado este periodo, as placas foram retiradas
do banho-maria, secou-se 0 excesso de dgua com papel toalha, e em seguida, fez-
se nova pesagem das placas em balanca analitica. Para avaliar a permeabilidade ou

resisténcia dos filmes a agua, utilizou-se as seguintes equacdes:

(2) Massa da placa com filme esmalte — Massa da placa vazia = Massa inicial do

filme de esmalte (Massa filme inicial)

(2) Massa da placa com filme de esmalte ap6s submersdo — Massa da placa vazia

= Massa final do filme de esmalte (Massa filme final)

(3) Massa filme inicial — Massa filme final = Massa de 4gua que permeou o filme

(4) Permeabilidade a agua (%) = Massa de agua que permeou x 100

Massa inicial do filme

Os valores negativos indicam perda de massa apés submerséo. Indicando,

portanto, o grau de resisténcia do filme ao contato com a agua durantes 24 horas.

3.4.7 Doseamento

Para o doseamento do timol nas formulagcbes em solucéo, foi escolhido o
meétodo previamente validado em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
detector ultravioleta — CLAE-UV por Pires et. al. (2016) (60).

Cada formulacao (16,6L), em triplicata, foi submetida a diluicdo em 50mL de

metanol. Em seguida foi retirado 1mL de cada diluicdo e submetido a filtracdo frontal
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em membranas com porosidade de 0,22um. As amostras obtidas (10pL de volume
de injecdo) foram analisadas por CLAE-UV (Shimadzu, modelo 20-AD, Kyoto,
Japao), com detector UV conectado a equipamento dotado de Software LC-Solution.
As analises foram realizadas utilizando-se fase estacionaria uma coluna de fase
reversa Luna C18 com dimensdes de 300 x 3,9mm e tamanho de particulas 10pum
(Phenomenex, EUA) e fase movel composta pela mistura de agua ultrapura obtida
em equipamento Milli-Q e acetonitrila de grau HPLC da marca J.T.Baker (Philisburg,
EUA) na proporcao de 35:65 (v/v), empregando-se fluxo de 1,2mL/minuto, com 8

minutos de corrida, forno a 50°C e deteccao a 278 nm.

3.4.8 Ensaio de Liberacdo em Células de Difusédo

O ensaio de liberacdo foi realizado in vitro com duracdo de 24 horas,
utilizando células de difusdo do tipo Franz modificada e membrana sintética de
acetato de celulose (Fisherbrand, Leicestershire, UK), a qual foi colocada entre os

compartimentos doador e receptor da célula conforme figura 5.

Figura 5 — Fotografia da célula de difus&o do tipo Franz modificada.

Este ensaio compreendeu o estudo de todas as formulacdes e da solucéo
controle que se tratava de uma solucéao hidroalcoodlica a 90% contendo timol a 3%,
em quintuplicata e em condi¢des sink, na qual a concentracdo do farmaco nao deve
ultrapassar 10-15% da sua solubilidade maxima no meio selecionado (61).

Preparadas as células, estas tiveram seu compartimento receptor preenchido
com solucdo tampao fosfato pH 7,4 e no compartimento doador foram aplicados
200pL da formulagdo em andlise ou da solugcdo controle uniformemente sobre a

membrana sintética e deixou secar, sendo em seguida protegido de fatores externos
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com auxilio de papel aluminio. As células foram colocadas em placa agitadora e
permaneceram em banho termostatizado a 32°C durante todo o ensaio.

Foram retiradas aliquotas de 1mL do meio receptor de cada célula de difusédo
nos tempos 0, 15min, 30min, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 12h e 24h, tendo ocorrido a
reposicdo do meio logo apods todas as retiradas realizadas.

As aliguotas coletadas foram submetidas a filtracdo frontal em membranas

com porosidade de 0,22um, sendo posteriormente analisadas em CLAE-UV.

3.4.9 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A quantificacdo do timol tanto do doseamento como das amostras obtidas no
ensaio de liberacéo foi realizada através do Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia
(CLAE) com detector UV da marca Shimadzu modelo LC-20AD (Kyoto, Jap&o).
Utilizou-se uma coluna de fase reversa Luna C18 com dimensdes de 300 x 3,9mm e
tamanho de particulas 10um (Phenomenex, EUA) e fase mdvel composta pela
mistura de &agua ultrapura obtida em equipamento Milli-Q e acetonitrila de grau
HPLC da marca J.T.Baker (Philisburg, EUA) na proporcéo de 35:65 (v/v) com fluxo
de 1,2mL/minuto e 8 minutos por corrida. A deteccdo de UV foi realizada a 278 nm,
a temperatura do forno foi de 50°C e o volume de injecéo foi de 10puL (60).

3.5 ATIVIDADE MICROBIOLOGICA
A atividade microbioldgica pode ser avaliada por meio do ensaio conhecido

como teste de difusdo em pogo, e para este estudo, foram elencados os

microrganismos Candida albicans e Trichophyton mentagrophytes (cf. Figura 6).

Figura 6 — Fotografia dos cultivos de Candida albicans (A) e Trichophyton mentagrophytes (B) em

meio agar Sabouraud-dextrose.
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3.5.1 Teste de Difusdo em Pogo

Para a realizagdo deste ensaio foram utilizadas cepas de Candida albicans
(ATCC 90028) e Trichophyton mentagrophytes (ATCC 11481) fornecidas pelo
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), da Fundacédo
Oswaldo Cruz-FIOCRUZ. O ensaio compreendeu a avaliacado das sete formulacdes
(F1, F2, F3, F4, F5, F6 e F7), da solucao hidroalcoodlica 90%, do timol a 3% em
solucéo hidroalcoodlica 90% e do copolimero Eudragit® E 100 a 10% em solucéo
hidroalcodlica 90%.

As subculturas foram cultivadas em placas de agar Sabouraud-dextrose
mantidas em estufa incubadora Quimis (Brasil) a 35°C durante 24 horas para
Candida albicans, e para Trichophyton mentagrophytes, em placas de &agar
Sabouraud-dextrose suplementado com glicose 2% durante 7 dias em temperatura
de 25°C. Os ino6culos foram preparados em cabine de seguranca biolégica Esco
Class Il Airstream (Pensilvania, EUA) (cf. Figura 7). Para o in6culo de Candida
albicans, as colbnias isoladas foram suspensas em 5mL de solucdo salina estéril a
0,85%, a concentracdo foi ajustada pela escala de McFarland 0,5 com uso de
espectrofotometro Biospectro SP-22 (Brasil), com comprimento de onda de 530nm,
fornecendo assim uma suspensédo-padrdo de levedura contendo 1 x 10% a 5 x 10°

células por mL (62).

Figura 7 — Fotografia da cabine de seguranca biolégica.
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O in6culo do Trichophyton mentagrophytes foi preparado a partir das colénias
recém cultivadas que ainda na placa foram suspensas em 5mL de solucdo salina
estéril a 0,85% adicionada de 100uL de Tween 20, o que facilitou a remocdo de
conidios ou esporangiosporos e fragmentos de hifas, e em seguida foi transferida
para um tubo de ensaio estérii que foi tampado firmemente, e depois a
homogeneizou em agitador vortex durante 15 segundos. Em seguida, foi lida e
ajustada a densidade da suspensédo em espectrofotdbmetro conforme solugcédo-padréao
da escala de McFarland 0,5 em comprimento de onda de 625nm, adicionando
solucéo salina estéril a 0,85% e homogeneizando em agitador vértex durante alguns
segundos, até alcancar a absorbancia que varia de 0,09 a 0,11(transmitancia de 80
a 82%) (63).

Todas as placas de Agar Sabouraud-dextrose enriquecido com 2% de glicose
foram preparadas antecipadamente contendo 6mm de altura, sendo que as placas
utiizadas para Candida albicans eram de 90mm e para Trichophyton
mentagrophytes as de 150mm. Foram realizados semeios em superficie com o uso
de um swab, estes foram distribuidos uniformemente sobre a superficie do Agar das
respectivas suspensfes de Candida albicans e Trichophyton mentagrophytes. Em
cada placa para o teste com Candida albicans fez-se 1 po¢co de 6mm de diametro no
meio da placa, sendo em triplicata, onde foram depositados 100uL das formulacdes
e das solugbes de controle, totalizando 30 placas. Nas placas para o teste com
Trichophyton mentagrophytes também foi feito apenas um pogo de 6mm de didmetro
onde foram depositados 200uL das formulacdes e das solugdes de controle, tendo

sido em duplicata totalizando 20 placas (cf. Figura 8).

Figura 8 - Fotografia da placa para o teste de difusdo em poco.
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As placas com Candida albicans foram incubadas em estufa a 36,5°C por 48
horas, e as com Trichophyton mentagrophytes foram colocadas em jarra de
anaerobiose para incubacdo em temperatura de 25°C durante 7 dias. Passados
estes periodos, mediu-se em milimetros o halo de inibicdo do crescimento
apresentado em cada placa com paquimetro. Os valores aferidos foram registrados,
calculou-se as médias aritméticas dos halos, bem como foram comparados aos
apresentados pelas solucdes de controle. As placas ainda puderam ser observadas

com mais detalhes em equipamento transluminador UV onde foram fotografadas.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada através do programa GraphPad Prism, no
qual foram feitas as andlises comparativas das formulacdes entre si e com 0s
controles. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste de
Tukey com comparacdes multiplas, tendo como nivel de significancia estatistica
P<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO E COMPATIBILIDADE DOS INSUMOS

O desenvolvimento de uma formulacdo compreende o estudo das
caracteristicas fisicas e quimicas dos excipientes e do farmaco isoladamente e
combinados entre si, compreendendo o processo chamado pré-formulacéo (64, 65).
Dificilmente os farmacos ou insumos farmacéuticos ativos (IFA) sdo administrados
sozinhos, e sim em combinagdo com varios componentes ndo medicinais chamados
excipientes que tém funcao farmacéutica variada e especializada (65).

O estudo de pré-formulacdo tem como objetivo nortear a elaboracdo de uma
forma farmacéutica eficaz, segura e de qualidade associada as boas praticas de
fabricacdo, sendo assim imprescindivel para que o pesquisador possa agregar as
propriedades fisico-quimicas relacionadas ao farmaco, aos excipientes e a interacao
entre eles visando obter a melhor forma farmacéutica (64). A escolha das
substancias da nova formulacdo deve ser bem cautelosa a fim de conseguir
melhores caracteristicas estéticas, sensoriais, de estabilidade, eficacia e seguranca,
buscando principalmente a biodisponibilidade desejada (64, 66). Para tal fim, neste
estudo foram realizados os ensaios de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), os quais

permitem delinear a interacdo e compatibilidade entre farmaco e excipientes.

4.1.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A andlise térmica das misturas fisicas e das formulac¢des resultou as curvas
de DSC constantes da figura 9, onde se observou que ambas apresentaram
essencialmente o mesmo resultado. O timol puro mostrou um pico endotérmico com
temperatura de 50,3°C o que estd em conformidade com seu ponto de fusdo no
intervalo de 48°C - 51°C (31), sendo que este pico ndo ocorreu nos demais perfis,
seja nas misturas fisicas ou nas formulacbes dos esmaltes, pois se apresentou em
temperaturas mais elevadas, no intervalo entre 100°C e 200°C. Este fato vem indicar
que os demais componentes das formulagbes estdo contribuindo para proteger o
farmaco, fazendo com que este se mantenha estavel por mais tempo nas

formulagcées. O mesmo ocorreu no estudo de Pires et. al (2017) onde os excipientes
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lecitina de soja (LC) e polisorbato 80 (P80) promoveram um expressivo
deslocamento para temperaturas mais altas do ponto de fusao do timol, tendo este
aumentado em mais de 20°C (67). Estudos feitos por Cevallos et. al. (2010), Lima et.
al. (2012) e Nieddu et. al. (2014) também detectaram este evento em curvas de DSC
do timol puro e em complexos de inclusdo com beta-ciclodextrinas, corroborando na
justificativa que o excipiente 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina contribui para a
protecdo do farmaco, embora nao esteja presente em todas as formulacdes (68, 69,
70).

Observou-se ainda que nas composi¢cdes que continham o excipiente acido
citrico que tem ponto de fusdo em 100°C, também o apresentou em temperaturas
um pouco mais elevadas, sendo que tanto nas misturas fisicas como nos esmaltes
foi no intervalo de 120°C — 160°C.

Quanto ao excipiente glicerina que compunha as formulagcées de esmalte F3,
F5, F6 e F7, por apresentar ponto de fusdo em 17,8°C, ndo foi possivel identificar
nas curvas DSC de misturas fisicas e nem dos esmaltes.

O copolimero Eudragit® E 100 em virtude de suas préprias caracteristicas,
catibnico, solivel em alcodis e agente formador de filme (31), apresentou-se
compativel com os demais excipientes, ndo demonstrou interagir € nem interferir,
uma vez que nas curvas de DSC os picos do farmaco estdo presentes, ainda que
deslocados, evidenciando sua contribuicdo para a protecdo e estabilidade.

Vale destacar que com as analises em DSC foi possivel inferir que ndo houve
interacdo entre os excipientes e o farmaco que comprometesse a estabilidade da
formulacdo, podendo dizer que a formulacdo de esmalte F7 por conter todos os
excipientes e o solvente, apresentou estabilidade uma vez que o farmaco estava

sendo protegido pelos excipientes presentes.
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Misturas Fisicas Esmaltes
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Figura 9 — Curvas de DSC do timol puro, das misturas fisicas (M1 a M7) e das formula¢bes dos
esmaltes (F1 a F7).

4.1.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Comprovada a estabilidade térmica da formulacao F7, foi realizada nesta uma
analise adicional de espectroscopia de infravermelho. Nesta analise, o espectro da
formulacdo foi comparado com o espectro da mistura fisica dos materiais que a
compde sem qualquer processamento e sem a presenca do solvente.

Como mostrado na figura 10 quando comparados, 0s picos da mistura fisica 7
com os da formulagdo de esmalte F7, foi observado que os picos se mantém nos
mesmos comprimentos de onda, como por exemplo, 0s picos nos comprimentos de
onda 3325cm, pico correspondente a hidroxila (OH), 2954cm, pico
correspondente a ligacdo Csp3-H e 1720cm™ correspondente a ligacdo C=0, sendo
gue todas estas estruturas estdo presentes em todas as moléculas que compde a
formulacdo. Uma excecdo foi encontrada no pico que ocorre na mistura fisica no
comprimento de onda 1028 cm correspondente a ligacdo C-O. Este pico ocorre na
formulacdo no comprimento de onda 1147cm e isso pode indicar uma interacéo,

provavelmente uma ligacdo de hidrogénio entre alguns componentes durante o
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processamento da formulag&o. Porém, a principio, esta interagdo ndo compromete a
estabilidade da formulacgéo visto que as estruturas se mantiveram sofrendo apenas
desvios (71).

Isso corrobora com os dados da andlise térmica mostrando que a estabilidade

também foi mantida a nivel molecular.

LoH]lc-H] [c=0f

M7

p3

4000 3500 3000 1500 1000 0

Comprimento de onda (cm")

Figura 10 — Espectros em infravermelho da mistura fisica M7 e da formulacao de esmalte F7.

4.2 CARACTERIZACAO DAS FORMULACOES DE ESMALTES A BASE DE
TIMOL E EUDRAGIT® E

As sete formulacfes obtidas (cf. Figura 11) apresentaram as caracteristicas

descritas no quadro 3 logo em seguida.

Figura 11 — Fotografia dos esmaltes antifingicos contendo timol.
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Quadro 3 — Caracterizacéo das formulagfes

~ SOLUCAO FILME
FORMULACAO — = -
Forma Coloracéo pH Coloracéo Brilho Textura
F1 Liquida Clara 6,5 Clara Brilhoso Nao
pegajoso
Lo , N&o
F2 Liquida Clara 6 Clara Brilhoso .
pegajoso
F3 Liquida Clara 6,5 Clara Brilhoso Nap
pegajoso
PO . N&o
F4 Liquida Clara 6 Clara Brilhoso .
pegajoso
_ . N&o
F5 Liquida Clara 6 Clara Brilhoso .
pegajoso
F6 Liquida Clara 6,5 Clara Brilhoso Na_o
pegajoso
F7 Liquida Clara 6,5 Clara Brilhoso Na_o
pegajoso

4.2.1 Caracteristicas Estéticas da Solucao

Todas as formulacdes, quanto a forma e coloragcédo, apresentaram a solucéo
liguida e a coloracao clara respectivamente (cf. Figura 11). Caracteres adequados

ao produto desejado.

4.2.2 Determinacao do pH da Solucao

A depender da forma farmacéutica da formulagéo desenvolvida, bem como de
acordo com sua funcdo, o seu pH deve ser de valor aproximado ao do pH de
méaxima estabilidade do farmaco presente e da &area de administragdo. Em se
tratando de esmalte, o pH deve ser aproximado ao da unha que apresenta uma faixa
de pH levemente acido entre 4,6 e 5,8 0 que contribui para a protecéo bactericida e
fungicida em sua superficie (72, 73, 74).

Na determinacao do pH, para as formulagdes F2, F4 e F5 verificou-se pH=6 e
para as demais pH=6,5 (cf. Quadro 3), valores estes relativamente proximos ao da
unha, entretanto ficariam melhores através do ajuste de pH das formulacdes.

O pH do timol varia de 5 a 7 a depender do solvente a solubiliza-lo, e
conforme estudos de Shah et. al. (2012) e Zhang et. al. (2014), o timol quando
nanodisperso ou nanoparticulado apresentou melhor estabilidade associada ao valor

do pH da disperséo ou particula obtida, e em ambos valores de pH neutro (75, 76).
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4.2.3 Caracteristicas Estéticas do Filme Apds Secagem

Todos os filmes obtidos das formulacdes apds secagem apresentaram
coloracéo clara, brilho e textura ndo pegajosa (cf. Quadro 3), corroborando para que
esta forma farmacéutica tenha futuramente boa aceitagdo por parte daqueles que

necessitarao fazer uso.

4.2.4 Tempo de Secagem

O tempo de secagem é um parametro de grande importancia para a avaliacdo
de esmalte medicamentoso (77, 78, 79). Se o tempo de secagem é prolongado
resulta uma aplicacdo desigual, entremeada e descorada, ao passo que o tempo de
secagem rapido pode levar ao endurecimento do esmalte no pincel de aplicacao
e/ou reduzir o tempo de permanéncia no pincel dificultando a aplicagcdo e
ocasionando a ma formacédo do filme na unha (52). Um esmalte ideal para unhas
deve ter as atribuicbes de secagem rapida, a formacao de um filme liso na lamina
ungueal (79) e um tempo de secagem satisfatério de 1 a 2 minutos (77, 80, 81).

Os tempos de secagem das formulacdes desenvolvidas ficaram no intervalo
de 54,97s + 0,32s a 80,39s = 0,77s, sendo que o tempo de secagem minimo
registrado foi da F1 e o maximo da F4. A variacdo no tempo de secagem das
formulacdes refere-se as concentracdes diferenciadas dos excipientes em cada uma
delas, tendo em vista que as concentracdes do Eudragit® E 100 e do timol sdo
iguais em todas as formulacdes.

As médias dos tempos de secagem obtidas apresentaram diferencas
estatisticamente significativas exceto entre as medias de F2 e F4 (cf. Gréfico 1).
Pode-se afirmar entdo que os tempos de secagem das formulacdes estdo dentro do

intervalo satisfatorio.
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Grafico 1 — Tempo de secagem dos esmaltes de Eudragit® E contendo timol obtidos no desenho de

mistura.

4.2.5 Microscopia Optica

A microscopia Optica € uma técnica que permite a observacdo de uma
amostra, que € impossivel ser vista a olho nu, com a incidéncia de luz visivel e de
lentes objetivas que proprocionam um aumento de até 1000x através de um
microscopio (82, 83, 84). Para tal fim, torna-se necessario o preparo da amostra de
forma adequada, entdo precisa ser depositada em lamina e suficientemente fina
para que possibilite a passagem dos raios luminosos (84).

Foram realizadas as imagens de todas as formulacdes, da base elaborada
somente com Eudragit® E 100 em solugdo hidroalcodlica a 90% e de uma base
comercial (cf. Figura 12), sendo que excetuando a formulacdo F1 e as bases que
foram possiveis a visualizacdo no aumento de 100x, todas as demais foram com o
aumento de 40x, pois a medida que se empenhava em buscar definicdo das
imagens em aumentos maiores nao havia possibilidade de precisdo quanto ao foco.

Como ja mencionado anteriormente, é desejavel que o filme do esmalte na
lamina ungueal seja liso e homogéneo, portanto, em observando e comparando as
imagens das formulacbes entre si e com as imagens das bases, percebe-se
rugosidades nas formulacdes F1, F2 e F4, justamente as que ndo possuem a
glicerina como excipiente, que é o agente umectante e emoliente. As demais
apresentaram filmes mais lisos e préximos em semelhanca com os obtidos das

bases, destacando-se inclusive os das formulacdes F6 e F7.
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F1-100x ' F3-40x

F4-40x F6-40x

Base Eudragh® E-100x Base comercial-100x

Figura 12 — Fotografias das imagens microscopicas dos filmes das formula¢gbes desenvolvidas, da

base de Eudragit® E 100 e de base comercial.

4.2.6 Permeabilidade ou Resisténcia a Agua

O ensaio de permeabilidade a agua consiste em determinar a quantidade de
agua absorvida pelo fiime formado na placa de vidro (52, 77, 78, 85), enquanto a
resisténcia a agua refere-se a avaliagdo da perda de massa por erosdo ou
solubilizag&o do filme (52).

O copolimero Eudragit® E 100, componente base em todas as formulagdes,
guando em meio com pH>5, intumesce e torna-se permeavel (86), o0 que neste
ensaio poderia ter contribuido para a permeabilidade dos filmes, uma vez que o0s
valores de pH das formulacdes foram maiores do que o pH que o copolimero exige.

O ensaio de resisténcia a agua demonstrou a acdo solubilizante dos
componentes 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina, &cido citrico e glicerina. A
formulacdo que tem menor resisténcia a agua € a F1 com perda de massa de 39,00

*+ 7,92% (Gréfico 2), a qual tem como excipiente a 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina
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que tem grande solubilidade em agua, e a de maior resisténcia a 4gua, com menor
perda de massa, foi a F3 com 18,13 + 3,93% que contém glicerina (31).

Os resultados demonstraram que a 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina e o acido
citrico, nas proporcdes usadas nas formulacdes, tém acdo semelhante conferindo
menor resisténcia & agua, enquanto a glicerina conferiu maior resisténcia. Essa
constatacdo também esta presente nas formulacdes F4, F5 e F6, em que a 2-
hidroxipropil-beta-ciclodextrina e/ou acido citrico estavam presentes e nao
apresentaram diferenca entre si (cf. Tabela 2).

Embora as formulagcdes tenham apresentado perda de massa, as
porcentagens ndo inviabilizam o tratamento uma vez que esmalte medicamentoso €

de uso diario.

104

% Perda de massa
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R\
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Formulacoes

Gréfico 2 — Perda de massa (%) das formulagdes observada no ensaio de resisténcia a agua. As
barras representam as médias da porcentagem de perda de massa das formulagdes e as barras de
erro, os desvios-padréo.

Tabela 2 — Andlise estatistica da resisténcia a agua

Valores de P

Formulacéo

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
F1 - NS < 0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0003 0,0184
F2 NS - <0,0001 0,0259 0,0164 NS NS
F3 <0,0001 <0,0001 - NS NS NS 0,0011
F4 < 0,0001 0,0259 NS - NS NS NS
F5 < 0,0001 0,0164 NS NS - NS NS
F6 0,0003 NS NS NS NS - NS
F7 0,0184 NS 0,0011 NS NS NS -

(Two-way ANOVA) — Comparacdes multiplas (Teste de Tukey); NS: Ndo significante.
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4.2.7 Doseamento

O doseamento refere-se a quantidade de farmaco constante da formulacao,
neste estudo, esmalte medicamentoso para unhas.

Para quantificar com precisdo o farmaco das formulagdes foi feita a curva
analitica de timol em metanol com 10 pontos e através de solu¢cdes metandlicas
contendo o farmaco nas concentrac¢des 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0; 20,0
e 30,0 pg/mL em quintuplicata, que apos leitura em CLAE-UV (60), os dados obtidos
resultaram a equacéo da reta de regressao y = 6410,6x + 1372,3 e o coeficiente de
correlacéo linear (r?) 0,998 (cf. Grafico 3), que apresentou adequagcdo comparado ao
minimo aceitavel para este fim (r2= 0,990) (87).

Assim sendo, realizada a quantificacdo do timol em CLAE-UV para todas as
formulacbes, foram obtidos os valores correspondentes de cada formulacdo (cf.
Tabela 3), os quais mostraram que todas elas contém quantidade uniforme do

farmaco.
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Gréfico 3 — Representacéo gréafica da curva analitica obtida em CLAE-UV para solu¢des metandlicas

de timol.
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Tabela 3 — Doseamento do timol nas formulacdes

Formulacéo Timol Desvio %
(ng/mL) Padréo
F1 9,93 0,61 99,33
F2 9,79 0,31 97,94
F3 9,60 0,08 96,01
F4 9,76 1,69 97,57
F5 9,95 0,39 99,45
F6 9,59 0,43 95,90
F7 9,87 0,17 98,66

4.2.8 Liberacdo em Células de Difuséo

A cinética de liberacdo do esmalte medicamentoso a base de Eudragit® E
100 e timol foi avaliada in vitro utilizando células de difusédo do tipo Franz modificada
e membrana sintética de acetato de celulose para todas as formulacbes e uma
solucao controle contendo o farmaco.

Para quantificar a concentracéo liberada de timol das amostras coletadas do
meio receptor durante o periodo de 24 horas, também foi feita a curva analitica do
farmaco em solucdo tampao fosfato pH 7,4 com 10 pontos e utilizando solucdes
tamponadas contendo timol nas concentra¢gbes 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5;
15,0; 20,0 e 30,0 pug/mL em quintuplicata. As amostras foram submetidas a andlise
em CLAE-UV (60) e os dados resultantes forneceram a equacdo da reta de
regressao y = 4445,6x + 2191,7 e o coeficiente de correlacdo linear (r?) 0,994 (cf.

Gréfico 4), que também estava conforme o minimo aceitavel de 0,990 (87).

= 160000 y = 4445 x + 2191,
= 140000 R?= 0,994
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Gréfico 4 - Representagédo grafica da curva analitica obtida em CLAE-UV para solugfes tampéo

fosfato pH 7,4 com timol.
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Os resultados obtidos em CLAE-UV foram analisados estatisticamente em
relacdo a porcentagem final de cada formulacao (cf. Tabela 4).

Assim, constatou-se que a F4 foi a formulacdo que apresentou a menor
porcentagem de liberacdo do farmaco em meio receptor 15,31 + 1,15%, e a que
apresentou maior porcentagem de liberagdo do farmaco foi a F7 com 41,89 + 4,84%,
e neste intervalo as demais apresentaram suas porcentagens de liberacdo do timol
em meio receptor. Em outros estudos como os de El-Sherif et. al. (2018) e Joshi et.
al. (2015), a quantidade de farmaco liberado foi diminuindo & medida que aumentava
a concentracdo do polimero que utilizaram, e nesses casos eram 0s copolimeros
Eudragit® RLPO e Eudragit® RS 100 respectivamente (52, 77). No presente estudo
a concentracdo de Eudragit® E 100 nas formulacbes permaneceu inalterada, sendo
assim, a variacao ocorrida na liberacdo pode ser justificada pela interacdo farmaco-

copolimero com os demais excipientes da formulacéo (88).

Tabela 4 — Resultados das médias finais de liberacéo do timol das
formulacdes e do controle em 24h

Formulacéo Média Liberacdo % Desvio padrao (%)
F1 21,66 0,38
F2 19,08 0,76
F3 18,53 1,90
F4 15,31 1,15
F5 16,76 1,13
F6 39,25 3,21
F7 41,89 4,84
Controle 83,37 5,94

O grafico 5 apresenta os perfis de liberacdo obtidos das formulacbes de
esmalte e da solugédo controle contendo timol, observou-se que o controle teve a
porcentagem de liberacdo de 83,37 + 5,94%, bastante superior as das formulacdes
em estudo. Além da falta de interacdo com o copolimero, o timol quando solubilizado
em etanol apresenta pH neutro (31), proximo ao pH do meio receptor (pH 7,4),
proporcionando a liberacdo do farmaco de forma bem mais expressiva na amostra
controle.

A amostra controle em relacdo as formulacdes e estas entre si nao
apresentaram diferenca estatistica significativa entre os tempos 0 e 22hora. No
intervalo da 3%h até a 52h, somente a solu¢do controle apresentou diferenca
estatistica significativa em relagdo as formulagées, pois com F4 e F5 na 32h, sendo
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os valores de P<0,05, na 42h em relacdo as formulacées F2 a F7 com valores de P
variando de 0,0038 a 0,0001 e na 52 h em relagdo a todas as formula¢cdes com
P<0,0001. Ja a partir da 62h até o final, tanto a solucdo controle como algumas
formulacdes entre si apresentaram diferencas estatisticas significativas, que foram: a
solugéo controle em relacdo a todas as formulagbes com valor de P<0,0001; as
formulagbes F2, F3, F4 e F5 em relacdo as formulacées F6 e F7 com valores de
P<0,01 na 62h e P<0,0001 nas 122h e 242h.

A formulacdo F1 apresentou diferenca estatistica significativa em relacdo as
formulagbes F6 e F7 nos dois ultimos tempos com valores de P<0,05 e P<0,0001
respectivamente. Estas diferencas estatisticas significativas confirmaram que as
formulacbes F6 e F7 tiveram maior quantidade de timol liberado, e portanto,
porcentagens de liberacdo maiores que as demais, sendo que entre elas ndo ha
diferenca estatistica. A presenca de 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina (F1, F6 e F7)
(cf. Gréafico 6), como esperado, incrementa a liberacdo de timol, devido ao aumento
de sua solubilidade. Entretanto, a combinacdo da ciclodextrina com agente
umectante glicerina (F5), potencializam esse efeito de solubilizacdo do timol.
Enquanto que a combinacdo da ciclodextrina com o plastificante &cido citrico (F4)

apresentam menor influéncia na liberacédo (cf. Gréfico 6).
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Gréfico 5 — Perfis de liberagédo in vitro das formulagdes de esmalte e da solugéo controle contendo
timol. Os pontos centrais representam as médias da % liberada das replicatas, e as barras de erro

representam o desvio padréo.
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Gréfico 6 — Grafico de contorno obtido para variavel liberagédo do desenho de mistura com os agentes

solubilizantes do esmalte antifiingico de Eudragit® E contendo timol: &cido citrico (x), glicerina (y) e
HPBCD (2).

Para a determinacdo do modelo cinético de liberacao in vitro das diferentes
formulacbes de esmalte foi utilizado o software DDSolver. O tratamento matematico
das curvas de dissolucdo demonstrou que as formulagdes possuem cinéticas de
liberacdo controlada (Tabela 5). O ajustamento ao modelo de Korsmeyer-Peppas é
utilizado de forma genérica para analisar a liberacdo de farmacos a partir de formas
farmacéuticas poliméricas, quando o mecanismo de liberacdo nao foi bem
caracterizado ou quando possam estar envolvidos mais de um tipo de mecanismo
de liberacdo, aparentemente independentes. O modelo de Higuchi se adapta melhor
a sistemas de liberacdo prolongada. O modelo de Hixson-Crowell indica uma
liberacdo dependente da raiz cubica do tempo. Na liberacdo ajustada a cinética de
primeira ordem, a quantidade liberada de farmaco em funcdo do tempo é
dependente de sua quantidade remanescente na formulacdo. Por fim, no perfil
cinético de ordem zero, a liberacdo € independente da quantidade de farmaco

presente na formulacéo.
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Tabela 5 — Linearizacdo dos perfis de dissolucédo, ajustados de acordo com o coeficiente de
correlacdo de Pearson para as formulagbes F1 a F7.

" Ordem/Modelo
Formulacdo
Zero ordem Primeira ordem Higuchi Korsmeyer-Peppas Hixson-Crowell

F1 0,418 0,511 0,982 0,992 0,483
F2 0,743 0,789 0,994 0,985 0,974
F3 0,495 0,564 0,983 0,978 0,543
F4 0,679 0,726 0,956 0,861 0,712
F5 0,762 0,804 0,962 0,873 0,791
F6 0,947 0,976 0,896 0,968 0,969
F7 0,948 0,983 0,882 0,975 0,978

4.3 ATIVIDADE MICROBIOLOGICA

Os ensaios microbiolégicos foram realizados para verificar a atividade
microbioldgica/antifingica das formulacdes e das solu¢des de controle.

Para tal fim, foram elencados os dois microrganismos, as espécies Candida
albicans e Trichophyton mentagrophytes, sendo o primeiro classificado como
levedura e o ultimo como fungo filamentoso (1, 51, 88, 89).

Os fungos filamentosos sdo chamados de dermatdéfitos e sdo os agentes
etiologicos mais comuns das onicomicoses em climas moderados, sendo que em
climas tropicais 0os mais comuns sao os bolores e o género Candida spp. (23).

As leveduras do género Candida spp. sdo microrganismos que afetam
membranas mucosas, pele e unhas, podendo oportunizar a candidiase
mucocutanea cronica que provoca inchacgo, vermelhiddo, infec¢des persistentes e
recorrentes, a qual é de dificil tratamento. Este tipo de candidiase quando envolve a
lamina ungueal pode manifestar-se de forma mais complicada, produzindo distor¢éo,
espessamento e fragmentacdo das unhas, com inchaco crénico da falange distal

(18, 90). Dai a relevancia e necessidade de estudar estes microrganismos.

4.3.1 Teste de Difusdo em Poco

Os resultados obtidos quanto a espécie Candida albicans revelaram que
todas as formulacbes formaram halos de inibicdo (cf. Tabela 6 e Grafico 7),
atestando a atividade microbioldgica do timol. Entretanto, assim como observado no

ensaio de liberacdo, os insumos adicionados as formulacées desempenharam papel
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importante no ensaio microbiolégico. As formulagbes F2 e F7 foram as que
apresentaram as maiores médias de inibicdo 26,40 £ 1,80mm e 22,50 + 2,50mm, e
em comparagdo com o timol 23,00 = 1,60mm (cf. Figura 13), a F2 o superou e a F7
teve valor de inibicdo semelhante. Demonstrando, assim, que a presenca de maior
concentracdo do agente plastificante acido citrico na formulagédo, permite maior
efeito antimicrobiano (cf. Gréafico 8). Essa acdo pode ser atribuida também a
potencializacdo do efeito antimicrobiano do copolimero Eudragit® E 100, pois entre
as solucbes de controle, o referido copolimero destacou-se apresentando uma
pequena inibicdo 8,30 + 1,50mm. Quanto ao controle solvente, embora tenha
apresentado uma modesta inibicdo, esta € pouco expressiva em virtude da sua
volatilidade.

Para Candida albicans, a andlise estatistica dos valores obtidos confirmou
diferenga significativa entre as médias com valor de P<0,0001 (ANOVA),

comprovando assim a efetividade das formulagdes frente a este microrganismo.

Tabela 6 — Atividade microbiolégica quanto a espécie Candida

albicans
Formulacéao Média halos de Desvio padréo
inibicdo (mm) (mm)
Timol 23,00 1,60
Eggrag'@ E 8,30 1,50
Alcool 6,00 1,00
F1 15,80 2,00
F2 26,40 1,80
F3 17,30 1,60
F4 18,40 2,40
F5 20,50 0,40
F6 15,70 3,30
F7 22,50 2,50

P<0,0001 (ANOVA)
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Grafico 7 — Atividade microbiologica quanto a espécie Candida albicans. As barras representam as

médias do halo de inibicdo (mm) e as barras de erro, os desvios-padréo.

Figura 13 — Fotografias das placas com os halos de inibicdo de timol para Candida albicans.

Fitted Surface; Vanable: Candida
DV: Candida
Model Quadratic
HPBCD
000,100

-2
R
— R
0 <2
0.00 0.25 0.50 0,75 1.00 ) <20

; [ BRL
Acido citrico Glicerina <6

V = 26,4x+17,3y+15,82-5,4xy-10,8xz-3,4yz R?=1

Gréfico 8 — Grafico de contorno obtido para variavel ensaio microbioldgico com Candida albicans do
desenho de mistura com os agentes solubilizantes do esmalte antifiingico de Eudragit® E contendo

timol: &cido citrico (x), glicerina (y) e HPBCD (z).
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Todas as formulacgdes tiveram a formacéo de halos de inibicdo com relacdo a
espécie Trichophyton mentagrophytes. Na figura 14, esse ensaio € ilustrado de
forma representativa, com a exposi¢cdo do menor halo observado entre as formulas
(F6). As formulacbes F5 e F2, que apresentam acido citrico, proporcionaram a
formacédo de halos maiores, com médias de inibicdo (cf. Gréafico 9 e Grafico 10) de
60,20 + 0,20mm e 53,60 = 12,00mm, respectivamente. Em comparagdo com o
resultado da média dos halos de inibicdo do timol, todas as formulacées superaram
este valor, indicando assim que, quanto ao fungo filamentoso, o farmaco em
combinagcdo com o0s excipientes teve acdo mais expressiva, 0 que pode ser
justificado pela presenca do copolimero, que por sua vez também apresentou halo
de inibicdo bastante representativo (17,40 + 0,40mm). O solvente presente nas
férmulas (alcool etilico 90%) apresentou um pequeno halo inibicdo (4,10 £ 5,70mm),
provavelmente devido a sua alta concentragéo de 90%.

Com relacdo a espécie Trichophyton mentagrophytes, a analise estatistica dos
valores obtidos também confirmou diferenca significativa entre as médias com valor
de P<0,0001 (ANOVA), sendo que em teste de Tukey com comparac¢des multiplas
tem-se a confirmacdo que todas apresentam efetividade, entretanto as de melhor
efetividade frente ao fungo filamentoso analisado séo as formula¢gdes de esmalte F5,
F2 e F7, respectivamente nesta ordem.

Eudragit &

Figura 14 — Fotografias representativas das placas com os halos de inibi¢cdo para Trichophyton
mentagrophytes. F6 formulacdo de esmalte de Eudragit® E contendo timol e agentes solubilizantes
(HPBCD e glicerina).



61

80-
5 60- 7}
£ o
£ -
il I ENE
S = & N > ™ ) © A
«@@&& o AR AR AR R " IR s R

Controles - Formulagdes

Gréfico 9 — Atividade microbiol6gica quanto a espécie Trichophyton mentagrophytes. As barras

representam as médias do halo de inibicdo (mm) e as barras de erro, os desvios-padréo.

Fitted Surface; Vanable: Trichophyton
DV: Trichophyton

Model Quadratic
HPBCD

0.00,1.00

-6
— R
B <52
o <47

4
0.00 0.25 0.50 0.75 1,00 <42

: o <Y
Acido citrico Glicerina <32

V = 53,6x+40,3y+34,7z+53xy-0,6xz-22,4yz R?=1
Gréfico 10 — Grafico de contorno obtido para variavel ensaio microbiolégico com Trichophyton
mentagrophytes do desenho de mistura com os agentes solubilizantes do esmalte antifingico de

Eudragit® E contendo timol: acido citrico (x), glicerina (y) e HPBCD (2).

No estudo de Paradkar et al. (2015) desenvolveram e avaliaram formulacdes
de spray transdérmico com clotrimazol para verificar atividade antifingica, e como
resultado obtiveram uma formulagéo que continha Eudragit® E 100 e uma mistura
de alcool e acetona (80:20) como a que melhor apresentou tal acdo em relacéo a
Candida albicans. Este fato vem corroborar com o resultado apresentado no
presente estudo quanto a inibicdo apresentada pelo Eudragit® E 100 frente aos dois
microrganismos avaliados (91).
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5 CONCLUSAO

O desenvolvimento da formulacédo de esmalte antifungico contendo Eudragit®
E 100 e timol possibilitou a elaboragdo de uma forma farmacéutica inovadora, eficaz
e segura para o tratamento da onicomicose.

Embora existam formulacdes na forma de esmalte medicamentoso para tal
patologia, no mercado brasileiro ndo se encontra medicamento de uso topico que
tenha na sua composi¢cdo como base o copolimero acrilico catiébnico Eudragit® E
100. Assim, o este estudo resultou em um esmalte medicamentoso que apresentou
compatibilidade entre o farmaco e os excipientes solubilizantes escolhidos: 2-
hidroxipropil-beta-ciclodextrina, acido citrico e glicerina, para sua elaboracao.

A partir do desenho de mistura foi possivel elaborar as formulacfes e avaliar
as qualidades fisico-quimicas e microbioldgicas, sendo que as caracteristicas
estéticas foram as primeiras a delinear a funcionalidade das mesmas, como por
exemplo, os filmes formados pelas formulacbes de esmalte apresentaram aspecto
brilhoso, textura ndo pegajosa e de coloracéo clara. Estes filmes quando submetidos
aos demais ensaios de caracterizacdo, foram avaliados quanto ao tempo de
secagem, microscopia optica, resisténcia a agua, ensaio de liberacdo em células de
difuséo (in vitro) e analise microbioldgica.

Com isto, foi constatado que a formulacdo de esmalte desenvolvida com
todos os excipientes elencados para tal estudo, a denominada F7 apresentou os
melhores resultados fisico-quimicos e microbioldgicos, pois o tempo de secagem do
seu filme foi conforme o0 que se preconiza para tal forma farmacéutica na literatura,
de 60 a 120 segundos, a imagem microscopica apresentou um filme liso e
homogéneo e quanto a resisténcia a agua revelou 29,80% de perda de massa,
entretanto tal porcentagem nao inviabiliza sua efetividade uma vez que € de uso
diario.

No ensaio de liberacdo em células de difusdo, foi a formulacédo de esmalte F7
que exibiu maior porcentagem de liberacdo no periodo de 24 horas, isto &, a
quantidade de farmaco liberado é satisfatoria em comparacdo com as demais
formulagBes que apresentaram porcentagens menores de liberagdo do farmaco.

E finalmente, no ensaio microbiolégico, foi constatado que todas as

formulacdes apresentaram halos de inibicdo frente aos microrganismos avaliados,
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Candida albicans e Trichophyton mentagrophytes, porém a formulacdo F7 obteve
melhores resultados quanto aos dois microrganismos.

Assim sendo, o presente estudo demonstrou que o desenvolvimento da
formulacdo de esmalte contendo Eudragit® E 100, timol e todos o0s excipientes
analisados (F7) apresentou resultados favoraveis que comprovaram sua

compatibilidade e efetividade.
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