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RESUMO

A cromoblastomicose (CBM) ¢ uma micose subcutanea crénica, de evolugdo lenta e
progressiva, caracterizada por lesdes cutaneas persistentes, frequentemente refratarias as
terapias convencionais. As opg¢des terapéuticas disponiveis sdo limitadas, requerem tratamentos
prolongados e estdo associadas a efeitos adversos, baixa adesdo e elevadas taxas de recidiva.
Nesse contexto, a associacdo entre imiquimode (IMQ), um imunomodulador capaz de estimular
a resposta imune local, e terbinafina (TBF), um antiflingico amplamente utilizado no tratamento
de micoses profundas, surge como uma estratégia terapéutica promissora, baseada na
complementaridade de seus mecanismos de agdo. Além disso, a administragdo topica desses
farmacos pode favorecer a deposicao local dos ativos, reduzir a exposi¢@o sistémica e minimizar
efeitos adversos. Diante desse cendrio, o presente estudo teve como objetivo desenvolver e
caracterizar um sistema terapéutico topico inovador baseado em filmes poliméricos de
quitosana contendo a associagdo IMQ-TBF como alternativa para o tratamento da CBM.
Inicialmente, foi desenvolvido e validado um método analitico por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a detector de fluorescéncia (CLAE-FL) para a determinacao simultdnea
de IMQ e TBF na presenca de interferentes provenientes de pele e formulagdo. O método
apresentou elevada sensibilidade, seletividade e recuperacdo da pele (>98,5% para IMQ e
>99,8% para TBF), demonstrando adequacdo aos parametros de validagdo analitica avaliados.
A compatibilidade quimica entre os fairmacos e os excipientes foi investigada por meio de
andlise térmica, espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e
modelagem computacional, ndo sendo observados indicios de interagdo quimica ou degradagao
dos ativos, confirmando a viabilidade da sua incorporacdo na matriz polimérica. Os filmes
foram obtidos por casting e caracterizados quanto as propriedades macroscopicas, mecanicas,
bioadesivas, morfologicas, peso, espessura, pH, teor e intumescimento. As formulagdes F-C17
e F-C18 foram selecionadas por apresentarem superficie homogénea, resisténcia mecénica e
grau de intumescimento compativel com as caracteristicas requeridas para conferir
bioadesividade e liberagdo dos farmacos. Os filmes apresentaram pH compativel com os locais
de aplicacdo (5,4 e 5,8) e teor de farmacos proximo ao valor tedrico (779,2 ng/cm?). A anélise
morfoldgica confirmou a formacdo de matriz homogénea e o estudo de estabilidade indicou
manutencdo de espessura e pH dos filmes por 30 dias. A liberagao in vitro avaliada por 12 horas
em células de Franz demonstrou perfil sustentado para ambos os farmacos. O filme F-C17
promoveu maior deposi¢do de IMQ (104,8 + 14,1 ug/cm?) e TBF (105,1 + 20,5 pg/cm?) nas
camadas viaveis da pele em comparacao ao F-C18 (66,4 + 15,4 pg/cm? e 69,3 £+ 20,8 pg/cm?),
evidenciando a influéncia do 4cido oleico como promotor de permeagao dos farmacos. O ensaio
HET-CAM demonstrou auséncia de potencial irritante, indicando seguranca para aplicacao
topica. Em conjunto, os resultados demonstram que os filmes de quitosana com IMQ-TBF
constituem uma plataforma promissora, representando alternativa terapéutica potencialmente
eficaz e segura para a CBM.

Palavras-chave: cromoblastomicose, filme polimérico, quitosana, liberagdo topica.
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ABSTRACT

Chromoblastomycosis (CBM) 1is a chronic, slow-progressing subcutaneous mycosis
characterized by persistent cutaneous lesions, often refractory to conventional therapies.
Current therapeutic options are limited, require prolonged treatment, and are associated with
adverse effects, low patient compliance, and high recurrence rates. In this context, the
combination of imiquimod (IMQ), an immunomodulator capable of stimulating local immune
response, and terbinafine (TBF), an antifungal widely used for deep mycoses, emerges as a
promising strategy based on their complementary mechanisms of action. Furthermore, topical
administration may favor local drug deposition, reduce systemic exposure, and minimize side
effects. Given this scenario, this study aimed to develop and characterize an innovative topical
therapeutic system based on chitosan polymeric films containing the IMQ-TBF combination
as an alternative for CBM treatment. Initially, an analytical method using high-performance
liquid chromatography coupled with a fluorescence detector (HPLC-FL) was developed and
validated for the simultaneous determination of IMQ and TBF in the presence of skin and
formulation interferents. The method showed high sensitivity, selectivity, and skin recovery
(>98.5% for IMQ and >99.8% for TBF), demonstrating adequacy to the evaluated analytical
validation parameters. Chemical compatibility between drugs and excipients was investigated
through thermal analysis, Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), and computational
modeling; no signs of chemical interaction or degradation were observed, confirming the
feasibility of drug incorporation into the polymeric matrix. The films were obtained by casting
and characterized regarding macroscopic, mechanical, mucoadhesive, and morphological
properties, as well as weight, thickness, pH, drug content, and swelling. Formulations F-C17
and F-C18 were selected for their homogeneous surface, adequate mechanical strength, and
swelling degree compatible with required mucoadhesiveness and drug release. The films
presented a pH compatible with application sites (5.4 and 5.8) and drug content close to the
theoretical value (779.2 pg/cm?). Morphological analysis confirmed the formation of a
homogeneous matrix, and the stability study indicated maintenance of film thickness and pH
for 30 days. In vitro release evaluated over 12 hours in Franz diffusion cells demonstrated a
sustained profile for both drugs. The F-C17 film promoted higher deposition of IMQ (104.8 +
14.1 pg/cm?) and TBF (105.1 £ 20.5 pg/cm?) in the viable skin layers compared to F-C18 (66.4
+ 15.4 pg/cm? and 69.3 + 20.8 pg/cm?, respectively), highlighting the influence of oleic acid as
a permeation enhancer. The HET-CAM assay showed no irritant potential, indicating safety for
topical application. Taken together, the results demonstrate that chitosan films containing the
IMQ-TBF combination constitute a promising platform, representing a potentially effective
and safe therapeutic alternative for CBM.

Keywords: chromoblastomycosis, polymeric film, chitosan, topical drug delivery.
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1 INTRODUCAO

A cromoblastomicose (CBM) ¢ uma micose subcutanea cronica de evolugdo lenta,
caracterizada pelo acometimento do tecido cutaneo e subcutaneo e pela formagado de lesdes
granulomatosas persistentes, frequentemente associadas a fibrose, hiperqueratose e resposta
inflamatoria prolongada (SANTOS et al., 2021). A infec¢do ocorre geralmente apds a
inoculacdo traumatica de hifas ou conidios presentes no ambiente em pele previamente
lesionada, favorecendo o estabelecimento do fungo no tecido hospedeiro. Nesse contexto, a
resposta imune local frequentemente se mostra insuficiente para erradicar o patogeno,
contribuindo para a cronicidade da infeccdo e para a dificuldade de resolugdo terapéutica
(AMEEN, 2009; QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

Diversos fungos demdceos podem causar a CBM; entretanto, o principal agente
etioldgico é Fonsecaea pedrosoi, micro-organismo amplamente encontrado em plantas e no
solo de regides tropicais e subtropicais. Em virtude dessa ampla distribuicdo ambiental,
trabalhadores rurais constituem o principal grupo de risco para o desenvolvimento da doenca,
devido a exposi¢cdo constante ao solo e a materiais vegetais contaminados. Clinicamente, a
CBM caracteriza-se por lesdes cutaneas polimorficas, frequentemente verrucosas ou nodulares,
de evolucdo progressiva e dificil resolucdo, podendo apresentar complica¢des secundarias,
como infec¢des bacterianas e potencial transformagdo neoplasica em casos cronicos
(QUEIROZ-TELLES et al., 2017; SANTOS et al., 2021).

Apesar dos avancos no tratamento das micoses profundas, as opgdes terapéuticas
disponiveis para a CBM permanecem limitadas. O tratamento padrdo baseia-se principalmente
na administracdo sistémica de antifungicos, com destaque para itraconazol e terbinafina (TBF),
utilizados isoladamente ou em associacdo. A TBF ¢ amplamente empregada na pratica clinica
devido a sua atividade fungicida, decorrente da inibi¢do da enzima esqualeno epoxidase, etapa
fundamental da via biossintética do ergosterol, componente essencial da membrana celular
fungica (RYDER, 1992). Entretanto, a resposta clinica nem sempre ¢ satisfatoria, sendo
frequentes os casos de recidiva, a necessidade de tratamentos prolongados e a ocorréncia de
efeitos adversos sistémicos, como hepatotoxicidade e distirbios gastrointestinais. Além disso,
a baixa adesdo ao tratamento pode favorecer o desenvolvimento de resisténcia antifingica
(PASSERO et al., 2021).

Abordagens terapfuticas complementares, como crioterapia, termoterapia e
procedimentos cirurgicos, também podem ser empregadas, especialmente em lesdes

localizadas. No entanto, tais estratégias apresentam limitagdes relacionadas a extensdo,



profundidade e localizagdo das lesdes, além de ndo serem eficazes em todos os estigios da
doenga (QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Dessa forma, o manejo clinico da CBM ainda
representa um desafio terapéutico relevante.

Embora a TBF seja amplamente utilizada na pratica clinica, ainda ndo existem
formulagdes topicas estruturadas especificamente desenvolvidas para o tratamento da CBM que
permitam sua administracdo localizada de forma controlada. Essa lacuna evidencia a
necessidade do desenvolvimento de sistemas farmacéuticos capazes de promover maior
deposicao do farmaco diretamente no sitio da infec¢do, reduzindo a exposicao sistémica e,
consequentemente, minimizando os efeitos adversos associados ao tratamento prolongado.

Nesse contexto, estratégias terapéuticas que combinem ag¢do antifungica direta e
modulacdo da resposta imune local podem representar uma abordagem promissora. O
imiquimode (IMQ), um imunomodulador amplamente utilizado no tratamento de doencas
dermatoldgicas, atua como agonista dos receptores 7To/l-like 7 (TLR-7), promovendo a ativagao
da imunidade inata e adaptativa por meio do aumento da producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como interferon-a, fator de necrose tumoral ¢ interleucinas (BELDA; CRIADO;
PASSERO, 2020; DE SOUSA et al., 2014; LOGAN et al., 2023; SCHON, 2007). Dessa forma,
a associagdo entre um antifingico de acdo direta, como a TBF, e um modulador da resposta
imune, como o IMQ, pode atuar de forma complementar, promovendo simultaneamente a
redugdo da carga fingica e a intensifica¢do da resposta imunologica no microambiente da lesdo.

Adicionalmente, considerando as caracteristicas hiperqueratoticas, espessas e
irregulares das lesdes da CBM, torna-se fundamental o emprego de tecnologias farmacéuticas
que favorecam maior tempo de permanéncia da formulagdo no local de aplicagdo e maior
contato com o tecido infectado. A incorporacdo de fArmacos em sistemas topicos estruturados,
como filmes bioadesivos, pode permitir a liberagdo controlada dos ativos, além de favorecer a
adesdo a superficie da lesdo e aumentar potencialmente a eficacia terapéutica (RAMINENI et
al., 2013). Esses sistemas também podem contribuir para a redugdo da frequéncia de aplicagao
e para a melhoria da adesdo do paciente ao tratamento.

Entre os polimeros utilizados no desenvolvimento desses sistemas, a quitosana destaca-
se como um biomaterial promissor devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa
toxicidade. Sua natureza policationica confere propriedades bioadesivas relevantes, permitindo
interagdes eletrostaticas com componentes carregados negativamente da superficie cutanea, o
que favorece o prolongamento do tempo de residéncia da formulacdo no sitio de aplicagdo

(ARANAZ et al., 2009). Além disso, a quitosana apresenta atividade antimicrobiana intrinseca



e propriedades que podem contribuir para a modulacdo da resposta inflamatoria e para o
processo de cicatriza¢do tecidual. Essas caracteristicas tornam esse polimero particularmente
interessante para o desenvolvimento de sistemas destinados ao tratamento de lesdes cronicas e
hiperqueratdsicas, como aquelas observadas na CBM, podendo ainda favorecer a penetragao
dos farmacos incorporados (DESAI et al., 2023; MURA et al., 2022).

Diante desse cenario, o presente trabalho propos o desenvolvimento e a caracterizagdo
de um filme polimérico bioadesivo a base de quitosana contendo a associagdo de IMQ e TBF
para aplicagdo topica no tratamento da CBM. A estratégia visa promover a liberag¢@o sustentada
e consistente dos fArmacos, aumentar sua disponibilidade local no sitio de infec¢do e contribuir
para o desenvolvimento de uma abordagem terapéutica potencialmente mais segura e eficaz

para o manejo dessa micose negligenciada.



2  OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi desenvolver e caracterizar um filme bioadesivo a base de
quitosana contendo a associa¢do de IMQ e TBF para aplicacdo topica no tratamento da CBM,
visando promover a liberacao sustentada dos farmacos e aumentar sua disponibilidade no local

da infecgao.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

o Desenvolver e validar um método analitico seletivo para a quantifica¢do simultanea de
IMQ e TBF em matrizes complexas;

e Avaliar a compatibilidade fisico-quimica entre IMQ, TBF e os excipientes da
formulacao;

e Desenvolver e caracterizar o sistema polimérico quanto as suas propriedades estruturais
e funcionais;

e Avaliar a estabilidade fisico-quimica das formulagdes desenvolvidas ao longo do
tempo;

e Determinar o perfil de liberagdo in vitro de IMQ e TBF a partir dos filmes poliméricos;

e Avaliar a penetragdo cutinea in vitro dos farmacos;

e Verificar a seguranca das formulagdes para uso topico.



3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 ESTRUTURA, COMPOSICAO E FUNCOES DA PELE

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo humano e desempenha fungdes essenciais de protegdo,
regulacdo térmica e percep¢do sensorial, além de participar ativamente da resposta
imunologica. Atua como barreira fisica contra agentes quimicos, fisicos e biologicos, além de
limitar a perda transepidérmica de &gua, contribuindo para a manuten¢do da homeostase
corporal (CHAMBERS; VUKMANOVIC-STEJIC, 2019; MICHALAK et al., 2021; ZAIDI;
LANIGAN, 2010).

Estruturalmente, a pele ¢ organizada em duas camadas principais (Figura 1): epiderme

e derme, apoiadas pelo tecido subcutaneo (hipoderme), as quais se articulam de forma integrada

para garantir prote¢do e funcionalidade (KHAVKIN; ELLIS, 2011).
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. ) Fibras nervosas
Glandula sudoripara

Figura 1. Esquema representativo das principais camadas da pele: epiderme, derme e hipoderme. Fonte: Junqueira
etal., 2018.

A epiderme constitui a camada mais externa da pele e é composta predominantemente
por queratindcitos, além de melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel.
Diferentemente da derme, ndo apresenta vascularizagdo propria, sendo nutrida por difusdo a
partir dos capilares dérmicos. Subdivide-se em camadas bem definidas: camada basal, camada
espinhosa, camada granulosa e estrato corneo (EC) (BONTE et al., 2019; KHAVKIN; ELLIS,
2011; ROGER et al., 2019).



O EC ¢ a camada mais externa da epiderme, composto por queratindcitos que se
diferenciaram em cornedcitos. A medida que migram para a superficie, os queratindcitos sofrem
um processo de diferenciagdo progressiva. Tornam-se mais achatados, acumulam filamentos de
queratina e perdem gradualmente o nucleo e as organelas. Esse processo culmina na formagao
do EC, constituido por cornedcitos anucleados imersos em uma matriz lipidica altamente
organizada (BONTE et al., 2019; MICHALAK et al., 2021; ROGER et al., 2019). O EC ¢
frequentemente descrito pelo modelo “tijolo e cimento”, no qual os cornedcitos representam os
tijolos e os lipidios intercelulares (principalmente ceramidas, colesterol e acidos graxos livres)
correspondem ao cimento. Essa organizacdo estrutural confere a pele sua principal funcao de
barreira (CHAMBERS; VUKMANOVIC-STEIJIC, 2019).

Logo abaixo, estd a camada granulosa, formada por granulos visiveis de querato-hialina.
Em seguida, encontra-se a camada espinhosa, composta por queratinocitos poligonais ricos em
filamentos de queratina, que se conectam entre si por meio dos desmossomos (canais de
proteinas), conferindo coesdo mecanica ao tecido. Esses queratindcitos contém granulos
lamelares ricos em lipidios, fundamentais para a formagao da barreira cutinea (BONTE et al.,
2019).

Por fim, a camada basal (Figura 2), também chamada germinativa, ¢ composta por uma
unica camada de queratinocitos colunares mitoticamente ativos, aderidos a membrana basal por
meio de hemidesmossomos. Essas células sdo responsdveis pela renovacdo continua da
epiderme. Alteragdes nessa camada podem comprometer o controle proliferativo e afetar o

equilibrio homeostatico da pele (MICHALAK et al., 2021).
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Figura 2. Representagdo esquemadtica da epiderme, evidenciando suas principais camadas: estrato corneo,
camada granulosa, camada espinhosa e camada basal. Fonte: Cardoso, 2025.



Os melandcitos, localizados principalmente na camada basal, produzem melanina em
melanossomas e a transferem aos queratindcitos. A melanina atua como filtro natural contra
radiagdo ultravioleta (BONTE et al., 2019; CHAMBERS; VUKMANOVIC-STEJIC, 2019).
As células de Langerhans desempenham papel fundamental na imunidade cutinea, atuando
como células apresentadoras de antigenos e participando da vigilancia imunolégica (BONTE
et al., 2019; LEONARDI et al., 2018). Essa caracteristica ¢ particularmente relevante em
doencas infecciosas cutdneas, como a CBM, nas quais a resposta imune local influencia
diretamente a evolugdo da lesdo.

Abaixo da epiderme, encontra-se a derme, composta por tecido conjuntivo rico em
fibras de colageno e de elastina, responsaveis pela resisténcia e elasticidade cutdnea. Nessa
camada estdo presentes fibroblastos, mastdcitos, macrofagos, vasos sanguineos, vasos linfaticos
e terminacdes nervosas. A derme € responsavel pelo suporte estrutural da epiderme, pela
nutricdo tecidual e pela participagdo na resposta inflamatoria. Além disso, abriga os anexos
cutineos, como os foliculos pilosos, as glandulas sebaceas e as glandulas sudoriparas (BONTE
et al., 2019; ZAIDI; LANIGAN, 2010).

A hipoderme, por sua vez, corresponde a regido mais interna da pele e ¢ composta
predominantemente por tecido adiposo. Os adipdcitos armazenam lipidios e atuam como
reserva energética, além de funcionarem como isolante térmico e amortecedor mecanico contra
traumas. Essa camada também contém vasos sanguineos ¢ nervos de maior calibre (BARONI

et al., 2012; BONTE et al., 2019; WONG et al., 2016).

3.1.1 Mecanismos de permeacio de fairmacos através da pele

O tratamento dermatoldgico por via tdpica pressupde a aplicacdo de um medicamento
diretamente sobre a pele, com o objetivo de obter efeito localizado e restrito a uma determinada
area de interesse. Esse tipo de abordagem oferece vantagens em comparac¢ao aos tratamentos
por via oral e parenteral, como redu¢@o da exposi¢ao sistémica, diminui¢ao de efeitos adversos
e possibilidade de utilizar menores doses do fAirmaco. Apesar dessas vantagens, a via topica
apresenta desafios importantes relacionados a penetracdo cutdnea, pois a pele possui
caracteristicas estruturais que limitam a passagem de substancias quimicas para os tecidos
subjacentes (PHATALE et al., 2022; ZAIDI; LANIGAN, 2010). A principal limitacdo dessa
via esta associada a funcdo de barreira do EC, cuja organizagdo lipidica altamente estruturada
restringe a penetracao de substancias hidrofilicas e de alto peso molecular ( BOUWSTRA et al.,

2003).



No que se refere a permeagao cutanea, os farmacos podem atravessar a pele por trés vias
principais: via intercelular (paracelular), o farmaco difunde-se ao longo da matriz lipidica,
contornando os corneocitos. Via transcelular, a molécula atravessa diretamente os cornedcitos,
alternando a particao entre as regides lipidicas e proteicas. Via anexial, a absor¢do ocorre por
meio dos foliculos pilosos, glandulas sebaceas ou sudoriparas, consideradas rotas secundarias,
porém relevantes para algumas formulagdes (ELMOWAFY, 2021; GRATIERI et al., 2008;
PHATALE et al., 2022) (Figura 3).
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Figura 3. Representagdo esquematica das principais rotas de permeacdo cutanea: transcelular, intercelular e
anexial (foliculos pilosos e glandulas sudoriparas), responsaveis pela penetragdo dos farmacos através da epiderme
até a derme. Fonte: Cardoso, 2025.

A efetividade da permeagdo depende das propriedades fisico-quimicas do farmaco,
como peso molecular reduzido (preferencialmente inferior a 500 Da), lipofilicidade moderada
e coeficiente de parti¢do adequado (GHEZZI et al., 2021; MOSER, 2001). Em muitos casos,
torna-se necessario o uso de intensificadores de permeacao, capazes de alterar temporariamente
a organizacao lipidica do EC ou de aumentar a hidratagdo local, favorecendo a difusdo do ativo
(MOSER, 2001; TAVARES LUIZ et al., 2021).

Considerando as caracteristicas estruturais e funcionais das camadas da pele, bem como
as propriedades fisico-quimicas dos farmacos, estudos vém sendo desenvolvidos para criar
sistemas de liberacdo e de permeagdo cutdnea mais eficazes, especialmente para farmacos
pouco permeaveis. Além disso, o sistema farmacéutico desempenha um papel determinante na

modulagdo da liberagdo do farmaco e na interagdo com a superficie cutanea. Nesse contexto,



sistemas poliméricos estruturados, como filmes bioadesivos, podem prolongar o tempo de
residéncia no sitio de aplicacdo, promover maior hidratacdo local e favorecer um gradiente de

concentragdo adequado para a difusdo do farmaco (PHATALE et al., 2022).

3.2 CROMOBLASTOMICOSE

A CBM ¢ uma micose subcutanea cronica, de evolucdo lenta e carater progressivo, que
acomete o tecido cutidneo e subcutianeo. Clinicamente, caracteriza-se por lesdes polimoérficas
que podem se manifestar como pdapulas, nddulos, placas verrucosas e ulceracdes,
frequentemente associadas a hiperqueratose e espessamento epidérmico. A progressao da
doenca ¢ gradual, podendo se estender por anos ou décadas quando nao tratada adequadamente,
o que contribui para deformidades locais e importante comprometimento funcional (AMEEN,
2009; SANTOS et al., 2021).

Os membros inferiores sdo as regides mais acometidas, especialmente os pés e as pernas,
o que se relaciona com o mecanismo de infec¢do, geralmente decorrente da inoculagdo
traumatica de hifas ou conidios presentes no solo ou em material vegetal contaminado (Figura

4). A penetracdo do fungo ocorre por meio de pequenas lesdes de continuidade da pele,

favorecendo o estabelecimento da infec¢do no tecido subcutaneo e a formag¢ao de um processo

inflamatorio cronico granulomatoso (QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

Figura 4. Tipos de lesdes da CBM, classificados de acordo com o grau de severidade. (A) Lesoes leves; (B) Lesoes
moderadas; (C) Lesoes severas. Fonte: Adaptado de Queiroz-Telles ef al., 2017.
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Do ponto de vista etioldégico, a CBM ¢ causada por fungos demaceos pertencentes a
ordem Chaetothyriales e a tamilia Herpotrichiellaceae. Entre os principais géneros envolvidos
estdo Fonsecaea, Cladophialophora, Phialophora e Rhinocladiella, sendo Fonsecaea pedrosoi
o agente etiologico mais frequentemente isolado em regides tropicais. Esses microrganismos
apresentam melanina na parede celular, o que aumenta sua resisténcia ao estresse oxidativo e
dificulta sua eliminagdo pelo sistema imune, favorecendo sua permanéncia no tecido
(QUEIROZ-TELLES et al., 2017; SANTOS et al., 2021).

A CBM ¢ considerada uma doenca negligenciada, com maior prevaléncia em paises
tropicais e subtropicais da América Latina, Africa e Asia. Ja foram identificados mais de 7.740
casos de CBM em todos os continentes, sendo a América do Sul a regido com maior numero
de registros (2.619 casos), seguida pela Africa (1.875 casos) e pela América Central e México
(1.628 casos). O Brasil destaca-se como um dos paises com maior nimero de casos relatados,
principalmente nas regides Norte e Nordeste. A incidéncia estimada da CBM no Brasil ¢ de
aproximadamente 3 casos por 100.000 habitantes (QUEIROZ-TELLES et al., 2017; SANTOS
etal., 2021).

A doenca acomete predominantemente homens adultos em idade produtiva,
especialmente trabalhadores rurais, agricultores e individuos com exposi¢ao ocupacional ao
solo e a vegetagdo, o que reforca seu impacto socioecondmico. A incidéncia ¢ dificil de
mensurar com precisdo dada a subnotificacdo inerente a doengas negligenciadas, mas estudos
indicam que casos graves e cronicos sdo frequentes, com pacientes convivendo com a doenga
por décadas sem resolucdo clinica adequada (PASSERO et al., 2021).

No tecido infectado, observa-se a presenca das chamadas células muriformes, ou corpos
esclerdticos, estruturas flngicas espessas e pigmentadas que representam a forma adaptativa do
patdgeno no hospedeiro. Essas células apresentam elevada resisténcia a fagocitose e contribuem
para a manutencao da infec¢do cronica (QUEIROZ-TELLES et al., 2017). A persisténcia dessas
estruturas no tecido estd relacionada a um padrdo de resposta imune predominantemente
ineficiente, com desequilibrio na ativagdo de vias do tipo Thl, fundamentais para o controle de
infecgdes fungicas intracelulares. Como consequéncia, desenvolve-se processo inflamatorio
continuo, com formacao de granulomas, deposi¢do progressiva de coldgeno e fibrose dérmica,
além de hiperplasia epidérmica e hiperqueratose acentuada (DA GLORIA SOUSA et al., 2011;
PASSERO et al., 2021).

As alteracdes estruturais observadas nas lesdes, como hiperqueratose e fibrose,

representam um desafio adicional para a eficacia de terapias topicas convencionais. A
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hiperqueratose e a reorganizacdo da matriz extracelular dérmica podem limitar a penetragdo de
farmacos e comprometer sua biodisponibilidade local, reforcando a necessidade de sistemas de

liberacdo capazes de prolongar o tempo de contato e favorecer a permeacgdo cutdnea

(DONNELLY et al., 2006; LOGAN et al., 2023).

3.2.1 Condicoes Dermatoldgicas na Cromoblastomicose

A pele integra constitui uma barreira altamente organizada, cuja principal fungdo ¢
restringir a perda de 4gua e impedir a entrada de agentes externos. Essa funcao est4 diretamente
relacionada a estrutura do EC, formado por corneécitos anucleados, imersos em uma matriz
lipidica composta principalmente por ceramidas, colesterol e acidos graxos livres
(BOUWSTRA et al., 2003). Essa organizagdo estrutural ¢ determinante para a baixa
permeabilidade cutidnea e representa o principal obstdculo a penetragdo de farmacos
administrados por via topica (GHEZZI et al., 2021; GRATIERI et al., 2008; MOSER, 2001).

Na CBM, entretanto, essa arquitetura sofre alteracdes significativas, as lesdes iniciais
podem evoluir para cinco tipos clinicos distintos: nodular, tumoral, verrucoso, em placa e
cicatricial, sendo os trés primeiros os mais comuns. As lesdes cronicas sdo caracterizadas por
intensa resposta inflamatoria, presenca de células muriformes, formagao de granulomas, fibrose
progressiva e marcada hiperqueratose (QUEIROZ-TELLES et al., 2017; SANTOS et al.,
2021). Essas alteragdes estruturais modificam profundamente o microambiente cutineo e
impactam diretamente a dindmica de penetracao de farmacos.

A pele acometida apresenta alteragdes estruturais e inflamatérias significativas,
decorrentes da infec¢do fingica cronica. Na epiderme, observa-se o espessamento do epitélio,
decorrente da hiperplasia da camada espinhosa, associado a proliferacao celular e a tentativa do
organismo de promover a eliminagdo transepidérmica do fungo, mecanismo pelo qual o agente
infeccioso ¢ gradualmente conduzido em dire¢do a superficie cutdnea. Nessas regioes, o fungo
¢ frequentemente encontrado em associacdo com cé¢lulas inflamatérias, principalmente
neutrdfilos, formando pequenos focos inflamatorios na camada cérnea (DE BRITO;
BITTENCOURT, 2018; PASSERO et al., 2021; QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

Na derme, desenvolve-se uma reacao inflamatdria granulomatosa, caracterizada pelo
acumulo de diferentes populagdes celulares do sistema imune, incluindo macrofagos, linfocitos
e neutrofilos, em torno do fungo. Esse padrdo inflamatério reflete uma tentativa persistente do
organismo de conter a infec¢do, sendo que a quantidade de fungos e a organizacio da resposta
inflamatoria podem variar conforme o tipo e o estagio da lesdo, com maior carga fungica em

lesdes verrucosas e menor em lesdes mais antigas (DE BRITO; BITTENCOURT, 2018). Com
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a progressao da doenca, a resposta inflamatoria cronica pode ser gradualmente substituida por
fibrose nas camadas mais profundas da pele, resultando em tecido mais endurecido e menos
permeavel (QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

Essas alteracdes morfologicas e funcionais da pele acometida pela CBM tém
implicagdes diretas para a terapia topica, uma vez que o espessamento do EC, a reorganizagao
tecidual e a presenga de tecido fibroso podem dificultar a penetracdo e a difusdo de farmacos
até os focos infecciosos localizados em camadas mais profundas (GHEZZI et al., 2021;
GRATIERI et al., 2008).

Além das alteracdes estruturais, o processo inflamatdrio cronico modifica pardmetros
locais relevantes, como a hidratagdo, o pH e a composicdo lipidica da pele. A inflamacao
persistente pode aumentar a perda transepidérmica de dgua e alterar a organizagao dos lipidios
intercelulares, modificando o coeficiente de particdo dos farmacos e sua difusdo através da
barreira cutinea (BOUWSTRA et al., 2003; PEREIRA et al., 2020).

Outro aspecto relevante ¢ a presenca de granulomas e areas de necrose, que criam
microambientes heterogéneos no interior da lesdo. Considerando que as células muriformes
apresentam elevada resisténcia a fagocitose e persistem no tecido por longos periodos (BELDA
et al., 2023), a manutengdo de niveis locais sustentados de antiflingicos e imunomoduladores
torna-se essencial para o controle da doenga.

Essas alteracdes impdem desafios importantes. A simples aplicagdo de formulagdes
semissolidas convencionais pode ndo garantir tempo de residéncia suficiente, nem promover
gradiente de concentragdo adequado para difusdo através das camadas da lesdo (BELDA et al.,
2023; DE SOUSA et al., 2014). Dessa forma, torna-se necessario o desenvolvimento de
sistemas capazes de aumentar o tempo de contato com a lesdo e manter liberacdo sustentada do
farmaco na pele.

Nesse contexto, o desenvolvimento de sistemas topicos bioadesivos, como filmes
poliméricos a base de quitosana, pode representar uma estratégia promissora. Ao aderirem a
superficie irregular da lesdo, esses sistemas favorecem a oclusdo local, prolongam o tempo de
contato com o tecido infectado e mantém um gradiente de concentrag@o continuo do fdrmaco.
Esses fatores favorecem a penetracdo cutanea e podem contribuir para maior eficacia
terapéutica no tratamento da CBM (ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009; RAMINENI e¢
al.,2013).
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3.2.2 Resposta Imune e Mecanismos de Cronicidade na Cromoblastomicose

A resposta imunolédgica do hospedeiro desempenha papel central na evolugao clinica da
CBM. Apos a inoculagdo traumatica dos fungos demdceos, o sistema imune inato ¢ ativado
pelo reconhecimento de componentes da parede fingica por receptores de reconhecimento
padrdo (PRRs), presentes em macréfagos, neutrdfilos e células dendriticas. Esse
reconhecimento inicial desencadeia producdo de citocinas pré-inflamatorias e recrutamento
celular para o sitio da infec¢ao (DA GLORIA SOUSA et al., 2011; QUEIROZ-TELLES, 2017;
PASSERO et al., 2021).

Apesar dessa ativacdo inicial, a eliminagdo do patdégeno raramente ocorre de forma
eficiente. Um dos principais fatores associados a persisténcia da infec¢do ¢ a presenca de
melanina na parede celular dos fungos, que confere protecdo contra espécies reativas de
oxigénio produzidas por fagocitos, reduzindo a eficacia da resposta imunoldgica (QUEIROZ-
TELLES et al., 2017; SIQUEIRA et al., 2017). Essa caracteristica contribui para a adaptagao
do fungo na pele e favorece sua sobrevivéncia prolongada.

No tecido infectado, observa-se a formagao de células muriformes, também chamadas de
corpos esclerdticos, consideradas a forma parasitaria adaptada do fungo no hospedeiro. Essas
estruturas apresentam parede celular espessa, pigmentada e altamente resistente a fagocitose,
sendo associadas a manutencdo do processo inflamatério cronico (DE BRITO;
BITTENCOURT, 2018; QUEIROZ-TELLES et al., 2017, SANTOS et al., 2021). A
persisténcia dessas células no tecido cutdneo estimula uma resposta granulomatosa continua,
com fibrose progressiva e espessamento epidérmico.

Do ponto de vista da imunidade adaptativa, o perfil de citocinas liberadas depende da
severidade da doenga, que ¢ determinada pelo tipo de resposta imune realizada pelo hospedeiro.
Respostas do tipo Thl, caracterizadas pelo aumento na producao de interferon gama (IFN-y),
estdo associadas a ativagao de macrofagos e a um maior potencial de controle da infecgdo. Em
contrapartida, respostas do tipo Th2 ou regulatorias, com aumento da producdo de citocinas,
como IL-10, podem contribuir para a persisténcia fingica e para a progressdo da doenca,
resultando em pacientes com formas mais severas da doenga (DA GLORIA SOUSA et al.,
2011; QUEIROZ-TELLES et al., 2017; SIQUEIRA et al., 2017; PASSERO et al., 2021).

Além disso, evidéncias sugerem que a via Th1l7 também pode desempenhar papel
relevante na defesa contra fungos demdceos, promovendo o recrutamento de neutrofilos e a
amplificagcdo da resposta inflamatoria local, enquanto o INF-y secretado por Thl ativa os

neutrofilos e aumenta a fagocitose dos fungos. No entanto, na CBM, a resposta imune
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frequentemente ndo ¢ suficientemente eficaz para eliminar o patdgeno, resultando em
inflamacao cronica persistente (DA GLORIA SOUSA et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2020).
Dessa forma, a compreensao dos mecanismos imunologicos envolvidos na CBM reforca
a necessidade de estratégias terapéuticas que ndo se limitem a agdo antifingica direta, mas que
também promovam modulagdo da resposta imune local, como o imunomodulador IMQ. Nesse
contexto, o uso de agentes imunomoduladores surge como alternativa racional, especialmente
quando associado a sistemas farmacéuticos capazes de direcionar o farmaco ao sitio da infec¢ao

(BELDA; CRIADO; PASSERO, 2020; DE SOUSA et al., 2014; LOGAN et al., 2023).

3.2.3 Tratamento da Cromoblastomicose

O tratamento da CBM depende inicialmente de um diagnostico clinico e micoldgico
preciso, incluindo identificacdo do agente etiologico, extensdo da lesdo, tempo de evolugdo e
presenca de comorbidades do paciente. A escolha terapéutica deve considerar ainda fatores
como localizagdo anatdomica, profundidade da lesdo e resposta inflamatéria local (QUEIROZ-
TELLES et al., 2017; SANTOS et al., 2021). O objetivo do tratamento ¢ promover a
erradicacao do fungo, reduzir a carga inflamatoéria e evitar progressdo para complicagdes, como
infec¢des bacterianas secunddrias e transformacao neoplasica.

A CBM representa um desafio terapéutico devido ao seu carater recalcitrante, sobretudo
nas formas clinicas mais severas. Apesar da auséncia de um tratamento de escolha bem
estabelecido, diferentes abordagens terapéuticas vém sendo empregadas, que envolvem
tratamentos fisicos, farmacoldgicos e a combinacdo de ambos (ANDRADE et al., 2020; DE
BRITO; BITTENCOURT, 2018; LOGAN et al., 2023).

A base do tratamento da CBM consiste, tradicionalmente, na terapia antifungica
sistémica. Entre os farmacos de primeira linha destacam-se o itraconazol e a TBF, utilizados
isoladamente ou em associacdo, especialmente em casos extensos ou refratarios (QUEIROZ-
TELLES et al., 2017; PASSERO et al., 2021).

O itraconazol, administrado em doses que variam entre 200 e 400 mg/dia, ¢ amplamente
empregado devido a sua atividade contra fungos demaceos. Entretanto, a resposta clinica
costuma ser lenta e requer tratamento prolongado, frequentemente por meses ou anos
(ANDRADE et al., 2019; SANTOS et al., 2021).

A TBF, por sua vez, atua por meio da inibicdo da enzima esqualeno epoxidase,
interferindo na sintese de ergosterol e promovendo efeito fungicida direto (QUEIROZ-TELLES

et al., 2017). As doses diarias utilizadas vao de 250 a 500 mg/dia. Embora eficaz em muitos
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casos, também exige terapias prolongadas e pode estar associada a efeitos adversos hepaticos e
gastrointestinais (PASSERO et al., 2021).

Outras op¢des antifiingicas incluem o posaconazol e o voriconazol, especialmente em
casos graves ou refratirios, embora seu uso seja limitado pelo custo elevado e menor
disponibilidade em regides endémicas (DA SILVA HELLWIG et al., 2019; SANTOS et al.,
2021). A anfotericina B, principalmente em formulagdes lipidicas, pode ser indicada em formas
disseminadas, mas sua toxicidade sistémica limita o uso prolongado (DA SILVA HELLWIG
etal.,2019; PASSERO et al., 2021).

Além da terapia farmacoldgica sistémica, abordagens fisicas também sdo empregadas
como estratégias complementares. A crioterapia com nitrogénio liquido ¢ amplamente utilizada
em lesdes localizadas e pode ser associada a terapia antifingica para potencializar a resposta
clinica (QUEIROZ-TELLES et al., 2017). A termoterapia e a excisdo cirirgica também sao
indicadas em casos selecionados, particularmente quando hé lesdes bem delimitadas (SANTOS
et al., 2021). Entretanto, essas abordagens apresentam limitacdes quanto a extensdo e
profundidade das lesdes, além do risco de cicatrizes e recidiva.

A TBF apresenta MIC < 0,5 ng/mL para Fonsecaea pedrosoi, indicando elevada poténcia
antifingica. Entretanto, para que essa atividade seja efetiva no tratamento da CBM, ¢ necessario
que o sistema de liberagdo seja capaz de promover concentracdes no tecido superiores a esse
valor, especialmente na derme, local de instalacdo do fungo (DA SILVA HELLWIG et al.,
2019; SMITH et al., 2025).

Apesar das multiplas estratégias disponiveis, a CBM apresenta dificil manejo. O
tratamento ¢ prolongado, com taxas varidveis de resposta clinica e recidivas frequentes, mesmo
apoOs aparente resolugdo das lesdes (PASSERO et al., 2021). A persisténcia de estruturas
muriformes viaveis no tecido e a modulacdo inadequada da resposta imune celular contribuem
para a cronicidade da infec¢io (DA GLORIA SOUSA et al., 2011).

Nesse contexto, estratégias adjuvantes que envolvem modulagdo da resposta imune tém
sido investigadas. O IMQ, agonista dos receptores Toll-like 7, demonstrou potencial para
restaurar a ativagdo imunoldgica local, favorecendo a resposta do tipo Thl e contribuindo para
a regressdo das lesdes quando utilizado como terapia complementar a antifungica sistémica
(BELDA et al., 2023; DE SOUSA et al., 2014; LOGAN et al., 2023).

De modo geral, as terapias convencionais para CBM estdo associadas a tratamentos
prolongados, o que pode favorecer o desenvolvimento de resisténcia quando ndo conduzidas de

forma adequada. Além disso, o uso sistémico por longos periodos aumenta o risco de efeitos
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adversos, como hepatotoxicidade e reagdes gastrointestinais, o que pode comprometer a adesao
ao tratamento. Ha também o elevado custo terapéutico em determinadas regides endémicas, o
que representa um desafio adicional para o manejo da doenca (SANTOS et al., 2021). Além
disso, as caracteristicas estruturais das lesdes, como hiperqueratose acentuada e fibrose, podem
dificultar a penetracdo adequada de agentes terapéuticos, comprometendo a eficicia das
abordagens topicas convencionais (QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

Atualmente ndo ha tratamento topico estabelecido ou aprovado para a CBM. As terapias
convencionais baseiam-se exclusivamente na administracdo sistémica prolongada, o que
implica riscos de toxicidade hepatica, interagdes medicamentosas e baixa adesdo ao tratamento.
Essa lacuna terapéutica refor¢a a necessidade de desenvolver sistemas farmacéuticos de
administracdo topica capazes de promover a concentragdo local dos ativos, com menor
exposi¢ao sistémica.

3.2.4 Cloridrato de Terbinafina

A TBF ¢ um antifingico pertencente a classe das alilaminas, amplamente utilizado no
tratamento de dermatomicoses, onicomicoses e infecgdes cutaneas causadas por dermatofitos,
leveduras e alguns fungos filamentosos (QUEIROZ-TELLES et al., 2017). No contexto da
CBM, a TBF ¢ empregada principalmente por via oral, isoladamente ou em associagdo com
itraconazol, especialmente em casos de lesdes extensas ou refratarias (PASSERO et al., 2021;
SANTOS et al., 2021).

Seu potencial terapéutico esta relacionado ao mecanismo fungicida direto, que ocorre por
meio da inibi¢do da enzima esqualeno epoxidase, etapa inicial da biossintese do ergosterol,
componente essencial da membrana fungica. A inibi¢do dessa via promove o acumulo
intracelular de esqualeno, substancia toxica para o fungo, levando a desorganizacdo da
membrana celular e & morte fungica (HALAT; YOUNES; RAHAL, 2022; RYDER, 1992).

Embora eficaz, o tratamento sist€émico da CBM com TBF pode exigir longos periodos
terapéuticos, frequentemente superiores a 6 meses, podendo chegar a 12 meses, com risco de
recidiva apds suspensdo da medicacdo (QUEIROZ-TELLES et al., 2017; PASSERO et al.,
2021). Além disso, o uso prolongado pode estar associado a efeitos adversos hepaticos e
interagdes medicamentosas, refor¢ando o interesse em estratégias topicas que promovam maior
concentracdo local e menor exposi¢ao sistémica.

A TBF possui formula molecular C2:H2sN-HCI e peso molecular de 327,90 g/mol (Figura
5). O grupamento amina fornece a molécula carater basico e apresenta pKa 7,1. Além disso,

apresenta log P aproximado de 5,5, caracteristica que evidencia sua natureza altamente
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lipofilica e justifica sua elevada afinidade por tecidos queratinizados (SACHDEVA et al.,
2010).

(PHS H CH3
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Figura 5. Formula estrutural do cloridrato de terbinafina. Fonte: Kanakapura; Penmatsa, 2016.

Seu ponto de fusdo situa-se entre 203—-205 °C. A molécula apresenta baixa solubilidade
em agua (0,73 pg/mL), sendo mais solivel em solventes organicos como etanol e metanol, o
que impde desafios para o desenvolvimento de formulagdes hidrofilicas (KANAKAPURA;
PENMATSA, 2016; KHAN et al., 2014; KUMINEK et al., 2013).

A elevada lipofilicidade favorece sua penetracdo em camadas ricas em lipidios, como o
EC, porém, pode limitar sua difusio homogénea em sistemas aquosos € comprometer sua
biodisponibilidade quando incorporada em veiculos convencionais (TUNCAY TANRIVERDI
et al., 2015). A TBF apresenta alta ligacdo a proteinas plasmaticas (> 99%) e extensa
metabolizacdo hepatica, sendo eliminada predominantemente na forma de metabolitos
(PASSERO et al.,2021; TUNCAY TANRIVERDI et al., 2015). Essas caracteristicas reforgam

a importancia de estratégias que priorizem reten¢do cutanea e minimizem absor¢ao sistémica.

3.2.5 Imiquimode

O IMQ ¢ um imunomodulador sintético pertencente a classe das imidazoquinolinas,
utilizado principalmente no tratamento de verrugas genitais, carcinoma basocelular superficial
e ceratose actinica (SCHON; SCHON, 2007)

Seu uso na CBM surgiu a partir de evidéncias que demonstraram que a doenga esta
associada a falhas na ativacdo da resposta imune celular, especialmente na via Thl (DA
GLORIA SOUSA et al.,, 2011). Estudos demonstraram que a aplicacio topica de IMQ pode
restaurar a ativacdo imune local, favorecendo regressdo das lesdes quando utilizado como
terapia adjuvante a antifungica convencional (BELDA; CRIADO; PASSERO, 2020; DA
GLORIA SOUSA et al., 2011; DE SOUSA et al., 2014; LOGAN et al., 2023).
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O mecanismo de a¢do do IMQ baseia-se na ativacao dos receptores Toll-like 7 (TLR-7),
desencadeando uma cascata de sinalizacdo intracelular que promove a producdo de citocinas,
como interferon-o, interferon-y e IL-12. A secrecdo dessas citocinas favorece o
desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Th1, com ativacao de linfocitos T, macrofagos
e células de Langerhans (ALGAHTANI et al., 2020; SCHON; SCHON, 2007). Diferentemente
da TBF, o IMQ nao possui atividade antifiingica direta, mas atua modulando o microambiente
imunolégico da lesao.

O IMQ apresenta formula molecular C14H16N4 € peso molecular de 240,30 g/mol (Figura
6). Possui carater basico fraco, com pKa em torno de 7,3, e log P aproximado de 2,7-3,0,

indicando natureza lipofilica moderada (TELO et al., 2017).
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Figura 6. Formula estrutural do imiquimode. Fonte: Argenziano et al., 2019.

E praticamente insoluvel em agua (18 pug/mL), apresentando maior solubilidade em
solventes organicos, caracteristica que limita sua biodisponibilidade tépica quando formulado
em sistemas convencionais (ALVAREZ-FIGUEROA et al., 2020; KIM et al., 2023).
Comercialmente, ¢ disponibilizado em formulagao creme a 5%, cuja eficacia depende do tempo
de contato com a pele e da permeacdo adequada pelo EC. Sua liberagdo cutanea depende
fortemente da composi¢do do veiculo e sistemas poliméricos estruturados podem promover
liberagdo sustentada e maior reten¢do dérmica quando comparados as formulacdes tradicionais
(KIM et al., 2023).

Farmacocineticamente, a absor¢ao sistémica ap6s aplicagao topica € baixa (< 1%), sendo
que a maior parte ¢ metabolizada localmente ou eliminada via renal (SCHON; SCHON, 2007),

o que reforca sua seguranga para uso dermatolégico.
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3.2.6 Associacdo do Imiquimode e do Cloridrato de Terbinafina

A escolha da TBF e do IMQ neste trabalho fundamenta-se na complementaridade de seus
mecanismos de a¢do frente a fisiopatologia da CBM. A doenga caracteriza-se por infec¢ao
fungica cronica associada a persisténcia do patdogeno no tecido e a disfun¢do da resposta imune
celular do hospedeiro (DA GLORIA SOUSA et al., 2011; PASSERO et al., 2021). Assim,
estratégias terapéuticas que atuem exclusivamente sobre o fungo podem nao ser suficientes para
promover erradica¢do completa da infeccao, particularmente em lesdes de longa evolugao.

A TBF exerce agdo antifiingica direta por meio da inibicdo da enzima esqualeno
epoxidase, etapa essencial da biossintese do ergosterol, promovendo acumulo intracelular de
esqualeno e desorganizagdo da membrana celular fungica (KHAN et al., 2014). Trata-se de
farmaco amplamente utilizado na pratica clinica para o tratamento da CBM isoladamente ou
em associagdo com outros antifingicos, sobretudo em casos extensos ou refratarios (SANTOS
etal.,2021). Entretanto, mesmo diante da redugdo da carga flingica, a persisténcia de estruturas
muriformes viaveis pode ocorrer quando a resposta imune local permanece inadequada
(SIQUEIRA et al., 2017).

O IMQ, por sua vez, ndo possui atividade antifungica direta. Sua relevancia terapéutica
reside na capacidade de modular a resposta imune por meio da ativacdo dos receptores Toll-
like 7, desencadeando sinalizagdo dependente de MyD88 e promovendo produgdo de citocinas
associadas a polarizagdo Thl, como interferon-a, interferon-y e IL-12 (HANNA; ABADI;
ABBAS, 2016; SCHON; SCHON, 2007). Diante disso, a restauracio da ativacdo imune local
pode favorecer regressdo das lesdes quando o IMQ ¢ utilizado como terapia adjuvante ao
tratamento antifingico convencional (DE SOUSA et al., 2014; LOGAN et al., 2023).

Nesse contexto, a atuacdo antifingica direta pode reduzir o estimulo antigénico
persistente, enquanto a ativacdo imunologica promovida pelo IMQ pode favorecer a eliminacao
de estruturas residuais e contribuir para a redugdo de recidivas (DA GLORIA SOUSA et al.,
2011; PASSERO et al., 2021).

3.3 FILMES COMO SISTEMAS DE LIBERACAO

Apesar da eficacia antifungica da TBF e do potencial imunomodulador do IMQ,
caracteristicas fisico-quimicas como baixa solubilidade aquosa, elevada lipofilicidade e
dependéncia do veiculo podem limitar a biodisponibilidade topica desses farmacos quando
incorporados em formulagdes convencionais (KHAN et al., 2014; TELO et al., 2017). Além

disso, no contexto da CBM, as alteragdes estruturais das lesdes, como hiperqueratose, fibrose e
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irregularidade superficial, podem comprometer a retencdo e a distribui¢do homogénea de
sistemas semissolidos tradicionais, como cremes e pomadas (QUEIROZ-TELLES et al., 2017,
SANTOS et al., 2021).

Essa condi¢do justifica a busca por sistemas de liberagdo capazes de promover maior
tempo de contato com o tecido, controle da taxa de liberagdo e melhor retengdo local do
farmaco. Entre essas estratégias, os filmes poliméricos bioadesivos destacam-se como
alternativa promissora para administragdo topica de ativos com caracteristicas lipofilicas
(TOLENTINO et al., 2024).

Os filmes sdo sistemas farmacéuticos constituidos por uma matriz polimérica capaz de
incorporar o farmaco de forma dispersa ou solubilizada e, apds aplicagdo, formar uma pelicula
continua sobre a superficie bioldgica. Essa matriz atua como reservatorio externo, promovendo
liberacdo controlada do ativo por mecanismos predominantemente difusionais e, em sistemas
hidrofilicos, também por intumescimento e relaxamento da rede polimérica (DONNELLY et
al.,2006; RAMINENTI et al., 2013; TOLENTINO et al., 2024; TUNCAY TANRIVERDI et al.,
2015).

A adesdo desses sistemas a superficie bioldgica ocorre por meio de interagdes fisico-
quimicas entre o polimero e o tecido. Embora o conceito de mucoadesdo esteja tradicionalmente
relacionado a mucosas, os principios de bioadesdo também se aplicam a superficie cutanea,
especialmente quando ha presenga de umidade residual ou exsudato na lesdo. A bioadesdo pode
ocorrer por liga¢des i0nicas, ligagdes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas ou for¢as de van
der Waals, dependendo da natureza do polimero e do substrato biologico (SMART, 2005;
KHUTORYANSKIY, 2011).

De maneira geral, o processo de bioadesdo ocorre em duas etapas principais: uma fase
inicial de contato, em que ha aproximagdo intima entre o filme e o tecido, e uma fase de
consolida¢do, em que as interagdes fisico-quimicas se estabilizam, promovendo adesdo
prolongada. O equilibrio adequado de hidratagao ¢ fundamental nesse processo, uma vez que
hidratagdo insuficiente pode comprometer a interpenetragao das cadeias poliméricas, enquanto
hidratacdo excessiva pode levar a formacdo de superficie escorregadia e reducdo da forga
adesiva (GUPTA, 2020; SMART, 2005).

Além da bioadesdo, o desempenho de um filme como sistema de liberacdo depende de
propriedades estruturais da matriz polimérica. O grau de intumescimento influencia a difusdo
do farmaco no interior da rede polimérica, enquanto parametros como espessura, resisténcia

mecanica, flexibilidade e transparéncia determinam a aplicabilidade clinica do sistema.
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Plastificantes sdo frequentemente utilizados para modular propriedades mecanicas, reduzindo
fragilidade e aumentando elasticidade, aspectos relevantes para aplicagdo em areas anatomicas
moveis (AMARAL et al., 2024; YOSHIDA; OLIVEIRA JUNIOR; FRANCO, 2008).

Outra vantagem relevante dos filmes ¢ a possibilidade de incorporagdo simultanea de
multiplos firmacos em uma Unica matriz, permitindo estratégias combinadas de liberagdo. A
matriz polimérica pode atuar como meio dispersante para farmacos lipofilicos, promovendo
distribuicdo homogénea no sistema (AMARAL et al., 2024; DONNELLY et al., 2006;
RAMINENI et al., 2013). Essa caracteristica ¢ particularmente importante quando se considera
a associacao entre TBF e IMQ, cujas propriedades fisico-quimicas demandam um ambiente
controlado para a manutencao da estabilidade e da eficécia.

Dessa forma, os filmes poliméricos bioadesivos configuram-se como sistemas de
liberacdo tecnologicamente adequados para administracdo cutdnea de farmacos destinados ao
tratamento da CBM, uma vez que permitem integrar reten¢do local, controle de liberagdo e
adaptagdo as caracteristicas estruturais das lesdes, contribuindo potencialmente para otimizagao
da resposta terapéutica.

Evidencia-se, na literatura, uma lacuna significativa no que se refere ao desenvolvimento
de filmes poliméricos voltados especificamente ao tratamento da cromoblastomicose. Até o
momento, ndo foram identificadas abordagens que integrem, em um Unico sistema, a associagao
entre um agente antifiingico e um modulador da resposta imune, o que pode ser promissor diante
da complexidade fisiopatologica dessa micose subcutanea. Dessa forma, a proposta do presente
trabalho configura-se como uma alternativa inovadora ao explorar a interagdo complementar
entre esses dois mecanismos terapéuticos em um sistema de liberagdo topica baseado em filme

polimérico.

3.3.1 Quitosana

A quitosana ¢ um polimero natural amplamente estudado na preparacdo de filmes
bioadesivos e sistemas de liberagdao controlada de farmacos (TOLENTINO et al., 2024,
YOSHIDA; OLIVEIRA JUNIOR; FRANCO, 2008). Trata-se de um polissacarideo cationico
obtido a partir da N-desacetilagdo parcial da quitina, substancia estrutural presente no
exoesqueleto de crusticeos, insetos e na parede celular de fungos (Figura 7). Sua estrutura ¢
composta por unidades repetidas de D-glicosamina e N-acetil-D-glicosamina, ligadas por
ligacdes P-(1—4), sendo o grau de desacetilagdo um dos principais determinantes de suas

propriedades fisico-quimicas e tecnoldgicas (AYCAN; YAYLA; AYDIN, 2020).
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Figura 7. Formula estrutural da quitosana. Fonte: Aycan; Yayla; Aydin, 2020.

O carater cationico da quitosana decorre da presenga de grupos amina livres (-NHz), que
se encontram protonados em meio acido. Essa caracteristica confere ao polimero solubilidade
em solugdes levemente acidas e elevada capacidade de interagdo eletrostatica com superficies
bioldgicas carregadas negativamente, como proteinas do EC e mucinas. Além disso, a presenga
de grupos hidroxila e amina favorece a formacao de ligagdes de hidrogénio, contribuindo para
a formacdo de redes poliméricas estdveis, fundamentais para a obtencdo de filmes com
integridade estrutural adequada (ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009; ARANAZ et al.,
2009).

A quitosana apresenta biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade,
caracteristicas que a tornam interessante para aplicagdes farmacéuticas topicas (ARANAZ et
al., 2009; PATEL; PRAJAPATI; PATEL, 2007). Suas propriedades formadoras de filme sao
amplamente exploradas no desenvolvimento de matrizes poliméricas capazes de carrear
farmacos e promover liberagcdo sustentada. O mecanismo de liberacdo geralmente estd
associado a difusdo do ativo através da matriz hidratada e ao intumescimento progressivo do
polimero, fendmenos que influenciam diretamente o perfil cinético do sistema.

Outro aspecto relevante ¢ o potencial da quitosana em aumentar a permeacao cutanea.
Estudos indicam que o polimero pode modificar temporariamente a organizacdo da barreira
epitelial e favorecer a difusdo de moléculas incorporadas a matriz (ANDREWS; LAVERTY;
JONES, 2009; PATEL; PRAJAPATI; PATEL, 2007). Essa propriedade assume especial
importancia em condi¢des patoldgicas caracterizadas por hiperqueratose e alteracdes estruturais
da pele, como ocorre nas lesdes tipicas da CBM, nas quais a penetragdo de farmacos representa
um desafio terapéutico significativo.

Apesar das inumeras vantagens, filmes produzidos exclusivamente com quitosana
podem apresentar limitagdes mecanicas, como baixa resisténcia a tracao e fragilidade estrutural
apos secagem (AYCAN; YAYLA; AYDIN, 2020). Dessa forma, a associagdo com outros
polimeros e plastificantes ¢ necessaria, visando melhorar propriedades como flexibilidade,

resisténcia mecanica e estabilidade dimensional (KANATT et al., 2012). Essa estratégia ¢



23

fundamental para garantir que o filme apresente adequada adesividade cutanea, conforto ao
paciente e integridade estrutural durante todo o periodo de aplicagao.

Além das caracteristicas bioadesivas e formadoras de filme, as propriedades da
quitosana podem ser moduladas por meio do controle do grau de desacetilagdo, do peso
molecular e da composi¢do da blenda polimérica. Esses parametros influenciam diretamente a
hidratagdo do sistema, o comportamento de intumescimento e a cinética de liberagdo dos
farmacos incorporados, aspectos determinantes para o desempenho terapéutico do filme
desenvolvido (ARANAZ et al., 2009; KANATT et al., 2012).

Considerando que o tratamento topico da CBM exige tanto a adequada solubilizacio
dos farmacos na matriz quanto a superacdo da barreira imposta pelo EC, a associagdo da
quitosana com agentes promotores de permeagdo constitui uma estratégia racional. Nesse
sentido, acidos graxos insaturados, como o 4cido oleico, tém sido amplamente descritos como
promotores de permeagio e agentes solubilizantes em formula¢des dermatologicas (PETROVA
etal.,2023; PESCINA et al., 2018; TELO et al., 2017) podendo potencializar a difusdo do IMQ

e da TBF a partir do filme polimérico até as camadas mais profundas da pele acometida.

3.3.2 Acido Oleico

O 4cido oleico (acido cis-9-octadecenoico) ¢ um acido graxo monoinsaturado de cadeia
longa, contendo 18 atomos de carbono e uma dupla ligagdo em configuragdo cis na posi¢ao 9
(Figura 8). Essa insatura¢do confere a molécula uma conformag¢do estrutural “dobrada”,
responsavel por sua capacidade de desorganizar arranjos lipidicos altamente organizados, como

aqueles presentes no EC (TELO et al., 2017).
O

CHs XA OH

Figura 8. Formula estrutural do acido oleico. Fonte: Tel6 et al., 2017.

O 4cido oleico apresenta carater lipofilico e elevada afinidade por firmacos pouco
soltveis em agua, favorecendo sua solubiliza¢do em sistemas poliméricos. Essa propriedade ¢

particularmente relevante para moléculas como a TBF e o IMQ, que apresentam baixa
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solubilidade aquosa e perfil predominantemente lipofilico (PETROVA et al., 2023; PESCINA
etal.,2018).

A incorporagdo do acido oleico pode atuar como microambiente lipidico na matriz do
filme, contribuindo para a manutengdo do farmaco em estado solubilizado ou molecularmente
disperso (KIM et al., 2023). Além da funcdo solubilizante, o acido oleico € reconhecido como
um dos promotores de permeacao cutdnea mais eficazes descritos na literatura. Seu mecanismo
de acdo envolve a insercdo da cadeia lipidica nas lamelas intercelulares do EC, promovendo
desorganizacdo tempordria da matriz lipidica composta principalmente por ceramidas,
colesterol e acidos graxos livres. Essa perturbagdo aumenta a fluidez lipidica e cria dominios
de descontinuidade que favorecem a difusao de moléculas lipofilicas através da via intercelular
(KIM et al., 2023; GHEZZI et al., 2021; PESCINA et al., 2018; TELO et al., 2017).

Outro aspecto importante refere-se a interagdo do 4cido oleico com sistemas
poliméricos. Em matrizes a base de quitosana, a presenga de um componente lipofilico pode
modificar propriedades mecanicas, grau de intumescimento e perfil de liberagao, atuando como
plastificante secundario e modulador da difusdo do farmaco. A propor¢do empregada influencia
diretamente a organizagdo da rede polimérica e, consequentemente, o comportamento de
liberacao do sistema (AYCAN; YAYLA; AYDIN, 2020; GHEZZI et al., 2021; PESCINA et
al., 2018).

No contexto da CBM, em que as lesdes apresentam alteracdes estruturais como
hiperqueratose e fibrose dérmica, a simples aplicacdo de farmacos topicos convencionais pode
ndo ser suficiente para garantir adequada penetragao no tecido infectado. Assim, a inclusdo de
um promotor de permeag¢do como o acido oleico representa uma estratégia racional para
aumentar o fluxo cutdneo dos farmacos e potencializar sua disponibilidade local (DE SOUSA
et al.,2014; BELDA et al., 2023; GHEZZI et al., 2021; TELO et al., 2017).

Dessa forma, o uso do 4cido oleico na formulagdo dos filmes bioadesivos ndo se limita
a funcdo de excipiente, mas integra uma estratégia direcionada a melhoria simultanea da
solubilizagdo e da permeagdo cutanea dos farmacos incorporados. Essa abordagem contribui
para a constru¢do de um sistema de liberagcdo mais eficiente, capaz de superar parcialmente as
barreiras impostas pela fisiopatologia da doenga e pela propria estrutura da pele.

Embora os antifingicos sist€émicos, como a TBF, representem a base terapéutica atual,
sua utilizacdo estd associada a longos periodos de administra¢do e a potenciais efeitos adversos.
Por outro lado, o IMQ surge como uma estratégia complementar ao atuar na modulagdo da

resposta imune local, favorecendo o controle da infec¢cdo. Nesse contexto, a associacdo de um
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antifungico de acdo direta e um imunomodulador, incorporados em um sistema farmacéutico
capaz de promover maior tempo de residéncia, liberagdo controlada e potencial aumento da
permeacdo cutanea, apresenta-se como uma abordagem racional e cientificamente
fundamentada (BELDA et al., 2023).

Assim, o desenvolvimento de filmes bioadesivos a base de quitosana, associados a
agentes promotores da permeagdo, como o acido oleico, configura-se como uma alternativa
promissora para superar as limitagdes terapéuticas atuais e contribuir para uma estratégia topica

mais segura e eficaz no tratamento da CBM.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL
4.1.1 Reagentes e Insumos

O cloridrato de terbinafina (> 99,0%), o imiquimode (> 99,0%), o acido férmico e o
acido oleico foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). A acetonitrila e o
metanol de grau HPLC foram obtidos da J.T. Baker (Phillipsburg, PA, EUA). O
dimetilsulfoxido foi adquirido da Dindmica Quimica Contemporanea Ltda. (Sdo Paulo, Brasil).

Para a preparacgdo dos tampdes, foram utilizados fosfato de sodio dibasico e fosfato de
sodio monobasico, fornecidos pela Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Acido cloridrico (HCI),
hidroxido de sodio (NaOH), acido acético glacial ¢ Tween®80 foram obtidos da Dinidmica
Quimica Contemporanea Ltda. (Sdo Paulo, Brasil). O acetato de sddio foi adquirido da Sigma-
Aldrich (Steinheim, Alemanha).

Para o preparo dos filmes, foram utilizados 4alcool polivinilico (PVA, 87-90%
hidrolisado), quitosana de médio peso molecular (PM = 19-310 kDa, grau de desacetilagao 75-
85%), Poloxamer®400 e acido oleico, todos provenientes da Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha). A glicerina foi adquirida da ACS Cientifica (Sumar¢, Brasil) e o propilenoglicol
da Dindmica Quimica Contemporanea Ltda. (Sdo Paulo, Brasil). Para o ensaio de
bioadesividade, utilizou-se mucina da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Filtros de 0,45
um, hidrofébicos e hidrofilicos, foram adquiridos de Analitica (Sao Paulo, Brasil). A membrana
hidrofilica de acetato de celulose utilizada nos ensaios de libera¢do (Dialysis Tubing, MWCO
12.000-14.000, Fisherbrand) foi obtida da Fisher Scientific (Reino Unido). A técnica de tape-
stripping foi realizada com fita adesiva Scotch® 845 Book Tape (3M, St. Paul, EUA).

A agua utilizada em todas as andlises e preparo de formulacdo era ultrapura, obtida por

meio de um sistema Millipore (Illkirch-Graffenstaden, Franga).

4.1.2 Pele
4.1.2.1 Obtengdo da Pele de Suinos

As orelhas dos suinos foram adquiridas no abatedouro Suino Bom Alimentos (Ceilandia
- DF, Brasil), imediatamente apos o abate dos animais e antes do processo de escalda, sendo
transportadas ao laboratdrio sob refrigeracdo. A pele inteira foi removida da regido externa da
orelha com auxilio de bisturi. Em seguida, os fragmentos de pele foram cuidadosamente

separados das camadas adiposa e muscular, com o auxilio de tesoura. Apds esse procedimento,



27

os fragmentos de pele foram limpos e os pelos da superficie foram aparados com auxilio de
tesoura. Foram cortados discos de pele com area aproximada de 2 cm? e armazenados sob
refrigeragdo (-4 °C) para utilizagdo no prazo maximo de 1 més apos a coleta.

Antes dos experimentos de permeagdo cutanea, as amostras de pele foram
descongeladas a temperatura ambiente e submetidas a reidratagdo em tampao fosfato (pH 7,4)

por 15 minutos antes do uso.
4.1.2.2 Separagdo das Camadas da Pele

Foi realizada a técnica de tape stripping para separagdo do EC da PR. Para isso,
fragmentos de pele com 4rea de 2 cm? foram fixados em suporte de isopor, com o estrato corneo
voltado para cima. Em seguida, foram aplicados e retirados, sucessivamente, 15 pedagos de fita
adesiva para a remocdo do EC. Apoés essa etapa, a pele remanescente (PR) foi cortada em
pequenos pedagos com auxilio de tesoura.

Posteriormente, as diferentes camadas da pele foram acondicionadas em frascos de
vidro individuais e protegidas da luz. Em seguida, foram adicionados 5 mL de metanol a cada
frasco para extra¢do dos fairmacos. Os frascos foram mantidos sob agitagdo magnética a 500
rpm durante a noite (overnight) e, posteriormente, filtrados por membranas de 0,45 pm para

analise (Figura 9).

Pele suina -
EC P 4 Y
— _\\ Tape .- - : .’
: stripping - -
B diferencial = A ="
N ife PR A
v

camns®?®

Extracido com metanol Extratos de pele

24 horas

Figura 9. Esquema representativo do procedimento de separagdo das camadas da pele. O EC foi removido por
tape stripping, enquanto a PR foi fragmentada em pequenos pedagos. Ambas as fra¢cdes foram posteriormente
submetidas a extragdo para quantificagdo. EC — Estrato corneo; PR — pele remanescente. Fonte: Autoria propria.

42 PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE PARA O DESENVOLVIMENTO DO
METODO ANALITICO

Solugdes estoques de IMQ e TBF foram preparadas na concentracao de 100 pg/mL, pela
pesagem de 5 mg do padrdo analitico de cada fArmaco, seguida de sua dissolu¢do em 50 mL de

metanol. As solu¢des nas demais concentragdes foram obtidas por meio da dilui¢do adequada
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da solugdo estoque em metanol. Todas as amostras foram acondicionadas em frascos ambar e

armazenadas sob refrigerag@o até o momento da utilizagao.

4.3 DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO

O desenvolvimento do método analitico foi conduzido com o objetivo de estabelecer
condi¢des cromatograficas adequadas para a determinacdo de IMQ e TBF. Inicialmente, os
espectros de absorcao na regido do ultravioleta/visivel (UV/Vis) dos farmacos foram obtidos
individualmente a partir de suas respectivas solu¢des estoque, utilizando-se de um
espectrofotometro UV Shimadzu UV-1800 (Shimadzu, Kyoto, Japao). Com base nos espectros
obtidos, foram selecionados os comprimentos de onda correspondentes aos maximos de
absorcao, empregados na detec¢cdo cromatografica.

As andlises foram realizadas em sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), modelo Shimadzu LC-20AD, composto por duas bombas (modelo LC-20AT), um
injetor automatico (modelo SIL-20AD) e um forno de coluna (modelo CTO-20AS), acoplados
aum detector espectrofotométrico DAD (modelo SPD-M20A) e a um detector de fluorescéncia
(modelo RF-20A), controlados pelo software Shimadzu LC. A fase estacionaria utilizada foi
uma coluna de fase reversa C8 (LiChrospher® RP-Select B, 125 mm x 4,0 mm, 5 pm, Sigma-
Aldrich, Steinheim, Alemanha).

Durante o desenvolvimento, diferentes condi¢des analiticas foram avaliadas, como a
composi¢do e a vazdo da fase mdvel e a temperatura da coluna de separagdo. A selecdo das
condi¢des mais adequadas baseou-se no desempenho cromatografico dos analitos,
considerando pardmetros como o fator de cauda e o nimero de pratos tedricos, determinados
pelo software do equipamento.

Os testes iniciais foram realizados com solugdes padrao de IMQ e TBF em metanol (100
pug/mL). As condi¢des cromatograficas selecionadas também foram avaliadas na presenca de
possiveis interferentes provenientes dos estratos da pele, obtidos conforme descrito no item
2.3.2, a fim de verificar a seletividade do método. As condi¢des otimizadas foram
posteriormente empregadas nos ensaios de validagdo analitica e na quantificacdo das amostras

experimentais.

4.3.1 Condicdes Cromatograficas

Ap0s a etapa de desenvolvimento, definiu-se um método cromatografico com eluigao
isocratica, utilizando uma fase movel composta por dgua contendo 0,1% (v/v) de &cido formico

e metanol contendo 0,1% (v/v) de 4cido formico, na propor¢ao 60:40 (v/v). A vazio foi ajustada
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para 0,8 mL/minuto e o volume de injecdo de cada amostra foi de 5 pL. A temperatura do forno
da coluna foi mantida em 40 °C durante as anélises. A detecc¢ao foi realizada tanto por absor¢ao
no UV, a 244 nm, quanto por fluorescéncia, com comprimentos de onda de excitagdo e emissao
de 236 nm e 340 nm, respectivamente. Entretanto, a quantifica¢do foi realizada por detec¢ao
por fluorescéncia, em razao de sua maior sensibilidade em comparagdo a detec¢ao por absor¢ao

Uv.

4.3.2 Validaciao do Método Analitico

O método foi validado em conformidade com as diretrizes estabelecidas pela
International Council for Harmonisation (ICH), conforme ICH Q2(R2) (ICH, 2023), e pela
RDC N° 166, de 24 de julho de 2017, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
2017). Foram avaliados os pardmetros de seletividade, considerando possiveis interferentes
bioldgicos e produtos de degradacdo dos farmacos, bem como a linearidade, o limite de

detecgdo (LD), o limite de quantificacdo (LQ), a precisdo e a exatidao.
4.3.2.1 Seletividade

Solugdes padrao de IMQ e TBF nas concentragdes de 0,5 pg/mL e 1,0 pg/mL,
respectivamente, foram analisadas isoladamente (branco) e na presenga dos possiveis
interferentes do método. Os interferentes avaliados incluiram extratos provenientes da pele
(obtidos conforme descrito na Se¢do 4.2), tampao acetato de sédio pH 4,0 e o branco do filme
(formulacdo sem adi¢do de fArmacos, preparadas conforme sera descrito a seguir no item 4.8.1).
O objetivo desse ensaio foi verificar a auséncia de interferéncia no tempo de retengdo e na area
dos picos cromatograficos de IMQ e TBF, garantindo que os componentes da matriz bioldgica,
do meio receptor e da formulagdo ndo coeluissem nem comprometessem a quantificagdo dos
analitos. Todos os ensaios foram realizados em sextuplicata (n = 6).

Os dados quantitativos, expressos como area do pico e tempo de retengdo, foram
apresentados como média + desvio padrdo do sinal obtido das seis réplicas. Diferencas
estatisticamente significativas entre os conjuntos de dados foram avaliadas por meio de analise
de variancia (ANOVA), seguida do teste de comparagdes multiplas de Tukey, com nivel de

significancia de p < 0,05.

4.3.2.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada por meio da constru¢do de curvas analiticas,

preparadas em triplicata para cada nivel de concentragdo, a partir das solu¢des estoque de IMQ
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e TBF em metanol (100 pg/mL). A partir dessas solugdes, foram preparadas trés curvas de
calibragdo nas seguintes faixas de concentracdo: 0,01; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 0,8 e 1,0 pg/mL para
IMQ e 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5 e 2,0 pg/mL para TBF.

A regressao linear foi realizada a partir do grafico da concentracdo versus a area de pico
cromatografico, obtendo-se a equagdo do tipo y = ax + b, em que (a) corresponde ao coeficiente
angular e (b) ao coeficiente linear. A linearidade foi avaliada pelo coeficiente de correlagao

linear (r), adotando-se como critério minimo aceitavel o valor de 0,99 (ANVISA, 2017).

4.3.2.3 Limites de Deteccao e Quantificacao

O limite de detec¢ao (LD) ¢ a menor concentragdo de analito em uma amostra que pode
ser detectada, embora ndo necessariamente quantificada. O limite de quantificacdo (LQ) ¢
definido como a menor concentragdo de analito que pode ser quantificada com precisdao
(ANVISA, 2017). Os valores teoricos de LD e LQ para IMQ e TBF a serem detectadas e

quantificadas foram calculados de acordo com as Equagdes (1) e (2):

LD=33x2 1

_;xS ()
o

LQ=10x ¢ 2)

Onde o corresponde ao desvio padrao dos valores de intercepcao do eixo Y obtidos a partir das

curvas analiticas, e o S representa o coeficiente angular da curva de calibragao.

4.3.2.4 Precisio

A precisdo do método foi determinada pela repetibilidade instrumental (precisdo intra-
dia) e pela precisdo intermediaria do equipamento (precisdo inter-dia). A repetibilidade foi
determinada com amostras em trés concentracgdes distintas para cada analito. Para o IMQ, foram
preparadas as seguintes concentragdes: 0,05, 0,5 e 1,0 pg/mL. Para a TBF, foram preparadas as
seguintes concentragdes: 0,25, 1,0 e 2,0 ug/mL. O ensaio foi realizado em triplicata.

A precisdo intermedidria foi avaliada em dois dias diferentes (inter-dia), no mesmo
equipamento, por analistas diferentes, nas mesmas concentracdes que a repetibilidade. Os
resultados de precisdo foram expressos como coeficientes de variagdo (CV), calculados de

acordo com a Equagdo (3):

CV (%) = (ﬁ) x100 3)
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Onde CV corresponde ao coeficiente de variag¢do; ¢ ¢ o desvio padrao da média dos resultados

obtidos; e média ¢ a média das medidas em triplicata para cada concentracdo analisada.
4.3.2.5 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada em termos de porcentagem de recuperagdo de
quantidades conhecidas de IMQ e TBF a partir de amostras bioldgicas (EC e PR). Para isso, a
técnica de fape stripping, descrita no item 4.2, foi utilizada para separag¢do das camadas da pele.
Volumes conhecidos das solugdes estoque dos farmacos (100 pg/mL) foram adicionados a cada
frasco contendo as camadas da pele previamente separadas, em volume suficiente para atingir
as seguintes concentragdes apos ressuspensdo: IMQ (0,1; 0,5 e 1,0 pg/mL) e TBF (0,5; 1,0 e
2,0 ng/mL). Ap6s a evaporacdo completa do solvente, foram adicionados 5 mL de metanol a
cada frasco, que foram entdo submetidos a agitagdo magnética (500 rpm) durante a noite para
garantir a extracdo dos farmacos. Apos a etapa de extragdo, o conteudo de cada frasco foi
filtrado por membranas de 0,45 pm e analisado segundo o método analitico proposto por
CLAE-FL. As andlises foram realizadas em triplicata para cada camada da pele e para cada
nivel de concentracdo. A recuperagdo foi determinada pela razdo entre a concentragdo

mensurada e a concentracdo tedrica dos farmacos, conforme a Equagao (4).

Concentragdo mensurada

4)

Recuperacio (%) = ( )xlOO

Concentracao Teobrica

4.4 SOLUBILIDADE DO IMQ E DA TBF

A solubilidade do IMQ e TBF foi determinada nos seguintes sistemas solventes: tampao
fosfato pH 7,4 contendo 1%, 2,5 % e 5% de Tween®80; tampao fosfato pH 6,0 contendo 1%,
2,5% e 5% de Tween®80; tampao fosfato pH 5,5; tampdo fosfato pH 5,5 contendo 1%, 2,5% e
5 % de Tween®80; tampdo acetato de sodio pH 4,0; e tampdo acetato de sodio pH 4,0 contendo
1%, 2,5% e com 5% de Tween®80. A escolha dos sistemas solventes testados foi realizada
considerando o elevado log P dos farmacos, parametro que expressa quantitativamente a
lipofilicidade (log P = 2,6 para o IMQ e log P = 5,5 para TBF) (JAMSHAID H. et al., 2022;
SACHDEVA et al., 2010).

Para a determinagao da solubilidade, 1 mL de cada sistema solvente foi transferido para
frascos ambar com tampa. Em seguida, adicionou-se quantidade excessiva de cada farmaco a
cada sistema solvente, quantidade suficiente para formar corpo de fundo. Cada sistema foi

mantido sob agitagdo constante por 15 minutos. As amostras permaneceram sob agitagao orbital
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a 700 rpm, a temperatura ambiente, por 48 horas, para atingir o equilibrio de solubilidade. Apos
esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 20 minutos. As aliquotas do
sobrenadante foram entdo diluidas, filtradas por membranas de 0,45 pm e analisadas pelo
método cromatografico. O ensaio foi realizado em triplicata para cada sistema solvente avaliado

e cada farmaco.
4.5 ESTABILIDADE DE IMQ E TBF NOS SOLVENTES

A estabilidade analitica do IMQ e da TBF foi avaliada por meio de determinagdes
quantitativas em dois sistemas distintos armazenados sob duas condigdes: a temperatura
ambiente (25 °C) e sob refrigeracdo (4 °C). A estabilidade de curta duracdo (24 h) foi
investigada utilizando tampao acetato de sodio pH 4,0, enquanto a estabilidade de longa
duracdo (30 dias) foi avaliada em metanol. As andlises foram realizadas seguindo o método
validado pela CLAE-FL, em triplicata, no tempo inicial e ap6s 3, 6, 12 e 24 h do preparo das
solugdes. A estabilidade foi expressa como a porcentagem de IMQ e de TBF remanescentes em
cada intervalo de tempo, em relacdo a concentragdo inicialmente determinada.

4.6 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE ENTRE OS FARMACOS E EXCIPIENTES DO
FILME

4.6.1 Preparo das amostras

Para o estudo de compatibilidade, foram realizadas analises individuais de cada
componente da formulagdo (IMQ, TBF, quitosana, PVA, glicerina e 4acido oleico) e de misturas
fisicas bindrias entre os farmacos e cada excipiente. Além disso, foram analisados os filmes
prontos, conforme descrito na Tabela 1. O estudo foi realizado por meio da andlise

termogravimétrica (TGA) e da calorimetria de varredura diferencial (DSC) das amostras.
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Tabela 1. Composi¢do das misturas fisicas de IMQ, TBF e dos demais componentes dos filmes para a realizagdo
do estudo de compatibilidade. IMQ — imiquimode; TBF — cloridrato de terbinafina; F-C17 — filme contendo
imiquimode e cloridrato de terbinafina com 1% de 4cido oleico; F-C18 — filme contendo imiquimode e cloridrato
de terbinafina com 2% de acido oleico.

MISTURAS ’ COMPOSICAO (% p/p)
IMQ TBF ACIDOOLEICO GLICERINA  QUITOSANA PVA
Ml 50 50 - - - -
M2 50 - 50 - - -
M3 50 - - 50 - -
M4 50 - - - 50 -
M5 50 - - - - 50
M6 - 50 50 - - -
M7 - 50 - 50 - -
M8 - 50 - - 50 -
M9 - 50 - - - 50
M10 25 25 12,5 12,5 12,5 12,5
Filme (F-C17) X X X X X X
Filme (F-C18) X X X X X X

4.6.2 Analise termogravimétrica (TGA)

As andlises térmicas diferenciais (DTA) e termogravimétricas (TGA) foram realizadas em
um DTG-60H (Shimadzu®, Téquio, Japdo). Foram pesados 3 mg de cada amostra, que foram
acondicionados em panelas de platina e submetidos a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min,
sob atmosfera de nitrogénio com vazao de 50 mL/min, em um intervalo de temperatura de 30 a

500 °C. Todas as medi¢des foram realizadas com o auxilio do software TA-60 da Shimadzu®.

4.6.3 Calorimetria de varredura diferencial (DSC)

As andlises de calorimetria de varredura diferencial (DSC) foram realizadas em um
equipamento  DSC-60 (Shimadzu®, Toquio, Japdo). 3 mg de cada amostra foram
acondicionados em panelas de aluminio e submetidos a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min,
sob atmosfera de nitrogénio com vazao de 50 mL/min, em um intervalo de temperatura de 25 a

400 °C. Todas as medi¢des térmicas foram realizadas com o software TA-60 da Shimadzu®.

4.6.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As andlises de FTIR foram conduzidas em um espectrometro Varian 640 FTIR (Agilent
Technologies, Estados Unidos). Os espectros foram registrados na faixa espectral de 4000 a 600

cm™!, com resolucdo de 4 cm™.
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4.6.5 Estudo de modelagem molecular para avaliacdo de interacio entre IMQ e TBF

Inicialmente, foram determinadas as formas predominantes de ocorréncia do IMQ e de
TBF em condigdes fisiologicas (pH = 7,4 e T = 310,15 K). Para essa etapa, utilizou-se o
software Marvin Sketch (CSIZMADIA, 1999) para prever os estados de protonacdo mais
provaveis nas condi¢des estabelecidas. As espécies com maior populacdo relativa foram
selecionadas e submetidas & otimizagdo geométrica com o método GFN2-xTB
(BANNWARTH; EHLERT; GRIMME, 2019; BANNWARTH et al., 2021).

Posteriormente, foram realizadas simula¢des de metadinamica (LAIO; PARRINELLO,
2002) no ensemble NVT, com controle de temperatura a 310,15 K por meio do termostato de
Nosé—Hoover (EVANS; HOLIAN, 1985; HOOVER, 1985; NOSE, 1984;). A simulagdo foi
conduzida em uma janela temporal de 2,5 ps, dividida em 5.000 passos, com incremento de 0,5
fs. O modelo de solvatacido adotado foi esférico, com raio de 12,5 A, contendo uma molécula
de IMQ, uma de TBF e 200 moléculas de agua. O objetivo das simulacdes foi avaliar a
possibilidade de interag¢do entre os farmacos no equilibrio, bem como suas interagdes com as
moléculas do solvente. O sistema foi considerado eletricamente neutro, com multiplicidade de
spin singleto.

O método GFN2-xTB foi empregado nas etapas de otimizacdo e dinamica molecular,
por apresentar desempenho adequado na reproducdo de geometrias e tendéncias energéticas
comparaveis as obtidas por calculos baseados na Teoria do Funcional da Densidade (DFT), com
menor custo computacional (BANNWARTH; EHLERT; GRIMME, 2019). Todos os célculos
foram realizados no software ORCA, versao 6 (NEESE, 2025).

4.7 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DOS FILMES CONTENDO IMQ E
TBF

4.7.1 Obtencio dos filmes

Os filmes poliméricos foram preparados a partir de dispersdes aquosas utilizando a
técnica de evaporagdo de solvente (casting). A etapa inicial de desenvolvimento consistiu na
avaliacdo da influéncia da concentracdo de quitosana nas propriedades dos filmes. Foram
preparadas formula¢des contendo 0,5% e 1,0% de quitosana (F-Al e F-A2), mantendo-se a
concentragdo de PVA fixa em 3%.

A quitosana foi solubilizada em solug@o aquosa de acido acético a 1%, sob agitacdo
magnética continua por 24 horas, a temperatura ambiente. O PVA foi solubilizado
separadamente em agua purificada, sob agitagdo por 24 horas, até a completa dissolugdo. Apds

a solubilizacdo, ambas as solu¢des foram centrifugadas a 4000 rpm por 25 minutos para
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remocao de particulas ndo dissolvidas. A solugdo de PVA foi adicionada lentamente a solug¢ao
de quitosana sob agitacdo magnética (500 rpm). Concomitantemente, foi adicionado o
plastificante correspondente a dispersdo sob agitagdo, mantendo-se o aquecimento a 40 °C por
20 minutos para homogeneiza¢do. Os farmacos previamente solubilizados no sistema
selecionado foram incorporados a matriz sob agitacdo a 500 rpm, a 40 °C, por 20 minutos. A
massa final foi ajustada com agua purificada até 24 g. A dispersao foi mantida em repouso por
30 minutos para eliminagdo de bolhas de ar. Apos esse periodo, foi vertido 1,81 g da solugao
do filme em placas de Petri de 12 pocos com 3,85 cm de didmetro. A secagem foi realizada em
estufa a 40 °C por 24 horas, até¢ a completa evaporacdo do solvente e formagdo de filmes
continuos. Apos a secagem, os filmes foram cuidadosamente desmoldados e submetidos a
avaliacdo inicial macroscopica. Posteriormente, armazenados em dessecador até as analises

subsequentes (Figura 10).

—
== Adicionar a solugdo 3
s . == a dispersao dos
= 0 ™ farmacos em acido
- Q - oleico.
Pr solucdo di - [+
q..,'m;"’;;'.“l'v'{'l'.f. éci‘:l? :cé:ico Adicionar o PVA e a glicerina a
1% e manter sob agitagio por solugdo de quitosana e manter
24h (Sol. I). sob agita¢do por 20 min (Sol. 3). = >
\V \ . ;
# \-@ # Aquecer ambas as 0 e
G solugées a 40 °C, sob " -
——— agitacdo constante S
» (500 rpm) por 20
= - * o minutos. Aquecer a 40 °C sob : -
~ Centrifugar cada agitacdo constante
) solucdo a 4.000 rpm e (500 rpm) por 20
- por 25 min. : min.
. Solubilizar o IMQ e a
P;s@;f:;{&ﬂﬂ:g‘mﬁ* TBF em acido oleico. —
sob agitagdo por 24h
(Sol. 2).

— l
Completar para 24 g com

agua purificada,
. J 1 homogeneizar e deixar em

repouso por 30 min.
—

¢

Secar a 40 °C por 24 h. ou Distribuir 1,81 g da solucdo em

Filmes até formar um filme flexivel placas de 3,85 cm de diametro. -

Figura 10. Esquema representativo do preparo dos filmes poliméricos contendo IMQ e TBF. Fonte: Autoria
propria.

4.7.1.1 Avaliagdo dos plastificantes

A partir da base polimérica, foram avaliados diferentes plastificantes: glicerina, PEG®400

e sorbitol nas concentracdes de 2% e 3% (m/m), conforme apresentado na Tabela 2,
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empregando o mesmo procedimento geral. A formulacdo contendo glicerina a 3% (m/m),

denominada F-B4, foi selecionada como matriz base para a etapa subsequente.

Tabela 2. Proporc¢do dos constituintes utilizados na triagem de plastificantes na composicao da matriz
polimérica dos filmes (Etapa B).

Filme Quitosana (%) PVA(%) PEG400(%)  Glicerina (%)  Sorbitol (%)

F-B1 0,5 3 2 - -
F-B2 0,5 3 3 - -
F-B3 0,5 3 - 2 -
F-B4 0,5 3 - 3 -
F-BS 0,5 3 - - 2
F-B6 0,5 3 - - 3

4.7.1.2 Estratégias de incorporagao dos farmacos

Considerando a baixa solubilidade aquosa do IMQ e da TBF, foram avaliadas diferentes
estratégias de solubiliza¢do visando garantir a incorporagdo homogénea dos farmacos no filme
previamente selecionado. Foram avaliadas diferentes estratégias de incorporacao de farmacos,
conforme descrito no Quadro 1. As estratégias incluiram incorporag¢do direta, sistemas de
cosolvéncia, solventes aquosos 4cidos, sistemas coloidais e lipidicos. Apds a secagem, as
formulagdes foram avaliadas macroscopicamente quanto a presenca de precipitados,
homogeneidade da matriz, continuidade estrutural e integridade mecénica. Dentre as estratégias
testadas, as formulagdes contendo acido oleico nas concentragoes de 1% (F-C17) e 2% (F-C18)
(m/m) apresentaram melhor desempenho quanto a incorporagao dos farmacos, com auséncia de
precipitacdo visivel e manutencdo da integridade estrutural, sendo selecionadas para as etapas

subsequentes de caracterizacao fisico-quimica.
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Quadro 1. Estratégias de incorporagao e solubilizagdo dos firmacos na matriz polimérica previamente selecionada

(Etapa C). Os filmes foram preparados a partir da formulagdo base, variando-se a estratégia de incorporagdo e os

agentes de solubilizagdo, com posterior avaliagdo macroscopica da integridade da matriz e da presenga de
recipitados apos a secagem.

Estratégia de Teor de
incorporacio Filme Agente(s) de solubilizacio farmaco Avaliacao macroscépica
dos farmacos (%)
0,25
Incorporacio 0,5 Presenca de precipitado
dirrr) tac F-C1 Base do filme 1,0 em todas as
© 2,0 concentragdes
5,0
F-C2 Etanol (30%) 1 Presenga de precipitado
Etanol:agua pH 2,5 (70:30, v/v) / 0,5 .
F-C3 poloxamer (1%) 10 Presenca de precipitado
Etanol de s6d o2
tanol:tampao acetato de sodio -
F-C4 0,1M pH 4,0 (70:30, v/v) 0,5 Presenca de precipitado
1,0
.10/ Aci L . 0,5 o
F-C5 Etanol: 1% &cido acético (80:20, Presenga de precipitado
v/v) 1,0
: 29% 4cido acético (80: 0,5 N
F-C6 Etanol: 2% 4cido acético (80:20, Presenga de precipitado
v/v) 1,0
Cosolvéncia i i 9%): 0,5 .
F-C7 Propilenoglicol 53 %): poloxamer Presenga de precipitado
(1%) 1,0
0,5
] 1 V) .
F-C8 Prop 1lenoghc(zllg5)m ): poloxamer 1,0 Presenca de precipitado
0
2,0
1,0 .
F-C9 PEG 400 (2%): poloxamer (1%) 20 Presenga de precipitado
1,0 .
F-C10 PEG 400 (3%): poloxamer (1%) 20 Presenga de precipitado
0,5 .
F-C11 Poloxamer L0 Presenga de precipitado
. : 0,5 .
F-C12 Solug¢do de 4cido acético 1% Presenga de precipitado
Solvente 1,0
aquoso acido ) ) 0,5 o
F-C13 Solugdo de acido acético 2% 10 Presenca de precipitado
Slst§ma F-C14 Nanoemulsio 1.0 Perda de 1{1t§gr1dade
coloidal mecanica
0.5 . .
F-C15 Nanoparticula lipidica Perda de n t@grldade
1,0 mecénica
. 0,5 i i
_ F-Cl6 Acido oleico (33%) Perda de integridade
Sistema 1,0 mecanica
lipofilico 1,0
r 5 0, & 1
F-C17 Acido oleico (1%) 2,0 At 2%, auséncia de
precipitado
5,0
r 5 0, & 1
F-C18 Acido oleico (2%) 1,0 At 2%, auséneia de
precipitado
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4.7.2 Caracteriza¢ao dos filmes

Os filmes desenvolvidos foram avaliados quanto as suas caracteristicas macroscopicas.
Posteriormente, procederam-se as determinacdes de peso, espessura, pH, teor, grau de
intumescimento, propriedades mecanicas, bioadesividade e morfologia, conforme as

metodologias descritas a seguir.

4.7.2.1 Avaliagdo das caracteristicas macroscopicas

A avalia¢dao macroscopica foi realizada por inspe¢ao visual direta, em superficie plana e sob
iluminacdo adequada, com o objetivo de analisar a integridade estrutural e a qualidade
superficial dos filmes apds a secagem. Foram considerados os seguintes parametros:
continuidade (auséncia de rupturas, fissuras, bolhas ou fraturas ap6s a secagem),
homogeneidade (uniformidade visual da matriz polimérica, caracterizada pela auséncia de
particulas insoliveis, agregados, zonas opacas ou variagdes de colora¢do), manuseabilidade
(possibilidade de manipulacdo e desmoldagem sem ruptura) e flexibilidade (capacidade de
dobramento sem fratura imediata ou formacao de fissuras visiveis). A classificagdo foi realizada
de forma semiquantitativa, conforme uma escala previamente definida: excelente (+++), bom
(++) ou insatisfatorio (+), de acordo com metodologia descrita na literatura, com adaptagdes

(AMARAL et al., 2024; TOLENTINO et al., 2024).

4.7.2.2 Peso e espessura

Para a determinagao do peso, os filmes foram desmoldados e pesados individualmente
em uma balanca analitica (AUY220, Shimadzu, Kyoto, Japao). Para cada formulagdo, foram
analisadas trés unidades (n = 3) e os resultados foram apresentados como média = desvio padrao
(ARAFA et al., 2018). A espessura foi avaliada por meio de medi¢des realizadas em 10 pontos
distintos de cada filme, utilizando um paquimetro digital (Mitutoyo, Japao). Os valores também

foram expressos como média + desvio padrao (AMARAL et al., 2024; ARAFA et al., 2018).

4.7.2.3 Determinagdo do pH

A determinag¢do do pH foi realizada com um potenciometro previamente calibrado
(MPA-210, MS-Tecnopon, Sao Paulo, Brasil). As amostras dos filmes foram dispersas em agua
purificada, em volume previamente definido, e mantidas sob agitacdo magnética até a completa
desintegracdao da matriz polimérica (ARAFA et al., 2018). As determinagdes foram realizadas

em triplicata (n = 3), e os resultados foram expressos como média + desvio padrao.
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4.7.2.4 Determinacao do teor de IMQ e TBF

A determinagao do teor de IMQ e de TBF nos filmes poliméricos foi realizada por meio
da extrag@o dos fArmacos da matriz polimérica. Inicialmente, os filmes foram fragmentados em
pequenos pedagos e transferidos para um baldo volumétrico de 100 mL. Em seguida, foram
adicionados 20 mL de solucdo de acido acético ajustada ao pH 2,5, mantendo-se o sistema sob
agitagdo magnética (300 rpm) por 12 horas (overnight), com o objetivo de promover a completa
solubilizagdo da matriz polimérica. Posteriormente, foram adicionados 50 mL de metanol, e a
dispersao foi mantida sob agitacdo por mais 24 horas. Apds esse periodo, a barra magnética foi
removida e o volume foi completado para 100 mL com metanol.

A solugdo foi centrifugada a 4000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi
cuidadosamente coletado, filtrado em membrana de 0,45 pm e submetido a analise por CLAE-

FL, conforme método previamente validado.

4.7.2.5 QGrau de intumescimento

Para esse teste foi utilizado um sinker espiral (mola), conforme ilustrado na Figura 11,
no qual foi inserido o filme (3,85 cm?). O sinker e o filme foram pesados separadamente em
balanga analitica antes do inicio do ensaio, a fim de determinar o peso inicial. O sinker contendo
o filme foi imerso em um béquer com 50 mL de 4gua purificada, mantido a temperatura
ambiente. Em intervalos de tempo previamente estabelecidos (1, 2, 3, 4 e 5 minutos), o sinker
contendo o filme foi retirado com auxilio de pinga, e o excesso de liquido superficial foi
removido suavemente com papel absorvente e, posteriormente, repesado. Durante o ensaio, a
integridade estrutural dos filmes foi monitorada visualmente, registrando-se a ocorréncia de
fragmentacdo ou desprendimento de particulas no meio de imersdo. O procedimento foi
realizado em triplicata (n = 3) para cada filme (BASKAR; SAMPATH KUMAR, 2009). O
ensaio foi repetido nas mesmas condigdes, utilizando tampao acetato de sodio 0,1 mol L' (pH
4,0) como meio de imersdo. O percentual de intumescimento (1i%) foi calculado de acordo com

a Equacao (5).

(Peso final — Peso inicial) (5)
li% =
% (Peso inicial) x 100
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Figura 11. Representacdo do ensaio de intumescimento dos filmes. Fonte: Autoria propria.

4.7.2.6 Propriedades mecanicas

As analises foram realizadas utilizando um texturometro (TA-XT Plus, Stable Micro
Systems, Reino Unido), equipado com célula de carga de 5 kg e garras do tipo cunha (Tensile
Grips, Ref: TRT1/TG). As garras movem-se horizontalmente para a fixacdo da amostra antes
do ensaio e verticalmente para a aplica¢do da forca de tragdo, como representado na Figura 12.

Os filmes, com area de 3,85 cm? foram fixados adequadamente em cada uma das
extremidades do aparato, utilizando-se 5 mm de filme em cada garra, resultando em uma
distancia inicial entre garras (lo) de aproximadamente 12 mm. Durante o ensaio, uma das garras
permaneceu fixa a base do equipamento, enquanto a outra foi acoplada ao bragco movel
responsavel pela aplicagdo da forga. A velocidade de tragdo foi definida em 2 mm-s™', com forga
inicial de 0,049 N. As amostras foram submetidas a tracao até a ruptura ou ao limite maximo
de deformagdo do equipamento (VECCHI et al., 2021).

Os parametros analisados foram a for¢a maxima (N) e o alongamento maximo (%),
obtidos diretamente do software do equipamento (Tensile strength/Extensibility/Elongation —
Tensile Grips, Ref: TRT1/TG). O ensaio foi realizado em triplicata (n = 3), e os resultados

foram expressos como média + desvio padrao da for¢a necessaria para romper cada filme.
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Direc¢do de aplica¢io
da for¢a (g)

Garra mével

quitosana

Filme de
quitosana Filme de . .
<] <= Regiio de rompimento

a Grampo de apoio

bl Garra fixa

Figura 12. Esquema representativo do teste de propriedade mecanica realizado em texturometro (Stable Micro
Systems TA-XT Plus) com os filmes de quitosana. Fonte: Autoria propria.

4.7.2.7 Avaliagdo da bioadesividade

A bioadesividade dos filmes foi avaliada por meio do ensaio de for¢ca de destacamento,
utilizando discos de mucina como modelo (EOUANI et al., 2001; THIRAWONG et al., 2007;
COSTA et al.,2023). Embora os filmes ndo sejam destinados a aplicagdo em mucosas, a mucina
foi empregada como substrato biologico simplificado para investigar a capacidade de adesao
do sistema polimérico em condigdes de superficie hidratada, visando simular parcialmente o
microambiente presente em lesdes cutdneas de CBM. Para o ensaio, foram preparados discos
de mucina de 9 mm de diametro, obtidos a partir de 250 mg de mucina, moldados com a adi¢ao
de 75 pL de uma solugdo de mucina a 8% (m/v) em dgua destilada. As analises foram realizadas
em um analisador de textura (TA-XT2, Stable Micro Systems, Reino Unido), operando no modo
de compressao.

Os discos de mucina foram fixados a extremidade de uma sonda cilindrica de 10 mm de
didmetro e, posteriormente, hidratados por imersdo em solu¢do de mucina a 8% (m/v) por 30 s.
Apos a hidratacdo, o excesso de liquido superficial foi cuidadosamente removido (COSTA et
al., 2023). Os filmes foram previamente umectados com agua destilada por 60 s, antes do ensaio
e, em seguida, fixados a um suporte de acrilico posicionado na base do equipamento. A sonda
contendo o disco de mucina foi deslocada verticalmente até entrar em contato com a superficie
do filme, aplicando-se for¢a de compressao de 0,2 N durante 60 s (Figura 13).

Apds o periodo de contato, a sonda foi retirada a uma velocidade constante de 0,5

mm-s~', e a forca maxima necessaria para a separa¢do do disco de mucina do filme foi registrada



42

automaticamente pelo software Texture Exponent Lite (EOUANI et al., 2001; THIRAWONG
et al., 2007). O ensaio foi realizado em triplicata para cada formulacao, e os resultados foram
expressos como média + desvio padrao, sendo a forca maxima de destacamento (N) considerada

o parametro representativo da bioadesividade dos filmes.

Disco de
mucina

Filme de
quitosana

Disco de
mucina

Filme de
quitosana

Figura 13. Representacdo do ensaio de bioadesividade. Modulo do texturdmetro TA-XT2 (Stable Micro Systems),
no momento de deslocamento do disco de mucina ¢ no contato entre o disco de mucina e o filme. Fonte: Autoria
propria.

4.7.2.8 Morfologia

A morfologia superficial dos filmes foi avaliada por microscopia eletronica de varredura
(MEV) utilizando microscopio JSM-7000F (JEOL, Japao). Para a anélise, cada filme contendo
os farmacos ou ndo (branco) foi previamente fixado em suportes metalicos (stubs) com fita
condutora de carbono, posicionados nas orientacdes superficiais e transversais. Em seguida, as

amostras foram metalizadas com ouro € analisadas em diferentes aumentos.

4.8 ESTUDO DE ESTABILIDADE

O estudo de estabilidade dos filmes foi conduzido com amostras em triplicata (n = 3) para
cada formulagdo, acondicionadas em sachés de aluminio e armazenadas sob duas condigdes: a
temperatura ambiente (25 °C) e sob refrigeragdo (4 °C). O estudo teve como finalidade avaliar
0 peso, a espessura e as caracteristicas macroscopicas dos filmes contendo IMQ e TBF. As
avaliagOes foram realizadas nos tempos previamente estabelecidos: 0, 7 e 14 e 30 dias. Ao final
de cada periodo, as amostras eram retiradas da embalagem, fotografadas e analisadas conforme

os procedimentos especificos descritos para cada parametro.
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4.9 ESTUDOS IN VITRO DE LIBERACAO DE IMQ E TBF A PARTIR DOS FILMES

O perfil de liberacao in vitro do IMQ e TBF a partir dos filmes desenvolvidos foi avaliado
utilizando o sistema de difusdo vertical Phoenix™ DB-6 (Teledyne Hanson). Esse equipamento
acopla células de difusdo vertical do tipo Franz (Figura 14) a médulos de aquecimento e

agita¢do controlados (Figura 15).

Compartimento
doador

Compartimento
doador

Compartimento
receptor

Agitador

Figura 14. C¢lula de difusao e seus componentes. Fonte: Autoria propria.

O ensaio foi conduzido empregando membrana sintética de celulose (dialysis tubing
celulose membrane, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) posicionada entre o compartimento
doador e receptor da célula de Franz. O compartimento receptor foi preenchido com 15 mL de
tampao acetato de sodio pH 4,0, previamente equilibrado a 37 °C, de modo a garantir a
manuten¢do das condigdes sink. Os filmes F-C17 e F-C18 foram posicionados no
compartimento doador, em contato direto com a membrana, que permanecia voltada para o
meio receptor. Adicionalmente, como controle, foram avaliadas suspensdes aquosas contendo
farmacos livres, submetidas as mesmas condi¢des experimentais. Durante todo o experimento,
a temperatura foi mantida a 37 °C, com agitacdo do meio receptor a 300 rpm, por um periodo

total de 12 horas.
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Figura 15. Sistema de difusao vertical Phoenix DB-6 (Teledyne Hanson). Fonte: Adaptado de Tolentino, 2024.

Amostras da solugdo receptora foram coletadas nos tempos 0,5; 1,0; 1,5; 2; 2,5; 3,0; 3,5;
4;5;6;7;8;9;10; 11 e 12 h. A cada coleta, uma aliquota de 1 mL era retirada do meio receptor
e igual volume do tampao acetato de sddio com pH 4,0 foi imediatamente reposto. As amostras
coletadas foram filtradas em membrana com porosidade de 0,45 pm e analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, com detecc¢do por fluorescéncia, conforme o método
analitico previamente validado. O experimento foi realizado em quintuplicata para cada
formulacao.

O perfil de liberagado foi expresso como porcentagem cumulativa de farmaco liberado em
funcdo do tempo (h), considerando-se a quantidade total inicialmente presente no sistema.

Os dados experimentais de liberacdo foram ajustados a diferentes modelos cinéticos para
elucidar o mecanismo predominante de liberagdo. Foram avaliados os modelos matematicos de
ordem zero (porcentagem cumulativa do firmaco liberado versus tempo), modelo de primeira
ordem (log da porcentagem acumulada do fairmaco restante versus tempo) modelo de Higuchi
(porcentagem acumulada da liberagdo do farmaco versus raiz quadrada do tempo), Hixson
Crowell (esta relacionado com a massa da molécula do farmaco inicialmente e no tempo t além
da area superficial e o volume da molécula do farmaco) e Weibull (log da porcentagem liberada
acumulada versus log do tempo). A escolha do modelo cinético que melhor descreveu a
liberagdo de cada farmaco baseou-se na analise do coeficiente de correlagdo linear (R?), sendo

considerado o mais apropriado aquele que apresentou o valor mais proéximo de 1.
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4.10 ENSAIOS IN VITRO DE PENETRACAO CUTANEA

Os experimentos foram conduzidos em células de difusdo do tipo Franz com érea de
difusdo de 1,6 cm?, acopladas ao sistema Phoenix® DB-6 (Teledyne Hanson Inc., Chatsworth,
CA, USA). As células foram montadas com pele suina posicionada entre os compartimentos
doador e receptor. No compartimento doador, foram inseridas amostras dos filmes F-C17 e F-
Cl18pesos previamente embebidas com 200 puL de 4gua purificada. O compartimento receptor
foi preenchido com 15 mL de tampao acetato de sddio pH 4,0. Para o controle, o compartimento
doador foi preenchido com 1 mL de uma suspensdo aquosa contendo os fAirmacos livres nas
mesmas concentragdes empregadas nos filmes (2% de IMQ e de TBF). O sistema foi mantido
sob agitacdo magnética (300 rpm) a 37 °C e conduzido em quintuplicata para cada amostra.

Ao final do experimento, foi coletada uma aliquota de 1 mL da solugdo receptora para a
determinag¢do do contetido de IMQ e de TBF. Apos a desmontagem das células, cada fragmento
de pele foi cuidadosamente removido, mantido na posi¢do vertical e submetido a lavagem com
agua destilada por 5 segundos, a fim de remover residuos superficiais da formulagdo. Em
seguida, o excesso de liquido foi retirado com papel absorvente, sem exercer pressao excessiva.

As amostras de pele foram colocadas horizontalmente sobre uma superficie plana, com o
EC voltado para cima. Em seguida, o EC foi removido por meio da aplicacdo sucessiva de 15
fitas adesivas. As fitas contendo o EC foram acondicionadas em frascos de vidro ambar. A PR
foi posteriormente fragmentada em pequenos pedacos e acondicionada separadamente em
frascos de vidro ambar.

O processo de extragdo dos farmacos presentes tanto no EC quanto na PR foi conduzido
por 12 horas, sob agitacdo, a temperatura ambiente. Apds esse periodo, as amostras foram
filtradas por membrana de 0,45 um e analisadas por CLAE-FL para a quantificacdo dos
farmacos. Os resultados foram apresentados como a quantidade de IMQ e TBF que penetrou

em cada camada da pele, por cm? de area analisada.

4.11 AVALIACAO DO POTENCIAL IRRITATIVO DOS FILMES

4.11.1 Ensaio in vitro em membrana corio-alantoide de ovos de galinha embrionados
(HET-CAM)
O ensaio em membrana corio-alantoide de ovos embrionados de galinha HET-CAM
(Hens Egg Test - Chorion Allantoic Membrane), foi empregado para avaliagao do potencial

irritativo dos filmes desenvolvidos. Foram utilizados ovos embrionados com 10 dias de
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incubagdo, mantidos a 37,8 £ 1 °C, fornecidos pela Avifran (Planaltina, Brasil) e utilizados no
mesmo dia da coleta (LUEPKE, 1985).

Inicialmente, os ovos foram posicionados com a camara de ar voltada para cima. A casca
foi cuidadosamente removida na regido correspondente a camara de ar, expondo-se a membrana
externa. Em seguida, a membrana da casca foi removida com auxilio de uma pinga, permitindo
a exposi¢do da membrana corio-alantoide. Entdo, sobre essa membrana foram aplicados 300

pL de cada uma das seguintes solugdes:
a. Solucao salina 0,9% (p/v), utilizada como controle negativo;
b. Solucdo de hidroxido de sdédio (NaOH) 1 mol-L™, utilizada como controle positivo;
c. Formulagao polimérica liquida contendo IMQ e TBF, destinada a formacao do filme.

d. Filmes secos contendo IMQ e TBF (F-C17 e F-C18), previamente umedecidos para

permitir contato uniforme com a membrana.

As membranas corio-alantoides foram expostas as respectivas solugdes por 20 segundos

e, em seguida, lavadas com solucdo salina 0,9% e examinadas por 5 minutos (Figura 16).

f
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Figura 16. Representacdo esquematica do ensaio HET-CAM. Fonte: Adaptado de Tolentino, 2024.

Durante esse periodo, foram monitorados os seguintes parametros: hiperemia,
hemorragia e coagulacdo intravascular (trombose) aos tempos de 30, 120 e 300 segundos apos
a aplicacdo. A observacao foi realizada por meio de um microscopio acoplado a uma lupa. O

indice de irritacdo (II) foi calculado conforme a Equacao (6).
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_ (301 - HE) x5 (301 — HP) x 7 (301 - CO) X 9

. 300 300 300

(6)

Em que II = indice de irritabilidade; HE = tempo para a ocorréncia de hemorragia
(segundos); HP = tempo para a ocorréncia de hiperemia (segundos); e CO = tempo para a
ocorréncia de coagulagdo/opacidade (segundos).

A classificagao final dos filmes quanto ao potencial irritante foi realizada conforme os

critérios descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Classificacdo do potencial irritante segundo o indice de irritabilidade.

Indice de irritabilidade Classificacio
0-0,9 Nao irritante (NI)
1-49 Irritante Leve (IL)
5-8,9 Irritante Moderado (IM)
9-21,0 Irritante Severo (IS)

4.12 ANALISE ESTATISTICA

A construcdo dos cromatogramas foi realizada com o uso do programa Origin §. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando software GraphPad Prism 8.0, adotando-se
niveis de significancia de p < 0,05. As diferencgas entre os conjuntos de dados foram avaliadas
por meio de testes de andlise de variancia unidirecional (one-way ANOVA) ou bidirecional
(two-way ANOVA), seguidos da aplicagdo dos testes de comparagdes multiplas de 7ukey ou de
Sidak.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 VALIDACAO DO METODO ANALITICO
5.1.1 Desenvolvimento do método analitico

Para o desenvolvimento e a avaliagdo de desempenho de novas formulagdes, ¢é
necessario utilizar um método analitico adequado para identificar e quantificar os farmacos
(IMQ e TBF) de forma seletiva. Esse método deve ser capaz de separar os farmacos dos
possiveis interferentes presentes na formulacdo, na matriz bioldgica e no meio receptor
utilizado nos estudos de penetragdo cutanea.

Na literatura, existem métodos descritos para a quantificagio do IMQ em matrizes
bioldgicas utilizando CLAE, com detec¢do por UV e por fluorescéncia (DONNELLY et al.,
2006; LAPTEVA et al., 2019). A detec¢ao por fluorescéncia apresenta maior sensibilidade
quando comparada ao UV, sendo uma alternativa vantajosa principalmente para amostras com
baixas concentragoes.

Para a TBF, a maioria dos métodos descritos utiliza detec¢do por UV (SACHDEVA et
al., 2010; THATAIL SAPRA, 2018), havendo poucos relatos sobre o uso de CLAE com
detec¢do por fluorescéncia em fase reversa (BELAL et al., 2017). Além disso, ndo sdo
encontrados trabalhos que descrevam a quantificacdo simultdnea de IMQ e TBF em associagao,
na mesma formulacao, utilizando detec¢ao por fluorescéncia.

O desenvolvimento do método analitico para a quantificagdo simultanea dos farmacos
comecou com a realizagdo de testes em CLAE, com detec¢do por UV. O comprimento de onda
na qual o IMQ apresentou absor¢do maxima da luz UV ocorreu em 244 nm, ja para TBF
absorcao foi de 274 nm, e, portanto, esses foram o comprimento de onda selecionados para a
detec¢do dos farmacos. No entanto, os resultados mostram-se insatisfatorios, uma vez que os
picos cromatograficos ndo atendiam simultaneamente a critérios adequados de resolugdo,
simetria e retengdo, comprometendo a seletividade do método.

Somado a isso, observa-se diferenga significativa na intensidade dos sinais, sendo os
picos de TBF menos intensos que os de IMQ nas mesmas condigdes, dificultando o ajuste
simultaineo das concentragdes. Durante os testes preliminares, observou-se que as
concentragdes inicialmente avaliadas de IMQ possivelmente promoviam a saturagao da coluna,
sugerindo sobrecarga da fase estaciondria e contribuindo para a deformagao dos picos e para a
perda de reprodutibilidade.

Na tentativa de solucionar os problemas identificados na analise por CLAE-UV, opta-
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se pela deteccdo por fluorescéncia. Essa técnica permite a utilizacdo de concentragdes mais
baixas de farmacos, apresenta maior sensibilidade, além de reduzir interferéncias provenientes
da matriz. Assim, a CLAE-FL mostra-se mais adequada para a quantificacdo simultanea de
IMQ e TBF, garantindo melhor desempenho analitico e maior confiabilidade aos estudos de
teor, liberacdo e penetracdo cutanea. Os comprimentos de onda de excitacdo (236 nm) e emissao
(340 nm) foram definidos com base em dados da literatura e posteriormente avaliados nas
condi¢des cromatograficas do presente estudo, tanto para os farmacos isolados quanto em
associacao.

Durante o desenvolvimento do método analitico, foram testadas diferentes composi¢des
de fase movel (metanol, acetonitrila e 4gua), contendo ou ndo aditivos (acido fosfoérico, acido
acético, trietilamina, dcido formico), em vérias propor¢des € modos de elui¢do (isocratico ou
por gradiente de concentracdo). Foram realizados inimeros ensaios com o objetivo de
estabelecer condigdes cromatograficas adequadas para a quantificacdo dos farmacos,
garantindo que os contaminantes da pele e da formulagdo ndo interferissem nas andlises. Os
testes foram conduzidos de forma empirica até a obtencdo de condigdes que permitissem
separagdo eficiente dos dois analitos, com picos bem definidos e livres de sobreposi¢do. Alguns
dos principais ajustes realizados nas condi¢des cromatograficas para obtenc¢do de picos com

adequada resolucdo e auséncia de interferentes encontram-se descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Condi¢des cromatograficas testadas no desenvolvimento do método CLAE com detecgdo UV e
fluorescéncia para quantifica¢do simultanea de IMQ e TBF. IMQ — imiquimode; TBF — cloridrato de terbinafina.

Tempo de Fator de

reten¢ao simetria el Caracteristicas do pico
Coluna Fase Movel (v/v) reng Teoricos P
(minutos) (cauda)
IMQ TBF IMQ TBF IMQ TBF IMQ TBF
Método isocratico
Coluna
Discovery C18 » . Picos Picos
(250 x 4.6, Metanol: agua (85:15) 34 3,7 348 0,84 2411 - sobrepostos  sobrepostos
Sum)
Coluna e
. Metanol: acetonitrila: . .
Discovery CI8 - “40ua pH 4,0 (acido 3.6 41 168 - 1397 632 Do Picos
(250x 4.6, L S sobrepostos  sobrepostos
acético) (55:40:5)
Spum)
Di COI:HaC 18 Metanol: acetonitrila: Pico Pico
Scovery agua pH 4,5 (4cido 12 29 1,56 131 1.661 870 . .
(150 x 4.6, . S adiantado adiantado
fosforico) (80:10:10)
Spum)
Coluna Metanol: dgua pH 4,0
Discovery C18 (4cido fosfbrico) 12 34 167 - 2247 1229 JPico Pico
(150x 4.6, (60:10:30) adiantado adiantado

Spum)
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Coluna
Discovery C18  Acetonitrila: agua pH 3,0 Pico .
(150 x 4.6, (acido acético (5:95) 3,3 6,1 1,45 ) 2561 1.561 adequado Pico largo
Sum)
Coluna Luna Metanol: acetonitrila:
C18 (150 x4.6, agua pH 3,0 (&cido 6,15 - 0,80 - 747 - Pico largo -
3um) acético) (55:40:5)
Coluna
Discovery C18
(250x 4.6, MetanoL: agua pH 3,0 26 ) 3.04 ) i i Pico )
Spum) (acido fosforico) (80:20) ’ ’ adiantado
Pré- coluna
(5pm)
Método gradiente
0-5 Acetonitrila: 4gua pH
Coluna 3.0 (5:95)
Discovery C18 o3 . Pico Pico
Acetonitrila:metanol:agua 10,2 12,7 0,7 0,6 2245 1.537
(250x 4.6, S adequado adequado
Sum) pH 3,0 .(3.5.1(,).55)
20 Acetonitrila:agua pH
3,0 (5:95)
0-5 Acetonitrila:agua
Coluna (5:95)
. 5-15
Discovery C18 . .
(250 x 4.6 Acetonitrila:metanol:agua Pico Pico
Sum) ’ (35:20:45) . 11,2 247 1,6 0,7 2.670 1.248 adequado adequado
Pré- coluna 16-26 A’;cetomtrlla:
(Sum) metanol: agua (25:70:5)
26-31 Acetonitrila:agua
(5-95)
CLAE UV e Fluorescéncia
Coluna
Discovery C18
(250x 4.6, Metanol: dgua pH 3,0 Pico Pico
Sum) (4cido acético) (55:45) 258 545 18 1.2 i 2.329 adiantado adequado
Pré- coluna
(5pm)
Coluna C8
Lichrospher Metanol (acido formico Pico Pico
RP Select B-5 0,1%):4gua (acido 36 11,5 1,2 1,0 4.824 2.573 adequado adequado
125 x 4,0 mm formico 0,1%)
(supelco)

Inicialmente, foram avaliadas condigdes em modo isocratico utilizando colunas C18

com diferentes propor¢des de metanol, acetonitrila e 4gua. Nas primeiras tentativas, observou-

se sobreposicao dos picos de IMQ e TBF, além de fatores de simetria inadequados, indicando

baixa resolu¢do cromatografica. Em algumas condi¢des, o IMQ apresentou elui¢do precoce,

sugerindo reten¢do insuficiente na fase estacionaria, possivelmente relacionada ao seu grau de

ionizac¢do nas condi¢des avaliadas.
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Verificou-se que a utilizacdo de fases moveis em pH acido proporcionou melhor
defini¢do dos picos e melhora na simetria e na reprodutibilidade, uma vez que IMQ e TBF sao
bases fracas e, em meio acido, permanecem predominantemente protonadas, reduzindo
interagdes secundarias com grupos silanol residuais da fase estacionaria (SACHDEVA et al.,
2010; TELO et al., 2017). No entanto, mesmo com ajustes na composicio organica e no pH,
ndo foi possivel obter, simultaneamente, boa resolu¢ao e eficiéncia cromatografica para ambos
os analitos em todas as condi¢des testadas.

A utilizacdo do modo gradiente promoveu uma melhora significativa na separa¢ao, com
picos mais bem definidos, melhores fatores de simetria € um aumento no niimero de pratos
teoricos. Entretanto, observou-se que as concentragdes inicialmente avaliadas de IMQ
possivelmente promoviam sobrecarga da coluna, caracterizada por deformacao e alargamento
do pico, o que comprometeu a reprodutibilidade das analises.

Por fim, foi avaliada a coluna C8 Lichrospher RP Select B-5, associada ao ajuste da fase
moével composta por metanol e agua contendo éacido formico a 0,1%. A redugdo da
hidrofobicidade da fase estaciondria favoreceu um melhor equilibrio entre reten¢ao e eficiéncia
para ambos os farmacos, especialmente para a TBF. Nessa condigdo, observaram-se picos bem
resolvidos, com fatores de simetria proximos de 1,0 e maior eficiéncia cromatografica,
indicando adequada seletividade e reprodutibilidade. Dessa forma, essa condig¢do foi
considerada a mais apropriada para a quantificacdo simultanea dos farmacos.

Considerando a necessidade de maior sensibilidade e de minimizar as interferéncias da
matriz, a detecc¢ao por fluorescéncia foi escolhida para a validagdo do método analitico de IMQ
e TBF, devido a sua maior seletividade e desempenho em comparacao a deteccdo por UV. A
fluorescéncia permite a quantificacdo de concentracdes mais baixas dos analitos e apresenta
menor ruido. Além disso, utiliza comprimentos de onda distintos para a excitagdo e a emissao,
o que aumenta sua especificidade e reduz interferéncias de outros compostos (DONNELLY et
al., 2006). Dessa forma, a fluorescéncia se mostrou a melhor op¢do para a quantificacdo

simultanea dos farmacos, assegurando maior precisdo e confiabilidade dos resultados.
5.1.2 Seletividade

A seletividade de um método analitico ¢ a capacidade de identificar e quantificar os
farmacos, mesmo na presenga de possiveis interferentes presentes na amostra (ANVISA, 2017).
A seletividade do método analitico foi determinada por meio da comparagdo dos
cromatogramas de uma solucao contendo IMQ e TBF, eluidos na presenga e na auséncia dos

contaminantes, em cada camada da pele (EC e PR), dos componentes do filme e do meio
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receptor. A sobreposicdo dos cromatogramas dos interferentes em relacdo aos fairmacos esté

representada na Figura 17.
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Figura 17. Cromatogramas representativos de IMQ e de TBF, comparados aos interferentes isolados do EC, PR,
MR e filme sem farmacos, obtidos seguindo o método estabelecido CLAE-FL. IMQ — imiquimode; TBF —

cloridrato de terbinafina; EC — estrato corneo; PR — pele remanescente ¢ MR — meio receptor. Fonte: Autoria
propria.

Nas condigdes cromatograficas estabelecidas, os possiveis interferentes nao
apresentaram resposta detectdvel no tempo de retengdo dos farmacos, o que indica
confiabilidade tanto do IMQ quanto da TBF em amostras contendo os contaminantes. A area
do pico cromatografico de cada fArmaco em metanol foi avaliada em relagdo as areas obtidas
na presenca dos diferentes interferentes (Figura 18), a fim de identificar se os interferentes
alterariam os picos de cada fdrmaco. Os resultados demonstraram que ndo houve diferenga
significativa (p>0,05) entre as amostras analisadas na auséncia e na presenca de cada

interferente, tanto em relacdo as areas dos picos quanto aos tempos de reten¢do, para ambos os

farmacos.



53

Esses resultados confirmam que o método apresenta adequada seletividade, permitindo

a quantificagcdo confiavel do IMQ e da TBF mesmo na presenga de componentes provenientes

da matriz da pele, meio receptor e do filme.
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Figura 18. Avaliagdo da seletividade dos métodos de quantificagdo para (A) IMQ e (B) TBF, em metanol ¢ na
presenca de possiveis interferentes, expressa como diferenga entre as areas dos picos. Andlise estatistica realizada
por ANOVA (p < 0,001). IMQ — imiquimode; TBF — cloridrato de terbinafina; EC — estrato corneo; PR — pele
remanescente; MR — meio receptor. Fonte: Autoria propria.

5.1.3 Linearidade
A linearidade representa a capacidade do método de obter respostas analiticas

diretamente proporcionais a concentragdo de um analito em uma amostra (ANVISA, 2017). As

curvas analiticas para a quantificacdo de TBF e IMQ estdo representadas na Figura 19.
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Figura 19. Representagdo grafica das curvas analiticas. (A) TBF na faixa de concentragdo de 0,1 a 2,0 pg/mL;
equacgdo da reta: y = 223373x + 1467,8; r>=0,9995 ¢ (B) IMQ na faixa de concentragdo de 0,01 a 1,0 pg/mL;
equacdo da reta: y = 20000000x — 47158; 1>=0,9992. IMQ — imiquimode; TBF — cloridrato de terbinafina. Fonte:
Autoria propria.

Arelagdo entre a area do pico dos farmacos de cada amostra e a respectiva concentragao,
na faixa de 0,01 pg/mL a 1,0 pg/mL para o IMQ e de 0,1 pg/mL a 2,0 pg/mL para a TBF, foi
linear. A equagdo de regressao linear para o IMQ ¢ y = 20000000x — 47158. A equacao obtida
para a TBF foi y = 223373x + 1467,8, em que y representa a area do pico e X, a concentragao
dos farmacos em pg/mL. O coeficiente de correlag@o linear foi de 0,9992 para o IMQ e de
0,9995 para a TBF. Ambos os resultados estdo de acordo com as diretrizes padronizadas tanto
pela ANVISA (2017) quanto pelo ICH (2023).

A érea do pico e os valores de concentragdo foram proporcionais em uma ampla faixa
de concentragdes. O coeficiente angular foi diferente de zero. Os valores dos coeficientes de
correlacdo linear também atendem aos requisitos vigentes para validagdo, que devem ser acima

de 0,99.
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5.1.4 Limites e detec¢cio e quantificacio

O limite de detecgao refere-se a menor concentragdo do analito na amostra que pode ser
detectada; porém, o valor ndo necessariamente pode ser quantificado com exatidao. Ja o limite
de quantificagdo refere-se & menor concentragdo do analito presente em uma amostra que pode
ser analisada com precisdo e exatiddo aceitdveis, considerando as condigdes experimentais
estabelecidas (ANVISA, 2017). A Tabela 5 apresenta os limites de deteccdo e de quantificacao,

respectivamente, calculados para ambos os valores de interesse.

Tabela 5. Valores tedricos dos limites de detec¢do (LD) e de quantificacdo (LQ) do IMQ e do TBF. IMQ —
imiquimode; TBF — cloridrato de terbinafina.

Farmaco LD (ng/mL) LQ (ug/mL)
IMQ 0,01 0,02
TBF 0,05 0,16

Para o IMQ, o limite de detec¢do foi de 0,01 pg/mL, correspondente a menor
concentragdo da curva de calibracdo. O limite de quantificagdo foi de 0,02 pg/mL, valor inferior
a segunda menor concentragdo da curva analitica. Para a TBF, o limite de detec¢do foi de 0,05
pg/mL, valor inferior ao ponto minimo da curva analitica, enquanto o limite de quantificagdo
foi de 0,16 pg/mL, equivalente a menor concentragdo da curva de calibragao.

Os baixos valores de limite de deteccdo e de quantificagdo para ambos os farmacos
demonstram a elevada sensibilidade do método analitico, evidenciando sua capacidade de
quantificar pequenas quantidades de fArmacos retidas no ECe na PR, aspecto fundamental para
estudos de permeacdo cutanea.

Considerando a aplicacdo do filme bioadesivo desenvolvido, contendo 2% de IMQ e
2% de TBF (3000 pg de cada farmaco), o método ¢ capaz de quantificar aproximadamente
0,00033% da dose de IMQ e 0,00167% da dose de TBF que venham a penetrar ou permanecer
retidas nas camadas da pele, refor¢cando sua elevada sensibilidade para estudos de permeagao
cutanea.

Dessa forma, o método desenvolvido mostra-se adequado ao objetivo proposto,
permitindo determinar pequenas quantidades de farmacos nas diferentes camadas da pele apos
os ensaios de permeagdo, bem como quantificar os ativos em outros estudos relacionados ao

desenvolvimento de formula¢des dermatoldgicas contendo IMQ e TBF.
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5.1.5 Precisao

A precisdao de um método analitico ¢ a avaliacdo da proximidade entre os resultados
obtidos em andlises repetidas e independentes realizadas com o mesmo método (ANVISA,
2017; ICH, 2023). A precisdao dos métodos foi expressa em termos de repetibilidade e de
precisdo intermedidria. A repetibilidade ¢ a avaliagdo das amostras produzidas sob as mesmas
condi¢des de operagdo, pelo mesmo analista € com a mesma instrumentagdo, em uma Unica
corrida analitica. Enquanto isso, a precisdo intermediaria ¢ a expressdo da proximidade dos
resultados obtidos por meio da analise da mesma amostra, no mesmo laboratério, em pelo
menos dois dias distintos, realizada por operadores distintos (ANVISA, 2017).

Os resultados de precisdo foram expressos por meio do coeficiente de variagdo,
parametro amplamente empregado para avaliar a dispersdo relativa dos dados experimentais.
Nos ensaios de repetibilidade (Tabela 6), os valores dos coeficientes de variacdo do IMQ nas
diferentes concentragdes avaliadas foram inferiores a 5%, enquanto, para a TBF, os coeficientes
permaneceram inferiores a 2%, evidenciando excelente consisténcia intraensaio. Na avaliacao
da precisdo intermedidria (Tabela 7), os coeficientes de variagdo foram inferiores a 3% para o
IMQ e permaneceram abaixo de 5% para a TBF, atendendo aos critérios de aceitabilidade
estabelecidos pelas diretrizes internacionais para validacdo de métodos analiticos, que
recomendam variagdo inferior a 5% para métodos quantitativos (ICH, 2023; ANVISA, 2017).

Portanto, esses resultados demonstram adequada reprodutibilidade do método, tanto sob
as mesmas condigdes operacionais quanto em condigdes variaveis de andlise (dias, analistas ou
equipamentos), confirmando a confiabilidade para aplicagdo em estudos de permeagdo cutinea

e na quantificagdo de IMQ e TBF nas diferentes camadas da pele.

Tabela 6. Precisdo mensurada pela repetibilidade dos métodos analiticos de IMQ e de TBF. IMQ — imiquimode;
CV — coeficiente de variagdo; TBF — cloridrato de terbinafina.

Repetibilidade
Concentracao Teorica(ng/mL) Concentraciio experimental (ug/mL) CV (%)
IMQ
0,05 0,05+ 0,002 4,48
0,5 0,52 +0,012 2,25
1,0 1,06 + 0,015 1,38
TBF
0,25 0,24 + 0,005 1,94
1,0 1,02 + 0,008 0,79

2,0 2,05+ 0,018 1,38
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Tabela 7. Resultados dos experimentos de precisdo analisados por CLAE-FL para a determinagdo de IMQ e TBF,
com precisdo intermediaria em solugdo padrao. IMQ — imiquimode; TBF — cloridrato de terbinafina; CV —
coeficiente de variagdo; EC - estrato corneo; PR — pele remanescente.

Precisao intermediaria

Analista Concentracgio teorica (ug/mL) Concentraciio experimental (ug/mL) CV (%)

IMQ
Dia 1 (n=9)
0,05 0,05 = 0,00 0,008
1 0,5 0,49+ 0,01 1,93
1,0 1,01 £0,01 0,79
0,05 0,05 = 0,00 0,39
2 0,5 0,5 +0,01 1,99
1,0 1,0 £0,01 0,65
Dia 2 (n=9)
0,05 0,05 + 0,00 1,81
1 0,5 0,49 + 0,01 2,45
1,0 1,03 0,03 2,65
0,05 0,05 = 0,00 1,12
2 0,5 0,49 0,01 2,02
1,0 1,0 £0,02 1,70
TBF
Dia 1 (n=9)
0,25 0,26 = 0,00 1,05
1 1,0 1,04 0,04 436
2,0 2,10 0,04 2,12
0,25 0,25 = 0,00 0,91
2 1,0 1,02 40,01 1,50
2,0 2,10+ 0,07 3,55
Dia 2 (n=9)
0,25 0,26 = 0,00 1,60
1 1,0 0,98 = 0,04 3,98
2,0 2,10 0,04 1,82
0,25 0,26 +0,01 3,39
2 1,0 0,96 + 0,03 2,93
2,0 2,08 £ 0,09 4,14

5.1.6 Exatidao

A exatiddo do método analitico foi avaliada em termos de recuperacdo dos farmacos a

partir das camadas da pele (EC e PR). O ensaio de recuperagdo permite avaliar a capacidade
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extratora do solvente utilizado e padronizar o método de extragdo, garantindo que a quantidade
de farmaco que penetrou nas camadas da pele seja adequadamente recuperada e quantificada.
Considerando que os farmacos podem interagir de maneiras distintas com os componentes da
matriz bioldgica, torna-se essencial verificar a exatiddo do método apos o processo de extragao
dos farmacos (ICH, 2023).

Os resultados de exatidao Tabela 8 demonstraram recuperagdo adequada para ambos os
farmacos nas diferentes matrizes cutineas avaliadas. Para o IMQ, os valores de recuperagao
variaram entre 79,0 +0,4% e 105,1 + 1,5%, enquanto, para a TBF, situaram-se entre 88,5 +2,2%
e 103,5 £0,4%, a depender da concentragdo tedrica e da camada da pele analisada. Além disso,
os coeficientes de variagdo permaneceram inferiores a 5% em todas as matrizes bioldgicas, o
que estd de acordo com os limites estabelecidos pelas diretrizes de validagdo de métodos
analiticos (ICH, 2023). Esse resultado permite a eliminagdo do fator de corre¢do durante os
experimentos de permeac¢do, uma vez que a literatura para estudos de absor¢do cutinea aceita
taxas de recuperagdo do farmaco pela pele acima de 70% (REIS et al., 2018).

Tendo em vista que um dos objetivos desse trabalho ¢ a validagdo de um método a ser
utilizado em estudos voltados ao desenvolvimento de uma nova formulacdo para o tratamento
da CBM, a PR constitui a matriz de maior interesse nos ensaios. Ambos os firmacos apresentam
resultados em termos de recuperagdo acima de 80% na PR, demonstrando a eficiéncia do
método.

Tabela 8. Valores de recuperagao de IMQ e de TBF quantificados nas diferentes camadas da pele, por extragdo

com metanol durante 24 horas. IMQ — imiquimode; TBF — cloridrato de terbinafina. EC — estrato corneo; PR —
pele remanescente.

Concentracio teérica Concentracio experimental

Matriz biologica CV (%) Recuperacio (%)

(ng/mL) (ng/mL)

IMQ
0,1 0,08 £ 0,00 0,54 79,03 + 0,40
EC 0,5 0,43 +0,01 3,56 86,02 + 3,06
1,0 0,93 +£0,02 2,77 84,55 +4,93
0,1 0,09 + 0,00 5,30 91,91 £4,93
PR 0,5 0,53+0,01 1,42 105,11 £1,50
1,0 0,99 + 0,03 3,32 98,52 +£3,28

TBF
0,5 0,51 +0,02 3,19 101,35+3,23
EC 1,0 0,92 +0,03 3,13 91,86 + 2,88
2,0 1,77+ 0,04 2,53 88,49+224
0,5 0,51 +0,00 0,96 104,89 = 3,60
PR 1,0 1,03 £ 0,00 0,36 103,46 + 0,37

2,0 1,88 £ 0,09 4,91 93,90 £4,61
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5.2  SOLUBILIDADE DE IMQ E TBF

A determinacdo da solubilidade do farmaco ¢ fundamental para a condugdo de ensaios in
vitro que envolvem difusdo de moléculas, como os de liberacdo e de permeagdo cutdnea. A
partir desses dados, ¢ possivel verificar se o experimento sera realizado dentro das condi¢des
sink, assegurando que a concentracdo dos fArmacos no meio receptor permaneca inferior a sua
solubilidade, evitando a saturag¢do e garantindo a manuten¢do do gradiente de concentragao
necessario para a difusdo (LIU et al., 2013b). Na Tabela 9 sdo apresentados os valores de

solubilidade obtidos para o IMQ e a TBF nos diferentes meios avaliados.

Tabela 9. Solubilidade de IMQ ¢ TBF em diferentes meios. Resultados apresentados como média + DP; N = 3.
IMQ — imiquimode; TBF — cloridrato de terbinafina.

Meios de solubilizacao Solubilidade IMQ (g/L))  Solubilidade TBF (g/L)
Tampao fosfato pH 7,4 com 1,0% de Tween®80 0,01 £0,00 0,58 £0,07
Tampao fosfato pH 7,4 com 2,5% de Tween®80 0,01 £0,00 0,83 +0,02
Tampao fosfato pH 7,4 com 5,0% de Tween®80 0,02 + 0,00 0,80 £ 0,05
Tampao fosfato pH 6,0 com 1,0% de Tween®80 0,10+ 0,00 4,07+0,17
Tampdo fosfato pH 6,0 com 2,5% de Tween"80 0,19+0,01 8,04 +0,11
Tampao fosfato pH 6,0 com 5,0% de Tween®80 0,15+0,0 7,01 £0,23
Tampao fosfato pH 5,5 0,96 + 0,09 10,26 + 0,47
Tampao fosfato pH 5,5 com 1,0% de Tween®80 0,64 £0,01 13,32+ 0,50
Tampao fosfato pH 5,5 com 2,5% de Tween®80 0,51 £0,01 12,19+ 0,48
Tampao fosfato pH 5,5 com 5,0% de Tween®80 0,55 +0,01 16,20 £ 0,53
Tampao acetato pH 5,5 com 1% de Tween®80 0,93 + 0,05 8,32+ 0,21
Tampao acetato pH 5,5 com 2,5% de Tween®80 1,16 £ 0,06 10,30 + 0,05
Tampao acetato pH 5,5 com 5,0% de Tween®80 0,49 + 0,03 16,52+ 0,16
Tampao acetato pH 4,0 39,67 £ 2,55 11,75 +0,22
Tampao acetato pH 4,0 com 1,0% de Tween®80 14,12 + 1,41 34,54 + 1,58
Tampao acetato pH 4,0 com 2,5% de Tween®80 13,31 £ 0,66 19,34 + 0,09
Tampdo acetato pH 4,0 com 5,0% de Tween™80 2,13 +£0,09 27,69 +£ 0,20

Como o IMQ e a TBF apresentam baixa solubilidade em meio aquoso (GHEZZI et al.,
2021; TELO et al., 2016). Foi avaliada a adigdo do tensoativo Tween®80 ao tampao fosfato e

ao tampao acetato, com objetivo de aumentar a solubilidade dos farmacos no meio receptor.
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Observou-se aumento da solubilidade dos farmacos em pH mais 4cido, especialmente
em tampao acetato pH 4,0, comportamento esperado por tratarem-se de bases fracas, que
apresentam maior solubilidade quando protonadas (SACHDEVA et al., 2010; TELO et al.,
2017). A adi¢do de Tween®80 também influenciou a solubilidade, porém de maneira dependente
do farmaco e do meio. Para a TBF, observou-se, de modo geral, aumento da solubilidade na
presenca do tensoativo. Por outro lado, para o IMQ, especialmente em meios acidos, a adicao
de Tween®80 ndo proporcionou o mesmo efeito e, em alguns casos, promoveu sua redugido em
relacdo ao meio sem tensoativo.

Verificou- se que as concentracdes testadas de tensoativo (1,0, 2,5 e 5,0%) aumentaram
a solubilidade da TBF em tampdo acetato pH 4,0, provavelmente devido a sua maior
lipofilicidade e a incorporacgao no nucleo hidrofébico das micelas formadas, no entanto, para o
IMQ esse efeito foi menos pronunciado, possivelmente porque o fArmaco ja se encontrava na
forma ionizada em meio acido, apresentando maior solubilidade aquosa e menor afinidade pela
fase contendo o tensoativo.

Dessa forma, com base na Tabela 9, optou-se pelo tampao acetato pH 4,0 sem Tween®80,
pois esse meio apresentou a maior solubilidade para o IMQ, que foi o fAirmaco limitante em
meios menos acidos. Além disso, a TBF apresentou solubilidade elevada nesse meio, garantindo
condig¢des de sink para ambos os fdrmacos no volume do receptor utilizado. A escolha do meio
sem tensoativo também reduz potenciais interferéncias do Tween®80 no sistema e simplifica a
realizacdo dos ensaios.

Tendo em vista que, para o ensaio proposto, a massa de farmaco no compartimento doador
da célula ndo excede 3000 pug e o compartimento receptor tem 15 mL, caso todo o fA&rmaco
passasse do compartimento doador para o meio receptor, a concentragdo final seria de 200
pg/mL (0,2 g/L). Caso ocorresse transferéncia total do farmaco, o que seria aproximadamente
10 vezes inferior a solubilidade do farmaco nesse meio. Portanto, as condigdes de sink sao

mantidas no meio selecionado.

5.3 ESTABILIDADE ANALITICA DE IMQ E TBF

A preparagdo e o armazenamento de amostrar sdo etapas fundamentais em analises por
CLAE-FL, técnica altamente sensivel, uma vez que pequenas interferéncias, como produtos de
degradagdo dos proprios analitos, podem ser detectadas e comprometer a andlise. Além disso,
a avaliagdo da estabilidade do IMQ e da TBF nos meios selecionados para o estudo ¢ essencial
para garantir a confiabilidade dos resultados, evitando que a possivel degradagao dos fArmacos

comprometa os resultados obtidos.
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A estabilidade dos farmacos foi avaliada no tampao acetato pH 4,0 por um periodo de 24
horas. Adicionalmente, foi realizada a avaliacio da estabilidade das solugdes estoque
preparadas em metanol, armazenadas em geladeira (= 4 °C) e em temperatura ambiente, ao
longo de 30 dias.

Os dados apresentados na Tabela 10 demonstram a estabilidade dos IMQ e TBF em
tampao de acetato de sddio, pH 4,0, ao longo de 24 horas, periodo correspondente ao tempo
maximo dos ensaios de liberagdo e de penetracdo cutanea. Os valores de teor permanecem
proximos ao tempo inicial, sem variagdes expressivas ao longo do periodo avaliado. A anélise
estatistica ndo evidenciou diferenga significativa entre os tempos avaliados (p > 0,05),
reforgando a estabilidade em tampao acetato pH 4,0 durante o periodo experimental. Dessa
forma, ndo foram observadas evidéncias de degradacdo significativa nas condi¢des avaliadas,
sugerindo que o tampao acetato pH 4,0 ¢ adequado como meio receptor para os ensaios de

liberagdo e penetragdo cutanea.

Tabela 10. Estabilidade da solu¢do de IMQ e TBF em tampao acetato pH 4,0, considerando o tempo inicial por
até 24 horas apo6s o preparo da solugdo. IMQ — imiquimode; TBF — cloridrato de terbinafina.

Teor de IMQ (%)
0 horas 3 horas 6 horas 12 horas 24 horas
90,3 +2,0 91,5+0,3 92,9+0,3 92,2+0,2 91,9+0,2
Teor de TBF (%)
0 horas 3 horas 6 horas 12 horas 24 horas
102,4+0,8 105,0+2,2 1052+ 1,5 1059+24 105,0+ 1,3

As solucdes de IMQ e TBF preparadas em metanol foram avaliadas quanto a estabilidade
por até 30 dias, quando armazenadas sob refrigeracdo (+ 4 °C) e em temperatura ambiente
(Tabela 11). Para a TBF, as amostras mantidas a 4 °C permaneceram estaveis durante todo o
periodo avaliado, ndo apresentando reducdo do teor ao longo dos 30 dias. Em temperatura
ambiente, observou-se diferenca estatisticamente significativa apenas no dia 30 (p < 0,05) em
relacdo ao dia inicial, entretanto, os valores permaneceram préximos de 100%, nado
caracterizando degradacdo relevante.

Em relacdo ao IMQ, as amostras armazenadas a 4 °C apresentaram aumento significativo
do teor a partir do dia 25 (p < 0,05). Em temperatura ambiente, a estabilidade foi mantida até o
dia 10 (p < 0,01), sendo observada elevacdo do teor nos tempos posteriores. Esse aumento,

observado para ambos os fdrmacos em periodos mais prolongados, pode estar relacionado a
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possivel evaporagdo parcial do metanol durante o armazenamento, levando a concentragdo da
solucdo, e ndo necessariamente a degradacdo quimica dos analitos.

De forma geral, ndo foi observada reducdo progressiva dos teores ao longo do periodo
estudado, indicando que as solugdes-estoque mantém estabilidade analitica por até 25 dias sob

refrigeracdo e por periodos mais curtos em temperatura ambiente.

Tabela 11. Estabilidade do IMQ e TBF em amostras armazenadas em geladeira (= 4 °C) e em temperatura
ambiente por até 30 dias apds o preparo em metanol, para avaliar a estabilidade analitica.

Teor de IMQ (%)

Dia 0 Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25 Dia 30
4°C 101,8+1,1 102,7+0,3 101,8+0,9 102,2+4,5 102,9+3,7 108,8£0,3 106,0 +0,5

Temperatura
ambiente

100,8+0,3 101,8+0,8 103,3+0,6 103,1+£0,2 1059+0,1 108,7+0,3 107+0,5

Teor de TBF (%)

Dia 0 Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25 Dia 30

4°C 102,2+0,1 99,2+0,5 102,1+23 103,4+2,5 101,7+3,1 107,8 +3,0 104,1 £0,8

Temperatura

. 99,3+1,1 101,3+0,5 101,4+3,4 101,2+3,2 101,0+4,5 105,8+1,6 107,0+0,9
ambiente

5.4 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE ENTRE OS FARMACOS E EXCIPIENTES DO
FILME

5.4.1 Estudos in silico de dinAmica e reatividade molecular

As analises computacionais foram realizadas no Laboratorio de Dinamica e Reatividade
Molecular (LDRM), do Instituto de Quimica (IQ), da Universidade de Brasilia (UnB), em
colaborag@o com o referido grupo de pesquisa.

Inicialmente, foram determinadas as formas predominantes de ocorréncia do IMQ e
TBF em condicdes fisioldgicas (pH 7,4; T = 310,15 K), utilizando o MarvinSketch para
predicdo de estados de protonacdo e populacdes relativas. Essa etapa ¢ relevante porque a
ionizacdo influencia diretamente as propriedades de parti¢do, solvatacdo e, consequentemente,
a permeacao e a interagdo com matrizes poliméricas.

Observou-se que o IMQ apresenta uma forma majoritaria, com aproximadamente
91,25% da populacdo relativa, indicando um comportamento molecular estdvel nessas
condi¢des. A TBF apresentou distribuicdo menos acentuada, com cerca de 61,23% da espécie

predominante, sugerindo possivel influéncia do meio sobre a forma estrutural (Figura 20).
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91,25% 61,23%

Figura 20. Estruturas moleculares de IMQ (a) e de TBF (b), bem como suas respectivas formas predominantes
em condi¢des fisiologicas (a’ e b’; pH 7,4; 310,15 K). IMQ — imiquimode e TBF — cloridrato de terbinafina. Fonte:
Autoria propria.

Esse resultado indica que ambos os farmacos mantém formas estaveis em pH
fisiologico, ndo sendo observada formacgao relevante de espécies anidnicas ou reativas. Essa
estabilidade ¢ importante para garantir a previsibilidade do comportamento dos ativos apos a
aplicacdo topica em lesdes de CBM.

Também foram avaliados parametros fisico-quimicos preditivos para o IMQ e a TBF,
conforme apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Parametros fisico-quimicos para IMQ e TBF: logaritmo da constante de parti¢do (logKp), logaritmo

do coeficiente de distribui¢io (logD) e 4rea da superficie polar topologica (TPSA, A2). IMQ — imiquimode; TBF
— cloridrato de terbinafina.

Farmaco logKp logD TPSA
IMQ 2,65 2,59 56,73
TBF 5,53 5,20 3,24

Valores elevados de logD e logKp indicam maior lipofilicidade e maior tendéncia a
permeagdo por membranas lipidicas (ERTL; ROHDE; SELZER, 2000). Nesse contexto,
observa-se que a TBF apresenta valores significativamente superiores aos do IMQ, o que indica
um cardater altamente lipofilico.

O parametro TPSA esté relacionado a polaridade molecular e a capacidade de interagdo

com o meio aquoso. De forma geral, valores de TPSA inferiores a 140 A2 estdo associados a
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boa permeabilidade oral (VEBER et al., 2002), enquanto valores mais baixos favorecem
difusdo passiva através de membranas bioldgicas (KELDER et al., 1999). A TBF apresentou
TPSA extremamente reduzida (3,24 A2?), reforcando seu perfil altamente hidrofobico e seu
maior potencial de permeacdo em tecidos ricos em lipidios. O IMQ, por sua vez, apresentou
TPSA intermediaria (56,73 A?), indicando um perfil mais equilibrado entre polaridade e
lipofilicidade.

No contexto do filme polimérico desenvolvido, esses resultados sdo relevantes. A
elevada lipofilicidade da TBF justifica a necessidade de estratégias de solubiliza¢do na matriz,
como o uso de &cido oleico, a fim de favorecer a dispersdo homogénea. Ja o perfil intermediério
do IMQ pode facilitar a interacdo com a matriz hidrofilica de quitosana e PVA, contribuindo
para uma distribui¢do mais uniforme no sistema.

Considerando que a CBM ¢ uma infec¢do subcutinea cronica que exige penetracio
adequada do antifungico no tecido infectado (QUEIROZ-TELLES; SANTOS, 2013), o alto
logD e logKp da TBF podem favorecer sua difusdo local apos aplicagdo topica.

As simulagdes de metadinamica (Figura 21) indicaram auséncia de interacdes reativas
entre 0 IMQ e TBF nas condic¢des avaliadas, sugerindo compatibilidade quimica preliminar
entre os farmacos em meio aquoso (LAIO; PARRINELLO, 2002; NOSE, 1984; HOOVER,
1985; EVANS; HOLIAN, 1985).

Essa concordancia entre a modelagem molecular e a caracterizacdo térmica reforca a
evidéncia de compatibilidade fisico-quimica entre IMQ e TBF. Tal compatibilidade ¢
fundamental para assegurar a estabilidade da formula¢do, a uniformidade do teor e a
previsibilidade do perfil de liberagdo. A auséncia de interacdo quimica relevante indica que a
associagdo dos farmacos na mesma matriz polimérica ndo implica risco de degradagdo mutua
ou de modificagdo estrutural que comprometa sua eficacia terapéutica. Os achados
computacionais apresentam forte correlacdo com os resultados experimentais obtidos por

calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e por analise termogravimétrica (TGA).
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Imiquimode

Terbinafina

Figura 21. Descri¢ao inicial dos ambientes de solvatagao para os pares IMQ e TBF. Ambos os ambientes contém,
além dos pares de fArmacos, 200 moléculas de agua. IMQ — imiquimode ¢ TBF — cloridrato de terbinafina.

5.4.2 Analise de compatibilidade entre IMQ e TBF

O estudo de compatibilidade entre o IMQ, a TBF e os demais componentes da formulacao
constitui uma etapa fundamental na avaliagdo da estabilidade fisico-quimica do sistema de
liberagdo desenvolvido. O processo de producdo dos filmes envolve o aquecimento de seus
componentes ¢ dos farmacos IMQ e TBF. A caracterizacdo térmica prévia dos componentes
isolados e de suas misturas fisicas permite identificar, de forma preditiva, possiveis eventos de
degradacdo ou de interagdo que comprometam a estabilidade dos farmacos durante a fabricagao
e 0 armazenamento. Excipientes farmacéuticos podem interagir de forma quimica ou fisica com
farmacos, induzindo polimorfismo em interagdes de natureza fisica ou degradagdo em
interagdes de natureza quimica, ambas com potencial de impacto sobre a eficcia e a seguranca
da formulagdo (DANIEL et al., 2021).

Portanto, para verificar a compatibilidade entre os ativos e os excipientes, realizou-se a
analise térmica dos fairmacos isolados e em misturas fisicas bindrias, por meio de DSC e TG.
Para isso, foram analisados o IMQ, a TBF, a quitosana, o PVA, a glicerina e o 4cido oleico,
isoladamente e em misturas binarias firmaco—excipiente, bem como as formulagdes finais F-
C17 e F-C18.

Quanto as andlises de TGA, foi possivel identificar os eventos de decomposi¢ao térmica

de cada componente e de suas misturas fisicas. A Figura 22 apresenta as curvas da primeira
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derivada da perda de massa (DrTGA), que conferem maior resolucdo na identificacdo das

temperaturas de maxima taxa de decomposicao de cada componente.
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Figura 22. Primeira derivada de analises termogravimétricas (DrTGA) de IMQ (A), TBF (B) da mistura fisica dos
componentes dos filmes e dos filmes prontos F-C17 e F-C18. Cada evento de perda de massa ¢ indicado em
porcentagem (%). IMQ - imiquimode; TBF - cloridrato de terbinafina; PVA - alcool polivinilico; F-C17 - filme
contendo imiquimode e cloridrato de terbinafina com 1% de acido oleico; F-C18 — filme contendo imiquimode e
cloridrato de terbinafina com 2% de écido oleico. Fonte: Autoria propria.

O termograma do IMQ ndo apresenta perda de massa expressiva abaixo de 280 °C,
evidenciando auséncia de umidade higroscopica associada e elevada estabilidade térmica até
temperaturas muito superiores as empregadas no processo de preparo dos filmes (40 °C). A
decomposicao térmica do IMQ ocorre de forma abrupta em torno de 300-310 °C, em um evento
unico e bem definido, comportamento consistente com a degradacio de compostos
heteroaromaticos cristalinos ap6s a fusdo, fendmeno amplamente descrito para
imidazoquinolinas (EL-KAMEL; ASHRI; ALSARRA, 2007; KONDOROS et al., 2022).

De forma semelhante, o termograma da TBF apresenta inicio de perda de massa em
torno de 200 °C, compativel com o processo de fusdo do sal cloridrato cujo ponto de fusdo esta
estabelecido entre 203 e 205 °C, seguido de decomposi¢do térmica progressiva. Esse padrao de
fusdo seguida de decomposi¢do € caracteristico de sais organicos de aminas com cadeias

alifaticas insaturadas e nucleos aromaticos, nos quais a perda de integridade estrutural se inicia
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imediatamente acima da temperatura de fusdo (HASSAN et al., 2023; KANAKAPURA;
PENMATSA, 2016).

Os excipientes analisados apresentam comportamentos térmicos distintos entre si. O
acido oleico exibe perda de massa em temperatura relativamente baixa, inferior a 200 °C,
associada a volatilizacdo e ao inicio da degradacdo oxidativa do 4cido graxo insaturado
(PETROVA et al., 2023). A glicerina demonstra perda de massa ampla entre aproximadamente
200 e 300 °C, decorrente de sua evaporagdo progressiva e subsequente decomposi¢ao. O PVA
apresenta um evento largo entre 250 e 350 °C, correspondente a eliminagdo de grupos acetato
residuais e a degradagdo das cadeias polivinilicas. A quitosana exibe dois eventos: desidratacao
estrutural entre 50 e 120 °C, e degradacdo da cadeia glicosidica com ruptura das ligagdes -
(1—>4) entre 250 e 320 °C comportamento amplamente documentado para biopolimeros
naturais (EL-KAMEL; ASHRI; ALSARRA, 2007; LAYEK et al., 2019).

Nas misturas fisicas bindrias, os eventos de decomposi¢do caracteristicos do IMQ e da
TBF permanecem identificaveis em todas as combinagdes avaliadas, na mesma faixa de
temperatura observada para os farmacos isolados. Nao se observa o surgimento de novos
eventos de decomposicdo, nem a antecipagdo ou a supressdo significativa dos eventos
individuais. As variacdes discretas de intensidade e o leve alargamento sdo atribuidos a dilui¢ao
das massas dos componentes e a sobreposi¢do de eventos térmicos individuais, € ndo a
interagdes quimicas relevantes (ROJEK; WESOLOWSKI, 2022).

Nas formulagdes finais F-C17 e F-C18, os eventos individuais estdo fortemente
atenuados e alargados, reflexo da dispersdo dos farmacos na matriz polimérica, sem evidéncia
de novos produtos de decomposicdo. Esses resultados indicam boa compatibilidade térmica
entre o IMQ, a TBF e todos os excipientes empregados na formulagao dos filmes poliméricos
(EL-KAMEL; ASHRI; ALSARRA, 2007; HASSAN et al., 2023; ROJEK; WESOLOWSKI,
2022).

A andlise térmica por DSC ¢ uma ferramenta essencial no rastreamento de
incompatibilidades em misturas farmacéuticas, permitindo a identifica¢do de interagdes fisico-
quimicas por meio da analise de eventos endotérmicos e exotérmicos associados a transi¢des
de fase como fusdo, decomposi¢ao e transformagdes polimoérficas (JAMSHAID et al., 2022;
KONDORGOS et al., 2022). Considerando que os resultados de TGA ndo indicaram evidéncias
de incompatibilidade entre os componentes da formulagao, a avaliagdo por DSC foi conduzida

com foco nos farmacos IMQ e TBF analisados isoladamente, em mistura binaria (IMQ + TBF),
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na mistura fisica de todos os componentes do filme e nas formulagdes finais F-C17 e F-C18.

Os termogramas obtidos sdo apresentados na Figura 23.

IMQ W—-

TBF W
IMQ + TBF w

Mistura do Filme

= T 1
0 100 200 300 400

Temperatura (°C)

Figura 23. Termogramas obtidos por analise de DSC de IMQ e TBF, da mistura dos componentes do filme e dos
filmes prontos F-C17 e F-C18. Taxa de aquecimento de 10 °C/min, de 25 a 400 °C, sob amostra controlada de
nitrogénio (50 mL/min). IMQ — imiquimode; TBF — cloridrato de terbinafina; F-C17 — filme contendo imiquimode
e cloridrato de terbinafina com 1% de acido oleico; F-C18 — filme contendo imiquimode e cloridrato de terbinafina
com 2% de acido oleico. Fonte: Autoria propria.

O termograma do IMQ isolado exibe um pico endotérmico agudo e simétrico em torno
de 290 °C, com temperatura de pico entre 295 e 300 °C, correspondente ao processo de fusdo
do farmaco (Figura 23). A nitidez e a simetria desse evento confirmam a natureza
essencialmente cristalina do IMQ e sdo indicativas de elevada pureza da amostra. Esse
comportamento ¢ esperado para a estrutura imidazoquinolinica do farmaco (LAYEK et al.,
2019; RAMINENI et al., 2013; SORGI et al., 2024; THATAI; SAPRA, 2018). O termograma
da TBF isolada apresenta dois eventos endotérmicos distintos. O primeiro evento, de menor
magnitude, ocorre em torno de 200 °C, compativel com o processo de fusdo do sal, cujo ponto
de fusdo ¢ de 203 a 205 °C (KANAKAPURA; PENMATSA, 2016; KUMINEK et al., 2013).
O segundo evento endotérmico, de maior intensidade, observado entre 240 e 255 °C,
corresponde ao inicio da decomposi¢do térmica do material, esperado para alilaminas com
cadeias alifaticas insaturadas, nas quais ocorre degradacdo térmica progressiva sob

aquecimento continuo (HASSAN et al., 2023; HOSSAIN et al., 2019).
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Na mistura binaria (IMQ + TBF), observa-se a supressdo do pico endotérmico de fusdo
da TBEF, identificavel em torno de 200-215 °C no farmaco isolado, com surgimento de eventos
térmicos de morfologia irregular na faixa de 220-280 °C, atribuidos a sobreposic¢ao da fusdo ao
inicio de sua decomposi¢do térmica, fendmeno que ocorre nessa faixa de temperatura mesmo
quando o farmaco ¢ analisado isoladamente. O evento endotérmico do IMQ, em torno de 295—
300 °C, permanece identificavel, embora com atenuacdo de intensidade e alargamento,
decorrentes da diluicdo da massa do componente na mistura (ALMOMEN et al., 2023;
JAMSHAID H. et al., 2022; KIM et al., 2023; KONDOROS et al., 2022).

A auséncia de deslocamentos significativos nas temperaturas caracteristicas de fusdo,
bem como a inexisténcia de novos eventos endotérmicos ou exotérmicos, sugere que nao
ocorrem interagdes quimicas relevantes entre os farmacos nas condi¢des avaliadas. Esses
resultados indicam que a associa¢do entre IMQ e TBF ndo promove alteragdes estruturais
detectaveis por DSC. Nas formulagdes F-C17 e F-C18 os termogramas exibem eventos
endotérmicos amplos e de baixa intensidade, sem picos agudos atribuiveis a fusdo de nenhum
dos farmacos, indicando a dispersdo dos farmacos na rede polimérica de quitosana—PVA (KIM
et al., 2023; JAMSHAID et al., 2022). Assim, a auséncia de novos picos endotérmicos ou
exotérmicos inesperados nas formulagdes finais confirma que o processo de fabricacdo dos
filmes nao induziu degradagdo quimica dos fArmacos nem gerou produtos de interagdo entre os

componentes.

5.4.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A técnica FTIR foi utilizada para avaliar a ocorréncia ou ndo de interacdes entre as
moléculas dos farmacos utilizados no preparo dos filmes, com base em resultados anteriores de
analise térmica, fornecendo dados mais precisos sobre possiveis incompatibilidades nas
formulagdes. Assim, as alteragdes nos padrdes espectrais caracteristicos dos farmacos foram
observadas por meio da sobreposicdo dos espectros, na qual as estruturas particulares de cada
molécula podem ser identificadas. A Figura 24 apresenta os espectros de FTIR do IMQ, da TBF
e da mistura binaria (1:1), registrados na faixa de 4000-500 cm™!.

O espectro de FTIR do IMQ exibe bandas caracteristicas principalmente na regido de
1700500 cm™, além de absorgoes entre 35003000 cm™!, atribuidas ao estiramento N-H
associado ao sistema heteroaromatico da molécula. Bandas adicionais em 3000-2850 cm™
correspondem ao estiramento C—H alifatico, enquanto sinais na faixa de 1700-1600 cm™ sdo
atribuidos a vibragdes C=N e C=C do anel imidazoquinolinico, caracteristicas estruturais do

farmaco. Esses sinais sdo amplamente utilizados como marcadores espectrais para identificagao
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do IMQ e avaliagdo de interagdes em estudos de compatibilidade farmaco—excipiente
(JADHAV et al., 2024; KIM et al., 2023).

O espectro da TBF apresenta bandas caracteristicas na regido de 2950-2850 cm™,
atribuidas ao estiramento C—H, também ¢é observada uma absor¢ao caracteristica em torno de
~2220 cm™, atribuida ao estiramento C=C do sistema alquinilico presente na estrutura da TBF.
Bandas adicionais entre 1600—1500 cm™ sdo associadas as vibragdes do anel aromatico,
enquanto sinais entre 1200-900 cm™ correspondem a vibragdes C—N e C—C, frequentemente
reportadas em estudos espectroscopicos desse antifungico (BAIWA et al., 2023; BILIUTA et
al., 2025).

Ao analisar o espectro da mistura bindria, observa-se que as principais bandas
caracteristicas de ambos os componentes permanecem presentes, sem o aparecimento de novas
bandas ou o desaparecimento das bandas originais. A auséncia de deslocamentos relevantes de
bandas ou formag¢do de novas absor¢des indica que ndo héa evidéncias de interagdo quimica,
como formagdo de novas ligagdes covalentes ou complexos estaveis entre o ativo e o excipiente.

Desta forma, os resultados sugerem compatibilidade entre IMQ e TBF, uma vez que os
perfis espectrais da mistura correspondem essencialmente a superposi¢do dos espectros

individuais, sem alteragdes estruturais detectaveis.

IMQ

lima + TBF

— T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
NUmero de Onda (cm™)

Figura 24. Espectros de FTIR de IMQ, TBF e da mistura fisica IMQ + TBF registrados na faixa de 4000-500
cm'. Fonte: Autoria propria. IMQ — imiquimode; TBF — cloridrato de terbinafina.
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5.5 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DOS FILMES CONTENDO IMQ E TBF

A quitosana foi escolhida como polimero base para o desenvolvimento dos filmes
devido as suas propriedades de biocompatibilidade, atoxicidade, estabilidade quimica e
compatibilidade com diferentes classes de farmacos (BERNKOP-SCHNURCH,;
DUNNHAUPT, 2012). Os ensaios térmicos realizados neste estudo indicaram a auséncia de
incompatibilidades relevantes entre a quitosana, o IMQ e a TBF, sugerindo que a incorporagao
dos farmacos a matriz polimérica ndo compromete a estabilidade fisico-quimica dos fairmacos.
Além disso, a quitosana apresenta grupos amino que, em meio acido, se encontram protonados,
conferindo carga positiva ao polimero. Essa caracteristica favorece a bioadesividade e a
interagdo com a superficie cutinea, prolongando o tempo de permanéncia do filme no local de
aplicagdo, aspecto desejavel para formulacdes topicas destinadas ao tratamento da CBM.

Estudos também relatam que a quitosana pode atuar como promotora de permeacao
cutanea (BHATTARAI; GUNN; ZHANG, 2010; KUMARI; YADAV; YADAY, 2010, RASOOL
et al., 2011). Adicionalmente, quitosana com grau de desacetilagdo superior a 75% apresenta
maior quantidade de grupos amino livres, o que pode favorecer um perfil de liberacdo mais
lento e controlado dos farmacos incorporados (THEIN-HAN; STEVENS, 2004).

O desenvolvimento dos filmes poliméricos foi conduzido de forma sequencial, visando
a obtencao de uma matriz com propriedades estruturais adequadas e capaz de incorporar o IMQ
e a TBF de maneira homogénea. Inicialmente, foram avaliadas diferentes concentragdes de
quitosana (0,5% e 1%) para investigar sua influéncia na forma¢ao da matriz e nas propriedades
mecanicas. Considerando as caracteristicas das lesdes de CBM, frequentemente localizadas nos
membros inferiores € com aspecto verrucoso, crostoso e irregular, buscou-se um filme com boa

maleabilidade e capacidade de adaptagdo a superficie da pele (Figura 25).

Figura 25. Aspecto macroscéopico dos filmes poliméricos de quitosana obtidos por casting. (F-A1) quitosana 0,5%
e (F-A2) quitosana 1%. Os filmes foram utilizados para avaliagdo visual de homogeneidade, continuidade e
manuseabilidade (Formulagao 1). Fonte: Autoria propria.
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Os filmes contendo 1% de quitosana apresentaram maior rigidez e menor flexibilidade,
o que pode dificultar a adaptacdo as irregularidades da pele. Em contraste, o filme contendo
0,5% de quitosana apresentou aspecto mais homogéneo, continuo e com melhor
manuseabilidade, além de maior flexibilidade, sendo, portanto, selecionado para as etapas

subsequentes do desenvolvimento (Tabela 13).

Tabela 13. Avaliagdo macroscopica dos filmes poliméricos quanto a concentra¢ao de quitosana — formulagdo 1.
(F-A1) 0,5% de quitosana; (F-A2) 1% de quitosana.

Aspectos Macroscépicos F-A1l F-A2

Homogeneidade -+ Tt
Continuidade 4+ 4+
Manuseabilidade +++ ++
Flexibilidade 4+ 4+

Na etapa seguinte, foram avaliados diferentes plastificantes (PEG 400, glicerina e
sorbitol) nas concentracdes de 2% e 3%, com o objetivo de otimizar as propriedades mecanicas

e sensoriais dos filmes (Figura 26). A adicdo de plastificante tem como fun¢do reduzir as

interagdes intermoleculares entre as cadeias poliméricas, aumentando a mobilidade da matriz

e, consequentemente, sua flexibilidade (AMARAL et al., 2024).

Figura 26. Aspecto macroscopico dos filmes poliméricos de quitosana obtidos por casting, contendo diferentes
concentragoes de plastificantes. (F-B1) PEG 400 2%; (F-B2) PEG 400 3%; (F-B3) glicerina 2%; (F-B4) glicerina
3%; (F-B5) sorbitol 2%; (F-B6) sorbitol 3%. Os filmes foram utilizados para avaliagao visual de homogeneidade,
continuidade e manuseabilidade (Formulagdo 2). Fonte: Autoria propria.

Observou-se que os filmes contendo glicerina a 3% apresentaram melhor desempenho
macroscopico, com maior continuidade, homogeneidade e flexibilidade, quando comparados
as demais formulagdes (Tabela 14). Os filmes contendo PEG 400 e sorbitol apresentaram menor
manuseabilidade e maior rigidez, especialmente nas concentragdes mais baixas, sugerindo
menor eficiéncia na modulagdo das propriedades mecanicas da matriz polimérica. A escolha do
plastificante considerou a necessidade de obter um filme com flexibilidade adequada, sem
comprometer a integridade estrutural da matriz, garantindo qualidade sensorial e melhor

adaptacao as lesdes cutaneas, que apresentam superficie irregular e inflamada.
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Tabela 14. Avaliagdo macroscopica dos filmes poliméricos em relag@o ao plastificante — formulacdo 2. (F-B1)
PEG 400 2%; (F-B2) PEG 400 3%; (F-B3) glicerina 2%; (F-B4) glicerina 3%,; (F-BS5) sorbitol 2%; (F-B6) sorbitol
3%.

Aspectos Macroscopicos F-B1 F-B2 F-B3 F-B4 F-B5 F-B6
Homogeneidade + ++ 4+ +++ ++ ++
Continuidade + + ++ -t + +
Manuseabilidade + + ++ +++ + +
Flexibilidade + + ++ +++ + +

Todos os filmes desenvolvidos foram submetidos inicialmente a inspecdo visual para
avaliacdo de pardmetros minimos de qualidade estabelecidos para essa forma farmacéutica.
Foram analisadas caracteristicas como continuidade (auséncia de rupturas apds secagem),
homogeneidade (auséncia de particulas insoliiveis ou zonas de opacidade), manuseabilidade
(resisténcia a ruptura durante o manuseio) e flexibilidade (capacidade de dobrar sem fraturar).
Os filmes foram classificados qualitativamente como excelente (+++), bom (++) ou
insatisfatorio (+), conforme descrito nas Tabelas 13 e 14.

Na terceira etapa do desenvolvimento dos filmes, foram investigadas diferentes
estratégias de solubilizagdo e incorporagdo dos farmacos, considerando sua baixa solubilidade
aquosa e carater predominantemente lipofilico. Inicialmente, foram produzidos filmes contendo
IMQ e TBF na concentragao de 3000 pg/cm?, dispersos diretamente na matriz polimérica (F-
C1). Entretanto, observou-se a presenca de multiplos pontos esbranquigados, indicativos de
precipitacdo dos farmacos (Figura 27). Esse comportamento pode ser explicado pelas
caracteristicas lipofilicas do IMQ (log P = 2,6) e da TBF (log P = 5,5), que dificultam sua
dispersdo homogénea em sistemas predominantemente hidrofilicos, como a matriz de quitosana
(JAMSHAID H. et al., 2022; KANAKAPURA; PENMATSA, 2016; SACHDEVA et al., 2010;
TELO et al., 2017). Em seguida, foram produzidos filmes com concentragdes menores de IMQ
e TBF, no entanto, houve a presenca de diversos pontos correspondentes a farmaco precipitado
em todas as formulagdes testadas. A tendéncia a agregacdo e a precipitacdo dos farmacos
compromete a uniformidade da dose, a reprodutibilidade do filme e a estabilidade fisica da

formulagao, justificando a necessidade de estratégias adicionais de solubilizagdo.
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BRANCO F-C17 BRANCO F-C18

Figura 27. Aspecto macroscopico dos filmes obtidos durante a etapa de desenvolvimento da formulagao,
avaliando diferentes solubilizantes e técnicas de incorporagdo dos farmacos. As imagens correspondem as
formulagdes que permitiram o desmolde apds a secagem. Fonte: Autoria propria.

Posteriormente, foram investigadas abordagens baseadas em cosolvéncia, utilizando
etanol isoladamente ou em combinagdo com tampao acetato pH 4,0, 4gua pH 2,5 e solucgdo de
acido acético (formulacdes F-C2 a F-C6). Embora o etanol seja amplamente descrito na
literatura como um solvente eficiente para fArmacos de baixa solubilidade aquosa, os resultados
indicaram a presencga de precipitado em todas as concentragdes testadas, independentemente da
proporcao ou do ajuste de pH (TOLENTINO et al., 2024).

Esses resultados sugerem que, embora a cosolvéncia possa promover a solubilizacao
inicial, o sistema ndo apresentou estabilidade suficiente quando submetido as condi¢des do
processo de formacdo do filme, provavelmente devido a evaporacdo do solvente e a
consequente supersaturacdo do firmaco na matriz polimérica, resultando em sua recristalizagao
e precipitacdo (BILIUTA et al., 2025; FREDERIKSEN; GUY; PETERSSON, 2015; LAYEK
etal., 2019).

Foram avaliados filmes contendo tensoativos ndo idnicos, como poloxamer,

associados a cossolventes (F-C7 a F-C11), a fim de melhorar a dispersdo e manter os fArmacos
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solubilizados na matriz. No entanto, os filmes obtidos apresentaram precipitacdo dos fairmacos
apos a secagem ou perda de integridade mecanica. Esse comportamento pode estar relacionado
a interacdo competitiva entre o tensoativo e o polimero, alterando a organizagao estrutural da
matriz ¢ prejudicando a coesdo do sistema (FREDERIKSEN; GUY; PETERSSON, 2015;
TOLENTINO et al., 2024).

A utilizagdo de meios aquosos acidificados, por meio de solucdes de acido acético a
1% e 2% (F-C12 e F-C13), também resultou em precipitacdo. Esses resultados sugerem que a
simples modulagdo do pH, embora possa favorecer a ionizagdo parcial do farmaco, ndo foi
suficiente para garantir sua estabilidade no sistema polimérico, especialmente durante a etapa
de evaporagdo do solvente (LAYEK et al., 2019).

Também foram testadas estratégias baseadas em sistemas lipidicos e lipofilicos como
meio para obter a solubiliza¢dao de IMQ e TBF, como a microemulsdo ou nanossistema lipidico
incorporado a matriz (DONNELLY et al., 2006; FREDERIKSEN; GUY; PETERSSON, 2015;
RAMINENI et al., 2013). No entanto, a incorporagdo desses sistemas resultou na perda da
integridade mecanica dos filmes, indicando incompatibilidade entre esses sistemas coloidais e
a matriz de quitosana (F-C14 e F-C15). Esse efeito pode estar associado a associado a
desorganizacdo das interacdes intermoleculares da quitosana e do PVA, comprometendo a
coesdo e resisténcia estrutural do filme formado (BILIUTA et al., 2025; RAMINENI et al.,
2013).

Dentre as estratégias avaliadas, o uso de acido oleico como fase lipofilica apresentou
resultados mais promissores. Além de apresentar elevada capacidade de solubilizagcdo para
farmacos lipofilicos, o acido oleico ¢ descrito como promotor de permeacdo cutinea
(DONNELLY et al., 2006; RAMINENI et al., 2013). Em concentragdes elevadas (33%),
observou-se novamente comprometimento da integridade mecanica do filme (F-C16),
sugerindo que elevados teores de fase lipidica interferem negativamente na estrutura da matriz
polimérica. Contudo, quando empregado em concentragdes reduzidas (1% e 2%), o &cido oleico
permitiu a incorporagdo de até 2% de cada farmaco, sem formacao visivel de precipitado (F-
C17 e F-C18), indicando uma interag¢ao favoravel entre o IMQ e a TBF e com o meio lipofilico,
sem comprometer as propriedades macroscépicas do filme.

Dessa forma, considerando os resultados obtidos, foram selecionadas para
caracterizagdo detalhada as formula¢des F-C17 e F-C18, que incorporaram maior quantidade
de IMQ e TBF, contendo 779,2 pg/cm? de cada firmaco, mantendo, simultaneamente a

integridade estrutural e as propriedades macroscopicas desejaveis para aplicagdo topica.
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5.5.1 Peso e espessura

Os filmes produzidos apresentaram superficie lisa, sem grumos, precipitados ou
rachaduras, conforme mostrado na Figura 27. Os resultados referentes ao peso, a espessura e
ao pH dos filmes contendo IMQ e TBF estao apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Caracterizagdo dos filmes de quitosana obtidos pela técnica de evaporagao de solvente contendo 779,2
pg/cm? de IMQ e TBF. Massa, espessura e pH dos filmes poliméricos (média = DP, n = 3). IMQ — imiquimode e

TBF — cloridrato de terbinafina; F-C17 — filme contendo imiquimode e cloridrato de terbinafina com 1% de 4cido
oleico; F-C18 — filme contendo imiquimode e cloridrato de terbinafina com 2% de 4cido oleico.

Filme Peso (g) Espessura (mm) pH

F-C17 0,152 + 0,001 0,13 +0,01 5,4+ 0,01

F-C18 0,161 + 0,003 0,11 +£0,01 5,8+0,03
Branco F-C17 0,149+0,001 0,12+0,01 5,0+£0,08
Branco FC-18 0,152+0,001 0,10+0,01 4,9+0,05

Quanto ao peso e a espessura, os resultados foram homogéneos em cada formulacao,
demonstrando boa reprodutibilidade do processo de preparo por casting e adequado controle da
massa seca final. A uniformidade desses parametros ¢ essencial para garantir consisténcia da
dose por area e adequada performance mecanica e bioadesiva do filme (EL-KAMEL; ASHRI,
ALSARRA, 2007; NAIR et al., 2013). Uma variacdo muito grande nesse parametro poderia
influenciar as propriedades fisico-quimicas e mecanicas do filme (VECCHI et al., 2021).
Observa-se que os filmes contendo 2% de 4cido oleico apresentam valores de massa superiores
aos de 1%, o que ¢ esperado, uma vez que o acido oleico ¢ um componente nao volatil e o
aumento de sua concentracdo eleva a fracdo de so6lidos do sistema. Os valores obtidos estdo
proximos da massa seca tedrica estimada para cada formulagdo, indicando boa
reprodutibilidade do processo de preparo.

Em relacdo a espessura, os valores ficaram entro da faixa considerada adequada para
filmes poliméricos topicos, entre 0,05 e 1,00 mm (NAIR ef al., 2013). Embora os filmes com
2% de acido oleico apresentem maior massa, exibem espessuras ligeiramente menores, o que
sugere uma matriz mais compacta e mais bem reorganizada. Esse comportamento pode ser
atribuido a interacao do acido oleico com a matriz polimérica, favorecendo o espalhamento da
solugdo durante o processo de casting e reduzindo a secagem irregular (AMARAL et al., 2024;
DONNELLY et al., 2006; RAMINENI et al., 2013).

Quanto ao pH, ele precisa ser compativel com o tolerado pela pele a fim de minimizar
risco de irritagdo e preservar a integridade da barreira cutinea. Os filmes apresentaram valores
de pH entre 4,9 e 5,8, faixa considerada adequada para aplicacao topica (GREENMAN, 1981).

Adicionalmente, o pH da formulagdo pode influenciar o grau de ionizacdo do IMQ e da TBF,
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uma vez que ambos apresentam carater levemente basico. Em pH levemente acido, como na
faixa de 5,0 a 5,8, estabelece-se um equilibrio entre as formas ionizada e ndo ionizada dos
farmacos. A fragdo ndo ionizada, por apresentar maior carater lipofilico, tende a apresentar
maior afinidade pelo EC, favorecendo sua particdo na matriz lipidica da pele e contribuindo
para a permeacdo cutanea. Por outro lado, a fragdo ionizada apresenta maior solubilidade na
matriz aquosa do filme, o que pode auxiliar na manutencao da estabilidade e da dispersao do

farmaco no sistema (ELMOWAFY, 2021; GRATIERI et al., 2008).
5.5.2 Teor dos filmes

O conteudo de IMQ e TBF manteve-se uniforme nas trés formulagdes avaliadas, com
resultados bem proximos da concentracdo do fAirmaco adicionada no filme, que foi de 779,2
pg/cm? (Tabela 16). Embora os teores obtidos estejam proximos da concentragdo nominal
adicionada (779,2 pg/cm?), observou-se variagao entre os valores tedricos e experimentais, bem
como maior coeficiente de variagdo para a TBF na formula¢do F-C18. Esse comportamento
pode estar relacionado a presenca de maior quantidade de 4cido oleico, que pode favorecer
interacdes entre os farmacos e os componentes da matriz, dificultando sua liberacdo total para
o solvente extrator.

Tabela 16. Teor de IMQ e TBF nos filmes poliméricos. O teor foi determinado em amostras de area definida (1
cm?) e expresso em pg/cm?. O teor por filme foi estimado a partir do teor por area, considerando a area total de

3,85 cm?. Os resultados representam a média de trés determinagdes independentes (n = 3). IMQ — imiquimode;
TBF — cloridrato de terbinafina.

7 F-C17 F-C18
Farmacos
Teor (ng/cm?) CV (%) Teor (ng/cm?) CV (%)
IMQ 900,3 +£9,9 1,09 320,0+2,1 5,1
TBF 661,8 £11,6 1,76 557,7+5,8 6,8

Além disso, a natureza polimérica do sistema, associada ao processo de evaporacao do
solvente, pode promover aprisionamento parcial do farmaco na rede polimérica, influenciando
a eficiéncia do processo extrativo. Essas interagdes podem dificultar a extragdo completa do
farmaco da matriz polimérica para o solvente extrator (DONNELLY et al., 2006;
FREDERIKSEN; GUY; PETERSSON, 2015; LAYEK et al., 2019). De modo geral, os
coeficientes de variagdo permaneceram proximos a 5% indicando repetibilidade aceitdvel para

formulagdes poliméricas experimentais contendo fase lipofilica.

5.5.3 Grau de intumescimento

O indice de intumescimento esta diretamente relacionado ao desempenho bioadesivo do
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filme, uma vez que a hidratagdo da matriz polimérica promove o relaxamento e a mobilidade
das cadeias, favorecendo a interpenetragdo com o tecido bioldgico (NAIR et al., 2013; KHAN
et al., 2016). Além disso, o grau de inchago desses filmes ¢ um parametro importante para o
perfil de liberagdo do fArmaco, pois influencia a difusdo do ativo pela rede polimérica, podendo
tanto facilitar sua liberacdo quanto promover retencdo temporaria na matriz (KHAN et al.,
2016).

Em agua purificada, o F-C18 apresentou intumescimento acentuado ja no primeiro
minuto, atingindo valores superiores a 300%, enquanto o F-C17 apresentou aumento
progressivo e mais controlado ao longo do tempo. Esse padrao indica que o aumento da fracao
lipofilica pode ter contribuido para maior reorganizagdo estrutural da matriz, permitindo
absorc¢ao mais rapida do meio.

A tabela 17 apresenta a evolugdo do ganho de massa em relagdo a massa inicial de cada
filme ao longo do tempo. Observa-se que o filme F-C17 apresentou menor grau de
intumescimento em comparagdo ao F-C18, tanto em agua purificada quanto em tampao acetato
pH 4,0. Esse comportamento sugere que a maior concentragdo de acido oleico (F-C18)
promoveu uma matriz mais permedvel e hidratavel, possivelmente por alterar a organizacdo do
sistema e as interagdes entre quitosana e PVA, resultando em maior absor¢do do meio em curto
tempo.

Tabela 17. Intumescimento (%) dos filmes F-C17 (1% de acido oleico) e F-C18 (2% de acido oleico), contendo

IMQ e TBF, em agua purificada e tampao acetato de sodio pH 4,0 (média + DP, n = 3). IMQ — imiquimode; TBF
— cloridrato de terbinafina.

Grau de intumescimento (%) em agua purificada
Filmes 1 minuto 2 minutos 3 minutos 4 minutos 5 minutos
F-C17 88,42+ 18,65 157,36 +£ 10,10 175,78 £ 10,95 182,66 + 16,15 195,47 £ 17,09

F-C18 331,36+ 18,02 367,41 +3,16 361,10+ 7,16 346,78 +£3,39 339,99 £ 13,28

Grau de intumescimento (%) em tampao acetato de sédio pH 4,0

1 minuto 2 minutos 3 minutos 4 minutos 5 minutos

F-C17 124,02+45,33 187,07 +£18,51 197,43 £ 15,80 207,3 +£21,99 215,44 +21,03

F-C18 215,92+44,32 304,56 +55,72 193,13+ 13,78 165,56 + 9,62 146 + 55,09

Em tampao acetato pH 4,0, condigdo relevante por corresponder ao meio do ensaio de
liberacdo, ambos os filmes apresentaram grau de intumescimento elevado, porém, com
comportamentos distintos. F-C17 mostrou aumento gradual e estavel ao longo do tempo,

sugerindo hidratacdo intensa com manuten¢ao da integridade estrutural.
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E importante destacar que, embora em agua purificada o F-C18 apresente
intumescimento elevado e relativamente estavel ao longo dos 5 minutos avaliados (339,99% ao
final), em tampao acetato pH 4,0 observa-se um padrao distinto, com pico de intumescimento
em 2 minutos (304,56%), seguido de queda progressiva até 146% aos 5 minutos, sugerindo que
o comportamento de erosdo depende do meio de imersdo e ¢ potencializado em condigdes
acidas (LAYEK et al., 2019; RAMINENI et al., 2013). Em pH acido, a protonacao da quitosana
aumenta a hidratag¢do e pode favorecer a formagao de uma fase gelificada. Entretanto, quando
a matriz ¢ menos coesa, como no filme F-CI18, essa hidratagdo intensa pode acelerar a

desintegracdo (EL-KAMEL; ASHRI; ALSARRA, 2007; NAIR et al., 2013).

5.5.4 Propriedades mecanicas

A forga de ruptura ¢ medida pela resisténcia maxima do material no ponto de ruptura.
De acordo com os resultados apresentados na Figura 28, os filmes brancos apresentaram ruptura
clara, com pico de forca maxima bem definida, indicando uma matriz mais rigida e fragil. Em
contraste, os filmes contendo fArmacos ndo romperam nas condi¢des do ensaio, apresentando
apenas deformagdo progressiva sob aplicagdo de forg¢a. Esse comportamento sugere aumento
da flexibilidade e da tenacidade da matriz polimérica, possivelmente associado ao efeito
plastificante dos farmacos e do acido oleico, que aumentam a mobilidade das cadeias
poliméricas. Resultados semelhantes sdo descritos para filmes contendo componentes
lipofilicos ou ativos incorporados a matriz (DONNELLY et al., 2006; RAMINENI et al., 2013;
TOLENTINO et al., 2024).

As propriedades mecanicas dos filmes poliméricos sdo parametros fundamentais para
sua aplicacdo topica, pois influenciam diretamente a resisténcia ao manuseio, a integridade
durante a aplicacdo e a capacidade de adaptagdo a superficie cutinea. O comportamento
mecéanico dos filmes foi avaliado por meio de ensaio de tragdo, considerando como parametros
principais a forca méxima e o alongamento méaximo, amplamente utilizadas na caracterizagao

comparativa de filmes poliméricos.
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Figura 28. Representacdo grafica dos resultados dos ensaios mecénicos para for¢a maxima aplicada (A) e
alongamento (B) dos filmes. Resultados apresentados como média + desvio padrdo (n=3). Analise estatistica
realizada por ANOVA seguida de teste de Tukey, sendo (*) =p<0,05, (***) =p<0,001 (****)=p<0,0001. Os filmes
contendo os fArmacos ndo apresentaram ruptura nas condi¢des do ensaio, de modo que os valores apresentados em
(A) correspondem a forga maxima aplicada pelo equipamento. F-C17: filme contendo 1% de é&cido oleico; F-C18:
filme contendo 2% de 4cido oleico. Fonte: Autoria propria.

Os filmes brancos apresentaram valores mais elevados de for¢a méaxima quando
comparados aos filmes contendo farmacos. O Branco F-C17 apresentou for¢a média de 3,91 +
0,61 N, enquanto o filme branco F-C18 apresentou 4,21 + 0,55 N, evidenciando maior
resisténcia mecanica dessas matrizes na auséncia de IMQ e TBF. Esse comportamento ¢
consistente com a literatura, que descreve que matrizes poliméricas mais coesas, com maior
densidade de interagdes poliméricas, tendem a apresentar maior resisténcia a tragdo, porém
menor capacidade de deformagdo, caracterizando comportamento mais fragil e ruptura (EL-
KAMEL; ASHRI; ALSARRA, 2007; LAYEK et al., 2019).

Por outro lado, os filmes contendo farmacos apresentaram reducao significativa da forca
maxima, com valores médios de 2,34 + (0,12 N para o F-C17 e de 1,24 + 0,05 N para o F-C18.
Paralelamente, observou-se aumento do alongamento maximo, sendo que esses filmes nao
atingiram ruptura nas condi¢des do ensaio. Esse conjunto de resultados indica uma transi¢cdo no
comportamento mecanico, de mais rigido e fragil (filmes brancos) para mais extensivel (filmes
com farmaco) (LIU et al., 2013a).

A reducao da resisténcia mecanica associada ao aumento da extensibilidade ¢ um
comportamento cldssico de sistemas poliméricos, seja por meio da presenga de plastificantes,
agua ou outros componentes capazes de aumentar a mobilidade das cadeias poliméricas. Nesse
caso, além da glicerina, ja reconhecida como plastificante eficaz para filmes hidrofilicos, a

incorporagdo dos farmacos pode ter contribuido para a reducdo das interagdes polimericas,
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atuando como agentes de desorganizag¢do parcial da matriz, sem, contudo, comprometer a
integridade estrutural do filme (ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009).

A comparagdo entre as formulagdes F-C17 (1% de acido oleico) e F-C18 (2% de acido
oleico) evidencia um efeito da concentragdo do acido oleico sobre o comportamento mecanico.
Observa-se que o aumento da concentracdo de 4cido oleico resultou em menor forca maxima
no filme F-C18, em comparagdo ao F-C17, concomitantemente com um discreto aumento do
alongamento. Esse comportamento sugere que o acido oleico, ao ser incorporado a matriz
polimérica, pode interferir na continuidade da rede estrutural, reduzindo a coesdo e promovendo
maior flexibilidade do filme (DONNELLY et al., 2006; LIU et al., 2013a; RAMINENI et al.,
2013).

Assim, enquanto o F-C17 apresenta um equilibrio mais proéximo entre resisténcia
mecanica e extensibilidade, o F-C18 tende a um comportamento mais macio e deformavel,
caracteristica desejavel para sistemas topicos que necessitam de maior conformabilidade a
superficie de aplicagdo, especialmente em lesdes irregulares.

De modo geral, os resultados indicam que a incorporacdo de farmacos e o aumento da
concentragdo de d4cido oleico promovem modificagdes controladas no comportamento
mecanico dos filmes, tornando-os menos frageis e mais flexiveis. A auséncia de ruptura nos
filmes contendo farmacos reforca a adequagdo dessas formulagdes para uso topico, uma vez
que a maior capacidade de deformagao reduz o risco de falhas mecanicas durante a aplicagdo e

o uso clinico (GARCIA; PINOTTI; ZARITZKY, 2006; LIU et al., 2013a).

5.5.5 Bioadesividade

A bioadesividade cutanea avalia o grau de interag¢do e de adesdo do filme polimérico a
superficie da pele, sendo um parametro fundamental no desenvolvimento de sistemas topicos
destinados ao tratamento de lesdes cutidneas, como as observadas na CBM. Esse parametro
influencia diretamente o tempo de permanéncia da formulagdo no local de aplicagdo,
favorecendo a liberacdo sustentada dos farmacos e potencializando sua acgdo terapéutica no
tecido acometido.

No contexto da CBM, caracterizada por lesdes verrucosas, hiperqueratoticas e de
superficie irregular, a permanéncia prolongada da formulagao no sitio infectado ¢ essencial para
promover a difusdo adequada da TBF através do EC e para permitir que o IMQ exerca sua acao
imunomoduladora nas camadas onde o fungo se estabelece (QUEIROZ et al., 2017). Além

disso, a adesdo adequada reduz o risco de deslocamento do filme por a friccdo mecanica,
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sudorese ou movimentagao corporal, fatores que podem comprometer a eficécia terapéutica e a
adesdo do paciente ao tratamento. (ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009).

Os valores de for¢a de destacamento (Tabela 18) situaram-se na faixa de 0,19-0,20 N,
tanto na condi¢do seca quanto na condi¢do umedecida, sem diferencas significativas entre as
formulagdes ou entre as condigdes avaliadas. Esses resultados indicam que a incorporagdo dos
farmacos e a variagdo na concentracdo de acido oleico ndo comprometeram a capacidade
adesiva da matriz polimérica. Os valores obtidos sdo comparaveis aos descritos na literatura
para filmes bioadesivos a base de quitosana, que relataram forgas de destacamento na faixa de
0,15-0,25 N (DONNELLY et al.,2006; TOLENTINO et al., 2024), além de serem compativeis
com a permanéncia sustentada da formulagdo no sitio de aplicagdo. A convergéncia entre os
resultados obtidos e os dados da literatura reforca a adequagdo das formulagdes F-C17 e F-C18
em termos de capacidade adesiva para uso topico indicando adesdo suficiente para manutengao
da formulagdo no sitio da lesdo sem risco de adesdo excessiva que pudesse dificultar a remogao
ou causar dano tecidual (DONNELLY et al., 2006; TOLENTINO et al., 2024).

A forga de destacamento reflete a intensidade das intera¢des intermoleculares entre os
polimeros da matriz (quitosana e PVA) e os componentes estruturais da pele, como queratina e
proteinas epidérmicas. Além disso, a quitosana utilizada de médio peso molecular (190-310
kDa), apresenta comprimento de cadeia adequado para promover hidratacio e mobilidade
suficientes para formagdo de interagdes adesivas estaveis. Polimeros de maior peso molecular
ndo se hidratam imediatamente, o que dificulta a interagdo com os tecidos, enquanto os
polimeros de baixo peso molecular formam géis rapidamente e dissolvem-se com mais

facilidade (SMART, 2005; ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009).

Tabela 18. For¢a maxima de bioadesdo dos filmes poliméricos em condi¢do seca e umedecida, expressa em
Newton (N). Os valores representam a média + DP (n = 3).

Filme Forca de bioadesao - seco (IN) Forca de bioadesio - umedecido (N)
F-C17 0,196 = 0,00 0,201 = 0,00
F-C18 0,197 £ 0,00 0,197+ 0,00

Branco F-C17 0,196+0,00 0,201+0,00

Branco FC-18 0,199+0,00 0,199+0,00

A andlise conjunta dos resultados de intumescimento, propriedades mecanicas e
bioadesividade evidencia que as formulagdes desenvolvidas apresentam um equilibrio
adequado entre absor¢ao de 4gua, flexibilidade e capacidade adesiva, caracteristicas essenciais

para filmes topicos. O aumento da concentragdo de acido oleico (F-C18) promoveu maior
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alongamento e intumescimento, sem redugdo significativa da for¢a de bioadesdo. Ja o F-C17
apresentou perfil mecanico mais equilibrado, com resisténcia superior e intumescimento
moderado, mantendo for¢a de adesdao semelhante.

Assim, os filmes F-C17 e F-C18 demonstraram propriedades compativeis com a
aplicacdo topica, apresentando adesdo suficiente para manuten¢do no local da lesdo, sem

indicacdo de adesdo excessiva que pudesse dificultar a remog¢ao ou causar dano tecidual.

5.5.6 Morfologia

A morfologia dos filmes foi avaliada por microscopia eletronica de varredura (MEV),
por meio da analise da superficie e da se¢do transversal das amostras. Foram avaliados filmes
com e sem IMQ e TBF. As imagens obtidas por MEV evidenciaram a presenca de poros e
cavidades na superficie dos filmes brancos, tanto na formula¢dao contendo 1% quanto na
contendo 2% de acido oleico (Figura 29 e Figura 30). Essas estruturas podem estar associadas
ao processo de evaporacao do solvente durante a secagem, bem como a reorganizacio da matriz
polimérica na auséncia de farmacos.

Em contrapartida, os filmes contendo IMQ e TBF apresentaram superficie mais
compacta, com redugdo aparente da porosidade. Esse comportamento pode ser atribuido ao
efeito de preenchimento dos poros da matriz polimérica pelo IMQ, TBF e constituintes
lipidicos, além de possiveis interacdes entre os farmacos, o polimero e o acido oleico que
promovem maior compactagdo da rede polimérica (Figura 31 e Figura 32). Essa reorganizacao
estrutural pode resultar em matriz mais coesa e menos suscetivel a formacdo de vazios
superficiais.

A redug¢do da porosidade observada nas formulagdes contendo farmacos pode
influenciar no grau de hidratagdo, no comportamento mecanico e no perfil de liberagao de IMQ
e TBF, uma vez que a microestrutura da matriz esta diretamente relacionada aos mecanismos

de difusdo e intumescimento do sistema polimérico.
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Figura 29. Microscopia eletronica de varredura do filme polimérico branco contendo 1% de acido oleico. (A) e
(B) secao transversal, (C), (D) superficie do filme, (E) e (F) superficie do filme em maior ampliagdo. Fonte: Autoria
propria.
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Figura 30. Microscopia eletronica de varredura do filme polimérico branco contendo 2% de acido oleico. (A) (B)
secdo transversal; (C) superficie do filme; (D) superficie do filme em maior ampliagdo. Fonte: Autoria propria.
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Figura 31. Microscopia eletronica de varredura do filme polimérico contendo IMQ e TBF (F-C17). (A) (B) segdo
transversal, (C) superficie do filme, (D) superficie do filme em aumento de 2.500 x, (E) e (F) superficie do filme
em maior ampliacdo. IMQ — imiquimode; TBF — cloridrato de terbinafina; F-C17 — filme contendo imiquimode e
cloridrato de terbinafina com 1% de acido oleico. Fonte: Autoria propria.
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Figura 32. Microscopia eletronica de varredura do filme polimérico contendo IMQ e TBF (F-C18). (A) (B) segdo
transversal, (C) superficie do filme, (D) superficie do filme em aumento de 500 x. IMQ — imiquimode; TBF —
cloridrato de terbinafina; F-C18 — filme contendo imiquimode ¢ cloridrato de terbinafina com 2% de acido oleico.
Fonte: Autoria propria.

5.6 ESTUDO DE ESTABILIDADE DE IMQ E TBF

Aspectos relacionados a formulagdo, como o processo de fabricagdo e as propriedades
fisico-quimicas de seus componentes, influenciam a estabilidade de um filme polimérico, assim
como fatores ambientais, incluindo temperatura e umidade (GIBSON, 2001).

Ao longo dos 30 dias de armazenamento, os filmes ndo apresentaram alteracdes
macroscopicas perceptiveis, mantendo continuidade, homogeneidade e integridade estrutural.
Nao foram observadas fissuras, deformagdes ou precipitacio de IMQ e TBF, indicando
adequada compatibilidade entre a matriz polimérica e o acido oleico, mesmo no filme F-C18,
que apresenta maior teor lipofilico.

Os resultados referentes ao aspecto macroscopico estdo apresentados na Figura 33,

enquanto os valores de peso e espessura encontram-se na Tabela 19. Esses parametros foram
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monitorados como indicadores indiretos de variagdo de umidade, reorganizacdo estrutural ou
possiveis alteragdes dimensionais da matriz polimérica.

Os valores de peso permaneceram estaveis em ambas as condi¢des de armazenamento (p
> 0,05), tanto sob refrigeracdo quanto em temperatura ambiente, indicando que o sistema nao
apresentou absorcao significativa de umidade nem perda de componentes volateis ao longo do
periodo avaliado. Esse comportamento ¢ particularmente relevante para sistemas poliméricos
contendo plastificantes e fase lipofilica, nas quais poderia ocorrer, migragao de componentes

ou alteragdes na fragao solida do sistema.

TO Dia 7 Dia 14 Dia 30

F-C17

F-C18

Figura 33. Avaliagdo macroscopica da estabilidade dos filmes F-C17 e F-C18 ao longo de 30 dias de
armazenamento em temperatura ambiente ¢ a 4 °C. As imagens correspondem aos dias 0, 7, 14 e 30 apds o preparo.
TA — Temperatura ambiente. Fonte: Autoria propria.

A espessura também se manteve constante, sem diferencas estatisticamente
significativas (p > 0,05), sugerindo auséncia de retragdo estrutural ou relaxamento da rede
polimérica durante o armazenamento. Essa estabilidade dimensional indica que o processo de

secagem foi adequado.
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Os resultados demonstram que os filmes F-C17 e F-C18 apresentam estabilidade fisica
por pelo menos 30 dias nas condi¢des avaliadas, mantendo as suas caracteristicas

macroscopicas.

Tabela 19. Avaliagdo da estabilidade fisica dos filmes F-C17 e F-C18 ao longo de 30 dias de armazenamento em
4 °C e temperatura ambiente. Valores de peso (g) e espessura (mm) expressos como média = desvio padrio (n =
3). F-C17 — filme contendo IMQ e TBF com 1% de acido oleico; F-C18 - filme contendo IMQ e TBF com 2% de
acido oleico.

Peso (g)
F-C17 F-C18

Condigcdo Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 30 Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 30

4°C 0,151+0,0010,151 +0,0010,151 +0,0010,151 + 0,001 0,160 + 0,0030,160 + 0,002 0,160 + 0,003 0,160 + 0,002

Temperatura

ambiente 0,152 +0,0010,152 + 0,001 0,152 + 0,001 0,152 + 0,0020,161 + 0,0010,161 + 0,0030,161 + 0,003 0,161 + 0,002

Espessura (mm)

F-C17 F-C18
Condicio  Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 30 Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 30
4°C 0,13£001 0,13+0,02 0,13£001 0,13£001 011+0,01 0,11£001 012+0,02 0,12%0,01
Temperatura 13 6> 0134001 0134001 0134002 011+001 0,11+002 0,11+001 0,11 +0,02
ambiente

5.7 ESTUDOS IN VITRO DE LIBERACAO DE IMQ E TBF A PARTIR DOS FILMES

O estudo de liberagao foi realizado in vitro e teve como objetivo avaliar a velocidade de
liberagdo de IMQ e TBF dos filmes F-C17 e F-C18, em comparacdo com um controle dos
farmacos livres. Os resultados estdo apresentados na Figura 34.

A suspensao controle apresentou libera¢do mais rapida e maior porcentagem liberada ao
longo de 12 horas, comportamento esperado para sistemas sem mecanismo de controle de
liberacdo. Ja os filmes poliméricos promoveram uma liberagdo mais lenta e sustentada,
evidenciando o papel da matriz polimérica como moduladora da difusdo dos farmacos.

Para o IMQ, mais de 60% do farmaco foi liberado a partir do controle ap6s 12 horas.
Quando incorporado aos filmes, observou-se redugdo significativa da fracdo liberada (p <
0,0001), com aproximadamente 30% liberado pelo F-C17 e 15% pelo F-C18 no mesmo periodo.
O aumento da concentragdo de acido oleico resultou, portanto, em maior retencao do fairmaco
na matriz. Esse comportamento pode ser explicado pelo carater lipofilico do firmaco nos
dominios lipidicos formados pelo acido oleico, o que dificulta sua difusdo para o meio receptor

(DONNELLY et al., 2006; RAMINENI et al., 2013).
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A TBF apresentou perfil ainda mais restrito. Enquanto aproximadamente 21% do fdrmaco
foi liberado a partir do controle apdés 12 horas, os filmes promoveram liberagao
significativamente inferior (p < 0,0001), com cerca de 5% liberado pelo F-C17 e 2% pelo F-
C18. Considerando o elevado log P da TBF, a maior reten¢ao na formulagdo contendo 2% de
acido oleico reforga a influéncia da fase lipofilica na modulagdo do perfil de liberagdo (LAYEK
etal.,2019; TUNCAY TANRIVERDI et al., 2015).

Esses resultados indicam que o aumento da concentragdo de acido oleico favorece maior
interagdo entre o IMQ e TBF e a fase lipidica, reduzindo a taxa de difusdo através da matriz

hidratada e resultando em perfil de liberagdo mais sustentado.

A B
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Figura 34. Perfil de liberagdo do IMQ (A) e de TBF (B) a partir dos filmes F-C17, F-C18 ou controle contendo os farmacos
livres em suspensdo, na mesma concentragdo (2% de IMQ e TBF) no periodo de 12 h. Resultados apresentados como média +
desvio padrdo (n=5). IMQ - imiquimode; TBF - cloridrato de terbinafina; F-C17: filme contendo imiquimode e cloridrato de
terbinafina com 1% de acido oleico; F-C18: filme contendo imiquimode e cloridrato de terbinafina com 2% de acido oleico.
Fonte: Autoria propria.

Em relagdo a cinética de liberagdo, os valores de regressdo linear (r?) obtidos para a
aplicagdo dos modelos matematicos em cada um dos perfis de liberacdo estdo apresentados na
Tabela 20. Para F-C17, tanto para IMQ quanto para TBF, o modelo de Higuchi apresentou os
maiores coeficientes de correlacdo (12 = 0,9947 e 0,9964, respectivamente), indicando que o
mecanismo predominante de liberagdo ¢ controlado por difusdo a partir de uma matriz
polimérica hidratada. Esse resultado ¢ coerente com o perfil de intumescimento gradual e
progressivo observado para essa formulagdo, no qual a absor¢ao controlada do meio favorece
a difusdo continua dos fairmacos através da rede polimérica ao longo do tempo.

Para o F-C18, o comportamento variou conforme o farmaco. Para o IMQ, os modelos
de ordem zero e Hixson-Crowell apresentaram ajustes elevados (r> = 0,96), o que ¢ compativel
com o perfil de liberagdo observado, com taxa de liberagdo constante ao longo das 12 horas,

sugerindo que a matriz atua como uma barreira de difusdo estavel, sem aceleracdo progressiva.

J& para a TBF, o modelo de Weibull apresentou elevado coeficiente de correlagdo (1> = 0,99),



91

indicando comportamento compativel com sistemas complexos nos quais a liberagdo envolve
combina¢do de difusdo e relaxamento da matriz. Esses resultados sdo consistentes com o
intumescimento elevado e rapido seguido de redugdo observado para o F-C18 em tampao
acetato pH 4,0, padrdo sugestivo de hidrata¢do intensa inicial com possivel inicio de erosao
superficial da rede polimérica, o que pode contribuir para a retengdo prolongada dos farmacos
na matriz.

De modo geral, os resultados sugerem que o mecanismo predominante de liberacao nos
filmes ¢ difusional, com contribui¢do do intumescimento da matriz e da parti¢ao dos fairmacos
nos dominios lipidicos formados pelo 4cido oleico.

O aumento da concentragdo de 4cido oleico no F-C18 intensificou a retencdo dos ativos,
particularmente dos compostos mais lipofilicos, promovendo um perfil de liberacdo mais
sustentado em comparagdo ao F-C17. Esse comportamento pode ser atribuido & maior particao
dos farmacos nos dominios lipidicos formados pelo 4cido oleico, que reduz a taxa de difusdo

para o meio receptor (PAPADOPOULOU et al., 2006; LIU et al., 2013a).

Tabela 20. Valores de regressdo linear (1?) obtidos pela aplicagdo dos perfis de liberagdo nos modelos de ordem
zero, Higuchi, primeira ordem, Weibull e Hixson Crowell.

Regressio linear (?)

Filme Farmacos
Ordem zero Higuchi Primeira ordem Weibull Hixon-Crowell

IMQ 0,9569 0,9947 0,7917 0,9178 0,9791
e TBF 0,9794 0,9964 0,7745 0,8778 0,9892
IMQ 0,9627 0,8101 0,8539 0,6611 0,9636
et TBF 0,9918 0,7908 0,9163 0,9908 0,9908

5.8 ENSAIOS IN VITRO DE PERMEACAO CUTANEA
Os ensaios foram conduzidos com o objetivo de avaliar a penetragdo cutanea do IMQ e
da TBF a partir dos filmes F-C17 e F-C18, em comparagdo com a suspensdo controle contendo
os farmacos livres. Apos 12 horas de experimento, as amostras de pele foram submetidas ao
procedimento de tape stripping para separagao do EC, seguido da analise da PR, permitindo
diferenciar a fracdo retida na camada mais superficial das camadas mais profundas.
Na Figura 35 estdo demonstrados os dados referentes a distribuicdo do farmaco nas

camadas da pele.
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Figura 35. Quantifica¢do de IMQ (A) e de TBF (B) recuperados das camadas da pele (estrato corneo — EC e pele
remanescente — PR) apos 12 horas de ensaio in vitro de penetragdo cutanea, a partir dos filmes F-C17, F-C18 ou
controle contendo os farmacos livres em suspensao, na mesma concentragao (2% de IMQ e TBF). Resultados
apresentados como média + desvio padrdo (n=5). Andlise estatistica por ANOVA, seguida do teste de Tukey,
sendo (*)=p=0,05; (***)=p<0,001; (****)=p<0,0001. IMQ - imiquimode; TBF - cloridrato de terbinafina; F-C17:
filme contendo imiquimode e cloridrato de terbinafina com 1% de &4cido oleico; F-C18: filme contendo
imiquimode e cloridrato de terbinafina com 2% de acido oleico. Fonte: Autoria propria.

Apb6s 12 horas de experimento, foram observadas diferencas estatisticamente
significativas na quantidade de IMQ e TBF recuperadas no EC entre as formulac¢des F-C17, F-
C18 e a suspensao controle. Para o IMQ, foram quantificados 10,02 + 1,84 pg/cm? no filme F-
C17 e 10,4 £ 3,54 pg/cm? no filme F-C18, valores significativamente superiores ao controle (p
< 0,0001), ndo havendo diferencga estatistica entre as formulacdes. De forma semelhante, para
a TBF, os valores observados para F-C17 foi de 11,57 £ 1,97 pg/cm? e para F-C18 de 11,95 +
3,73 pg/em?, também superiores ao controle (p < 0,05), sem diferenca significativa entre os
filmes. Esse resultado indica que a incorporacdo dos farmacos a matriz polimérica nao
comprometeu a deposi¢do inicial nessa camada, uma vez que o EC atua como principal
reservatdrio cutaneo de farmacos lipofilicos, favorecendo sua posterior difusdo para camadas
mais profundas (MOSER, 2001; TAVARES LUIZ et al., 2021).

Foi observado na PR que o filme F-C17 promoveu maior deposi¢ao de IMQ (104,82 +
14,75 pg/cm?) em comparagdo ao F-C18 (66,38 + 15,4 pg/cm?) (p < 0,001). Para a TBF,
verificou-se comportamento semelhante, com maior deposi¢do para o F-C17 (105,12 + 20,51
pg/cm?), enquanto o F-C18 apresentou valores significativamente inferiores (69,32 + 20,00
pg/cm?) diferindo estatisticamente tanto do F-C17 quanto do controle (p < 0,05).
Adicionalmente, a quantificacio de IMQ e TBF no meio receptor também ficou abaixo do
limite de quantificacdo em todas as amostras. Isso indica que a permeagao do farmaco através

da pele ¢ restrita, o que ¢ desejavel para um tratamento topico, uma vez que minimiza a
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exposicao sist€émica do farmaco. Em conjunto, esses resultados demonstram que o aumento da
concentracdo de acido oleico na formula¢do impactou diretamente a fracdo de farmaco
disponivel para penetragdo nas camadas vidveis da pele. Embora o acido oleico seja
reconhecido como promotor de permeacdo por sua capacidade de interagir com os lipidios
intercelulares do EC, seu aumento na formulacdo também pode intensificar a particdo dos
farmacos nos dominios lipidicos. Assim, no F-C18, o IMQ e a TBF podem permanecer mais
fortemente associada a fase lipofilica da matriz, resultando em menor quantidade transferida
para a PR (KIM et al., 2023).

Considerando os resultados do ensaio de liberagdo in vitro, em que o F-C18 apresentou
perfil mais controlado, especialmente para a TBF, observa-se que a maior reteng¢ao do farmaco
na matriz se traduz em menor deposi¢ao na PR. A maior deposi¢do promovida pelo F-C17 na
PR ¢ particularmente relevante para o tratamento da CBM, uma vez que o agente etiologico se
estabelece predominantemente nessas regides (QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Portanto a
retengdo nessa camada pode favorecer concentracgdes locais eficazes de TBF e ao mesmo tempo
permitir a agdo imunomoduladora sustentada do IMQ.

Estudos indicam que concentragdes relativamente baixas de IMQ (0,1-0,5 pg/mL)
capazes de induzir producdo de citocinas pro-inflamatorias e ativagdo da resposta imune inata,
enquanto concentracdes mais elevadas estdo associadas a efeitos pro-apoptdticos diretos em
células alvo (TELO et al., 2016). Nesse contexto, a deposicio significativa de IMQ observada
na PR nos ensaios de penetracdo cutinea sugere que os filmes desenvolvidos podem atingir
concentragdes suficientes para estimular a resposta imune local, contribuindo para o controle
da infec¢do fungica.

Além disso, os resultados obtidos nos ensaios de penetracdo cutinea indicam que os
filmes desenvolvidos promoveram deposi¢do significativa de TBF na PR. As quantidades
recuperadas nos filmes F-C17 e F-C18 sdo superiores ao MIC de < 0,5 ng/mL descrito para F.
pedrosoi, sugerindo que os filmes podem atingir concentracdes terapéuticas adequadas no local
da infeccdo. Nesse contexto, as quantidades de TBF recuperadas na PR nos filmes F-C17 (105,1
pg/cm?) e F-C18 (69,3 pg/cm?) superam em larga margem os valores de MIC descritos,
indicando que a formulagdo pode atingir concentragdes terapeuticamente eficazes no sitio de
infeccdo (DA SILVA HELLWIG et al., 2019; SMITH et al., 2025).

A oclusividade proporcionada pelos filmes pode contribuir para a hidratacdo do EC,
promovendo reorganizacdo dos corneocitos e das lamelas lipidicas intercelulares, o que pode

favorecer a penetragdo controlada dos fiarmacos. Em comparagdo com formulagdes
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semissolidas convencionais, os filmes apresentam a vantagem de prolongar o tempo de
residéncia no local de aplicagdo, possibilitando intervalos de dosagem mais espagados € maior
adesdo terapéutica (KIM et al., 2023).

Dessa forma, a liberacdo sustentada promovida pela matriz polimérica pode contribuir
para manter niveis terapéuticos de ambos os farmacos no tecido ao longo do tempo,
favorecendo a acdo antifungica local da TBF e a estimulagdo da resposta imune induzida pelo
IMQ. Esse perfil farmacotécnico pode representar uma estratégia promissora para otimizar o
tratamento topico da CBM, potencializando a eficécia terapéutica e reduzindo a necessidade de

terapias sistémicas prolongadas.

5.9 AVALIACAO DA SEGURANCA DOS FILMES

O ensaio HET-CAM foi utilizado para avaliar o potencial irritativo dos filmes na pele.
Inicialmente relatado por Luepke (LUEPKE, 1985), esse ensaio ¢ capaz de analisar o efeito
vascular de formulagdes destinadas para uso topico. Os resultados da avaliagdo do potencial

irritativo dos filmes sdo apresentados na Figura 36.
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Figura 36. Avaliacdo do potencial irritativo pelo ensaio HET-CAM (Hen’s Egg Test — Chorioallantoic
Membrane). As imagens apresentam os resultados obtidos para o controle positivo, controle negativo, filmes F-
C17 e F-C18 aplicados diretamente sobre a membrana, bem como para as respectivas solu¢des das formulagdes.
As imagens foram registradas ap0ds a aplicagdo das amostras na membrana corio-alantdide dos ovos embrionados,
nos tempos de 30, 120 e 300 segundos. Fonte: Autoria propria.

As imagens apresentadas na Figura 36 foram capturadas no momento anterior a
aplicagdo da formulagdo e 30, 120 e 300 segundos apos o fim da exposi¢do a formulagao.
Durante esse periodo, com o uso do controle positivo (NaOH 0,1 mol/L), foram observadas
alteracdes, como visualizacdo de capilares que ndo eram visiveis anteriormente ou dilatagao
dos vasos ja visiveis (hiperemia), vazamento difuso de sangue dos vasos e capilares
(hemorragia), interrup¢do do fluxo sanguineo nos vasos (coagulagdo) e opacidade total ou

parcial da membrana (opacidade) (PALMEIRA-DE-OLIVEIRA et al., 2018).
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Com a aplicacdo do controle negativo (solugdo salina a 0,9%), nenhum desses
fendmenos foi observado durante o periodo do teste. As amostras F-17 e F-C18 apresentaram
efeito bem semelhante ao observado no controle negativo, sem que se registrasse nenhum
desses eventos vasculares durante o periodo de realizacdo do ensaio.

O indice de irritabilidade das amostras e dos controles foi calculado, e os resultados
foram expressos como média + desvio padrao dos valores obtidos nos trés ovos analisados para
cada formulagao, conforme apresentado na Tabela 21.

Tabela 21. indice de irritabilidade calculado apos a aplicagdo do teste de HET-CAM para controle positivo,

controle negativo, filmes (F-C17 e F-C18) e dispersdo filmogénica, e sua respectiva classificagdo. Resultados
representados com média (n=3) + DP.

Amostras Indice de irritabilidade Classificacao
Controle positivo 19,0+ 0,2 Irritante Severo (IS)
Controle negativo 0,0£0,0 Nao irritante (NI)
F-C17 0,0£0,0 Nao irritante (NI)
F-C18 0,0£0,0 Nao irritante (NI)
Dispersao liquida do filme F-C17 0,0 £ 0,0 Nio irritante (NT)
Dispersao liquida do filme F-C18 0,0+0,0 Nao irritante (NI)

Os resultados demonstraram que o indice de irritabilidade calculado para o controle
positivo foi de 19,0 + 0,2, enquanto os valores obtidos para o controle negativo e para as
formulagdes (F-C17, F-C18 e as dispersdes liquidas dos filmes F-C17 ¢ F-C18) foram iguais a zero.
Dessa forma, o controle positivo foi classificado como irritante severo, enquanto o controle
negativo e as formulagdes foram classificados como nio irritantes. Esses resultados sugerem
que as formulagdes apresentam baixo potencial irritativo, o que € particularmente relevante para
esse tipo de sistema, considerando que o filme permanecerd aderido a pele por periodos

prolongados e em contato com tecidos adjacentes saudaveis.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu avangar no desenvolvimento de uma abordagem terapéutica
inovadora para o tratamento da CBM, baseada em filmes poliméricos de quitosana contendo
IMQ e TBF. Ao longo deste estudo, foi possivel demonstrar ndo apenas a viabilidade
tecnoldgica da formulacdo, mas também a robustez metodologica necessaria para sua adequada
caracterizacdo. A metodologia analitica por CLAE-FL, desenvolvida e validada, apresentou
elevada sensibilidade, seletividade e reprodutibilidade, permitindo a quantificacdo confiavel de
ambos os farmacos em matrizes complexas, como pele e formulagdes poliméricas, o que
representa um avango importante para futuros estudos biofarmacéuticos envolvendo esse
sistema.

As analises de compatibilidade quimica indicaram auséncia de interagdes significativas
entre os farmacos e os excipientes utilizados, confirmando a estabilidade da associagdo IMQ—
TBF na matriz polimérica de quitosana e assegurando a integridade dos ativos durante o
processo de desenvolvimento. Entre as formulagdes avaliadas, os filmes F-C17 e F-CI18
destacaram-se por apresentarem propriedades mecanicas adequadas, boa capacidade bioadesiva
e estabilidade fisico-quimica ao longo do periodo de armazenamento avaliado. Contudo, o
sistema F-C17 demonstrou desempenho biofarmacéutico superior, exibindo um perfil de
liberagdo sustentado e maior penetracao cutdnea de ambos os fArmacos nas camadas viaveis da
pele. Esse comportamento pode ser atribuido a concentragao otimizada de 4cido oleico utilizada
na formulacao, que atua como promotor de permeacao e favorece o transporte dos ativos através
da barreira cutanea.

Adicionalmente, a seguranga preliminar para aplicagdo topica foi confirmada por meio
do ensaio HET-CAM, no qual todas as formulagdes foram classificadas como ndo irritantes,
indicando boa biocompatibilidade do sistema desenvolvido. Esses resultados reforcam o
potencial dos filmes poliméricos como uma plataforma promissora para a administragao topica
combinada de agentes antifungicos e imunomoduladores, estratégia particularmente relevante
no contexto da CBM, uma micose negligenciada que ainda apresenta importantes limitagdes
terapéuticas.

De forma integrada, os resultados obtidos demonstram que o sistema desenvolvido
constitui uma alternativa tecnologica promissora ao tratamento convencional da CBM. A
estratégia de liberagdo prolongada proposta mostrou-se capaz de favorecer a deposi¢ao cutnea

dos ativos, potencialmente reduzindo a necessidade de doses sistémicas elevadas e,
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consequentemente, minimizando efeitos adversos e melhorando a adesdo terapéutica dos
pacientes.

Embora os achados obtidos sejam bastante importantes, o avango desta proposta
terapéutica depende da continuidade das pesquisas. Nesse sentido, os proximos passos do
estudo deverdo concentrar-se na avaliagdo da atividade antifungica e imunomoduladora do
sistema em modelos biologicos mais complexos. Ensaios in vitro frente a isolados clinicos de
Fonsecaea pedrosoi serdo fundamentais para confirmar a eficacia antifungica do sistema, bem
como para investigar possiveis efeitos sinérgicos entre a TBF e o IMQ. Além disso, estudos in
vivo em modelos experimentais de CBM permitirdo avaliar, de forma mais abrangente, o
desempenho terapéutico dos filmes, incluindo a resposta imunoldgica local, a reducao da carga
fungica e a evolucdo das lesdes cutaneas.

Essas etapas subsequentes serdo conduzidas em colabora¢do com o grupo de pesquisa da
Prof* Dr* Larissa Fernandes, cuja expertise na darea de micologia médica e modelos
experimentais de CBM foi fundamental para a concep¢do da proposta terapéutica aqui
investigada. A continuidade dessa colaboragdo devera contribuir significativamente para
consolidar a aplicabilidade clinica do sistema desenvolvido.

Assim, este estudo ndo apenas estabelece as bases tecnoldgicas para uma nova estratégia
teraputica topica para a CBM, mas também abre perspectivas relevantes para o
desenvolvimento de sistemas de liberagdo cutdnea capazes de integrar antifungicos e
moduladores da resposta imune. Considerando a escassez de terapias eficazes para essa micose
negligenciada, os resultados apresentados reforcam a relevancia cientifica e translacional da
abordagem proposta, indicando um caminho promissor para futuras investigagdes e,
potencialmente, para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas direcionadas ao

tratamento da CBM.
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