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RESUMO

Atualmente o tratamento convencional das enfermidades ocasionadas por fungos apresenta
um namero limitado de quimioterdoicos, os quais apresentam problemas sérios relacionados a
efetividade, espectro de acdo, toxicidade, baixa poténcia e farmacocinética inadequada. A
5CNO05-LSVM é uma molécula com comprovada atividade antifungica in vitro, baixa
solubilidade e, possivelmente, baixa permeabilidade. Sistemas coloidais como as
microemulsdes (MEs) sdo utilizados como sistemas transportadores de farmacos, sendo
formados por dois liquidos imisciveis (agua e 6leo) na presenca de um tensoativo e se
necessario um co-tensoativo. Tais sistemas tém se mostrado capazes de favorecer a
solubilidade de moléculas antifingicas pouco soluveis, como ¢é o caso do derivado tiofénico
5CNO05-LSVM, possibilitando a administragdo e absorcdo destas com maior seguranga e
menor incidéncia de efeitos adversos. O presente estudo teve como objetivo desenvolver um
sistema microemulsionado para incorporagdo do derivado tiofénico 5CN05-LSVM, bem
como desenvolver e validar um método analitico por espectrofotometria de absorcdo no
ultravioleta/visivel (UV/VIS) para doseamento da molécula em microemulsfes. As MEs
foram obtidas a partir da elaboracdo de um diagrama de fases pseudoternario (DFPT) e a
incorporacdo do 5CNO5-LSVM deu-se o método de sonicagdo. A formulacdo selecionada
apresentava em sua composicdo Polissorbato 80 (22,5%), Brij® 52 (2,5%) na proporcdo de
9:1(tensoativo/co-tensoativo), triglicerideo de acido céprico (8%) como fase oleosa e &gua
deionizada (67%). Todas as formulagdes mostraram pH préximo da neutralidade e
condutividade apropriada para sistemas Oleo em &gua. A metodologia proposta para
quantificacdo do 5CN05-LSVM nas MEs foi validada de acordo com as recomendacfes da
Resolugdo 899/2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). As analises
foram realizadas no comprimento de onda de 386 nm; o método demonstrou seletividade,
linearidade, faixa linear, limite de deteccdo/quantificacdo, exatiddo, precisdo e robustez
adequados para o uso pretendido. Concluiu-se com este estudo que o método analitico
desenvolvido apresentou confiabilidade e seguranca necessarias para o doseamento em
sistemas transportadores de farmacos como as microemuls@es, a incorporacdo do farmaco
pelo método de sonicacdo mostrou-se simples, facil e reprodutivel, possibilitando futuros
estudos como uma nova alternativa terapéutica.

Palavras-chaves: Derivado tiofénico, microemulsdes, validacao.



ABSTRACT

Nowadays, the conventional treatment of diseases caused by fungi is based on few
chemotherapeutic agents which there are serious problems in effectiveness, action spectrum,
toxicity, low power and poor pharmacokinetics. The 5CN05-LSVM is a molecule with proven
in vitro antifungal activity, low solubility and possibly low permeability. Colloidal systems
such as microemulsions (MEs) are used as drug delivery systems, being formed by two
immiscible liquids (oil and water) in the presence of a surfactant and a co-surfactant if
necessary. Those systems have been able to promote the solubility of insoluble antifungal
molecules such as the thiophenic derivative, 5SCN05-LSVM, enabling the administration and
absorption with greater safety and lower incidence of adverse effects. This study aimed to
develop a microemulsion system for incorporation of the 5CN05-LSVM, and to develop and
validate an analytical method by ultraviolet / visible (UV/VIS) absorption spectrophotometry
for quantification of the molecule in microemulsions. The MEs were obtained from the
elaboration of a pseudoternary phases diagram (DFPT) and incorporate the 5CN05-LSVM
was used the sonication method. The selected formulation was composed by Polysorbate 80
(22.5%), Brij® 52 (2.5%) in the ratio of 9:1 (surfactant / co-surfactant), triglycerides of capric
acid (8%) as oil phase and deionized water (67%). All the formulations showed near - neutral
pH and appropriate conductivity to oil/water systems. The proposed methodology to quantify
the 5CNO5-LSVM in MEs was validated according the recommendations of Resolution
899/2003 of the Brazilian Health Surveillance Agency (ANVISA). The analyzes were
accomplished at a wavelength of 386 nm, the method demonstrated selectivity, linearity,
linear range, limit of detection / quantification, accuracy, precision and robustness adequate
for the intended use. From this study, it is possible to conclude that the developed analytical
methods, showed reliability and security necessary for the determination of the 5CNO05-
LSVM in carrier systems such as microemulsions. The incorporation of drugs by the
sonication method proved to be simple, easy and reproducible; making possible future studies
as a new therapeutic alternative.

Keywords: Thiophenic derivative, microemulsions, validation.
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1 INTRODUCAO

Muitos sdo os fatores que contribuem para o aumento do ndmero de pacientes
imunocomprometidos, com destaque a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), o
cancer, os transplantes, o uso de sistemas de suporte de nutricdo parenteral e 0 uso
indiscriminado de antimicrobianos (FRANZINI, 2006). Em decorréncia do comprometimento
imunolodgico, tais pacientes tornam-se alvos faceis para infeccdes fungicas sistémicas
(ARAUJO, 2005).

O aumento no perfil de resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos e
quimioterapicos revela um crescente problema de saude publica mundial tornando-se o maior
obstaculo para o sucesso de um tratamento, ja que o nimero de farmacos disponiveis continua
areduzir (BENGHEZAL et al., 2007; OLIVEIRA, SILVA, 2008;).

Atualmente o tratamento convencional das enfermidades ocasionadas por fungos
baseia-se em um ndmero limitado de agentes quimioterapicos, tais como 0s azdis e 0s
poliénicos, que apresentam problemas sérios relacionados a efetividade, espectro de acdo,
toxicidade, baixa poténcia (sendo a maioria considerada fungistatica ao invés de fungicida) e
farmacocinética inadequada (SCOTTI et al., 2012).

Tendo em vista a dificuldade atual no tratamento das infec¢bes flngicas os compostos
heterociclicos derivados do tiofeno apresentam-se como alternativa de tratamento relevante.
Tais moléculas apresentam varias atividades bioldgicas ja comprovadas, dentre as quais se
podem destacar: antitumorais (NAIR, ABRAHAM, 1993), antivirais (BONINI et al., 2004),
analgésicas e anti-inflamatorias (TALLEY et al., 2006), antibacterianas, herbicidas e
especialmente, antifungicas principalmente contra espécies do género Candida (C. albicans,
C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis) e do género Aspergillus (A. fumigatus, A. niger e A.
flavus) (PINTO et al., 2008).

A busca por sofisticados sistemas de liberacdo de farmacos € outro aspecto muito
relevante, no sentido de proporcionar alternativas terapéuticas de elevada eficacia,
favorecendo a administracdo e absorcéo de farmacos com maior seguranca e menor incidéncia
de efeitos adversos (DAMASCENO et al., 2011; FORMARIZ et al., 2005).

Esses sistemas revelam-se capazes de proporcionar melhorias quanto a liberacéo,
biodisponibilidade e dissolucdo, especialmente, para os farmacos que pertencem a classes
biofarmacéuticas de baixa solubilidade (ASTIER, 2006).

A perspectiva atual tem dado énfase a incorporacdo desse tipo de molécula em

sistemas microemulsionados; o crescente uso destas formula¢Ges pode ser atribuido as suas
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propriedades particulares como aumento na solubilidade aparente dos farmacos e controle de
sua liberagdo por meio de uma cinética especifica (TENJARLA, 1999; SILVA et al., 2009a).

As propriedades particulares dos sistemas microemulsionados relacionam-se
principalmente a sua baixa tensdo interfacial, grande area de interface, tamanho reduzido das
goticulas, baixa viscosidade e alta capacidade de solubilizagdo de farmacos lipofilicos,
hidrossollveis e anfifilicos (FANUN, 2012). Portanto, farmacos que apresentam dificuldade
de incorporacdo em formas farmacéuticas convencionais, como a 5CNO05-LSVM, que
apresenta elevada lipofilicidade, podem utilizar-se deste sistema.

Todavia, conhecendo a auséncia de metodos normatizados ou farmacopéicos para
avaliacdo do 5CNO05-LSVM em produtos farmacéuticos, faz-se necessario o desenvolvimento
e validacdo de metodologias analiticas por espectrofotometria de absorcdo no
ultravioleta/visivel (UV/VIS) a fim de dosear esta molécula na microemulsédo (ME) formada.

De maneira que o desenvolvimento de metodologias analiticas é essencial, uma vez
que através de ensaios experimentais alguns pardmetros podem ser conhecidos, tornando
possivel a avaliacdo das interacBes entre os componentes da formulacdo e o farmaco. A
validacdo é a garantia que os resultados obtidos por esse método analitico sejam reprodutiveis
e confiaveis.

Diante dos aspectos abordados, o estudo teve como objetivo desenvolver um sistema
microemulsionado que pudesse ser utilizado para incorporacdo do derivado tiofénico
5CNO05-LSVM, bem como desenvolver e validar metodologia analitica por
espectrofotometria de absorcdo no UV/VIS capaz de quantificar o mesmo, avaliando as
caracteristicas fisico-quimicas das formulagdes com e sem o farmaco em termos de aspecto
macroscopico, pH e condutividade elétrica, visando o melhor aproveitamento deste agente

antifangico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Novos agentes terapéuticos: derivados tiofénicos

O uso indiscriminado e desnecessario dos antifungicos tem sérias complicagfes, uma
vez que proporciona 0 aumento da emergéncia dos perfis de resisténcia, estabelecendo-se
assim uma relacdo direta entre o quantitativo de farmacos utilizados e a incidéncia de
resisténcia (MARIN et al., 2003).

Através da técnica de modificacdo molecular, torna-se possivel a obtencdo de novos
medicamentos. Esta técnica atua na identificagdo de novos andlogos ativos do substrato
natural do receptor ou do agonista da enzima eventualmente eleita como alvo-terapéutico. O
planejamento molecular racional destes analogos-ativos pode se dar pelo emprego do
bioisosterismo, da simplificagho molecular, da hibridagdo molecular, entre outras
metodologias de planejamento molecular da Quimica Medicinal (BARREIRO, FRAGA,
2005).

Os compostos heterociclicos tém sido bastante utilizados como base para essa
modificacdo molecular, visto que correspondem a cerca de 65% dos farmacos empregados na
terapéutica, dos quais 95% desses apresentam-se nitrogenados, e outros 25% apresentam
atomos de enxofre em sua composicao quimica (BARREIRO, FRAGA, 2001).

Compostos organicos contendo anéis heterociclicos aromaticos, tais como o anel
tiofeno (Figura 1), encontram-se bem distribuidos na natureza e geralmente sdo de grande
importancia em vérios processos bioquimicos (GUIMARAES, 2013), apresentando largo
espectro de propriedades farmacoldgicas (MOHAMMAD et al., 2012). A vasta aplicabilidade
sintética e atividade bioldgica destes heterociclos os tornam importantes segmentos estruturais
na quimica medicinal sintética, servindo de base para o planejamento e implementacdo de

novos agentes terapéuticos (MEOTTI et al., 2003).

Figura 1- Estrutura do anel tiofeno.
S

)

(Fonte: GUIMARAES, 2013)
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A molécula em estudo, 2-[(3,4-dicloro-benzilideno)-amino]-5,6-diidro-4H-ciclopen-
ta[b]tiofeno-3-carbonitrila, referida como 5CNO05-LSVM (Figura 2) possui comprovada
atividade antifungica in vitro (MENDONCA JUNIOR et al., 2011; SOUZA et al., 2012),
sendo caracterizada macroscopicamente como um p6 amorfo de coloracdo amarela. Apresenta
formula molecular C15H1oN>SCly; massa molecular 320g.mol™ e ponto de fuséo entre 190-
194°C. Suas caracteristicas biofarmacéuticas ndo estdo de fato esclarecidas, principalmente no
que diz respeito a sua permeabilidade. Entretanto, o valor de seu coeficiente de parti¢do (logP
= 598) ¢ um indicativo de que a molécula pode apresentar baixa solubilidade e
permeabilidade (GUIMARAES, 2013).

Figura 2— Representagdo da estrutura do 5CNO5-LSVM.
Cl

Cl

)i
\
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(Fonte:GUIMARAES, 2013)
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2.2  Microemulsdes

A utilizacdo das microemulsdes na tecnologia farmacéutica visando o aumento da
eficacia de farmacos existentes é relativamente recente e, devido as potenciais vantagens
oferecidas, elas tém despertado grande interesse como sistemas transportadores de moléculas.

Historicamente o termo ME foi introduzido na década de 40 por Hoar e Schulman para
definir um sistema fluido e translicido obtido pela titulacdo até o ponto de clarificacdo de
uma emulsdo simples com um alcool de cadeia média como o hexanol ou o pentanol (HOAR,
SCHULMAN, 1943).

Em 1973, foram desenvolvidas pesquisas utilizando as microemulsdes, no sentido de
aumentar a recuperacdo do petroleo. Nestas pesquisas, 0s sistemas do tipo bicontinuo
apresentaram grande interesse na remoc¢do do petréleo preso nos poros dos reservatérios,
oferecendo grande potencial econdmico e estimulando a pesquisa desses sistemas (JUNIOR et
at., 2003). Na década de 80 até a atual, as MEs atraem consideravel atengdo tendo em vista
seu uso em muitos produtos, como tintas, refrigerantes, locdes pds-barba, refrescantes bucais,
substituintes do sangue, cosméticos e como carreadores de farmacos (BAKER et al., 1984;
CONSTANTINIDES, Y1V, 1995; TENJARLA, 1999).

Conceitua-se MEs como sistemas claros, isotrépicos e termodinamicamente estaveis
formados pela dispersdo de dois liquidos imisciveis estabilizados por tensoativos,
frequentemente em combina¢do a um co-tensoativo (FANUN, 2012; LI et al., 2012; SILVA et
al., 2009b). Sao geralmente formados pela combinacdo de trés a cinco componentes: 6leo,
agua, tensoativo, co-tensoativo e eletrélito (DAMASCENO et al., 2011).

As MEs podem apresentar-se em trés diferentes organizacdes: 1) 6leo em agua (O/A),
onde a fase interna, dispersa ou descontinua € um componente lipossolluvel e a externa,
dispersante ou continua € o componente agua; 2) agua em 6leo (A/O), apresentando como
fase interna o componente aquoso e fase externa o componente oleoso e 3) bicontinua, onde
ndo sdo observadas goticulas esféricas e podem ser formadas pela transi¢do do sistema O/A
para A/O ou quando ha proximidade dos volumes utilizados das duas fases (DAMASCENO
etal., 2011).
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Figura 3— Tipos de microemulsdes esquematizadas pela fase oleosa (cinza), pela fase aquosa (branca) e
por um filme interfacial de tensoativo/cotensoativo.
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(Fonte: DAMASCENO et al., 2011)

O Equilibrio Hidrofilo-Lipofilo (EHL) é um pardmetro empirico representativo do
contetido de grupos hidrofilicos e hidrofébicos de um tensoativo (GUIMARAES, 2013). O
valor de EHL atua como indicador da preferéncia de migracdo do tensoativo na interface O/A
proporcionando um caminho simples para a sele¢cdo do tensoativo de acordo com o tipo de
ME desejada. O valor de EHL requerido pelo 6leo para a formagdo das MEs pode ser
proporcionado pela mistura de tensoativos com diferentes valores de EHL em determinadas
propor¢oes (ZHANG, HAN, 2009).

O tamanho da goticula de uma ME, é cerca de 10-300 nm, é aproximadamente 100
vezes menor do que o tamanho médio das goticulas de emulsdes, que é em torno de 1-10 um
(DAMASCENO et al., 2011). A reducdo do tamanho quando comparado as emulsées normais
se deve ao fato de que as moléculas de tensoativo formam um filme localizado na interface
entre as fases aquosa e oleosa, diminuindo, portanto, a energia interfacial livre
(ALTHANYAN et al., 2011), o que sem duvida favorece a formacao de estruturas estaveis de
MEs. Outro aspecto relevante, estd relacionado ao tamanho das goticulas de uma ME que
apresenta-se menor que 1/4 do comprimento de onda da luz, o que faz com que neste tipo de
sistema a luz incidente ndo sofra dispersdo e 0 mesmo apresente uma transparéncia
caracteristica (DAMASCENO et al., 2012).

Os sistemas micro e nanoemulsionados tém a capacidade de compartimentalizar
farmacos nas goticulas da fase interna, as quais apresentam propriedades fisico-quimicas
bastante diferentes das do meio dispersante, induzindo modificacbes nas propriedades
biologicas dos farmacos incorporados (BHARGAVA, NARURKAR, LIEB, 1987). Segundo
Cruz e Uckun (2001), esses sistemas melhoram a solubilizacdo de farmacos lipofilicos em
agua e os protegem contra hidrolise enzimatica, além de aumentar o potencial de absorcéo

devido a presenca de tensoativo.
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As MEs apresentam vantagens sobre outros sistemas coloidais como emulsoes,
suspensdes e solucdes micelares, o que as torna potenciais alternativas para o carreamento de
farmacos (FANUN, 2012). Elas podem permitir, por exemplo, liberacdo sustentada ou
controlada em diversas vias de administracdo, tais como a topica local, transdérmica, oral,
nasal, ocular e parenteral (GRAMPUROHIT, RAVIKUMAR, MALLYA, 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver sistemas microemulsionados para incorporacdo de uma molécula de baixa
solubilidade (5CNO5-LSVM), bem como desenvolver e validar uma metodologia analitica

para sua quantificacao.

3.2 Objetivos especificos

e Desenvolver e utilizar diagrama de fase pseudo-ternario para obtencao e identificacdo

das regides possiveis de formacao de sistemas microemulsionados;

e Explorar um sistema microemulsionado para incorporagdo do 5CN05-LSVM;

e Desenvolver e validar metodologia analitica para quantificacdo do 5CN05-LSVM no
sistema obtido, utilizando a técnica de espectrofotometria de absorcdo no ultravioleta-
visivel (UV-VIS);

e Desenvolver um protocolo de caracterizacdo para as formulacbes com e sem o
farmaco, contemplando as analises de: aspecto macroscopico, pH, condutividade
elétrica e eficiéncia de encapsulagéo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais e equipamentos

4.1.1 Equipamentos

e Balanca analitica (OHAUS, AR 2140); Barueri - SP, Brasil;

« Balanca semi-analitica BEL Mark 500 (Bel®); De Pere, EUA;

¢ Banho de ultrassom (Unique USC 2800 A); Indaiatuba - SP, Brasil,

e Condutivimetro mCA 150, MS Tecnopon, Brasil;

e Espectrofotémetro UV/Visivel UV mini 1240 Shimadzu; Sao Paulo - SP, Brasil;

e Medidor de pH mPA 210, MS Tecnopon, Brasil;

¢ Microtubos tipo eppendorf;

¢ Mini centrifuga de bancada N11801, Nova Instruments, Brasil;

e Pipeta automatica Kacil FS 2000 uL;

e Pipeta automatica Kacil FS 500uL;

e Pipeta automatica Peguepet 1000uL;

e Purificador de 4gua Osmose Reversa 0S10 LX (GEHAKA®): So Paulo - SP, Brasil;
e Sonda de ultrassom (Sonicador Unique Modelo Desruptor); Indaiatuba - SP, Brasil;
o Vortex V1, IKA, Alemanha.

4.2.2 Substancias

e 2-[(3,4-dicloro-benzilideno)-amino]-5,6-diidro-4H-ciclopen-ta[b]tiofeno-3 carbonitrila
(5CNO05), obtido e sintetizado no Laboratorio de Sintese e Vetorizacdo de Moléculas
(LSVM) da Universidade Estadual da Paraiba;

e Agua deionizada;

e Alcool Metilico P.A — ACS (Sol-Tech), Brasil;

« Brij® 52 (Sigma Aldrich); Alemanha;

¢ Polissorbato 80 (Via Farma); Sao Paulo - SP, Brasil;

e Triglicerideo de acido caprico/caprilico (Via Farma); Sao Paulo - SP, Brasil.
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4.2 Métodos

4.2.1 Desenvolvimento do Sistema Microemulsionado

4.2.1.1 Determinacédo do Equilibrio Hidrofilo-Lipofilo (EHL)

O valor de EHL proporcionado pela mistura dos tensoativos foi calculado através da
Equacao 1, obtida por Griffin em 1950:
EHLtota1 = 0,01 . (%0tensa X EHLensa) + 0,01 . (Y%0tenss X EHL ensg) (D)
Onde:
EHL1ot = equilibrio hidréfilo-lipéfilo resultante entre o Polissorbato 80 e o Brij® 52 na
proporcao 9:1; Yoensa = proporgdo em porcentagem do tensoativo Polissorbato 80; EHL tensa=
equilibrio hidrofilo-lipofilo do tensoativo Polissorbato 80; %ownss = proporcao em
porcentagem do co-tensoativo Brij® 52, EHLnss = equilibrio hidréfilo-lipoflo do co-
tensoativo Brij® 52.

Sabendo que o valor de EHL requerido pelo acido caprico era de 15,3 considerou-se, 0
valor de EHL para o Polissorbato 80 como sendo 15 e para o Brij® 52 o valor de 5,0. Os
valores de EHL adotados foram fornecidos pelos seus respectivos fabricantes.

4.2.1.2 Diagrama de Fases Pseudo-ternario (DFPT)

O DFPT foi obtido através da inspecdo visual das misturas entre o Polissorbato 80 e o
Brij® 52 na proporcdo 9:1 (tensoativo/co-tensoativo), fase oleosa e 4gua deionizada. Foi
adicionado a mistura de tensoativos o triglicerideo do acido caprico/caprilico nas proporcdes
de 1:9, 2:8, 3.7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1. Foram realizadas titulacbes para adi¢cdo ao
sistema de quantidades pré-determinadas de &gua deionizada em temperatura ambiente.

Durante a titulacéo, as amostras foram homogeneizadas em sonda de ultrassom por 1
minuto na poténcia de 50W, seguida de banho de ultrassom por 1 minuto, sendo as mudancas
do aspecto visual do sistema observadas contra um fundo preto (Figura 4). Apos as titulacdes,
as devidas proporgcdes de tensoativo, co-tensoativo, Oleo e agua foram utilizadas para
plotagem dos pontos onde se observaram os fendmenos de transicdo de fases para sistema
liquido transparente (ST), microemulsdao (ME), microemulsdo gel-like (ME-GEL) emulsédo

liquida opaca (ELO) ou liquida leitosa (ELL), emulsdo semi-solida (ESS) ou separacdo de
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fases (SF). O diagrama foi obtido e os seus pontos foram plotados com o auxilio do software
Origin Pro® 8.0.

Figura 4- Fluxograma para construcdo do Diagrama de Fases Pseudo-Ternario.
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4.2.1.3 Selecédo da formulacao e incorporagdo do 5CN05-LSVM

Partindo-se do diagrama obtido, foi selecionada uma formulacao para incorporacdo do
5CNO05-LSVM através do método de sonicacdo. Durante a sonicacdo, ondas sonoras
produzidas pelo sonotrodo causam vibragfes mecénicas, seguidas pelo processo de cavitacdo
acustica, no qual as goticulas da emulsdo sofrem violentos colapsos, gerando goticulas
menores (LIN; CHEN, 2008). O ponto da formulacéo selecionada encontrava-se na regido de
formacdo de ME O/A. Posteriormente aos calculos, pesou-se o Brij® 52, o Polissorbato 80 e 0
acido caprico em seguida realizou-se a incorporacdo do farmaco 5CNO05-LSVM por
sonicagdo, na concentracdo de 100 pg.ml™. Por Gltimo fez-se a adicdo de &gua deionizada.
Novamente as amostras foram para o sonicador por mais 1 minuto e no banho de ultrassom

pelo mesmo tempo.
4.2.2 Desenvolvimento e Validacdo de metodologia para doseamento do 5CN05-LSVM

Segundo a Resolucdo da Agéncia Nacional Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (RE) n°
899/2003, para métodos analiticos que envolvam a quantificacdo de farmacos em produtos
farmacéuticos os parametros seletividade, linearidade e faixa de aplicacdo (intervalo),
precisdo, exatidao e robustez devem ser cuidadosamente avaliados (BRASIL, 2003).

Inicialmente foi realizada uma diluicdo do 5CNO5-LSVM em cloroférmio de modo a
obter uma solugo padrdo (SP) de concentracdo igual a 1 mg.ml™. Partindo-se da SP foi feita

uma diluicdo em metanol (S1) de concentragdo igual a 80 pug.ml™, que foi posteriormente
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diluida até obtencdo de uma solugdo de concentracio igual a 9 pg.ml™. Esta solucdo foi
submetida a uma varredura espectrofotométrica na regido do UV/VIS, na faixa de 300 a 600
nm, com o objetivo de identificar em qual comprimento de onda o farmaco apresentava

valores de absorbancia maximos.

4.2.2.1 Especificidade e Seletividade

A especificidade e seletividade do método espectrofotométrico foram determinadas
fazendo-se uma comparacdo entre as curvas espectrais obtidas através das leituras de
dilui¢des individuais do sistema, comparando o comportamento da matriz isenta da substancia
de interesse (ME-branca), a matriz contendo o 5CNO05-LSVM (ME-5CN05-LSVM) e

amostras de solucdo do farmaco em concentracdo conhecida.

4.2.2.2 Linearidade

Partindo-se de uma diluicdo do 5CN05-LSVM em cloroférmio a uma concentracédo de
1 mg.mlI™* (SP), obteve-se uma solucéo S1 de concentracéo igual a 80 pg.ml™ em metanol.

Introduziu-se na cubeta 2450 puL de metanol acrescidos de 50 pL da solugéo Sl e,
através de acréscimos sucessivos de 50 pL da mesma solucdo foram feitas as leituras no
comprimento de onda de 386 nm e anotadas as absorbancias.
A partir das diluicdes de S1, obtiveram-se solucBes de 2; 3; 5; 6; 7; 9; 10; 11; 12; 14; 15¢e 16
pg.ml™ do farmaco em metanol. A linearidade do método espectrofotométrico foi estimada
pela andlise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados (BRASIL, 2003).

4.2.2.3 Exatiddo

A exatiddo foi determinada por andlises em triplicata de trés solu¢des do farmaco em
diferentes faixas de concentracdo, sendo uma em baixa, uma em média e outra em alta
concentracao, respectivamente 5, 9 e 12 ug.ml™

4.2.2.4 Precisao

A precisdo do método foi determinada através da leitura em sextuplicata de dilui¢fes

do 5CNO05-LSVM na concentracdo do ponto médio da curva de calibragdo (9 pg.ml™). A
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precisdo foi avaliada em dois niveis: repetitividade (precisdo intra-corrida) e precisdo
intermediéria (precisdo inter-corridas), por analistas distintos, sendo expressas como
coeficiente de variacdo (CV%) segundo a Equacéo 2:

CV=DP/CMD 2
Onde:

CV = é o coeficiente de variagéo;

DP = desvio padréo;

CMD = concentracdo média determinada.

4.2.2.5 Robustez

A analise da robustez foi realizada com a alteracdo de dois parametros no método. As
modificag0es propostas consistiram na utilizagdo do metanol proveniente de diferentes
fornecedores e diferentes modelos de espectrofotometro UV/VIS. Os valores das absorbancias
foram obtidos em triplicata, sendo expressos juntamente com seus respectivos desvios-

padroes.

4.2.2.6 Limite de deteccéo e limite de quantificagdo

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram estimados de acordo com as equacfes 3 e
4 (BRASIL, 2003):

LD=DPx3/IC (3)
LQ =DP x 10/1C (4)
Onde:

LD= Limite de detecc¢éo;
LQ= Limite de Quantificacéo;
DP = desvio padrdo dos coeficientes lineares obtidos com trés curvas analiticas;

IC = média dos coeficientes angulares das respectivas curvas.
4.2.2.7 Doseamento do 5CNO05-LSVM no sistema microemulsionado
Para quantificar o 5CNO5-LSVM contido na ME foram realizadas diluigdes em

triplicata da formulagdo em metanol de modo a obter uma solugdo de concentragdo tedrica

igual a 9 pg.ml™. Testou-se a diluicio ME em acetonitrila, entretanto, nao foi possivel realizar
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as leituras em espectrofotdbmetro UV/VIS, uma vez que ao adicionar o solvente o sistema
apresentava-se turvo. O valor médio de absorbéncia foi utilizado para determinacdo da
concentracdo real da amostra por meio da equacao da reta obtida durante a determinacao do

parametro linearidade.

4.2.3 Caracterizacao fisico-quimica das formulac6es

As formulacdes ME-5CNO5-LSVM e ME-branca foram caracterizadas em termos de
aspecto macroscépico, pH, condutividade elétrica e eficiéncia de encapsulacdo. Todas as

analises foram feitas em triplicatas.

4.2.3.1 Aspecto macroscépico

Aspectos como coloragdo, homogeneidade das microemulsdes, separagdo de fases ou
presenca de precipitados foram avaliados decorridas 48 horas ap6s a obtencdo de cada
formulacdo. As amostras encontravam-se armazenadas em frascos transparentes, ao abrigo da

luz e a temperatura ambiente (25°C).

4.2.3.2 Determinacéo do pH

O pH das formulacdes foi avaliado em pHmetro com eletrodo de vidro e sensor de
temperatura, calibrado previamente com solucGes tampéo pH 4,0 e 7,0 a uma temperatura de
25+ 0,5°C.

4.2.3.3 Condutividade elétrica

A condutividade elétrica das formulacbes foi determinada em condutivimetro digital.
O equipamento foi calibrado com uma solucdo de calibracdo apresentando conduténcia

especifica de 1413 puS.cm™, & temperatura de 25°C.

4.2.3.4 Eficiéncia de Encapsulagdo da ME-5CN05-LSVM

Para realizacao deste ensaio, 1ml da ME-5CNO5-LSVM foi submetido a centrifugacéo

(4300g por 1h). Ao término do ciclo, aliquotas do sobrenadante foram cuidadosamente
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extraidas e diluidas em metanol de modo a obter solugBes com concentracdo tedrica de 9
ug.ml®. A Eficiéncia de Encapsulacdo (EE) foi calculada conforme Equacdo 5
(DAMASCENO, 2005):

EE = (AbSson/AbStorm) X 100 (5)
Onde:

EE = eficiéncia de encapsulacéo;

Absg,, = Absorbancia do sobrenadante das formulacdes pds-centrifugacdo no A= 386 nm;

Absg,rm= Absorbancia das formulagdes antes da centrifuga¢do no A= 386 nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento do Sistema Microemulsionado

5.1.1 Diagrama de Fases Pseudo-ternério (DFPT)

O estudo do diagrama de fases é de extrema importancia para o desenvolvimento de
sistemas microemulsionados. Para que tais formulacbes consigam se apresentar estaveis, é
preciso direcionar a procura pelo sistema de tensoativos ideal para estabilizar a formulagédo
pretendida (DALTIN, 2011). De acordo com Damasceno et al. (2011), esta procura pode ser
auxiliada através do EHL, o qual leva em consideracdo a contribuicdo relativa da fracdo
hidrofilica e hidrofobica da molécula do tensoativo.

Segundo Ansel et al. (2000), o tensoativo escolhido deve possuir EHL igual ou 0 mais
préximo possivel do valor requerido pela fase oleosa, podendo-se fazer a combinacéo de dois
ou mais emulsionantes de modo a obter-se um EHL resultante semelhante ao da fase oleosa.

Como discutido optou-se por construir um diagrama de fases no qual a proporcao de
tensoativos utilizados fosse capaz de fornecer um valor de EHL préximo ao triglicerideo do
acido céprico de valor (15,3), favorecendo assim a formacdo de sistemas microemulsionados
estaveis. A proporcdo 9:1 (Polissorbato 80/Brij® 52), foi escolhida para obtencdo do
diagrama, uma vez que com esta combinacao é possivel obter formulagdes com valor de EHL
igual a 14.

A Figura 5 representa o comportamento de fase das misturas dos tensoativos, fase
oleosa e aquosa, obtidas neste estudo. Diversos sdo os estados observados, ressaltando-se a
presenca de areas de formacdo de microemulsao, que sdo regides onde a energia empregada e
as proporcdes dos componentes foram apropriadas para reduzir a tensdo interfacial até a

formacdo de um sistema homogéneo, limpido e transltcido (SILVA et al., 2009a).
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Figura 5- Diagrama de fase pseudo-ternario para o sistema Polissorbato 80/Brij® 52 (9:1), acido caprico e agua.
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SF: separagdo de fases; ELL: emulsdo liquida leitosa; ELO: emulsdo liquida opaca; ESS: emulsdo semi-solida;
ME-GEL: microemulséo gel; ST: sistema transparente; ME: microemulséo, ®: Formulacdo ME selecionada.

5.1.2 Selegdo da Formulacéo

A partir do diagrama obtido, selecionou-se uma formulacdo para incorporacdo do
5CNO5-LSVM. A Tabela 1 apresenta as propor¢Ges dos componentes da formulagéo.
Escolheu-se um ponto do diagrama que representasse uma formulacdo ME do tipo 6leo em
agua (O/A).

Tabela 1- Composi¢éo percentual (p/p) da formulagéo selecionada.

Constituintes Percentual (%)
Agua deionizada 67,0
Acido Caprico 8,0
Polissorbato 80/Brij® 52 (9:1) 25,0

5.1.3 Incorporacéo do 5CNO5-LSVM

Damasceno et al. (2011) afirmaram que a encapsulacdo maxima de um farmaco em
uma formulacdo ME pode ser alcancada incorporando o mesmo durante a formacdo do
sistema. Guimardes (2013) por sua vez, avaliou dois métodos distintos de incorporacéo e
comprovou através da eficiéncia de encapsulagdo que o método de sonicacdo foi capaz de

proporcionar melhor incorporagdo; este é descrito como um método rapido e eficiente para
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formulacdo de microemulsdes estaveis com pequeno didmetro de goticulas e com reduzida
polidispersao.

O diametro das goticulas também pode ser controlado pela otimizacdo de outros
parametros como a propor¢do de Oleo e tensoativos, viscosidade da fase continua, tempo de
emulsificagdo e energia aplicada (GHOSH, MUKHERJEE, CHANDRASEKARAN, 2013;
NAKABAYASHI et al., 2011).

De modo a aperfeicoar o processo de incorporacdo do 5CN05-LSVM na ME, optou-se
por adicionar uma aliquota do mesmo a mistura de tensoativo/co-tensoativo e fase oleosa,
levando-a em seguida ao sonicador por um intervalo de 1 minuto. Decorrido este tempo,
realizou-se a adicdo da fase aquosa, sendo a mistura submetida a mais um ciclo de sonicagédo
nas mesmas condicdes anteriormente citadas.

De acordo com DAMASCENO et al. (2011) a incorporacdo de farmacos lipofilicos
em sistemas microemulsionados do tipo O/A, como o obtido neste trabalho, pode ocorrer por
meio da solubilizagdo das moléculas do ativo no filme interfacial de tensoativos ou no nucleo
oleoso das goticulas, os quais apresentam propriedades distintas das do meio aquoso externo.

Apds a incorporacdo, notou-se mudanca de cor do sistema, que passou de uma mistura
com coloracdo amarelo opaca (A) para um sistema ainda translicido e de coloracdo mais
amarelada (B). Visualmente a solubilizacdo do farmaco demonstrou ter sido adequada devido

a auséncia de precipitado mesmo depois de decorridas 48 horas.

Figura 6— Representacdo da ME-branca (A) e da ME-5CNO5-LSVM (B).
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5.2 Desenvolvimento e Validagdo de metodologia para doseamento do 5CN05-LSVM

5.2.1 Determinacdo do comprimento de onda de detec¢éo

A partir da diluicio do 5CN05-LSVM em metanol, foi realizada uma varredura
espectrofotométrica, na faixa de 300-600 nm (Figura 7), verificando-se que o méaximo de
absorbancia encontrava-se no comprimento de onda de 386 nm, este valor foi definido para
utilizacdo no desenvolvimento e validacdo do metodo analitico por espectrofotometria
UVIVIS.

5.2.2 Especificidade e Seletividade

A avaliacdo da seletividade deve ser o primeiro passo no desenvolvimento e validacao
de um método analitico. Este parametro deve ser monitorado continuamente durante a
validacgdo e subsequente utilizacdo do método (SILVA et al., 2010).

A metodologia desenvolvida para quantificacdo do 5CNO5-LSVM demonstrou ser
seletiva, uma vez que em leituras pontuais da formulagdo branca em 386 nm n&o houve
valores significativos de absorbancia que pudessem influenciar nos resultados. De acordo com
a legislacdo, o método pode ser considerado seletivo se nenhum interferente da matriz sem o
farmaco apresentar absorbancia no comprimento de onda especifico para a molécula a ser
analisada (BRASIL, 2003; ICH; 2005). O método adotado foi também capaz de produzir

resposta para o analito em questdo sendo, portanto, considerado especifico (Figura 8).
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Figura 8- Varredura espectrofotométrica da ME-5CN05-LSVM
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5.2.3 Linearidade

A curva obtida, bem como o coeficiente de correlacdo linear e a equacdo da reta sdo

apresentados na Figura 9.

Figura 9- Curva de calibracdo obtida para avaliacdo do pardmetro Linearidade.
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O método apresentou-se linear em uma faixa de 2 a 16 pg.ml™. A curva analitica (y =
0,0729x - 0,0041), obtida pelo método dos minimos quadrados, apresentou um coeficiente de
correlagéo (r) igual a 0,999. O valor minimo de r estabelecido pela RE 899/2003 é r = 0,99
(BRASIL, 2003) sendo recomendado pelo Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO,
2003) um valor acima de 0,90.

Um coeficiente de correlacdo maior que 0,999 é considerado evidéncia de um ajuste
ideal dos dados para a linha de regressdo (NUNES et al., 2005). Sendo assim, o valor de r



35

obtido para a andlise do 5CN05-LSVM pelo método de espectrofotometria UV/visivel
encontra-se dentro das conformidades legais exigidas.
O limite de deteccdo e o limite de quantificagdo encontrado foi de 0,10 ug.ml™ e 0,33

ng.ml™?, respectivamente.
5.2.4 Exatidao

O resultado das analises em triplicata das 3 concentracfes (baixa, média e alta) do
5CNO05-LSVM, conforme Tabela 2, mostra que o método pode ser considerado exato, visto
que os coeficientes de variagdo encontram-se inferiores a 5%, limite este estabelecido pela
RE 899/2003 (BRASIL, 2003).

Tabela 2— Resultados do ensaio para verificacio da exatiddo do método.

Concentragéo Concentragéo - x -
A Nominal Obtida Preif%o Exaotldao
Parametro (ug.ml) (média + DP*: n=3) | (CV™ %) (%)
5,00 4,58 + 0,009 2,57 92,00
Exatidéo 9,00 8,63+ 0,01 1,84 96,00
12,00 12,44 + 0,03 3,28 104,00

*DP: Desvio Padréo; **CV: Coeficiente de Variagdo; (n=3): Nimero de Amostras.

5.2.5 Precisao

A precisdo do método foi determinada pela repetibilidade (inter-corrida) e a precisdo
intermediaria (intra-corrida). Amostras na concentracdo do ponto médio da curva de
calibracdo (9 pg.ml™) foram analisadas em sextuplicata (repetibilidade) e em dias distintos e
por analistas distintos (precisdo intermediaria). A Tabela 3 exibe os valores de concentracéo
obtidos e seus respectivos coeficientes de variagéo.



Tabela 3— Resultados do ensaio para verificagao da precisédo (repetibilidade e precisdo intermediaria).

Concentracao Concentracao . .
) ) nominal obtida Preciséo Exatid&o
Analista | Dia (Hg/ml) (média+ DP*; n=p)  (CV** %) (%)
. Dial 9,00 8,77+ 0,01 3,03 97,49
Analista 1
Dia 2 9,00 7,31+0,01 2,45 89,00
Dia 1l 9,00 8,71+ 0,01 1,73 96,80
Analista 2
Dia 2 9,00 7,48 £ 0,02 3,97 83,00

*DP: Desvio Padrédo; **CV: Coeficiente de Variagdo; (n=6): Nimero de Amostras.
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O coeficiente de variacdo apresentou um valor menor que 5%; e a exatiddo das

medidas realizadas se mostrou préxima a 100%, demonstrando que o parametro precisao
atendeu as exigéncias da RE 899/2003.

5.2.6 Robustez

A Tabela 4 mostra os valores obtidos durante a avaliacdo da robustez do método

espectrofotométrico. As modificacdes avaliadas foram: preparo das solu¢bes na concentracdo

do ponto médio utilizando metanol proveniente de diferentes fornecedores e leitura das

solugdes em diferentes espectrofotdmetros.

Tabela 4- Determinacdo da robustez do método espectrofotométrico validado.

Concentracao Concentracao Preciséo Exatidéo
Modificagéo Nominal (pg.mi™) Obtida _(mfdla * (CV**0%) (%)
DP*; n=3)
Solvente
Nuclear 9,00 8,38 + 0,006 1,00 93,14
Sol-Tech 9,00 8,63+0,01 1,84 95,88
Espectrofotdmetro
UV-mini 1240 9,00 8,63+0,01 1,84 95,88
Spectrum SP-2000 9,00 8,60 £ 0,01 1,62 95,58

*DP: Desvio Padréo; **CV: Coeficiente de Variagao; (n=3): Nimero de Amostras.

Para Ribani et. al. (2004), muitas sdo as alteracGes que podem ocorrer quando um

método ¢é transferido para outros laboratorios, analistas ou equipamentos, por isso a avaliacao
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de tais modificagdes torna-se necesséria. Para que um método seja considerado robusto é
importante que ele ndo seja afetado por uma modificacdo pequena e deliberada em seus
parametros. Portanto, foi constatado que o método possui robustez intrinseca, uma vez que

manteve suas respostas, em meio as variagdes realizadas.
5.2.7 Doseamento do 5CNO05-LSVM no sistema microemulsionado

Para o doseamento do 5CNO05-LSVM foram realizadas diluicdes das formulacGes em
metanol, & concentracdo de 9 pg.ml™. A partir desta diluicio foi feita a leitura em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 386 nm, estabelecendo-se a media das

absorbancias e por meio da equacdo da reta obteve-se o valor real de sua concentracao.

Tabela 5— Determinagdo da concentragdo real da microemulsdo contendo 5CNO5-LSVM.

ABS* + Concentragéo
Formulacao (média + Concentragao Concentrag&o Obtida Real na ME
¢ DP**: n__3) Nominal (ug.ml‘l) (média = DP**; n=3) (média +
, 1= DP**; ﬂ:3)
ME-5CNO05-
LSVM 0,706 + 0,08 9,00 9,73+0,98 108,11 + 10,91

*ABS: Absorbancia ;**DP: Desvio Padrdo; (n=3): Nimero de Amostras.

A concentragdo do farmaco determinada através do espectrofotdmetro UV/VIS na
formulagdo (108,11 pg.ml™) foi muito préxima & concentracdo do farmaco real incorporada
ao sistema (100 pg.ml™). Acredita-se que este valor excedente na concentragéo real da ME se
deva a caracteristica amorfa do farmaco 5CNO05-LSVM, o que pode ter contribuido para
dificultar a pesagem do mesmo. Entretanto, pode-se considerar a dosagem por
espectrofotometria UV/VIS como sensivel e capaz de determinar a real concentracdo de

farmaco incorporado ao sistema microemulsionado.

5.3 Caracterizacdo fisico-quimica das formulacdes

Durante o processo de obtencdo da formulagdo ME-5CNO5-LSVM verificou -se que a
adicdo do farmaco ndo modificou o aspecto translicido e a consisténcia apresentada da
formulacdo, diferindo da ME-branca principalmente quanto a coloracdo, que se tornou
fortemente amarelada. Esta mudanca relaciona-se ao fato do 5CN05-LSVM apresentar-se

como um p6 amorfo de coloracdo amarela, conferindo ao sistema esta caracteristica. A Tabela
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6 resume os dados obtidos durante a caracterizacao fisico-quimica das formulagdes com e sem

o farmaco.
Tabela 6 Caracterizacdo das microemulsdes.
Parametros Formulagges
ME-branca | ME-5CN05-LSVM
Aspecto Macroscopico Limpido Limpido
pH 7,2+0,35 7,1+0,1
Condutividade (uS.cm™) | 132,5+1,8 132,4 +2,81

As amostras foram manipuladas e mantidas a temperatura ambiente (25°C) por 48
horas antes da caracterizagdo. Posteriormente, todas as formulagfes apresentaram aspecto
homogéneo, livre de indicios de separacdo de fases ou formacao de precipitados.

Os valores de pH evidenciados para as formulacbes ME-branca e ME-5CN05-LSVM
encontraram-se dentro de uma faixa de pH considerada ideal para formulacbes tdpicas.
Segundo Silva et al. (2010), o pH ideal de uma formulacdo tépica é padronizado de acordo
com o pH de estabilidade dos componentes ativos utilizados e o de tolerancia da pele, sendo
aceitaveis valores entre 5,5 e 8,0.

Os valores de condutividade apresentados sugerem que ambos 0s sistemas apresentem
propriedades de fase externa aquosa, uma vez que a condutividade elétrica esta relacionada ao
tipo de microestrutura apresentada pela ME, sendo importantes para determinacdo de
dominios continuos aquosos ou oleosos (LAWRENCE, REES, 2000). Logo pode-se inferir
que o sistema formado é uma microemulséo do tipo O/A.

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi calculada através da comparacéao entre os valores
de absorbancia das amostras antes e apds a centrifugacdo. Os resultados obtidos na

determinacédo da EE em triplicata encontram-se descritos na Tabela 7.

Tabela 7— Determinacdo da eficiéncia de encapsula¢do do 5CN05-LSVM na formulagdo ME.

Pré-centrifugacao Pés-centrifugacgéo %% (0
AMOSIra | Apox (média + DP**) | ABS* (média + DP**) | EE - (%0)
ME-5CNO05 0,706 + 0,088 0,569 + 0,063 80,54

*ABS: Absorbéncia; **DP: Desvio Padréo; ***EE: Eficiéncia de Encapsulacéo.
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N&o foram observadas separacdo de fases em nenhuma das formulagBes apds o
processo de centrifugacdo, entretanto, as amostras apresentaram discreta precipitacdo do
farmaco. Mesmo com a presenca de precipitado, o percentual de farmaco incorporado ao

sistema foi 80,54%, 0 que caracteriza a incorporagédo por sonicacdo como sendo satisfatoria.
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6 CONCLUSAO

Em virtude dos resultados obtidos péde-se concluir que a construcdo do diagrama de
fases se mostrou uma ferramenta simples e de grande utilidade na identificacdo das regiGes de
microemulsdes, facilitando a selecdo do ponto de melhor escolha para incorporacdo de
farmacos lipofilicos como 0 5CN05-LSVM. A metodologia de incorporacdo por sonicagdo se
mostrou bastante eficaz na obtencdo de sistemas microemulsionados limpidos e transparentes.

O método analitico desenvolvido apresentou confiabilidade e seguranca necessarias
para 0 doseamento em formas farmacéuticas ou sistemas de liberagdo como as
microemulsdes, visto que demonstrou estar em conformidade com as especificagOes exigidas
pela legislacdo em vigor. Os parametros estudados garantiram que o método apresentou
seletividade, linearidade, exatiddo e precisdo, sendo considerado, portanto, validado conforme
a RE 899/2003 da ANVISA.

De modo geral as formulagdes ME-5CN05-LSVM apresentaram caracteristicas fisico-
quimicas favoraveis a sua aplicacdo cutanea, o que as habilitam para futuros ensaios com a

finalidade de torna-las alternativas para o tratamento de doencas antifungicas.
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