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DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE MICROEMULSOES E
EMULSOES GEL- LIKE PARA USO TOPICO LOCAL

SILVA, Natan Emanuell de Sobral'; DAMASCENO, Bolivar Ponciano Goulart de Lima?

RESUMO

O aumento da incidéncia e gravidade de doengas fungicas, aliado a defasagem dos
medicamentos existentes no mercado faz com que surja a necessidade de alternativas
terapéuticas mais eficazes. A sintese de novos farmacos antifingicos como os derivados do
tiofeno e o desenvolvimento de novas formas farmacé€uticas, a exemplo as microemulsdes,
tem sido alvo de grande interesse pela comunidade farmacéutica. O presente trabalho teve por
objetivo desenvolver e caracterizar formulagdes semi-solidas para incorporacdo de um
antifungico derivado tiofénico (6CN10). Os sistemas emulsionados e microemulsionados
utilizados foram obtidos a partir da producao de diagramas de fase pseudo-ternario, tendo
como tensoativo o Cremophor® EL e como co-tensoativo o élcool etilico, estes nas
propor¢oes de 10:0 e 9:1. Foi selecionada uma formulagdo de cada diagrama para
incorporagao do 6CN10 em diferentes concentragdes. As formulagdes com e sem o farmaco
foram caracterizadas pelo aspecto macroscopio, pH, condutividade elétrica e espalhabilidade.
Para a doseamento do farmaco foi desenvolvido e validado um método espectrofotométrico
de acordo com os pardmetros da Resolucdo 899/2003. Na avaliagdo da estabilidade
preliminar, as formulagdes foram submetidas a estresse térmico, centrifugagdo e ciclo
gelo/degelo. As formulagdes semi-solidas obtidas mostraram valores de pH compativeis com
a administracdo tdpica, apresentando boa espalhabilidade e relevante estabilidade preliminar
para todas formulagdes, todavia, o sistema microemulsionado apresentou-se mais limpido e
consistente, apresentando também melhores resultados nos estudos de estabilidade preliminar.
Concluindo-se que as formulagdes propostas possuem potencial futuro para a terapéutica.

PALAVRAS-CHAVE: Microemulsao, Nanotecnologia, 6CN10.

'Graduando do Curso de Farmacia Generalista/ Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) /

o do Curso de Farmacia Generalista/ Universidade Estadual da Paraiba (UEPB)
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1 INTRODUCAO

A incidéncia e a severidade das doengas flngicas tem aumentado recentemente,
particularmente em pacientes com imunidade comprometida,o que explica a relevancia de
microorganismos como a Candida spp no novo quadro de infec¢des hospitalares (PINTO, et
al, 2008).

Um fato importante a se ressaltar ¢ que diversos fungos, como os do género Candida,
sdo comumente encontrados na superficie da pele, mucosas, trato gastrintestinal e
geniturinario de individuos sauddveis. No entanto, sob determinadas condi¢des, esses
microrganismos sao capazes de causar diversos quadros clinicos onde se incluem infecgdes
tanto a nivel superficial quanto sistémico (ARAUJO, 2010). As infecgdes causadas por
Candida estdo se tornando uma preocupacdo crescente devido ao aumento do numero de
casos relatados e as limitadas opgodes disponiveis para a terapia (CASTON-OSORIO, 2008).

Um ponto preocupante no tratamento de infec¢des por fungos € o nlimero limitado de
drogas antifingicas eficazes. Muitas das opgdes terapéuticas atualmente disponiveis sdo
fungistaticas e ndo fungicidas, podendo ocasionar recorréncia ou levar ao desenvolvimento da
resisténcia em parte devido ao prolongado periodo de administracdo. Além disso, alguns
destes farmacos apresentam toxicidade, apresentam um limitado espectro de atividade, baixa
distribuicdo tecidual, fraca penetragdo no sistema nervoso central (SNC), ou custo elevado
(ARAUIJO, 2010).

Devido a estas dificuldades tem se buscado novas armas contra esses microrganismos.
O desenvolvimento de novas formas farmacéuticas e sintese de novos farmacos, como as
moléculas derivadas do tiofeno, sdo potenciais alternativas a serem estudadas.

Os compostos heterociclicos sdo atualmente bastante utilizados como base para a
modificacdo molecular, visto que correspondem a cerca de 65% dos farmacos empregados
atualmente na cura de infec¢des, onde 95% desses apresentam-se nitrogenados e outros 25%
apresentam atomos de enxofre em sua composi¢cdo quimica (BARREIRO e FRAGA, 2001).
Os compostos heterociclicos contendo enxofre abriram caminho para a investigacao
ativa na area da quimica farmacé€utica. Nos dias de hoje, os derivados do benzotiofeno em
associacdo com outros sistemas de anéis t€ém sido amplamente utilizados em aplicacdes
farmacéuticas (ISLOOR, et al, 2009).

O desenvolvimento de novos sistemas transportadores de farmacos tem aumentado nos

ultimos anos. Intimeros destes produtos apresentam a finalidade de melhorar o tratamento das



doengas no que diz respeito ao aumento da eficacia e redugdo da toxicidade dos farmacos,
facilitando a adesdo do paciente ao tratamento (DASMACENO, 2010).
Deste modo, o presente trabalho teve por objetivo desenvolver e caracterizar

microemulsdes e emulsdes gel- like para uso topico local.

2 REFERENCIAL TEORICO

Atualmente, ha um direcionamento para o desenvolvimento de sistemas de liberagao
de farmacos como microemulsdes, pois esses sistemas podem aumentar a adesdo de pacientes
em relacdo as vias parenteral e topica, além de proporcionar uma farmacocinética mais
adequada (KAYSER et al, 2003).

Microemulsao (ME) pode ser definida como uma emulsdo transparente, na qual um
6leo ou um farmaco lipofilico ¢ disperso num meio aquoso, contendo um tensoativo,
associado ou ndo a um co-tensoativo apropriado, gerando um sistema termodinamicamente
estavel (OLIVEIRA et al, 2004). As propriedades unicas das microemulsdes incluem tensao
interfacial baixa, grande area interfacial, baixa viscosidade e alta capacidade de solubilizacao
(FANUN, 2011). Elas podem formar varias estruturas, tais como goticulas de 6leo em éagua,
goticulas de 4gua em O6leo, misturas bicontinuas, goticulas ordenadas e misturas lamelares
com ampla faixa de equilibrio entre elas e com excesso de fase oleosa e/ou aquosa, sendo que
a formacao dessas estruturas depende do tensoativo, do co-tensoativo e da natureza do 6leo.
Portanto, a escolha adequada e as concentragdes desses componentes tornam-se extremamente
importantes para a orientacdo desses sistemas (SIROTTI et al, 2002).

A constru¢do de diagramas de fase pode ser uma ferramenta fundamental para
caracterizar em que condi¢des experimentais as microemulsdes existem € em que proporgdes
dos componentes outras estruturas podem estar presentes. A partir desses dados, pode-se
selecionar a regido do diagrama de fase que mais convenientemente represente a condi¢ao
apropriada para que o fAirmaco seja incorporado (FORMARIZ, 2004).

Estruturalmente, existem trés tipos de MEs: 6leo em agua (O/A), d4gua em 6leo (A/O)
e bi- continuas (Figura 1). Nas MEs tipo O/A, o componente lipofilico ¢ disperso na forma de
goticulas coloidais no componente hidrofilico; nas MEs tipo A/O ocorre o inverso, sendo o
componente lipofilico disperso no componente hidrofilico. J&4 nas MEs do tipo bi- continuas,
os componentes lipofilicos e hidrofilicos se caracterizam por canais adjacentes alongados com

nanogoticulas contendo volumes semelhantes entre a fase aquosa e oleosa. Estes tipos
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estruturais de microemulsdes podem ser utilizadas como sistemas transportadores de
farmacos, tanto hidrofilicos quanto lipofilicos (FORMARIZ et al, 2005).

Figura 1- Representacao esquematica da organizagdo das microemulsdes.

Gen

4 & "0

Microemulsio A Microemulsio OFA Estrutura bicontinua

Fonte: FORMARIZ et al, 2005.

Os nanossistemas, ou nanocarreadores coloidais, possuem caracteristicas ideiais para a
penetracdo dérmica passiva: apresentam vesiculas suficientemente deformaveis e elasticas
capazes de penetrar na pele espontaneamente, formam uma camada semi-oclusiva que impede
a eliminacdo de 4gua pela pele, o que aumenta a hidratacdo e, assim, a permeabilidade do
farmaco. Adicionalmente, sdo capazes de modular a atividade termodinadmica do firmaco na

superficie da pele permitindo uma otimizagdo da velocidade de cedéncia (VERMA, et al,

2003).
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Estes sistemas tém atraido crescente interesse como veiculos de administra¢do topica
de farmacos. Destacam-se as microemulsdes por apresentarem excelente taxa de penetragdo
em camadas profundas do estrato cérneo quando comparadas a formulagdes convencionais,
sendo consideradas como sistema terap€utico nanotecnoldgico bastante promissor na
permeacdo e direcionamento eficiente de fArmacos através da pele (SILVA et al, 2010).

Estudos demonstraram o grande potencial das microemulsdes como veiculos de
liberacdo de farmacos lipofilicos para administracdo topica, tais como anti-inflamatérios,
antifingicos e antioxidantes (GRAMPUROHIT, RAVIKUMAR & MALLYA, 2009).
Puranajoti e colaboradores (2002) desenvolveram com sucesso microemulsoes contendo os
antifingicos miconazol, cetoconazol e itraconazol, todos fracamente hidrossoluveis.

Como passo inicial de um estudo de desenvolvimento galénico para uma forma
farmacéutica se faz necessario a validacdo de uma metodologia analitica capaz de quantificar
a molécula nos produtos farmacéuticos preparados a partir dela (SANTANA et al, 2004).
Desde a década de 70 a validagdo de metodologias vem se destacando como tendéncia no

meio cientifico.  Exigéncias legais, técnicas e comerciais surgiram para justificar a
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implantacdo de validagdo de métodos analiticos. Existem varias agéncias credenciadoras no
mundo e no Brasil, ANVISA e INMETRO, e todas exigem a validacdo de métodos analiticos
como requisito imprescindivel para um laboratorio ou indudstria assegurar sua qualidade e
demonstrar competéncia técnica (JARDIM, 2004).

Para métodos analiticos que ndo estdo descritos nas farmacopéias ou formulérios
oficiais, a metodologia sé serd reconhecida pela ANVISA desde que sejam avaliados os
parametros relacionados a seguir: especificidade e seletividade, linearidade, precisdo,
exatiddo, robustez, limite de detec¢do e limite de quantificacio (FERNANDES, 2003).

Os derivados do Tiofeno sdo farmacos que possuem atividade antifingica. Devido a
atividade farmacologica apresentada, esses compostos t€m sido bastante estudados visando
sua utilizagdo na terapéutica

O tiofeno ¢ um hidrocarboneto ciclico, de férmula molecular C H,S (Figura 2). Trata-se

também de um composto heteroaromdtico visto que um dos pares de elétrons livres do
enxofre tem potencial para participar da ressonancia conjuntamente com elétrons © das duplas

ligacdes.

H o

H
AN @ @

(2}

Figura 2 - Estrutura da molécula do tiofeno
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3 REFERENCIAL METODOLOGICO

Materias

® Molécula 6CN10;

® Cloroformio (FMaia P.A/38923);

® Acetonitrila UV/ HPLC (JT Baker e Vetec/K04C55 e 1107038);
® Cremophor® EL (Sigma-Aldrich/ BCBD5055V);

®  Alcool etilico absoluto (P.A Cinética/ 17818);

® Miristato de isopropila (Via Farma/70641F);

* Agua purificada (Gehaka®).

Equipamentos
¢ pHmetro Hanna H1 2221;
¢ Condutivimetro Tecnopon MCA 150;

® Micro Centrifuga NOVA NI 1801 ;

® Sonicador Unique Modelo Desruptor;
¢ Banho de Ultra- som Unique USC 2800 A Agitador magnético;

¢ Espectrofotometro UV/Visivel UV mini 1240 Shimadzu;

® Balanga analitica Ohaus AR2140;
¢ Balanca semi-analitica BEL Mark 500;

® Banho Maria Solab SL 155/10;

Agitador magnético IKA® RH BASIC.
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Local da Pesquisa: Laboratério de Desenvolvimento e Caracterizagdo de Produtos

Farmaceéuticos (LDCPF) — UEPB Campus I- Bodocongo.

Producao do diagrama de fase pseudo-ternario (DFPT)

Para a producdo dos DFPT, Cremophor® EL e alcool etilico foram misturados nas
proporgoes 10:0 e 9:1, respectivamente, seguindo da adicdo de Miristato de isopropila nas

proporgdes de 1:9 a 9:1 a cada propor¢do de tensoativos, da maneira que o esquema abaixo

explana:

Cremophor® EL
(tensoativo)

- Miristato de ; ==
+ . . agua purificada
isopropila 3
(tase aquo=a)

(fase oleosa)

alcool etilico
(co-tensoativo) S’
Agitacao
/ magneética
Diagrama de
‘ fases ‘

Com este procedimento, a transi¢ao de separagao de fases, sistemas microemulsionados,

emulsdes semi-sélidas e emulsdes liquidas puderam ser observados macroscopicamente. Os

dados foram computados em planilhas no software Microsoft Excel® e com o auxilio do
software OriginPro 8® foi possivel plotar os DFPT com suas regides especificas bem

delimitadas.

Selecdo das formulacoes

Partindo-se dos diagramas obtidos, foram selecionadas duas formulagdes para
incorporacdo da molécula 6CN10 em diferentes concentracdes, sendo uma de Microemulsao
Gel like, e outra Emulsio Gel like.

O processo de incorporagao iniciou-se com a solubilizacao do farmaco na fase oleosa

(miristato de isopropila), seguindo-se da adi¢do dos tensoativos, levando-se assim a sonicagao
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por 1 minuto. Por conseguinte, o volume correspondente de 4gua para a formulagdo foi
adicionado de modo fracionado em trés partes, sendo cada adicdo de 4dgua acompanhada de
sonicacdo por um minuto. Ao final, cada formulacdo obtida foi levada ao banho de ultra-som
por dois minutos. As amostras foram acondicionadas a temperatura ambiente precedendo 48

horas de sua utilizagao.

Caracterizacao fisico-quimica das formulacoes

A avaliagdo dos parametros fisico-quimicos de sistemas microemulsionados ¢ de
fundamental importancia na caracterizacdo completa da estrutura microemulsionada. Além de
se confirmar a formagdo dos sistemas, podem ser utilizados como parametros para modificar
seu comportamento para uma finalidade especifica (ROSSI et al., 2007). Foram analisadas
aliquotas de todas as formulagdes, incluindo-se as formula¢des brancas, conforme

metodologia adequada ao aparelho utilizado para as referidas medidas.

Potencial hidrogenionico (pH)

O pH das formulagdes foi determinado no pHmetro. As amostras foram diluidas em

agua (1:10) e as medi¢des foram realizadas em triplicata.

Condutividade elétrica

Para a determinagdo da condutividade foi utilizado o condutivimetro de bancada, com

dilui¢do prévia das amostras em agua (1:10). As andlises foram realizadas em triplicata.

Espalhabilidade

A determinagdo da espalhabilidade foi realizada em duplicata de acordo com
metodologia previamente descrita na literatura por Knorst (1991). No aparato utilizado, uma
placa-molde circular de vidro com orificio central foi colocada sobre uma placa-suporte de
vidro, posicionada sobre uma escala milimetrada. A amostra foi introduzida no orificio da
placa-molde, e em seguida, foi colocada uma placa de vidro de peso conhecido. Ap6és um
minuto, foi realizada a leitura dos didmetros abrangidos pela amostra, na vertical e horizontal,

com auxilio da escala do papel milimetrado. Acrescentando-se sucessivamente outras placas,
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em intervalos de um minuto, o procedimento foi repetido até que as 10 placas fossem
colocadas. Posteriormente, foi calculado o didmetro médio. A espalhabilidade foi calculada de

acordo com a equacao (1) abaixo:
Ei=d® ", (1)

Onde: Ei é espalhabilidade da amostra para um determinado peso (mm?) e d o didmetro médio

(mm).

Doseamento do 6CN10 nas formulacoes

Validagdo do método analitico espectrofotométrico para doseamento do 6CN10

O método foi validado de acordo com a RE n. 899, de 29 de maio de 2003, que dispde
sobre o Guia para Validagdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos (ANVISA, 2003). Os
parametros avaliados foram: especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de detec¢do

e de quantificagdo.

Varredura UV

Para determinacdo do comprimento de onda de maior absor¢ao no espectro UV para o
6CN10, foram realizadas diluigdes do farmaco de modo a obter uma solugcdo com
concentragdo adequada para leitura em espectrofotdmetro. Inicialmente dissolveu-se 10 mg do
6CN10 em 10mL de cloroférmio, obtendo-se uma a solugdo padrao com concentracao de 1
mg/mL. A partir desta solucdo, efetuou-se uma diluicdo para 150 pg/mL utilizando como
solvente a acetonitrila, obtendo-se assim a solugdo 1 (S1), essa diluicdo em acetonitrila
ocorreu devido a incompatibilidade das formulagdes com o cloroféormio . Em seguida, foi
realizada outra dilui¢do da amostra para a concentracdo de 16 pg/mL, sendo submetida a
varredura (area espectral= 400 a 200nm) em espectrofotometro ultravioleta/visivel (UV/VIS),

determinando-se o pico de absorbancia para o 6CN10.
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Linearidade

A partir da solugdo padrdo, foram preparadas trés curvas de calibracdo com 10 niveis
de concentragdes: 6, 8, 11, 14, 16, 18, 21, 23, 25 e 27 pg/mL diluidas em acetonitrila. Os
resultados foram tratados estatisticamente para determinagao do coeficiente de correlagdo (r) e

obtencao da equagdo da reta.

Limite de deteccdo

Seu valor pode ser obtido através da seguinte equacao (2)

LD=DPax 3/IC (2)

Onde, DPa ¢ o desvio padrao do intercepto com o eixo das ordenadas e IC ¢ a inclinagao

da curva de calibragdo (ANVISA, 2003).

Limite de quantifica¢do

Seu valor pode ser obtido através da seguinte equagao (3):
LQ=DPax 10/IC (3)

Onde, DPa ¢ o desvio padrdo do intercepto com o eixo das ordenadas e IC ¢ a inclinagdo

da curva de calibragdao (ANVISA, 2003)
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Exatidao

A exatiddo do método foi determinada a partir das absorbancias de solugdes do 6CN10
em trés niveis de concentracao: 8 pg/mL (Nivel baixo), 16 pg/mL (Nivel médio) e 25 pg/mL

(Nivel alto). As analises foram realizadas em triplicata.

Precisao

Para a precisdo, foi realizada a leitura em sextuplicata de solugdes do 6CNI10 na
concentragcdo equivalente ao ponto médio da curva de calibracdo (16 ug/mL). As analises

foram realizadas por operadores diferentes e em dias distintos.

Robustez

Na robustez, foi realizada a andlise em triplicata do ponto médio, efetuando-se

pequenas modificagdes metodologicas, sendo elas:
¢ Diferentes fornecedores de acetonitrila (JT Baker e Fmaia);

® Tipo de solvente utilizado para dissolver a molécula 6CN10, utilizando-se acetonitrila

e cloroformio.

Seletividade e especificidade

Para esta analise foram realizadas dilui¢des das formulagdes com e sem o farmaco em

acetonitrila, de modo a avaliar a ocorréncia de picos de absor¢ao em cada amostra.

Doseamento

Para determinacdo da concentracdo de 6CN10 nas formulagdes obtidas, aliquotas de 1
grama de cada formulacdo foram inicialmente solubilizadas em acetonitrila. A solugdo
resultante foi filtrada e posteriormente diluida até a concentragdo equivalente ao ponto médio
da curva de calibragcdo. Foram realizadas leituras no espectrofotdmetro para cada solugao,

sendo o valor médio das absorbancias obtidas (n=3) utilizado para determinagdo da
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concentracdo real da amostra por meio da equacdo da reta obtida durante a determinagdo do

parametro linearidade.

Estabilidade Preliminar

A estabilidade das formulagdes foi avaliada conforme o Guia de Estabilidade de
Produtos Cosméticos (BRASIL, 2004) e o Guia para realizagdo de estudos de estabilidade
(BRASIL, 2005), contemplando as analises de centrifugacdo, estresse térmico e estabilidade

preliminar (ciclo gelo-degelo).

Centrifugacdo

O teste de centrifugacdo produz condigdes de estresse na amostra com um aumento na
forca de gravidade, aumentando a mobilidade das particulas e simulando possiveis
instabilidades. Estas poderdo ser observadas na forma de precipitagdo, separacdo de fases,
formag¢do de caking e coalescéncia. A amostra ¢ centrifugada em temperatura, tempo e
velocidade padronizados. Em seguida avalia-se a mesma visualmente (ANVISA, 2004).

Na centrifugacao, aliquotas de cada formulagdo foram acondicionadas em microtubos
do tipo Eppendorf e submetidas a ciclos de 1000, 2500, 3500, 5000 ¢ 7000 rpm (ou 89, 559,
1095, 2236 e 4382 g) durante 15 minutos em cada rotagdo a temperatura ambiente. Ao fim de
cada ciclo verificou-se cada amostra quanto a ocorréncia de possiveis modificagdes no

sistema como separacao de fases e formagao de precipitados.

Estresse térmico

Nesta etapa, as amostras foram submetidas a aquecimento em banho termostatizado na
faixa de temperatura de 40,0 a 80,0 °C. Realizou-se aumento gradativo da temperatura de 5
em 5°C, mantendo-se as amostras em cada temperatura por 30 minutos, com leitura sendo
realizada ao término deste tempero, classificando as amostras como: sem alteragdao (SA),
levemente modificada (LM), modificada (M), intensamente modificada (IM) e separacao de

fases (SF).
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Ciclo gelo/degelo

No ciclo gelo- degelo as amostras foram submetidas alternadamente a 4+2°C por 24h
e 45+2°C por 24h. A leitura dos pardmetros avaliados foi realizada antes do teste (apds 24h de
preparo) e ao final de cada ciclo (cada ciclo corresponde a 48h: 24h na geladeira e 24h na
estufa). Desta forma, as amostras foram submetidas a 6 ciclos na geladeira e 6 ciclos na
estufa, alternadamente, totalizando-se 12 dias de analise. Apos esta etapa, as amostras foram

avaliadas quanto as caracteristicas organolépticas, pH e condutividade.
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4 DADOS E ANALISE DA PESQUISA

Diagrama de fase pseudo-ternario (DFPT)

As Figuras 3 e 4 ilustram os DFPT obtidos neste estudo, utilizando as proporg¢des 10:0

e 9:1 de tensoativo:co-tensoativo.

Figura 3 - Diagramas de fase pseudo ternario 10:0 evidenciado o ponto de formulagdo de ME- Gel
like.

0,00
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like.

0,00

Fonte: dados
da pesquisa,
2012.

Figura 4 -
Diagrama de
fase pseudo
ternario 9:1
evidenciado
o ponto de
formulagao
de ME- Gel
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Fonte:
dados da
pesquisa,
2012.

P
ercebe-
se a
presenca de regides representando os diferentes estados apresentados pelas combinagdes

dos componentes do sistema, em especial as regides formadoras de ME-
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Gel like e Emulsao- Gel like (Figura 5), das quais foram selecionadas as formula¢des para
incorporagdo do 6CN10 (Tabela 1).

O tensoativo ndo idnico selecionado, Cremophor® EL, possui menor toxicidade
quando comparados aos tensoativos i0nicos € apresenta boa compatibilidade cutinea
(TENJARLA, 1999). Contudo, escolheu-se o ponto para formulagdo que conteve a menor

proporgao de tensoativos, a fim de obterem-se formulagdes adequadas ao uso topico local.

Figura 5 - Microemulsdo- Gel like e Emulsdo- Gel like, respectivamente, sem o farmaco.
0

= Tl

Fonte: dados da pesquisa, 2012.

Tabela 1 - Propor¢édo das formulacdes , — ,
Tomponente . Diagra %remopﬁo Alcool Miristato de Ag
s

ma r® etilico Isopropila ua
Formulagdo 1 10:0 31.7% - 21.2% 47.1%
(F1)
Formulacdo 2 9:1 28.5% 3.2% 21.2% 47.1%
(F2)

Fonte: dados da pesquisa, 2012.

Ressaltando-se que a formulagao F1 apresentou maior limpidez e transparéncia, ao ser

observada macroscopicamente.

Incorporacio da molécula 6CN10 nas formulagdes

Quatro concentragdes da molécula 6CN10 foram estabelecidas para incorporagdo nas
formulagdes anteriormente descritas: 250 pg/mL, 500 pg/mL, 750 pg/mL e 1 mg/mL. Deste
modo foram obtidas no total 8 formula¢des contendo o farmaco e 2 formulagdes sem o

farmaco, classificadas de acordo com a Tabela 2.
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Tabelﬁ, 2 — Ciassiﬁcagao dg
ormulacao

s formulacdes de acordoe(())lrlré ean%oncent{%;b doafé'l(r)maco.

racao arm

1
F1 250

a ug/mL
F1 500

b ug/ml
F1 750

c ug/mlL
F1 1

d mg/mlL

F R

2
F2 250

a ug/mL
F2 500

b neg/ml
F2 750

c ug/mlL
F2 1

me/mL

d
Fonte: dados da pesquisa, 2012.

Em conformidade com Silva (2009), quando o mesmo incorporou o diclofenaco de

dietilamonio em microemulsdo gel-like, a incorporagao do 6CN10 nos sistemas propostos nao

acarretou instabilidade termodinamica aos sistemas visto que as caracteristicas de limpidez e

transparéncia (Figura 6) foram conservadas apds a adi¢cao da molécula 6CN10.

Figura 6- Formulagdes 1 ¢ 2 incorporadas com 1 mg/mL de 6CN10
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Fonte: dados da pesquisa, 2012.

Caracterizacio fisico-quimica das formulacées incorporadas com o farmaco 6CN10
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Na analise do pH dos sistemas desenvolvidos, avaliou-se sua adequabilidade das
formulagdes para uso topico local. A Tabela 3 apresenta os resultados da determinacdao do pH

¢ da condutividade elétrica das formulagdes.

Tabela 3 - Médias das triplicatas de pH e condutividade elétrica das formulagdes

Parametro
fisico-
Formulacao p Condutividade (o)
H

F 6,31 £ 0,03 49,46 +
1 0.19
Fl1 6,38 = 0,05 44,54 +
a 0.13
F1 6,34 + 0,02 42,76 +
b 0.09
F1 6,44 + 0,12 43,13 +
c 0.07
Fl1 6,50 + 0,08 41,63 £
d 0.06
F 6,41 + 0,04 36,23 +
2 0.03
F2 6,63 +0,13 38,90 +
a 0.05
F2 6,32 +0,08 38,20 +
b 0.08
F2 6,54 + 0,06 41,75
c 0,14
F2 6,43 +£0,15 39,61 +
d 0.10

Fonte: dados da pesquisa, 2012.

De forma geral, o pH ideal de uma formulagdo ¢ padronizado de acordo com o pH de
estabilidade dos componentes ativos utilizados e o de tolerancia bioldgica, que para produtos
cutaneos varia de 5,5 a 8,0 (AUTON, 2005). O pH final das formula¢des desenvolvidas nesta
pesquisa, que apresentaram pH entre 6,31 e 6,63, encontra-se dentro da faixa de
compatibilidade entre as formulacdes e a pele.

Medidas de condutividade apresentam-se como um importante meio na determinagao
de dominios continuos aquosos ou oleosos em um sistema microemulsionado (LAWRENCE
e REES, 2000). Nas formulagdes propostas os valores de condutividade elétrica obtidos
(Tabela 3) eram esperados devido a proporcao de dgua (47%) no sistema. Segundo Michniak-
Kohn e Zhang (2011) pontos de formulagdes apresentando teor de dgua entre 33% e 60%, sdo

compativeis a sistemas microemulsionados bi-continuos.
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Assim como ocorrido nos estudos de Borges (2011) quando incorporou dapsona em
microemulsdes topicas, a incorporagdo da molécula 6CN10 ndo provocou alteragdes nos
parametros fisico-quimicos das formulagdes, indicando que ndo ha mudanca da
microestrutura emulsionada.

Na determinacdo da espalhabilidade, os resultados foram expressos em

espalhabilidade da amostra em fun¢ao do peso aplicado, como mostra as figuras 7 e 8.

Figura 7- Espalhabilidade da formulagao F1d
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Figura 8- Espalhabilidade da formulacao F2d
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Fonte: dados da pesquisa, 2012.

A espalhabilidade, definida como a expansdo de uma formulacdo semi-solida sobre
uma superficie apés um determinado periodo de tempo, ¢ uma das caracteristicas essenciais
das formas farmacéuticas destinadas a aplicacdo topica, pois estd intimamente relacionada

com a aplicagdo destas formulagdes no local de acdo (KNORST, 2006). Nao houve
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discrepancias significativas entre as formulagdes 1 e 2, bem como para as formulagdes com e

sem o farmaco.

Validacdo do método espectrofotométrico para doseamento do 6CN10

A fim de se assegurar a confiabilidade dos resultados da metodologia analitica
desenvolvida e demonstrar que o método ¢ apropriado para a analise de teor dos sistemas
microemulsionados, foram avaliados os seguintes pardmetros de validacao: especificidade e
seletividade, linearidade, precisdo, limite de quantificagdao e de deteccao. Através da varredura
UV (400 a 200nm) da solugdo de 16 pg/mL, determinou-se o pico de absorbancia (Figura 9)

para o doseamento da molécula 6CN10 (307 nm).

Figura 9 — Pico de absorbancia da molécula 6CN10

I

Fonte: dados da pesquisa, 2012.

Linearidade

Linearidade ¢ a habilidade de um método analitico em produzir resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentracdo do analito em amostras, em uma dada faixa de
concentracdo. (ANVISA, 2003). A curva obtida demonstrou que os resultados da metodologia

analitica sdo diretamente proporcionais a concentra¢ao do analito na amostra (Figura 8).

Figura 10 — Curva de calibragdo do 6CN10
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y=0,0357x-0,0928
r=0,9953

0,000 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Concentragao (ug/mL)

Fonte:

dados da pesquisa, 2012.

A determinagdo da linearidade foi executada por meio da obtengdo em triplicata da
curva de calibracdo. Segundo a RDC 899/2003, o critério minimo aceitavel do coeficiente de
correlacdo (r) da curva de calibracao ¢ de 0,99, sendo obtido um valor médio de 0,9953 no

experimento, o que atesta a linearidade do método.

Exatiddo

A exatidao de um procedimento analitico expressa o grau de concordancia entre o
valor que € aceito como um valor verdadeiro convencional ou um valor de referéncia aceito
com o valor encontrado. (ICH, 2005). A partir dos valores de absorbancia encontradas (n=3)
nos niveis baixo (8 pg/mL), médio (16 pg/mL) e alto (25 pg/mL), pode-se observar a
correlacdo entre resultados (Tabela 4), obtendo-se um coeficiente de variagdo menor que o

aceitavel pela legislacao vigente (5%), assegurando a exatidao do método.
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Tabela 4 - Resultado analitico e tratamento estatistico da exatiddo.

0,224

0,456

0,184

(% em rgz%]écoe l%rla) glll?O médio) Leitura Média
(ABS)
50 0,2
50 0,2
50 0,2
100 0,4
100 0,4
100 0,4
150 0,8
150 0,8
150 0,8

1L

Fonte: dados da pesquisa, 2012.

DP

0,0045

0,0040

0,0017

CV(%)

2,01

0,88

0,17

Precisao

A precisao de um procedimento analitico expressa o grau de dispersdo entre uma série
de medidas obtidas a partir de amostragem multipla de uma mesma amostra homogénea nas
condi¢des previstas (ANVISA, 2003). Através da sextuplicata do ponto médio, determinou-se

a precisdo para o método, como segue a tabela 5.

Tabela 5 - Resultado analitico e tratamento estatistico da precisdo.

Analista D Média D CV (%)
ia |
1 1 0,5 0,0092 1,
2 0,5 0,0015 0,
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0,5 0,0045
2 0,5 0,0028 0,

»

Fonte: dados da pesquisa, 2012.

De acordo com os resultados obtidos ¢ possivel concluir que o método apresenta uma
boa repetitividade, visto que o coeficiente de variacdo nas duas corridas se mostra inferior ao
critério de aceitagdo, tornando o resultado adequado, ja que a legislacdo (RDC 899/ 2003) nao
admite valores superiores a 5 % de variacao.

A precisdo e a exatiddo juntas determinam o erro de uma medida analitica. O método

desenvolvido foi considerado exato e preciso.
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Robustez

Os testes de robustez sdo de fundamental importancia para que os analistas possam
conhecer quais os fatores devem ser estritamente controlados durante a execug¢do de um
método. Se as alteragdes das condigdes de analise produzir resultados dentro dos limites
aceitaveis de seletividade, exatiddo e precisd@o, o0 método pode ser considerado robusto e tais
variagdes podem ser incorporadas ao procedimento, afirmando assim que seu método pode
reproduzir um resultado semelhante mesmo com algumas mudangas na execucao
(CASSIANO et al., 2009). Como se pode notar nas Tabelas 6 ¢ 7, a mudanca do fornecedor
do solvente, ou do tipo de solvente, respectivamente, ndo acarretou alteracdes significativas

no coeficiente de variagdo, atestando que o método proposto ¢é robusto.

Tabe - 0 iti ratamernyto estatistico da robystez
Tofrdteashage fnabhiseid Ao b CV (%)
ia P
FMai 0,4 0,0040 0,885636
a 56
JT 0,4 0,0026 0,584051
Baker 53

Fonte: dados da pesquisa, 2012.

Tabela 7 —ﬁﬁ%u&g%%%zhl{gco e tratamento estatistico da robystez

Méd D CV (%)
Cloroférmi 0,5 0,0061 1,16088
Acetonitril 0,5 0,0075 1,393358

Fonte: dados da pesquisa, 2012.

Seletividade

A especificidade e a seletividade estdo relacionadas ao evento da detec¢do. Um
método que produz resposta para apenas um analito ¢ chamado especifico. Um método que
produz respostas para varios analitos, mas que pode distinguir a resposta de um analito da de
outros, ¢ chamado seletivo. (ANVISA, 2003).

As formulagdes F1 e F2 foram diluidas na acetonitrila e postas em varredura na faixa de
300 a 400 nm (Figura 9), sendo assim avaliada a interferéncia das formulagdes brancas no
comprimento de onda utilizado para o doseamento, 307 nm. Observa-se a auséncia de picos

nesta faixa de comprimentos de onda. Posteriormente, a formulacdo F1b foi também diluida e
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posta em varredura, e através do pico obtido por essa (Figura 11), pode-se observar que o
método apresenta especificidade para a molécula 6CN10, uma vez que nenhum componente

da formulagdo ocasionou interferéncia no comprimento de onda méximo da molécula.

Figura 11 — Varredura da formulagdo F1 (branca)

Fonte: dados da pesquisa, 2012.

Figura 11 - Varredura da formulagdo F1b (500 pg/mL)

e bectrus
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Fonte: dados da pesquisa, 2012.

Doseamento
De acordo com a equagao da reta, obtida na linearidade:
y =0,0357x- 0,0928
Como y = ao valor da absorbancia média para a concentra¢ao de 16 pg/mL, tem-se:
0,456 = 0,0357x - 0,0928

Entdo: x =15, 37 (96%) do valor teodrico (16 pg/mL), obtendo-se um doseamento satisfatorio.
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Limite de detecgdo e limite de quantificacdo

As determinagdes de LQ e LD sdo essenciais para garantir a quantificagdo e a deteccao
do farmaco desde os pontos iniciais de amostragem. Os valores estimados de LD e LQ foram
de 0,02 pg/mL e 0,06 pg/mL, respectivamente.

Deste modo, os resultados da validagdo demonstraram que a metodologia de
quantificagdo por espectrofotometria UV desenvolvida ¢ adequada visto que foi comprovada
sua seletividade, linearidade, precisdao e exatidao na analise quantitativa da molécula 6CN10

nas formulagdes.

Estabilidade preliminar das formulacoes

O teste de centrifugacdo ¢ considerado como um teste de triagem e ndo deve
necessariamente indicar a estabilidade fisica real das preparagdes cosméticas, porém ¢
eficiente para selecionar as emulsdes que devem se submetidas aos testes de estabilidade
acelerada e de prateleira. (ANVISA, 2004). Realizou-se a centrifuga¢do de todas as
formulagdes, que permaneceram estaveis visualmente ap6s cada um dos ciclos (89, 559, 1095,
2236 e 4382 g). Desta forma, as formulagdes foram submetidas ao estresse térmico e a
estabilidade acelerada.

Para o teste de estresse térmico, aplicam-se condi¢cdes de extrema temperatura em
periodos pré- determinados de tempo e em conjunto com o teste de centrifugagdo, sdo
importantes para prever a estabilidade fisico-quimica de sistema emulsionados (MORAES,

2006). Como a Tabela 7 mostra, as formulagdes comecaram a sofrer influéncia da temperatura
entre 70 e 80° C.
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Tabela 7 — Resultados do estresse térmico.

T
Formulacao e
40° 45° 50 ° 55° 60 ° 65 ° 70 ° 75° 80°
F S S S S S S S LM I
1 A A A A A A A »
F1 S S S S S S S LM I
a A A A A A A A \Y
F1 S S S S S S S LM I
b A A A A A A A \Y
F1 S S S S S S S LM I
c A A A A A A A \Y
F1 S S S S S S S LM I
d A A A A A A A »
F S S S S S S LM M I
2 A A A A A A N
F2 S S S S S S LM M I
a A A A A A A \Y
F2 S S S S S S LM M I
b A A A A A A N
F2 S S S S S S LM M I
c A A A A A A M
F2 S S S S S S LM M I
d A A A A A A M

Legenda: SA: sem alteragdo, LM: levemente modificada, M: modificada, IM: intensamente
modificada.
Fonte: dados da pesquisa, 2012.

As formulacdes F2 sofreram alteragdes em sua viscosidade, visto que a partir de 70°C,
tornaram-se parcialmente liquidas, intensificando-se nas temperaturas de 75 e 80° C, para
essas duas ultimas temperaturas também houve turvagdo no sistema, de forma leve a 75° C e
moderada para 80° C.

Para as formulag¢des F1, ndo ocorreu turvagdo do sistema em nenhuma temperatura
aplicada, contudo também se tornaram liquidas, mas de forma mais branda que as das
formulacdes F2. Essa alteracao na viscosidade do sistema era de certa forma esperada, e pode
ser explicada pela razdo inversamente proporcional da viscosidade com a temperatura.

Na avaliacdo do estresse quente/frio, as formulagdes permaneceram estaveis durante
os 6 ciclos de 48h (24h na geladeira/24h na estufa), ndo sofrendo danos como turvagdo ou
separacdo de fases. Ao término do ciclo gelo/degelo, averiguo-se o pH e condutividade
elétrica das formulagdes, ndo observando-se mudancas significativas nos nesses valores,
atestando-se desta forma, a estabilidade fisico- quimica das formulagdes.

Alteracao da condutividade elétrica de sistemas dispersos pode ser indicativa de
instabilidades. O aumento da condutividade pode estar relacionado com a coalescéncia;

enquanto a diminui¢do, com a agregacao (ANVISA, 2004).
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As formulagdes, portanto, apresentaram um bom potencial nos estudos de estabilidade
preliminares, permanecendo estaveis sob diversas perturbacdes aplicadas no sistema.
Contudo, as formulagdes F1 (sem o alcool etilico) se apresentaram com melhor aspecto e mais

estaveis que as formulagdes F2 (com alcool etilico).
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5 CONCLUSAO

Os diagramas pseudo- terndrios produzidos foram bastante satisfatorios dando a
possibilidade de analisar cuidadosamente os pontos mais adequados para a incorporagao dos
farmacos, resultando-se em formulagdes estdveis e compativeis com formulagdes de uso
topico local. A metodologia analitica desenvolvida por espectroscopia foi validada,
demonstrando ser linear, especifica, precisa e exata para andlise de teor de 6CN10 em
sistemas microemulsionados sendo considerada adequada para os devidos fins.

Concluindo-se que, esses sistemas tém um grande potencial para estudos mais
elaborados, a fim de futuramente, serem uma alternativa farmacéutica util para terapéutica

antifungica.
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ABSTRACT

The increased incidence and severity of fungal diseases, combined with a lack of existing
drugs on the market makes it so that the need of more effective therapeutic alternatives arises.
The synthesis of new antifungal drugs such as derivatives of thiopene and development of
novel dosage forms, such as microemulsions, has been the subject of great interest in the
pharmaceutical community. This study is aimed to develop and characterize semisolid
formulations for embedding a derivative antifungal thiophenic (6CN10). The emulsion and
microemulsion systems used were obtained from the production of pseudo-ternary phase
diagrams, with the surfactant Cremophor ® EL and co-surfactant ethanol using proportions of
10:0 to 9:1. A formulation was selected from each of 6CN10 diagrams for incorporation in
different concentrations. The formulations with and without the drug were characterized by
macroscopic appearance, pH, electrical conductivity and spreadability. For the analysis and
assaying of the drug, a spectrophotometric method was developed and validated according to
the parameters of Resolution 899/2003. In the preliminary evaluation of the stability, the
formulations were subjected to heat stress and spin cycle freeze / thaw. The semi-solid
formulations obtained showed pH values compatible with topical administration, with good
spreadability and relevant primary stability for all formulations. However, the microemulsion
system is made more clear and consistent also showing best results in preliminary stability
studies. Therefore, it is concluded that the proposed formulations has great potential for future
therapy.

KEYWORDS: Microemulsion, Nanotechnology, 6CN10
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