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RESUMO

As candidiases superficiais sdo os tipos mais comuns de infecgdo fungica (IF) e
costumam afetar os cabelos, as unhas e as mucosas. Quando nio tratadas podem
colonizar tecidos mais internos e chegar na corrente sanguinea (candidemia). A
candidemia nosocomial esta atrelada a taxas de mortalidade de cerca de 70% em
territorio nacional. A crescente incidéncia de IFs nas ultimas décadas, como as
candidiases, e o aumento de casos de resisténcia aos principais agentes antifungicos
tém motivado uma série de estudos que buscam desenvolver estratégias de
tratamento alternativas mais eficazes. Neste trabalho foi desenvolvida uma
nanoemulsédo (NE) de um dleo vegetal n&o-volatil estabilizada com lecitina Lipoid®
S75 e Pluronic® P123 preparada via técnica de emulsificacdo espontanea com auxilio
de ferramentas de DoE para encapsular Fluconazol (FCZ) e timol visando aplicagéo
topica para o tratamento de candidiases superficiais. A NE produzida (NEFT) foi
caracterizada em termos do didmetro médio das particulas (169,2 + 1,7 nm), PDI
(0,150 £ 0,017) e potencial zeta (-46,3 + 2,6 mV) por espalhamento de luz.
Adicionalmente, foram realizados ensaios de liberagdo em dois meios que simulassem
as condigdes de pH da pele saudavel (pH 5,4) e da pele infectada (pH 7,4) para avaliar
o perfil de liberacdo dos ativos nessas condicoes. Além disso, foram determinados os
valores de concentragao inibitéria minima (MIC) do FCZ e do timol contra trés cepas
de Candida spp. (C. albicans, C. krusei e C. glabrata) por microdiluicdo. O FCZ néao
apresentou atividade contra nenhuma das cepas testadas nas concentracbes
avaliadas. Também n&o houve uma interacdo do farmaco com a fase carreadora da
NE conforme esperado, resultando em valores de solubilidade muito baixos
comparados com a literatura e uma EE% de apenas 10% na NEFT. Os valores de
MIC obtidos para o timol livre foram de 500 ppm para as cepas de C. albicans e C.
krusei, e 1000 ppm para C. glabrata. Os valores de MIC obtidos neste estudo estédo
muito acima de valores encontrados na literatura para as mesmas espécies de
Candida avaliadas pela mesma técnica, porém com alguns dos parametros, como a
temperatura e o tempo de incubacéo, ligeiramente diferentes. Nao houve alteragao da
atividade antifungica observada para o timol apds a sua incorporagdo na NEFT. A
NEFT apresentou caracteristicas promissoras para um sistema de aplicagao topica,
apesar da incorporagao do ativo principal (FCZ) nao ter ocorrido conforme desejado.
Estes resultados servem de base para estudos posteriores envolvendo o
desenvolvimento de uma NE com a finalidade proposta.

Palavras-chave: Nanoemulsdo; Emulsificagdo espontanea; Planejamento fatorial;
Fluconazol; Timol; Candidiases.



ABSTRACT

Superficial candidiasis are the most common types of fungal infections (FI) and often
affect hair, nails and mucous membranes. If untreated, these infections can reach
internal tissues and reach the bloodstream (candidemia). Nosocomial candidemia is
linked to mortality rates of about 70% in Brazil. The growing incidence of FI like
candidiasis in recent decades and the increasing rate of reports of resistant strains
have motivated a series of studies that seek to develop more effective treatment
strategies. In this study, a nanoemulsion (NE) of a non-volatile oil stabilized with lecithin
(Lipoid® S75) and a Pluronic® copolymer (P123) was prepared via spontaneous
emulsification technique with the aid of DoE tools for the encapsulation of Fluconazole
(FCZ) and thymol intended for topical applications such as the treatment of superficial
candidiasis. The NE developed (NEFT) was characterized in terms of size (169,2 £ 1,7
nm), PDI (0,150 + 0,017) and zeta potential (-46,3 £ 2,6 mV) by DLS. Additionally, the
release profile of FCZ and thymol from NEFT was evaluated in two different pH values
that simulate the pH values found in healthy (pH 5,4) and infected (pH 7,4) skin.
Furthermore, the minimum inhibitory concentration (MIC) for FCZ and thymol were
assessed by broth microdilution technique against three strains of Candida spp. (C.
albicans, C. krusei and C. glabrata). FCZ did not show antifungal activity at the
evaluated concentrations. FCZ also showed a very weak interaction with the selected
oil phase, resulting in very low solubility values compared to the literature and an EE%
of only 10% in NEFT. The MIC values for free thymol were 500 ppm for C. albicans
and C. krusei, and 1000 ppm for C. glabrata. These MIC values are far greater than
the values found in literature for the same Candida species obtained via broth
microdilution technique but in slightly different conditions (i.e. incubation time and
temperature). There was also no change in the antifungal activity of thymol once it was
encapsulated in the NE. The NE developed show promising characteristics for topical
applications even though the encapsulation of the main drug (FCZ) did not occurred
as expected. These results may serve as basis for future research and development
of such NEs with the intended application.

Keywords: Nanoemulsion; Spontaneous emulsification; Factorial design;
Fluconazole; Thymol; Candidiasis.
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1INTRODUGAO

A crescente incidéncia de infecgdes fungicas hospitalares com altas taxas de
mortalidade tém motivado uma série de estudos que envolvem o desenvolvimento de
novos agentes antifungicos e estratégias de tratamento alternativas aos tratamentos
convencionais. As candidiases superficiais sdo os tipos mais comuns de infecg¢ao e
os principais locais afetados sdo as unhas e cabelos (onicomicoses) e as mucosas
(vaginal, orofaringea, trato Gl). Além disso, microrganismos como os fungos do
género Candida podem formar biofilmes em praticamente qualquer superficie (bidtica
e abidtica), fator esse que reduz significativamente a eficacia dos principais agentes
antifungicos em uso.

O Fluconazol (FCZ) é um dos principais farmacos utilizados para o tratamento
de candidiases superficiais. A sua administracdo € geralmente realizada por via oral
e seu efeito é sistémico. Apesar da via oral ser preferivel, a administragao toépica nesse
contexto traz uma série de vantagens, uma vez que se evita o metabolismo de primeira
passagem e, consequentemente, alguns efeitos adversos. Além disso, podem ser
utilizadas doses menores, a aplicacao é feita diretamente no local da infeccao e tanto
a aplicacdo como a descontinuagao do tratamento pode ser realizada pelo proprio
paciente.

Uma vez que o processo de desenvolvimento de novos agentes antifungicos
(AAF) é demasiadamente caro e demorado, estratégias alternativas para o tratamento
das candidiases tornam-se pertinentes. Algumas alternativas que tém se mostrado
promissoras nessa frente envolvem resgatar a eficacia de agentes antifungicos ja
aprovados, como o FCZ, via sua incorporagao em sistemas de drug delivery ou DDS
(do inglés Drug Delivery Systems) e realizar o tratamento combinatério com outras
moléculas com atividade antifungica conhecida. Dentre essas moléculas, os terpenos
fendlicos como o timol se destacam, pois ndo s6 agem como potentes AAFs, mas
também podem facilitar a permeacgao cutanea de outros ativos. Além disso, estudos
apontam um efeito sinérgico do timol e do FCZ contra cepas de Candida spp.

Os DDS podem ser desenvolvidos para uma série de finalidades como
aumentar a solubilidade e biodisponibilidade de ativos, proporcionar protecéo contra
degradacdo, atenuar propriedades organolépticas indesejadas, entre outras. Para
isso, uma série de sistemas podem ser produzidos na forma de dispersdes em

matrizes poliméricas (por exemplo, fibras, géis, filmes, entre outros) ou formulacées
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lipidicas (por exemplo, nanoemulsdes, microemulsées, SLNs, NLCs, entre outros). O
presente estudo traz destaque as NEs, pois o tamanho nanométrico das goticulas
aumenta drasticamente a razdo area superficial/volume de fase dispersa. Isso
proporciona um aumento expressivo na biodisponibilidade do ativo e uma melhora na
permeacgéo através de tecidos como a pele. Adicionalmente, as NEs podem ser
utilizadas como sistema inicial a serem incorporados em matrizes poliméricas para
produzir formulagdes finais como pomadas, géis, membranas adesivas, entre outras.
Além disso, ainda podem ser recobertas com material polimérico, que permite sua
funcionalizagéo e direcionamento da aplicagao para tecidos especificos (por exemplo,
mucoades&o) ou possibilita a secagem do material por spray drying para gerar um
material seco (pd) contendo o ativo.

Em virtude do que foi introduzido, o objetivo deste trabalho foi de produzir uma
NE de um o6leo vegetal nao-volatil estabilizado com lecitina Lipoid® S75 e um
copolimero do tipo Pluronic®, o P123, via técnica de emulsificagdo esponténea
visando encapsular o Fluconazol em combinagdo com o timol e testar a eficacia da
formulacao em cepas resistentes de Candida spp. pelo método de microdiluigao.

Para isso, a formulagao desenvolvida baseou-se em um estudo realizado pelo
grupo (Polimat) e trabalhos semelhantes encontrados na literatura. A partir desse
sistema e os dados da literatura, as quantidades dos reagentes foram otimizadas
através de um planejamento fatorial completo, seguida de uma etapa de otimizagao
via a geragdo de uma superficie de resposta (SR). A estabilidade e,
consequentemente, a viabilidade do sistema formado, foi aferida em termos de trés
parametros: i) o tamanho médio de particulas, ii) indice de polidispersidade e iii) o
potencial zeta. As medidas foram realizadas com a técnica de espalhamento de luz
dinamico ou DLS (do inglés Dynamic Light Scattering). Os valores obtidos para esses
trés parametros foram combinados em uma unica resposta através do conceito de
funcao desejabilidade de Derringer, que foi utilizada como a variavel dependente no
planejamento dos experimentos. Adicionalmente, uma metodologia de quantificagao
por HPLC foi desenvolvida e validada para a quantificacdo simultdnea dos ativos
durante os ensaios de liberacdo e a determinacédo da eficiéncia de encapsulacao
(EE%) do sistema final. Finalmente, foram realizados os testes de atividade
antifangica por microdiluicdo para a formulagao final e obtidos valores de
concentragao inibitéria minima ou MIC (do inglés Minimum Inhibitory Concentration)

para os FCZ e o timol.
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2REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MOTIVACAO DO ESTUDO

2.1.1 O problema das infecgdes fungicas

Atualmente, estima-se que cerca de 1,2 bilhdo de pessoas estejam
acometidas por algum tipo de infeccdo fungica (IF) e essas infec¢des estejam ligadas
a cerca de 1,5 milhdo de mortes anuais mundialmente (FIRACATIVE, 2020;
FUENTEFRIA et al., 2018). Apesar de ja haver uma certa variedade de agentes
antifungicos (AAF) disponiveis, o consenso atual é que existe uma demanda
crescente por novos AAFs e novas estratégias para o tratamento das IFs
(FUENTEFRIA et al., 2018; ZIDA et al., 2017). Essa demanda se deve a crescente
incidéncia de IFs hospitalares com altas taxas de mortalidade, no caso de IFs
invasivas, e ao aumento de casos causados por cepas resistentes aos principais AAFs
em uso (CASTANHEIRA et al., 2020; COLOMBO et al., 2013; DOI et al., 2016; FAY
et al., 2019; FIRACATIVE, 2020; NUCCI et al., 2010).

2.1.2 Candida spp. como principais patégenos

Em um contexto nacional, um estudo longitudinal realizado no Rio Grande do
Sul mostrou que houve um aumento na ocorréncia de IFs hospitalares no periodo
avaliado (2003-2015) e a maioria dos casos estudados (geral) sdo de infecgdes
causadas por Candida spp. (FAY et al., 2019). Cerca de 15% das cepas de Candida
que foram isoladas neste estudo foram determinadas como resistentes ao Fluconazol
pelo método de difusdo em disco (FAY et al., 2019). O Fluconazol € um dos principais
AAF em uso atualmente e farmacos da sua classe costumam ser utilizados como
referéncia em testes de resisténcia, mais detalhes sobre o farmaco serao introduzidos
no item 2.3.1.

Apesar do principal causador dessas IFs invasivas com altas taxas de
mortalidade ser a C. albicans, outras espécies de Candida como C. krusei, C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata ja representam grande parte dos casos de
resisténcia (FIRACATIVE, 2020). Essas espécies sdo chamadas de NACS (do inglés
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non-albicans Candida species) e sdo menos suscetiveis ou ja s&do intrinsicamente
resistentes aos principais AAFs (FIRACATIVE, 2020).

As IFs causadas por espécies de Candida sao chamadas de candidiases e
podem ser locais ou disseminadas e separadas entre superficiais ou invasivas
(AJETUNMORBI et al., 2023). Infecgdes superficiais causadas por Candida spp. sao as
formas menos graves e mais comuns de candidiases e o0s principais locais afetados
s&o as unhas e cabelos (onicomicoses) e as mucosas, como a mucosa vaginal (CVV)
e a mucosa oral/esofagica (COF) ou o trato Gl (FAY et al., 2019). No entanto, o fungo
€ capaz de colonizar praticamente qualquer tecido do corpo e a etiologia das infecgdes
€ complexa e bastante especifica para diferentes tecidos ou mucosas (JACOBSEN et
al., 2020).

As infecgdes superficiais sdo comumente tratadas através do uso de AAFs na
forma de pomadas, cremes de uso topico ou de forma sistémica (RE et al., 2021).
Quando nao tratadas adequadamente, podem levar a formacao de biofilmes, que é
uma forma mais agressiva da colonizagédo do tecido infectado, e a colonizagao de
tecidos mais profundos, manifestando-se na forma de uma infecgcédo invasiva. Uma
vez que o fungo chega a corrente sanguinea, a infecgéo é considerada sistémica e é
chamada de candidemia (DOl et al., 2016; EMAMI et al., 2019; FIRACATIVE, 2020).
O estudo de Doi et al. (2016) avaliou casos de IFs em ambiente hospitalar no Brasil e

reportou uma taxa de mortalidade de cerca de 70% a candidemia (DOl et al., 2016).

2.1.3 Abordagens para desenvolvimento de novos agentes antifiungicos

O desenvolvimento de novos AAFs € um processo demasiadamente longo e
caro, visto que novos AAFs devem atender a uma série de critérios bastante exigentes
até serem aprovados e chegarem as prateleiras (AJETUNMOBI et al., 2023;
FUENTEFRIA et al., 2018). Idealmente, novos AAFs devem apresentar um perfil
farmacocinético e farmacodinamico melhorados, baixa ou nenhuma toxicidade, alta
seletividade frente ao mecanismo da atividade antifungica e pouca ou nenhuma
interagdo medicamentosa (CAMPOY’; ADRIO, 2017; FUENTEFRIA et al., 2018). Para
isso, diversas estratégias podem ser implementadas como a realizacdo de um
screening sistematico em bases de dados de compostos naturais, moléculas
pequenas e MOs em busca de potenciais novos AAFs ou moléculas modelo a partir
das quais novos AAFs podem ser sintetizados (FUENTEFRIA et al., 2018).
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Além disso, estudos da agao (farmacodinédmica) de AAFs ja utilizados via
testes in vitro e in vivo também auxiliam na compreensao dos mecanismos de infecgao
e em possiveis avangos nas estratégias de tratamento (FUENTEFRIA et al., 2018).

Outras estratégias que tem recebido bastante atencdo de estudos
académicos recentemente e tém se mostrado bastante promissoras envolvem a
combinagcdo de AAFs ja aprovados com outros AAFs (terapia combinatéria) ou com
AAFs naturais com propriedades antifungicas ja reconhecidas na literatura, e sua
incorporagao em sistemas de drug delivey ou DDS (do inglés Drug Delivery Systems),
na forma de nanomateriais, também chamadas de nanomedicinas (AJETUNMOBI et
al., 2023; FUENTEFRIA et al., 2018; ZIDA et al., 2017). Apesar de ja existirem AAFs
no pipeline aguardando aprovagao, o consenso € de que novas estratégias se fazem
necessarias.

A incorporagao de AAFs em DDS costuma trazer uma série de vantagens,
como por exemplo, o melhoramento do perfil farmacocinético ou maior
biodisponibilidade do ativo incorporado, permeacéao facilitada, liberagao prolongada
ou facilitada e atenuagdo da toxicidade e de caracteristicas organolépticas
indesejadas (RE et al., 2021).

Vale destacar aqui, que alguns dos resultados mais promissores nesta frente
tém saido de estudos realizados por pequenas empresas de pesquisa com
nanotecnologia aplicada a farmacia e trabalhos académicos (AJETUNMOBI et al.,
2023).

2.2 NANOEMULSOES COMO SISTEMA CARREADOR

Nanoemulsdes (NEs) sao dispersdes de liquidos imisciveis, onde um deles é
disperso no outro na forma de finas goticulas de dimensées nanométricas (1 nm =10
® m), portanto, sdo dispersbes coloidais. Assim como as emulsGes convencionais,
essas dispersdes podem ser do tipo 6leo-em-agua (O/A), onde uma fase oleosa é
dispersa numa fase aquosa, ou do tipo agua-em-dleo (A/O), onde o inverso é valido.
E possivel também formar emulsées multiplas, por exemplo O/A/O ou A/O/A
(MCCLEMENTS; JAFARI, 2018a). O esquema abaixo (Figura 1) exemplifica os
diferentes tipos de emulsées que podem ser formados, conforme citado.
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oleo-em- agua-em- agua-em-dleo-em-  dleo-em-agua-em-dleo
agua (O/A) dleo (A/D) J . agua (A/O) (ASO)
i I
Emulsdes Emulsdes miltiplas
simples

Figura 1. Diferentes tipos de nanoemulsdes que podem ser produzidas.
Elaborado pelo autor. Adaptado de (MCCLEMENTS; JAFARI, 2018a).

As emulsdes do tipo O/A sdo mais comuns, principalmente tratando-se do
encapsulamento de ativos lipofilicos e, considerando o escopo deste trabalho, daqui
em diante toda a discussao sera em termos das emulsdes deste tipo (O/A).

A unica diferenca entre as emulsdes convencionais e as NEs é o tamanho das
goticulas (MCCLEMENTS; JAFARI, 2018a). A literatura indica que os tamanhos
médios de particulas em uma NE podem variar de 10 — 200 nm (KUMAR et al., 2019;
MCCLEMENTS, 2012; MCCLEMENTS; JAFARI, 2018a) com alguns autores também
reportando valores até 500 nm (SINGH et al.,, 2017). O espalhamento da luz
proporcionado pelas goticulas nanométricas confere as NEs uma aparéncia leitosa ou
levemente translucida (SINGH et al., 2017).

Existe uma certa ambiguidade no que se refere ao termo “tamanho” nesse
contexto, onde alguns autores usam o termo para se referir ao raio das particulas e
outros ao didmetro. Neste trabalho, quando o termo “tamanho” for utilizado, este
estara se referindo ao didmetro das particulas.

O tamanho das goticulas é o que confere as NEs suas aclamadas vantagens
de aumento da solubilidade ou biodisponibilidade de ativos, permeacgao facilitada
através de tecidos como a pele e maior estabilidade quando comparadas as emulsdes
convencionais (MCCLEMENTS; JAFARI, 2018a).

Assim como uma emulsdo convencional, as NEs nao sao sistemas
termodinamicamente estaveis e, portanto, estdo sempre sujeitas aos mesmos

fendmenos de desestabilizagao por coalescéncia das goticulas e segregacao de fases
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(MCCLEMENTS, 2012; MCCLEMENTS; JAFARI, 2018a). Um esquema ilustrando os
diferentes processos que levam a desestabilizacdo e consequente segregacdo das

fases em uma NE é apresentado abaixo (Figura 2).

- g
c)
- r@
- Separacao das
fases
Cremagem
= - »
Floculagao N —_
Goliculas se agregam sem © -~

coalescer _— e =
<)

@

=

o

&

4
2 mé‘gar -
Ol €c)) o
Cusgg, 98 Mo —
@s g g’an % 5 - Coalescéncia v
0"’%'0!&:’@%;9\%6;0, — " Floculagao tambem & possivel
Mey, mas\\. v W -
Or
s cat -
- -

Figura 2. Esquema dos diferentes fendbmenos de desestabilizagdo em uma NEs que levam a
segregacao das fases para uma emulsao do tipo O/A.

Fonte: Elaborado pelo autor. Adaptado de (ANKUR GUPTA, H. BURAK ERAL,
T. ALAN HATTON, 2016).

A instabilidade termodinamica das NEs se deve as interagdes desfavoraveis
presentes na interface 6leo-agua (efeito hidrofébico), que devem ser colocadas em
xeque para que a dispersdo mantenha sua caracteristica alta razdo area
superficial/volume (MCCLEMENTS; JAFARI, 2018a).

O tamanho nanométrico das goticulas é suficiente para desprezar os efeitos
gravitacionais, que levam a segregacao das fases (cremagem/sedimentagao),
portanto, para que a dispersao de liquidos imisciveis atinja algum tipo de estabilidade
relevante, € necessaria a adicdao de surfactantes ao sistema (KLANG; VALENTA,
2011; MCCLEMENTS; JAFARI, 2018a).
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Os surfactantes s&o tipicamente moléculas anfifilicas (possuem grupos
hidrofilicos e grupos hidrofébicos), que atuam na interface dleo-agua e podem ser
utilizados sozinhos ou em conjunto para diminuir a tenséo interfacial e diminuir as
interagdes entre as goticulas, conferindo alta estabilidade as NEs (MCCLEMENTS;
JAFARI, 2018b; SINGH et al., 2017). Surfactantes comumente utilizados na produgéo
de NEs sao polissacarideos, fosfolipidios, proteinas e outros surfactantes poliméricos
(MCCLEMENTS; JAFARI, 2018b).

E comum fazer a selecdo dos surfactantes baseando-se no seu valor do
balanco hidrofilico-lipofilico ou HLB (do inglés Hidrophilic-lipophilic balance). Valores
de HLB baixos (2 — 6) indicam que o surfactante deve ter preferéncia pela fase oleosa
e é considerado mais adequado para estabilizar emulsdes do tipo A/O. Ja surfactantes
com valores de HLB altos (8 — 18) devem particionar melhor na fase aquosa e séo
considerados mais adequados para estabilizar emulsdes do tipo O/A (MCCLEMENTS;
JAFARI, 2018b).

Para fins de esclarecimento, existem dispersdes coloidais semelhantes as
NEs, como as microemulsdes (MEs) e algumas diferencas importantes entre esses
sistemas sao destacadas a seguir. Uma ME também consiste em uma dispersao de
goticulas nanométricas estabilizadas com surfactante(s), porém & um sistema
termodinamicamente estavel e, portanto, deve ser formado espontaneamente, uma
vez que os reagentes (agua/dleo/surfactante) sdo misturados nas proporgdes
adequadas (KLANG; VALENTA, 2011; MCCLEMENTS, 2012). E comum a realizagéo
de estudos de misturas pseudoternarias para que sejam definidas as regides de
formacao de ME (CONEAC et al., 2015; SHAH et al., 2009).

O sistema deve se manter estavel indefinidamente, considerando que nao ha
alteracdo nas condigdes inicias (MCCLEMENTS, 2012). Por causa da natureza
termodinamica da estabilidade da MEs, alguns autores n&o consideram esses
sistemas como emulsdes verdadeiras (KLANG; VALENTA, 2011).

Para que um sistema como uma ME seja termodinamicamente estavel, séo
necessarias maiores quantidades de surfactante(s), quando comparado as NEs, e os
tamanhos de goticulas em uma ME costumam ser menores ( < 100 nm), apesar do
prefixo indicar o contrario (MCCLEMENTS, 2012). Os tamanhos menores fazem com
que as MEs sejam sistemas atraentes para aumentar a solubilidade de ativos, porem

a necessidade de quantidades maiores de surfactantes faz com as NEs sejam
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sistemas mais interessantes em termos de aplicagdes farmacéuticas (KLANG;
VALENTA, 2011).

A producido de NEs também pode servir como etapa inicial para a formacéao
de uma série de outros sistemas nanoestruturados com o papel de entrega de
farmacos, os DDS (MCCLEMENTS; JAFARI, 2018a). Alguns desses DDS tém se
mostrado promissores para entrega de farmacos lipofilicos como nanoparticulas
sélidas lipidicas ou SLNs (do inglés Solid Lipid Nanopatrticles) e, mais recentemente,
os chamados sistemas carreadores lipidicos nanoestruturados ou NLCs (do inglés
Nanostructured Lipid Carriers) (FERNANDES et al.,, 2020; KRAISIT et al., 2021;
MCCLEMENTS; JAFARI, 2018a).

Algumas aplicagdes interessantes envolvem a incorporagao de NEs em filmes
poliméricos comestiveis para auxiliar na preservagao de alimentos, por exemplo (LI et
al., 2020; ROBLEDO et al., 2018). NEs também podem ser recobertas com material
polimérico para proporcionar uma liberagédo direcionada, atrasada ou controlada do
ativo encapsulado. Adicionalmente, o recobrimento com polimero viabiliza a secagem
do material pela técnica de spray-drying, que por sua vez abre a possibilidade de
outras aplicagdes interessantes, uma vez que é obtido um material seco na forma de
um po6 contendo o ativo (RAI et al., 2018; SAATKAMP, 2019; SINGH et al., 2017).

2.2.1 Técnicas de preparo de nanoemulsoes

As diversas técnicas utilizadas para a produgao de NEs podem ser separadas
em técnicas de alta energia, que envolvem um input de energia ao sistema para que
ocorra a formagao das nanogoticulas e as técnicas de baixa energia, que utilizam da
energia quimica do préprio sistema, ou uma combinagdo das duas (SINGH et al.,
2017). As principais caracteristicas, vantagens e desvantagens de cada técnica séo

detalhadas a seguir.

2.2.1.1 Técnicas de alta energia

As técnicas de alta energia utilizam de forgas disruptivas intensas para reduzir
o tamanho das goticulas a partir de uma emulsao convencional (SINGH et al., 2017).

Essas forcas disruptivas sdo geradas com equipamentos mecanicos especializados



29

como homogeneizadores de alta pressao, microfluidizadores e sondas de ultrassom.
Esses equipamentos sdo capazes de gerar altas taxas de cisalhamento, turbuléncia,
cavitagdes, entre outros fendmenos fisicos, que sao responsaveis por romper as
goticulas da emulsdo de partida em goticulas menores, que por sua vez sao
rapidamente estabilizadas pelo(s) surfactante(s) presente(s) no meio (efeito Gibbs-
Marangoni) (SAFAYA; ROTLIWALA, 2020; SINGH et al., 2017).

A homogeneizagéo a alta pressdo envolve forcar uma emulsdo através de
uma abertura ajustavel (< 10 ym) em um pistdo sob pressdes de 500 — 5 000 psi.
(SINGH et al., 2017) Ao final do processo, o equipamento permite apenas a passagem
de material com o tamanho adequado, onde goticulas de até 1 nm podem ser
formadas. (SINGH et al., 2017)

A técnica de microfluidizagao é semelhante, porém envolve forcar a emulsao
através de microcanais sob alta pressao (até 20 000 psi) seguido de uma colisédo de
dois jatos do material canalizado em um compartimento especifico onde ocorre a
formagdo das nanogoticulas (GURPREET; SINGH, 2018; SAFAYA; ROTLIWALA,
2020; SINGH et al., 2017).

Ambas técnicas sdao de grande interesse para a industria de alimentos. A
técnica de microfluidizagao é preferida, pois € capaz de produzir NEs mais estaveis
com menores quantidades de surfactante e é comum utilizar a técnica de
homogeneizagao para pré-condicionar a amostra para o microfluidizador (SINGH et
al., 2017). Ambos processos podem ser repetidos multiplas vezes até que seja
atingido o tamanho e dispersédo desejados para as particulas (SINGH et al., 2017).

A técnica de ultrassom possui algumas vantagens operacionais, € capaz de
formar NEs estaveis com um custo energético menor que as técnicas anteriores e é
uma técnica bastante utilizada em pesquisas laboratoriais (SAFAYA; ROTLIWALA,
2020; SINGH et al., 2017). Aqui, o processo de formacgao das goticulas nanométricas
€ um pouco parecido as técnicas anteriores, onde uma sonda piezoelétrica € utilizada
para gerar energia acustica suficiente (cerca de 20 kHz) para formar cavitagdes no
liquido dispersante (GURPREET; SINGH, 2018; SINGH et al., 2017). Essas
cavitagdes formam bolhas instaveis que rapidamente implodem e geram um fluxo
intenso de liquido em volta da fase dispersa. A pressao gerada pelo liquido turbulento
€ capaz de romper as goticulas da fase dispersa em goticulas nanométricas, que por

sua vez sao rapidamente recobertas e estabilizadas pelas moléculas de surfactante(s)
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presente(s) no meio (SINGH et al., 2017). E possivel formar NEs com goticulas de até
10 — 30 nm com essa técnica (GURPREET; SINGH, 2018).

Apesar de caras, as técnicas de alta energia sdo amplamente utilizadas na
industria de alimentos e cosméticos, pois sdo escalonaveis, permitem o emprego de
qualquer tipo de 6leo e geralmente menores quantidades de surfactantes sé&o
necessarias para estabilizar as NEs formadas (SAFAYA; ROTLIWALA, 2020).

Algumas desvantagens dessas técnicas sédo o alto custo dos equipamentos,
seu consumo energético elevado e, no caso dos equipamentos que utilizam altas
pressdes, ha geracdo de calor durante o processo, que acaba limitando o uso de
ativos termolabeis nas formulagcbes e exige um resfriamento adequado (SAFAYA,;
ROTLIWALA, 2020; SINGH et al., 2017).

2.2.1.2 Técnicas de baixa energia

As técnicas de baixa energia utilizam da energia quimica do proprio sistema
para que ocorra a formacdo da NE. Podem ser separadas entre as técnicas de
inversao de fase, chamadas de PIC (do inglés phase-inversion composition) e PIT (do
inglés phase-inversion temperature), e as técnicas de emulsificagdo espontanea ou
uma combinac&o de ambas (SINGH et al., 2017; SOLANS; SOLE, 2012).

As técnicas de inversao de fase envolvem proporcionar uma mudanga na
solubilidade do surfactante ou da curvatura do filme na interface através de alteragdes
na composic¢ao (PIC) ou na temperatura (PIT) do sistema. Portanto, consiste em uma
conversao de um tipo de emulsao, por exemplo, uma emulsao do tipo A/O, para o tipo
inverso, isto é, uma emulsao do tipo O/A, passando por uma fase bicontinua ou
liquido-cristalina intermediaria (SINGH et al., 2017).

A técnica de PIT consiste basicamente em preparar um sistema
(dgual/dleo/surfactante) geralmente na forma de uma microemulsdo, na PIT ou
proximo a PIT, que corresponde a temperatura em que a curvatura do surfactante
deve ser nula (fase bicontinua ou liquido-cristalina lamelar). Em seguida é realizado
um rapido resfriamento (NE final do tipo O/A) ou aquecimento (NE final do tipo A/O)
do sistema. A rapida mudanca de temperatura do sistema € responsavel pela
formacgao de NEs razoavelmente estaveis (SINGH et al., 2017).

A utilizagao da técnica de PIT é limitada ao uso de surfactantes nao-iénicos,

tais como polimeros derivados de poli(6xido de etileno), que sado sensiveis as
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mudancgas de temperatura (hidratagdo/desidratacdo das cadeias de PEO) (SOLANS;
SOLE, 2012). As NEs formadas pela técnica de PIT sdo menos estaveis em
temperaturas proximas a PIT e nessas condigcdes € necessaria a adigdao de co-
surfactantes para garantir a estabilidade do sistema (SAFAYA; ROTLIWALA, 2020).

Algumas desvantagens dessa técnica s&o obvias, como a sua inadequacao
frente ao uso de ativos termolabeis nas formulagdes, sua limitagdo ao uso exclusivo
dos surfactantes termossensiveis. Além disso, € necessario conhecimento do
comportamento de solubilidade dos reagentes para que a transi¢ao entre as emulsdes
ocorra de maneira adequada (SINGH et al., 2017; SOLANS; SOLE, 2012).

A técnica de PIC é relativamente mais simples e consiste basicamente na
diluicdo de uma fase na outra, realizado por gotejamento a temperatura ambiente. O
objetivo € o mesmo da técnica anterior, isto €, alterar a curvatura do surfactante para
induzir a formacdo da NE do tipo inverso ao sistema inicial, dessa vez, a partir do
aumento do volume de uma das fases (SAFAYA; ROTLIWALA, 2020).

Aqui novamente, prepara-se um sistema (6leo/agua/surfactante) em uma
composicao especifica, isto €, em uma regido especifica em um diagrama de fases
proxima de um equilibrio entre uma fase bicontinua e uma microemulsao do tipo A/O,
por exemplo. Em seguida, o sistema ¢é diluido com uma das fases, nesse caso a agua,
até que ocorra a formacdo da NE inversa (O/A) (SAFAYA; ROTLIWALA, 2020;
SOLANS; SOLE, 2012). Propriedades como a regido de transicdo de fase do sistema,
a tensao interfacial, a viscosidade e o tipo e concentragdo do(s) surfactante(s)
utilizado(s) sao importantes e tem um impacto direto na formacao e estabilidade da
NE final (SAFAYA; ROTLIWALA, 2020). A técnica de PIC nao é suscetivel somente
ao uso de surfactantes com segmentos de PEO como a PIT e permite a incorporagao
de ativos termolabeis, porém deve produzir NEs com tamanhos maiores e mais
dispersas que a PIT (SOLANS; SOLE, 2012).

A técnica de emulsificagdo espontanea envolve a diluicdo de uma fase
organica (FO) composta por um solvente parcialmente miscivel (acetona, etanol,
acetato de etila, entre outros) contendo o d6leo (fase dispersa) e um surfactante com
maior afinidade pela fase oleosa, chamado de surfactante lipofilico, em uma fase
aquosa (FA) contendo um surfactante hidrofilico. Esse processo costuma ser
realizado por gotejamento sob agitacdo branda e deve ocorrer a temperatura e
pressao ambiente (SAFAYA; ROTLIWALA, 2020; SINGH et al.,, 2017). Aqui, a

formacao da NE ocorre através da migracao do solvente miscivel para a FA durante
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a sua diluigdo. Isso gera uma turbuléncia intensa na interface 6leo-agua, que é capaz
de romper as goticulas de 6leo deixadas para tras e formar nanogoticulas, que por
sua vez sao rapidamente estabilizadas pelos surfactantes presentes no meio
(SAFAYA; ROTLIWALA, 2020; SINGH et al., 2017).

Nao ha mudancga na curvatura do surfactante durante o processo de diluicao
da técnica de emulsificacdo espontanea (SOLANS; SOLE, 2012). Também é
necessaria a remocao do solvente miscivel da formulacao final, que é realizado por
rotaevaporagdao (GURPREET; SINGH, 2018).

O processo de formacédo da NE é espontaneo, porém o sistema formado nao
é termodinamicamente estavel (NE). Para compensar o ganho energético relacionado
ao aumento expressivo da area interfacial durante a formacao da NE, deve ocorrer
um aumento de entropia durante a difusdo da fase dispersa no meio (SINGH et al.,
2017). Acredita-se que isso é causado pela turbuléncia gerada em torno das goticulas
durante a migracéo do solvente miscivel para a agua (SINGH et al., 2017).

Apesar de nado ser necessario input de energia ao sistema para que o
processo espontaneo ocorra, € comum a utilizagdo de agitagdo magnética branda
durante o preparo, exatamente para facilitar a difusdo das goticulas recém formadas
e favorecer o rapido recobrimento/estabilizagcdo pelas moléculas de surfactante.
(SINGH et al., 2017) Essa técnica € capaz de produzir NEs estaveis com diversos
tamanhos (< 20 — 500 nm) e baixa polidispersidade (GURPREET; SINGH, 2018).

Existem outras técnicas classificadas como técnicas de emulsificagao
espontanea, como a técnica de diluicao de microemulsdo, que basicamente consiste
em diluir uma microemulsao (p.ex., do tipo O/A) com agua por gotejamento na
presenga de um co-solvente, como um alcool de cadeia média, por exemplo
(SAFAYA; ROTLIWALA, 2020). O efeito de migracao do solvente € semelhante a
técnica de emulsificagdo espontanea explicada acima e ndao ocorre mudancga na
curvatura do surfactante (SOLANS; SOLE, 2012). Aqui, a formacdo da NE (O/A)
ocorre por causa da diluicdo do surfactante, cuja concentragao na interface passa a
ser pequena demais para garantir a estabilidade termodinamica da ME inicial
(SAFAYA; ROTLIWALA, 2020).

2.2.2 Nanoemulsdes como sistema topico de drug delivery
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O uso de NEs como DDS é vasto e sua aplicagado para fins farmacéuticos
pode ser realizada por diversas rotas de administragdo (oral, topica, parenteral e
intravenosa, ocular, intranasal e pulmonar) (SINGH et al., 2017).

Em geral, existe uma preferéncia pela administracao oral de medicamentos.
No entanto, para que um medicamento administrado por essa rota atinja a corrente
sanguinea e chegue no local de agdo na concentragdo adequada s&o necessarias
doses sistémicas e ainda ha a possibilidade de interacdes com alimentos e sua
degradagao no ambiente gastrico (RAI et al., 2018).

A administragdo topica de medicamentos apresenta diversas vantagens sobre
as vias de administragao sistémica, onde menores doses sdo necessarias ja que é
possivel aplicacdo diretamente no local da infec¢do, a absorcdo do medicamento é
facilitada pela alta area superficial proporcionada pela pele e a aplicagdo e
descontinuagéo do tratamento é simples e pode ser realizada pelo proprio paciente.
Além disso, o metabolismo pré-sistémico ou de primeira passagem é evitado, assim
evitam-se efeitos adversos sistémicos (RAI et al., 2018; SIVASANKARAPILLAI et al.,
2021).

No seu trabalho de revisao, Rai et al. (2018) indicam que um farmaco modelo
para aplicagéao toépica (via dérmica) deve apresentar baixo coeficiente de parti¢ao,
massa molecular acima de 500 g mol', baixa biodisponibilidade sistémica e baixa
permeacao cutanea. O inverso é valido para a via transdérmica, onde o objetivo é
fazer com que o farmaco permeie as camadas mais internas da pele e dessa forma,
chegue rapidamente a corrente sanguinea (RAI et al., 2018).

A taxa de absorgéao, o alcance e o mecanismo responsavel pelo transporte do
farmaco através da pele dependerao das caracteristicas do tecido em que sera feita
aplicacao e, em termos dos parametros da formulagao, do tamanho, potencial zeta e
da sua composicao (RAI et al., 2018). Particulas com tamanhos maiores que 150 nm
e carga negativa tendem a favorecer acao tépica (via dérmica), ja particulas menores
que 100 nm e carga positiva favorecem a permeacao até as camadas mais internas
(via transdérmica) (RAl et al., 2018).

Nesse contexto, o papel do(s) surfactante(s) € de modificar as células das
camadas mais externas e desestabilizar a camada lipofilica da pele para facilitar a
permeacao do farmaco (RAl et al., 2018; SIVASANKARAPILLAI et al., 2021).

E comum também a utilizagdo de promotores de permeacdo como moléculas

pequenas, tais como etanol, propileno glicol, ureia e DMSO, porém os efeitos
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adversos de alguns desses promotores limita seu uso em algumas aplicagdes
(CHANTASART et al., 2009; SIVASANKARAPILLAI et al., 2021).

Alternativamente, moléculas naturais como terpenos tém se destacado para
essa fungdo, pois sdo capazes de se alojar com facilidade entre as moléculas
lipofilicas nas camadas da pele e alterar o perfil de fluidez de material na regido, além
de apresentarem um perfil de toxicidade reduzido (possuem status GRAS) e baixa
irritabilidade cutédnea para doses de 1 — 5% (CHANTASART et al., 2009).

2.3 INSUMOS

2.3.1 Fluconazol

O Fluconazol (2-(2,4-difluorofenil)-1,3-bis(1,2,4-triazol-1-il)propan-2-ol)
(Figura 3) é considerado um farmaco de classe | (SCB), de acordo com as diretrizes
encontradas na Farmacopeia Brasileira 6% ed. Também é possivel encontrar na
literatura, autores o classificando como classe Il (SCB) (FERNANDES et al., 2020),
talvez devido a diferenga dos dados de solubilidade disponiveis para o farmaco (ver
Tabela 1).

Quimicamente, o FCZ é classificado como um triazol, em referéncia ao
numero de atomos de nitrogénio do anel azodlico. Algumas propriedades fisico-

quimicas do farmaco e sua estrutura sao apresentadas abaixo.
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Figura 3. Estrutura do Fluconazol.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do Fluconazol.
Propriedade Valor / unidade Referéncias
(FERNANDES et al., 2020)
(CHAVES RUELA CORREA;

Lok 8=‘5‘ REICHMAN HERIDA REGINA
9kosa o2 NUNES SALGADO: DUARTE

VIANNA-SOARES, 2012)
(RE et al., 2021)
Dado obtido neste estudo
p.f. 138 — 141°C (AKAY; KAYAN, 2021;
BLOKHINA et al., 2020)
(CHAVES RUELA CORREA;
REICHMAN HERIDA REGINA

Pka 11.1,2,9,2,8° NUNES SALGADO: DUARTE
VIANNA-SOARES, 2012)
Solubilidade 5,1 mg mL™® Dado obtido neste estudo
po 1,39 mg mL-'e (RE et al., 2021)
5,5 mg mL-" (CONEAC et al., 2015)

@ —OH; —NH (anel azdlico).
® Dado experimental obtido a temperatura ambiente pelo autor do trabalho citado.
¢Valor encontrado na literatura e temperatura ndo especificada.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Seu modo de acao envolve a inibicao da atividade de uma enzima especifica
(14-a-desmetilase) envolvida na biossintese de ergosterol (Figura 4). O ergosterol € o
componente majoritario da membrana celular do fungo e é fundamental para
assegurar a sua estrutura e também auxiliar em outras fungées como, por exemplo,
regular a fluidez de material através da membrana. Devido a sua importancia para a
sobrevivéncia do MO, esse esteroide e sua biossintese sao alvos de interesse para
uma série de AAFs e interferir na sua biossintese € o foco dos antimicéticos azélicos
(CAMPOQY; ADRIO, 2017; EMAMI et al., 2019).

A inibicao desta enzima (14-a-desmetilase) leva a formacédo e acumulo de
esterdis metilados, que sao téxicos ao fungo, e altera o funcionamento de proteinas
de transporte presentes na membrana. Isso ultimamente impede a reprodugcao do MO
e, consequentemente, a colonizacdo do tecido infectado. Assim, a atividade da
maioria dos AAFs azdlicos, como o FCZ, é fungistatica, ou seja, apenas impede o
crescimento e propagacado do fungo, ndo o extermina (CAMPOY; ADRIO, 2017;
EMAMI et al., 2019; JOHNSON, 2021).



36

HO

Figura 4. Estrutura do ergosterol.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O Fluconazol compde a linha de frente no tratamento de IF desde que foi
introduzido no mercado na década de 90, pela Pfizer. E comumente utilizado tanto
para tratamento como para profilaxia em ambiente hospitalar, por apresentar atividade
contra uma variedade de MOs. E eficaz contra candidiases superficiais (i.e.,
onicomicoses, CVV e CO) e algumas IF invasivas (por exemplo, meningite
criptocécica e candidemia) e ainda € o farmaco de escolha para o tratamento de
candidiases em geral (JOHNSON, 2021; VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012).
Seu uso costuma ser feito por via oral e apresenta uma biodisponibilidade excelente
(95%) (JOHNSON, 2021).

A escolha do FCZ como principal AAF para o tratamento de diversas IFs se
deve ao seu amplo espectro de atividade, bom perfil farmacocinético/farmacodinamico
e um perfil de toxicidade melhorado quando comparado aos azdis de primeira geragao
(por exemplo, clotrimazol, miconazol, cetoconazol) (CAMPOQOY; ADRIO, 2017;
VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012). Alguns efeitos colaterais comumente
reportados para o uso oral do FCZ sao: diarréia, desconforto estomacal, irritacdo na
pele e toxicidade hepatica (KRAISIT et al., 2021).

A literatura sugere que o uso indiscriminado do FCZ para tratamento e
profilaxia em ambiente hospitalar contribui significativamente para o crescente numero
de casos de resisténcia ao farmaco (EMAMI et al., 2019; FIRACATIVE, 2020;
VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012). O aumento de infecgbes causadas por
cepas resistentes ao FCZ também ¢ atribuido a sua natureza fungistatica (CAMPOY;
ADRIO, 2017; EMAMI et al., 2019).

O desenvolvimento de resisténcia aos AAFs por parte do fungo é regido pelo
processo de selecao natural em favor de mutagdes genéticas que aumentam a chance
de sobrevivéncia do MO. O desenvolvimento de resisténcia por mutagdes genéticas

ocorre via 3 mecanismos principais: i) diminuigdo da concentracido efetiva do AAF
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dentro da célula ii) alteragées no alvo do AAF e iii) alteragbes em etapas na via
metabdlica afetada pelo AAF (CAMPOY; ADRIO, 2017). Esses mecanismos
desenvolvidos por Candida spp. e os genes especificos envolvidos sdo amplamente
abordados na literatura em trabalhos de revisdo sobre o tema. Para maiores detalhes,
faz-se referéncia aos trabalhos ja citados (CAMPOY; ADRIO, 2017; FUENTEFRIA et
al., 2018; VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012).

Um dos principais fatores que contribui para a resisténcia de MO como
Candida spp. é a formagéo de biofilmes. Um biofilme é uma comunidade altamente
organizada de células modificadas (hifas e pseudo-hifas) protegidas por uma rede
polimérica de material produzido e excretado pelo fungo, como polissacarideos,
proteinas e carboidratos, que facilitam a adesao da colénia a superficie infectada
(bidtica ou abidtica) e protegem a matriz da infeccdo através de uma série de
mecanismos de adaptacdo (AJETUNMOBI et al., 2023). No caso das espécies de
Candida, a formagao de biolfilmes reduz significativamente a eficacia (ou até inutiliza)
dos principais AAFs como os azdis, polienos e equinocandinas (AJETUNMOBI et al.,
2023; RE et al., 2021).

2.3.2 Timol

O timol (2-isopropil-5-metilfenol) (Figura 5A) € um monoterpeno fendlico e um
dos principais terpendides encontrado nos oOleos essenciais de plantas dos géneros
Thymus, Origanum e Satureja e em menores quantidades em outras plantas também
pertencentes a familia das Lamiaceae. Pode ser encontrado como componente
majoritario no 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris) junto ao seu isbmero, 0
carvacrol (Figura 5B), geralmente encontrado em menor quantidade (KARPINSKI,
2020; MARCHESE et al., 2016).

OH

OH

Figura 5. Estrutura do timol (A) e do carvacrol (B).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Assim como os outros monoterpenos estruturalmente parecidos (p-cimeno,
limoneno, mentol, entre outros) o timol apresenta atividade antimicrobiana ja
reconhecida na literatura e possui status GRAS (do inglés Generally Recognized As
Safe) concedido pelo FDA (MARCHESE et al., 2016). Seu uso como aditivo na
industria alimenticia € comum, desde flavorizante (MARCHESE et al., 2016) a agente
preservante (GUARDA et al., 2011; LI et al., 2017, 2020; ROBLEDO et al., 2018).
Também ¢é possivel encontrar trabalhos que mostram a sua capacidade como
potencial AAF no combate as infecgdes causadas por Candida spp. (KHAN et al.,
2015; SHARIFZADEH et al., 2018).

Segundo o trabalho de revisdo de Karpinski (2020), dados da literatura
sugerem que o efeito antifungico de terpenos como o timol se da de forma
multidirecional, induzindo processos oxidativos em polissacarideos, acidos graxos e
fosfolipidios que compdem a parede e a membrana celular, danificando organelas e
inibindo a sintese de material genético e estrutural essencial para a sobrevivéncia do
MO. Dessa maneira, pode-se dizer que sua agao é fungicida, uma vez que a dose for
adequada (KARPINSKI, 2020). No trabalho, o autor faz referéncia a mistura de
terpenos na forma de 6leo essencial e enfatiza a importancia do efeito conjunto da
mistura de metabdlitos secundarios. Porém, sabe-se que a atividade de um dleo
essencial pode ser atribuida as moléculas em maior quantidade com os componentes
em menor quantidade geralmente desempenhando um papel auxiliar (PAVONI et al.,
2020).

Apesar das excelentes propriedades biocidas e as varias possibilidades de
aplicacao, as propriedades fisico-quimicas do timol dificultam sua aplicagdo em meio
fisiolégico. O timol possui baixa biodisponibilidade (16%) e é bastante volatil e reativo
(NAGOOR MEERAN et al., 2017). Algumas das suas propriedades fisico-quimicas

podem ser verificadas na Tabela 2 abaixo.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas do timol.

Propriedade Valor / unidade Referéncias
Logk,,q 3,4 (RASSU et al., 2014)
p.f. 49 — 51°C (NAGOOR MEERAN et al., 2017)
pk, 10,6 (RASSU et al., 2014)
Solubilidade em agua (25°C) 1197 gL' Dado obtido neste estudo

adado obtido a temperatura ambiente (~25°C).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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A utilizacdo de sistemas como as NEs para contornar os problemas de
estabilidade e biodisponibilidade do timol ja € amplamente estudada (LI et al., 2017,
2020; MA; DAVIDSON; ZHONG, 2016; SAATKAMP et al., 2023).

Terpenos como o timol também sio capazes de facilitar a permeagao tanto
de ativos lipofilicos como de ativos hidrofilicos através da pele (CHANTASART et al.,
2009). O mecanismo pelo qual terpenos fendlicos como o timol promovem a
permeacao de ativos através da pele difere para sistemas especificos, o0 método do
estudo e o ativo em questdo (CHANTASART et al., 2009).

O estudo de Chantasart et al. (2009) indica que o mecanismo para o timol é
semelhante ao seu mecanismo de agao antifungica, onde o terpeno lipofilico é capaz
de se alojar entre os cornedcitos que compdem a camada hidrofdbica mais externa
da pele, chamada de stratum corneum (SC), e “fluidizar” o material lipidico intercelular
perante sua interacao, facilitando a difusdo do ativo lipofilico estudado através da pele
(transporte transdérmico) (CHANTASART et al., 2009). O autor também compara o
efeito do timol como promotor de permeacao aos alcoois de cadeia curta comumente
utilizados para essa finalidade, isso traz destaque ao terpeno por ser uma alternativa
natural e igualmente eficaz.

Adicionalmente, destacam-se dois estudos ja citados, que trazem resultados
interessantes frente ao uso do timol contra Candida spp. O estudo de Khan et al.
(2015), que avaliou a atividade antifungica do timol e seu isémero contra cepas de C.
albicans em busca de elucidar os mecanismos envolvidos no stress oxidativo causado
pelos terpenos nos componentes lipidicos que compdéem a membrana celular do
fungo. Neste estudo os terpenos mostraram atividade antifungica mesmo em baixas
concentragbes (KHAN et al., 2015).

O estudo de Sharifzadeh et al. (2018) avaliou o efeito fungicida do timol em
cepas resistentes (C. albicans, C. glabrata e C. krusei) e reportou efeito sinérgico do
terpeno com o FCZ (SHARIFZADEH et al., 2018).

2.3.3 Oleo como fase carreadora

A fase oleosa de uma NE pode ser composta por uma mistura de diversos
componentes hidrofébicos como triglicerideos, terpendides, flavondides, vitaminas,
corantes, entre outros (MCCLEMENTS, 2012). Propriedades como a viscosidade,

tensao superficial, polaridade e caracteristicas térmicas da fase oleosa influenciam na
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capacidade de formacao e na estabilidade das NEs. A natureza da fase dispersa
também tem um impacto na liberacdo e biodisponibilidade proporcionada ao ativo
(MCCLEMENTS, 2012).

Em uma NE, os fenbmenos de desestabilizagdo de origem gravitacional sdo
contornados pelo tamanho nanométrico das goticulas e o uso de surfactantes retarda
a coalescéncia das goticulas por repulsao eletrostatica ou impedimento estérico.

Dessa forma, o principal fendbmeno de desestabilizacdo em NEs é o
amadurecimento de Ostwald (MCCLEMENTS, 2012; PAVONI et al., 2020). O efeito
do amadurecimento de Ostwald é mais aparente em sistema polidispersos, uma vez
que se trata do aumento de volume de goticulas maiores as custas das goticulas
menores, que difundem com maior facilidade no meio. Um jeito de retardar o
amadurecimento de Ostwald é através da selecdo de uma fase dispersa de peso
molecular alto, como triglicerideos de cadeia média ou longa e dleos vegetais nao-
volateis como os oOleos testados, que devem difundir com maior dificuldade através da
fase dispersante (MCCLEMENTS, 2012; PAVONI et al., 2020).

Vale destacar alguns dos trabalhos referenciados, que utilizaram os 6leos
avaliados para encapsulagao de FCZ e timol. O trabalho de Tripathy (2019) testou
uma NE de éleo de girassol (OG) e reportou um aumento na solubilidade do FCZ
incorporado na formulacédo destacando o potencial de aplicagao para o tratamento de
IFs na cavidade oral (TRIPATHY, 2019). Saatkamp et al. (2023) também desenvolveu
uma NE visando aplicagado para o tratamento de IFs (C. albicans) na cavidade oral.
Nesse estudo, a NE desenvolvida foi produzida com 6leo de semente-de-uva (OSU)
e o ativo encapsulado foi o timol (SAATKAMP et al., 2023).

Fernandes et al. (2020) utilizou 6leo de ricino (OR) na sua forma etoxilada
para a producao de um sistema semi-sélido (NLC) também com a intengao de tratar
IFs via aplicagao topica (FERNANDES et al., 2020).

Os trés oleos testados no presente trabalho foram selecionados baseando-se
nos estudos da literatura supracitados. O OG e o OSU sao misturas ricas em
triglicerideos de acido linoleico (~65%) e oleico (20%) (ver Figura 6A) (TRIPATHY,
2019). O OG é obtido principalmente das sementes de girassol (Helianthus annuus) e
€ amplamente utilizado na industria de alimentos em formulagcbes parenterais,

cosméticos e formulagdes farmacéuticas de uso topico (TRIPATHY, 2019).
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Figura 6. Estrutura dos principais acidos graxos que compde os triglicerideos dos 6leos estudados, o
acido ricinoleico (A) e o acido linoleico.
Elaborado pelo autor.

O OSU é extraido das sementes da uva (Vitis vinifera) e € um subproduto da
industria vinicola, possui uma composi¢ao semelhante ao OG, isto €, também é rico
em triglicerideos de acido linoleico (65 — 75%) e oleico (20 — 40%) (MARTIN et al.,
2020). O OSU também ¢é reconhecido por possuir quantidades relevantes de
moléculas bioativas de interesse farmacéutico como tocoferdis/tocotriendis e alguns
polifendis, que conferem propriedade antioxidante ao éleo e o torna um ingrediente
atraente para a produgéo de formulagdes farmacéuticas e cosméticas (MARTIN et al.,
2020).

O OR é obtido a partir da semente da mamona (Ricinus communis) e é rico
em triglicerideos do &cido ricinoleico (75 — 90%) (ver Figura 6B). E o Gnico 6leo vegetal
com conteudo tao alto do triglicerideo principal (até 90%) (YEBOAH et al., 2021). Além
disso, o conteudo de acidos graxos saturados e poli-insaturados do OR (até ~10%)
contribui para que ele tenha uma maior estabilidade quando comparado aos outros
Oleos (até ~60 — 70%) (MARTIN et al., 2020; YEBOAH et al., 2021).

Segundo a literatura, os trés Oleos citados apresentam uma série de
propriedades terapéuticas reconhecidas, onde o OG contém acidos graxos de valor
nutricional e o OSU e o OR contém uma série de moléculas bioativas de interesse
farmacolégico que conferem propriedades como antinflamatério (OSU e OR),
antimicrobiano (OSU) e purgativo (OR), por exemplo (MARTIN et al., 2020; YEBOAH
et al., 2021).

2.3.4 Lecitina

Fosfolipidios sdo moléculas anfifilicas encontradas na membrana celular de
plantas, animais e bactérias. Sdo compostos por uma unidade base de glicerol, onde
duas das hidroxilas encontram-se esterificadas com algum acido graxo contendo ou

nao insaturagbes (parte hidrofdbica) (CHUNG et al.,, 2018). A outra hidroxila &
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esterificada com o grupo fosfato ligado a uma molécula de colina (PC), etanolamina
(PE), serina (PS), glicerol (PG), Inositol (Pl), entre outras (parte hidrofilica)
(MCCLEMENTS; JAFARI, 2018b). Alguns exemplos dessas estruturas sdo mostrados
na Figura 7 abaixo.
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Figura 7. Estrutura dos principais fosfolipideos encontrados na lecitina de soja, fosfatidilcolina (PC),
fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilinositol (PI).

Elaborado pelo autor. Adaptado de Schaffer et al. (2007) (SCHAFFER, 2007)

Esses fosfolipidios, comumente utilizados em aplicagbes alimenticias ou
farmacéuticas, sdo chamados de lecitinas e sdo obtidas primariamente a partir de
plantas como a soja, canola e semente de girassol, mas também podem ser de origem
animal obtidas a partir da gema de ovo ou do leite (CHEN et al., 2016; DAMMAK et
al., 2020).

As lecitinas comerciais sdo misturas naturais de fosfolipidios (65-75%), outros
triglicerideos (até 34%) e outros compostos em menores quantidades como agucares,
esterdis, pigmentos e esterdis glicosilados, por exemplo (DAMMAK et al., 2020). A
lecitina obtida a partir da soja costuma conter uma mistura de fosfolipidios de PC (em
maiores quantidades), PE e PI (ver Figura 7) (CHUNG et al., 2018; KLANG; VALENTA,
2011).
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As lecitinas sdo amplamente utilizadas em formulagbes na industria de
alimentos, cosméticos e na industria farmacéutica por serem seguras e
biocompativeis (possuem status GRAS), além de facilitar a absorgéo de ativos através
da pele (CHEN et al., 2016; KLANG; VALENTA, 2011; SCHAFFER, 2007).

No entanto, sozinhas as lecitinas ndo costumam formar sistemas muito
estaveis e € comum sua combinagdo com outros emulsificantes para que seja atingida
uma maior estabilidade (KLANG; VALENTA, 2011; MA; DAVIDSON; ZHONG, 2016).
A combinacgao de lecitinas e polimeros nao-idnicos como os do tipo Pluronic® tem se
mostrado eficaz para a produgao de NEs estaveis (BOUCHEMAL et al., 2004; ZHAO;
ZHANG, 2017). Sua combinagdo com o P123 em especifico ja é estudada para a
formacgao de DDS (CHEN et al., 2016; SAATKAMP et al., 2023; ZHAO; ZHANG, 2017).

A lecitina Lipoid S75 utilizada no presente trabalho € obtida da soja, é
composta por pelo menos 70% de PC e o seu valor de HLB encontrado na literatura
€ em torno de 7 — 8,5 (CHUNG et al., 2018; SAATKAMP, 2019).

2.3.5 Pluronic® P123

Os polimeros do tipo Pluronic® sao compostos por segmentos ou blocos nao-
ibnicos de solubilidade diferente (molécula anfifilica) e na ciéncia de polimeros séo
chamados de copolimeros em bloco do tipo (ABA) (PITTO-BARRY; BARRY, 2014).

Os Pluronic® também sdo chamados de poloxadmeros e sdo compostos por
um bloco central mais hidrofébico de poli(éxido de propileno) ou PPO (do inglés
polypropilene oxide) flanqueado por blocos mais hidrofilicos de poli(6xido de etileno)

ou PEO (do inglés polyethylene oxide) (ver .

Tabela 3) (JUNIOR, 2020; PITTO-BARRY; BARRY, 2014).

Tabela 3. Estrutura de cada bloco para os polimeros do tipo Pluronic®.
Segmento Nome abrev. Estrutura
CH,

Hidrofdbico (central) PPO H{O)\;I,OH
n
. - . 0]
Hidrofilico (extremidades) PEO H{ \/j—LoH
n

Elaborado pelo autor.




44

A féormula geral para um poloxamero € (PEO)x(PPO)y(PEO),, onde para o
P123 x =y = 20 e z = 70 (Figura 8) (PITTO-BARRY; BARRY, 2014).

Lo i

Figura 8. Estrutura do P123.
Elaborado pelo autor.

A CMC do P123 ¢é 300 ppm a 25 °C e o valor de HLB encontrado na literatura
para o polimero é 8 (JUNIOR, 2020; PITTO-BARRY; BARRY, 2014; ZHAO; ZHANG,
2017).

O PEO é considerado seguro para uso como excipiente em formulagdes
parenterais (possui status GRAS) pela agéncia de vigilancia norte-americana, o FDA,
pois apresenta baixa toxicidade e, dessa forma, diversos autores estendem o perfil de
seguranga do PEO para o P123 (ZHAO; ZHANG, 2017).

Os surfactantes nao-ibnicos tendem a ser mais efetivos para a estabilizagao
de NEs do tipo O/A e sao preferiveis para a producdo de formulagdes tépicas
(FERNANDES et al., 2020; SAFAYA; ROTLIWALA, 2020).

2.4 DESIGN DE EXPERIMENTOS

2.4.1 Planejamento fatorial completo 23 + 3

De maneira geral, um planejamento fatorial (completo ou fracionario) € uma
ferramenta estatistica utilizada para auxiliar na compreensao dos efeitos principais e
de interacao dos fatores (variaveis independentes) suspeitos de exercerem alguma
influéncia (efeito) na obtencdo das respostas (variaveis dependentes) observadas
para um dado sistema (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

Resumidamente, tem-se um processo onde € sabido que a obtengao de uma
resposta y pode depender de alguns fatores x;, x, € x5. E possivel representar a
relagao entre fatores e resposta através de uma fungéo y = f (x4, x,, x3). Essa relagéo

entre as variaveis pode ser conhecida ou nao. Geralmente, esta relacédo é



45

desconhecida e utiliza-se uma aproximagao polinomial na forma da Equacéo 1 para
representa-la. A Equacdo 1 mostra a aproximacdo feita em um sistema com 3

variaveis independentes (x;, x, € x3) € uma variavel dependente y.

Y = by + byx1 + byxy + b3xs + biaX1Xy + bi3x X3 + b3 XoX3 + biyzxiXXx5 + € (1)

Este polinbmio serve como um modelo empirico que relaciona os fatores
estudados e a resposta observada e serve para auxiliar na compreensao dos efeitos
principais (b,, b, € bs) e de interagao (b,,, bi3, b,5 € b;,3) que as variaveis de estudo
podem apresentar (LUNDSTEDT et al., 1998; SILVA; SARAMAGO, 2005; TEOFILO;
FERREIRA, 2006).

Um design fatorial completo em 2 niveis gera um total de 2* experimentos,
onde k corresponde ao numero de variaveis independentes ou fatores. Cada fator é
estudado em 2 niveis ou limites, um superior (+) e outro inferior (-). Os valores
atribuidos para cada nivel sdo determinados pelo experimentalista através de
experimentos exploratérios e dados disponiveis na literatura (SILVA; SARAMAGO,
2005). Com estes dados e os resultados dos experimentos € possivel gerar uma

tabela chamada de matriz de planejamento (Tabela 4).

Tabela 4. Matriz de planejamento utilizada para um planejamento fatorial completo 23. A matriz
formada pelos sinais (+) e (-), mostra as diferentes combinagdes que devem ser feitas entre os
niveis de cada fator (x,, x, e x;) para obtencdo de uma resposta y;.

Variaveis Variavel
# do experimento independentes dependente ou

X4 X, Xq Resposta
1 S I v
2 + - - V2
3 - + - V3
4 + + - Va
3) - - + Vs
6 + - + Ve
7 - + + Vo
8 + + + Vg

Fonte: Elaborado pelo autor. Adaptado de Lundstedt et al. (1998)
(LUNDSTEDT et al., 1998).

A Tabela 4 é organizada de forma que cada linha representa um experimento
e cada experimento consiste em uma combinagao unica entre os diferentes niveis das
variaveis independentes (x;, x, € x3). A coluna mais a direita contém os resultados de

cada experimento em termos da resposta observada (y;). Quando organizados desta
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forma, estes dados correspondem as matrizes a partir das quais o calculo dos efeitos
(coeficientes da Equacdo 1) é realizado (LUNDSTEDT et al., 1998; TEOFILO;
FERREIRA, 2006).

O termo b, na Equacao 1 é um termo independente e corresponde a resposta
média do modelo, calculada como uma média aritmética (LUNDSTEDT et al., 1998).
O efeito principal que cada fator exerce na resposta é definido como a média da
resposta produzida por dado fator em cada nivel em que este € combinado com os
outros fatores (SILVA; SARAMAGO, 2005). Portanto, os coeficientes b,, b, € bs
podem ser calculados da mesma maneira que b,, atribuindo os sinais de cada coluna
(variavel independente) na resposta para cada experimento (ver Tabela 4)
(LUNDSTEDT et al., 1998).

Todos esses calculos matriciais dos coeficientes dos efeitos principais e de
interagdo, que sao utilizados em diferentes tipos de planejamento, s&o
detalhadamente descritos nos trabalhos de Lundstedt et al. 1998 e Tedfilo e Ferreira,
2006 (LUNDSTEDT et al., 1998; TEOFILO; FERREIRA, 2006). Atualmente, todos
estes calculos e a organizacdo do planejamento sao realizados em softwares
especializados. Apenas as colunas dos sinais dos efeitos principais sdo mostradas na
Tabela 4. O calculo dos efeitos de interacao é feito da mesma forma, para isso, novas
colunas devem ser criadas na matriz para cada interagao e o sinal de cada célula é o
resultado da multiplicagéo dos sinais dos fatores que estao interagindo (LUNDSTEDT
et al., 1998).

O dominio experimental em um planejamento fatorial completo com 3 fatores
(k = 3) pode ser visualizado em um espaco cartesiano (3D) e, neste caso, deve gerar
uma figura cubica (Figura 9). Dessa forma, o planejamento pode ser interpretado
geometricamente, onde cada eixo deve corresponder a uma das variaveis e cada

vértice do cubo corresponde a um dos 8 experimentos (LUNDSTEDT et al., 1998).
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Var3

Var1

Figura 9. Dominio experimental para um planejamento fatorial 2¥, onde k = 3.
Fonte: Elaborado pelo autor. Adaptado de Lundstedt et al. (1998) (LUNDSTEDT et

al., 1998).

Essa forma permite inspecionar visualmente o dominio experimental e as
condi¢des que produziram a melhor resposta, semelhante ao resultado de uma etapa
de otimizagdo com geragédo de uma superficie de resposta (SR).

Segundo Saramago e Silva, tratando-se de um planejamento fatorial de 2
niveis, os fatores podem ser de natureza quantitativa (por exemplo, valores de
concentragdes especificas de reagentes, diferentes temperaturas para uma reagao,
entre outros) ou qualitativa (por exemplo, realizar uma reagédo na presenga/auséncia
de luz, com/sem catalisador, entre outros) (SILVA; SARAMAGO, 2005).

Importante ressaltar que outros fatores conhecidos que podem ou nao
influenciar, mas que nao foram incluidos no planejamento devem ser mantidos
constantes ao longo dos experimentos. Isso deve ser feito para garantir que os efeitos
que estdo sendo observados sejam atribuidos aos fatores que estdo sendo estudados
com um grau de confianca (TEOFILO; FERREIRA, 2006). Também deve-se levar em
consideragao os parametros da metodologia experimental que sera utilizada para
selecionar o planejamento adequado (completo ou fracionario) (TEOFILO;
FERREIRA, 2006).

Uma pratica comum €& a execugdo de experimentos no ponto central.
Repeti¢cdes do experimento no ponto central permitem avaliar se ha falta de ajuste do
modelo e ajudam a estimar o erro experimental com uma maior economia de
experimentos (LUNDSTEDT et al., 1998). O ponto central do planejamento nada mais
€ do que um ponto que apresenta valores equidistantes aos niveis superior (+) e
inferior (-) de cada fator, ou seja, é central ao dominio experimental (0,0). Uma

comparacgao entre o valor de b, e o valor de resposta obtido para um experimento
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realizado no ponto central também pode ser utilizada como indicativo da adequacéao
do modelo ao dominio experimental escolhido (LUNDSTEDT et al., 1998). Ao final, a
adequacao do modelo deve ser validada estatisticamente através de um teste de
variancia (ANOVA) (LUNDSTEDT et al., 1998). Quando ha execucé&o de experimentos
no ponto central, o numero total de experimentos num planejamento fatorial completo
em 2 niveis pode ser descrito pela expresséo 2* + C,, onde C, € o nimero de réplicas
do ponto central e k é o nimero de fatores testados (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

Um planejamento fatorial nas linhas do que foi descrito até o momento
costuma servir como uma etapa de triagem, onde é avaliada a significancia dos efeitos
(principais e de interagao) das variaveis para um intervalo de confianga determinado
(por exemplo, 90%, 95%, 99%) através da geragao de um grafico de Pareto. Assim,
apenas as variaveis responsaveis pelos efeitos significativos sao levadas para uma
etapa seguinte de otimizagédo, que envolve ajustes mais finos e requer um numero
maior de experimentos.

Na etapa de otimizacdo, utiliza-se um modelo de ordem superior (geralmente
22 ordem), que é capaz de aproximar o comportamento das variaveis nas condigdes
de estudo na forma de uma superficie curva chamada de superficie de resposta (SR)
e, portanto, essa etapa costuma ser chamada de metodologia de superficie de
resposta (MSR). Este modelo permite calcular as condigbes o6timas atreladas a
obtengdo da melhor resposta tedrica dentro do dominio experimental. A melhor
resposta corresponde a um ponto critico (max/min) da SR e as condi¢des 6timas séo
os valores de cada fator (coordenadas) atrelados a esse ponto (SILVA; SARAMAGO,
2005).

2.4.2 Metodologia de superficie de resposta com design Doehlert

A melhor resolugdo do modelo utilizado nessa etapa (MSR) é alcangada as
custas de um numero maior de experimentos, considerando o mesmo numero de
fatores que um planejamento completo, por exemplo. Por isso, € desejavel levar a
esta etapa apenas os fatores mais importantes (SILVA; SARAMAGO, 2005).

Assim como existem diferentes abordagens para o planejamento de triagem
(completo ou fracionario), existem diferentes designs para a geracdo de uma SR
(fatorial completo de 3 niveis, Box-Behnken, composto central, Doehlert, entre outros).
A escolha da MSR deve ser feita de acordo com o sistema que se deseja estudar e
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as informacdes que se deseja extrair dele, uma vez que cada design possui suas
peculiaridades. (TEOFILO; FERREIRA, 2006) A geracdo da SR deste trabalho utiliza
uma abordagem chamada de design Doehlert ou matriz Doehlert e, portanto, sera a
unica abordagem discutida.

Uma metodologia de otimizagdo com design Doehlert deve gerar uma SR que
pode ser descrita de forma geral pela Equacdo 2, onde y € a resposta, b, € uma
constante, k é o numero de fatores e e é o erro aleatério (FERREIRA et al., 2004).
Aqui, os coeficientes do polindmio que descreve a superficie sao obtidos pelo método
de quadrados minimos (SILVA; SARAMAGO, 2005).

y=bo+ X bix; + X5 byx? + Yicjujbijxixj +e (2)

O design Doehlert de 2 fatores propde um dominio experimental contido em
um circulo. Este design proporciona uma certa liberdade de ajustes do dominio
experimental (ver Figura 10) apesar de n&o ser rotacionavel como o design em estrela
ou composto central, por exemplo (FERREIRA et al., 2004). A matriz de um design
Doehlert para 2 variaveis consiste em um ponto central cercado de 6 pontos
equidistantes que formam uma figura hexagonal (ver Figura 10), semelhante ao ponto
de convergéncia em um design Simplex (LUNDSTEDT et al., 1998; TEOFILO;
FERREIRA, 2006). A matriz de planejamento para um planejamento com design

Doehlert para duas variaveis € apresentada na Tabela 5.

Tabela 5. Matriz de planejamento para um processo de otimizagao de 2 variaveis (A e B) com design
Doehlert. A tabela mostra apenas os cédigos dos niveis. A variavel A é testada em 5 niveis,
enquanto a variavel B é testada em 3 niveis.

. Variaveis ou fatores
# experimento
A B
1 0 0
2 +1 0
3 +0,5 +0,866
4 -1 0
5 -0,5 -0,866
6 0,5 -0,866
7 -0,5 +0,866

Fonte: Elaborado pelo autor. Adaptado de Ferreira et al. (2004) (FERREIRA
et al., 2004).
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Nota-se aqui, que os valores dos niveis ndo sdo numeros inteiros como no
caso anterior, isso € devido a escolha da distancia entre os pontos, ou em outras
palavras da geometria da figura formada, uma vez que séo atribuidos valores em um
eixo cartesiano a partir de um ponto central de coordenadas (0,0). A Figura 10 também
ilustra a possibilidade de extensdo do dominio experimental proporcionado pelo
design sem que haja perda dos pontos ja estabelecidos, uma das vantagens do design

Doehlert, conforme mencionado anteriormente. (LUNDSTEDT et al., 1998)

‘u:'ar2 :
Figura 10. Esquema do dominio experimental em um design Doehlert.

Fonte: Elaborado pelo autor. Adaptado de Lundstedt et al. (1998).
(LUNDSTEDT et al., 1998)

Idealmente, a SR gerada deve apresentar um ponto de maximo ou minimo
dentro do dominio experimental. Este ponto critico esta atrelado as condicbes
experimentais ideais para a geragdo da melhor resposta, segundo o modelo. A
Equacao 2 deve corresponder a uma superficie de maximo quando os coeficientes
quadraticos forem < 0, caso fosse uma superficie de minimo, o contrario seria valido.
No caso de um ponto de cela, ter-se-ia uma mistura de sinais + e -. Neste ultimo caso,
recomenda-se que o dominio experimental seja revisado (FERREIRA et al., 2004).

A andlise da superficie pode ser feita de forma visual ou através dos
coeficientes da equacdo, a partir dos quais € calculado o ponto critico
(maximo/minimo). Aqui novamente, a aproximacao fornecida pelo modelo deve ser
validada através de um teste de variancia (ANOVA) (LUNDSTEDT et al., 1998; SILVA,;
SARAMAGO, 2005).
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2.4.3 Funcao desejabilidade

Resumidamente, o papel da Desejabilidade (D) é de combinar respostas
obtidas em escalas diferentes, ou seja, parametros diferentes, em uma escala
adimensional que varia de 0 — 1, onde um valor de D =1 corresponde a maxima
desejabilidade e D = 0 corresponde a minima desejabilidade, para dado parametro.
(JIMIDAR; BOURGUIGNON; MASSART, 1996) Seu uso geralmente envolve a
combinacdo de parametros divergentes em metodologias analiticas. (SILVA et al.,
2019)

O calculo de D é feito a partir das expressdes abaixo (Equacdes 3 e 4), onde
primeiro calcula-se um valor de desejabilidade para cada variavel dependente (d;), em
seguida, a desejabilidade total (D) é calculada como a média geométrica das
desejabilidades individuais (d;) utilizando a segunda expressdao (Equacdo 4)
(JIMIDAR; BOURGUIGNON; MASSART, 1996). As condigdes expressas na Equagao

3 abaixo permitem maximizar a minima resposta.

0, Vi = YVmin
di — 1, Vi = Ymax (3)

r
y z _y.
( et ) » Ymax = Vi 2 Ymin

Ymax —Ymin

D="IEdi  (4)

Na Equacgao 3, os parametros y;, Ymax Ymin COrrespondem as respostas de
cada experimento, a resposta maxima e a resposta minima dentre todos os
experimentos, respectivamente.” O fator r corresponde ao peso atribuido para a
desejabilidade individual calculada para cada parametro (d;) e, matematicamente,
alteram o perfil da curva d; vs. y;. Ja na Equagao 4, m representa 0 numero de
variaveis dependentes que foram utilizadas para o calculo da D.

Conforme é mostrado no trabalho de Jimidar et al., é possivel atribuir valores
de r que alteram o formato da fungao d;. O efeito do valor de r na funcao d; pode ser

visualizado na Figura 50 no ANEXO. O valor de r pode ser escolhido de maneira que

' Ha trabalhos na literatura que defendem que a fungéo desejabilidade deve ser calculada
apenas a partir dos valores preditos (¥;) pelo modelo para cada parametro e s6 entdo a SR pode ser
gerada. Nao foi o caso neste trabalho.
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se obtenha determinado valor de d; a partir de limites impostos nas respostas
individuais (y;). Para maiores detalhes, faz-se referéncia ao trabalho citado. (1996)
(JIMIDAR; BOURGUIGNON; MASSART, 1996)
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3.1 OBJETIVO GERAL

Utilizar ferramentas de DoE para produzir uma nanoemulsdo de um oleo

vegetal ndo-volatil estabilizado com lecitina Lipoid® S75 e Pluronic® P123 preparada

via técnica de emulsificagcdo espontanea para encapsular Fluconazol e timol e testar

a atividade antifungica do sistema contra cepas de Candida spp.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Selecionar a fase carreadora da NE a partir de um teste de solubilidade
do FCZ em dleo de girassol (OG), 6leo de semente-de-uva (OSU) e
Oleo de ricino (OR);

Avaliar o impacto das diferentes concentragées dos surfactantes e
diferentes massas do 6leo selecionado nos parametros de estabilidade
das NEs produzidas através de um planejamento fatorial completo e
definir as condicbes para uma etapa de otimizacao;

Realizar uma etapa de otimizagdo (MSR) para definir uma formulagéo
otimizada contendo o farmaco (NEF) e posteriormente incorporar o
timol para formar o sistema final (NEFT);

Caracterizar as NEs com ativo (NEF e NEFT) e sem ativo (NEOX) em
termos do diametro médio de particulas (z-average), PDI e potencial
zeta e avaliar o efeito da incorporagao dos ativos;

Realizar um acompanhamento da estabilidade em termos dos
tamanhos, PDI e potencial zeta por um periodo de 60 dias;
Desenvolver e validar uma metodologia de HPLC para a quantificagao
simultanea dos ativos (FCZ e timol) durante os ensaios de liberagao e
para determinar a EE% da formulagao final (NEFT).

Realizar ensaios de liberagao da formulagao final em pH 5,4 e pH 7,4
e testar diferentes modelos para elucidar o mecanismo de liberagao

dos ativos a partir das formulagodes;
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e Testar a atividade antifungica da formulagéo final contra cepas de

Candida spp. e obter um valor de MIC para os ativos nas formulagdes.
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4MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Para a producao das NEs foi utilizado Fluconazol (FCZ) em seu estado puro
(99%) adquirido na farmacia Magistrale (Floriandpolis). Os Oleos vegetais: 6leo de
ricino (OR), 6leo de girassol (OG) e o éleo de semente-de-uva (OSU) utilizados foram
adquiridos na farmacia Similibus (Floriandpolis), sem caracterizagdo adicional. O
copolimero do tipo Pluronic® P123 e o Timol (298,5%) foram adquiridos da Sigma
Aldrich (Estados Unidos) e o emulsificante lecitina de soja S75 com composig¢ao de
fosfolipidios de pelo menos 70% fosfatidilcolina (PC) foi adquirido da Lipoid GmbH
(Alemanha). MeOH grau HPLC foi adquirido da Supelco (Sigma Aldrich). As solugdes
de P123 foram preparadas nas concentragcdes determinadas em agua ultrapura
(resistividade inferior a 18 MQcm a 25 °C) para os planejamentos (ambas etapas) e
em agua filtrada em um sistema de osmose reversa para as formulacgdes finais. As
solucdes de lecitina foram preparadas nas concentracdes determinadas em acetona
de grau analitico da marca Dindmica. Todos os demais reagentes nao especificados
foram utilizados sem purificagcdo adicional e sdo de grau analitico ou grau HPLC,
quando necessario.

Conforme indicado na parte da Revisao Bibliografica (item 2), com excecgéo
do FCZ, todos os reagentes utilizados na produgao das NEs possuem status GRAS
(Generally Recognized As Safe) concedido pela agéncia de vigilancia norte-
americana, a FDA (Food and Drug Administration). Este status é concedido a
substancias que sdo comumente utilizadas como aditivos alimentares ou aditivos em
formulacdes enterais e farmacéuticas (MARCHESE et al., 2016) e geralmente € visto
como um ponto positivo a ser destacado, uma vez que sao consideradas seguras para
consumo e dispensam testes adicionais de compatibilidade, agilizando o processo de

desenvolvimento de novas formulagoes.

4.2 METODOS

4.2.1 Teste de solubilidade
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Foi realizado um teste de solubilidade para o FCZ em 3 Oleos vegetais
comumente utilizados em formulagdes semelhantes a desenvolvida neste estudo. Os
Oleos testados foram o 6leo de girassol (OG), o 6leo de semente-de-uva (OSU) e o
oleo de ricino (OR). Também foram realizados testes de solubilidade do FCZ e do
timol em agua. Todos os testes avaliaram a solubilidade do farmaco e do timol a
temperatura ambiente (~25°C).

A metodologia utilizada foi o método shake-flask descrito por (SHAH et al.,
2009; VLAIA et al., 2021) com algumas modificagdes e a quantificagao foi realizada
com a metodologia de HPLC descrita no item 4.2.8. Primeiramente, um volume de
aproximadamente 15 mL de cada dleo foi saturado com um excesso de FCZ ( > 100
mg). Os erlenmeyers contendo os Oleos saturados foram mantidos sob agitacédo em
um shaker da marca Novatécnica disponibilizado pelo Laboratério de Controle de
Qualidade do departamento de Farmacia do CCS/UFSC a 25°C por 48h. Apds o
contato, os 6leos contendo o farmaco foram centrifugados a 3000 rpm por 15min e os
sobrenadantes foram coletados e filtrados com um filtro de seringa com membrana
porosa (0,45 um) de Nylon. Em seguida, o FCZ foi extraido da fase oleosa com MeOH
para os OG e OSU e com uma mistura MeOH:H20 (1:1) para o OR. Para isso, as
misturas foram agitadas em um agitador vértex QL-901 (Biomixer) durante 1-2 min
pelo menos 3 vezes e, em seguida, centrifugados em uma microcentrifuga a 14 000
rpm por 20 min. Os sobrenadantes foram coletados e filtrados em filtro de membrana
porosa (0,45 um) de PTFE e quantificados de acordo com a metodologia descrita no
item 4.2.8.

Os testes de solubilidade em agua foram da mesma forma e os sobrenadantes
foram filtrados em filtros de membrana porosa de acetato de celulose. A quantificacéo

também foi realizada por HPLC com a metodologia descrita no item 4.2.8.

4.2.2 Preparo das nanoemulsoes

As NEs foram preparadas pela técnica de emulsificacdo espontanea segundo
método desenvolvido por Saatkamp (SAATKAMP, 2019) com algumas modificagdes
baseadas nos trabalhos de referéncia de Bouchemal et al. (2004) e Li et al. (2017).
(BOUCHEMAL et al., 2004; LI et al., 2017)

A adicao da fase organica na fase aquosa foi realizada por gotejamento. Para

isso, foram utilizadas seringas descartaveis de 40 mL com bico centralizado, sem
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embolo (gotejamento a pressao ambiente) e agulhas descartaveis de didmetro interno

de 0,8 mm ou 21G. O sistema é simples e é ilustrado no esquema abaixo (Figura 11).

N\-PC
7’ _p123
7/

-OR

Figura 11. Esquema de gotejamento e o processo de preparo das nanoemulsdes.
Fonte: Elaborado pelo autor. Criado com Biorender.com. Adaptado de Chang et al.

(2013) e Rai et al. (2018) (CHANG; MCLANDSBOROUGH; MCCLEMENTS, 2013;
RAl et al., 2018).

Inicialmente, foram preparadas as solugbes dos surfactantes nas
concentragbes determinadas (ver Tabela 6 no item 4.2.3.1). Uma solugéo de Lecitina
em acetona, denominada de fase organica ou fase oleosa (FO), pois € utilizada para
solubilizar o éleo ou a fase dispersa e o surfactante lipofilico. Outra solugao de P123
em agua ultrapura, denominada a fase aquosa (FA), onde a FO é gotejada. Em
seguida, pesa-se a massa de 6leo em um béquer, contendo ou ndo uma massa de
farmaco e/ou timol (ndo necessariamente solubilizada no 6leo). Essa massa de 6leo
€ solubilizada em 20 mL da FO até sua completa dissolugdo. Finalmente, a FO é
adicionada na seringa, conforme orientado no esquema da figura acima, dando inicio
ao gotejamento.

A FO é gotejada em 40 mL da FA, sob agitacdo magnética constante, que é
mantida durante o gotejamento e dura aproximadamente 5 minutos, numa taxa meédia
de ~4 mL/min sob temperatura e pressdo ambiente. A agitacdo magnética deve ser

mantida por mais 15 minutos apds o término do gotejamento (SAATKAMP, 2019).
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Passados esses 15 minutos de agitacdo, a mistura resultante é levada ao
rotaevaporador a uma temperatura de 45 °C por mais 5-10 min, para remover o
maximo de acetona da NE final. A NE resultante € avolumada para 40 mL com agua
filtrada em filtro de osmose reversa em uma proveta e transferida para um frasco com
tampa, que é armazenado a 4 °C. As anadlises de espalhamento de luz séo realizadas

no dia seguinte ao preparo.

4.2.3 Planejamento experimental

A escolha dos reagentes e da técnica de preparo das NEs foi feita a partir do
sistema desenvolvido por Saatkamp (2019) (SAATKAMP, 2019) com algumas
modificagcdes, e a partir de dados da literatura para sistemas semelhantes
(BOUCHEMAL et al., 2004; LI et al., 2017). As modifica¢cdes foram realizadas com a
finalidade de viabilizar a NE produzida para aplicagao em pele e encapsular o FCZ e
o timol.

Um planejamento fatorial completo do tipo 23 foi realizado para definir as
condigdes de uma formulagao base (NEOX) que pudesse ser levada a uma etapa de
otimizagdo com uma MSR, onde seria incorporado o FCZ e posteriormente o timol.

Como respostas, foram selecionados parametros de facil medida que
refletissem a estabilidade do sistema formado. Os parametros escolhidos foram o
tamanho média das particulas (z-average), o indice de polidispersidade ou PDI (do
inglés Polidispersity Index) e o potencial zeta (FERNANDES et al., 2020; GURPREET;
SINGH, 2018; MCCLEMENTS; JAFARI, 2018a; SINGH et al., 2017). As trés respostas
selecionadas foram combinadas através do conceito de funcéo desejabilidade (D) de
Derringer, que foi utilizada como a unica variavel dependente durante o planejamento
(JIMIDAR; BOURGUIGNON; MASSART, 1996).

Os coédigos e valores das variaveis independentes selecionadas em cada

etapa do planejamento serdo descritas nos seus respectivos itens a seguir.

4.2.3.1 Planejamento fatorial 2° + 3

Nesta etapa, foram selecionadas como as variaveis independentes a

concentragao de lecitina (A), a concentracdo de P123 (B) e a massa de OR. Os
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cédigos e os valores dos limites superior (+) e inferior (-) de cada fator s&o
apresentados na Tabela 6 (SAATKAMP, 2019). A matriz de planejamento completa

desta etapa € apresentada e discutida na segéo dos resultados (5).

Tabela 6. Variaveis independentes selecionadas para a primeira etapa do planejamento (fatorial
completo), os cédigos dos niveis e seus respectivos valores.

Varidveis independentes _1Cod|gos e seus respgctlvos valores —
(A) [Lecitina] / g L™ 0,1 0,35 0,6
(B) [P123]/g L’ 1,0 2,0 3,0
(C) massa de OR/ mg 200 400 600

Fonte: Elaborado pelo autor.
42311 Desejabilidade para o Planejamento Fatorial

O perfil da fungao da desejabilidade individual (d;) foi modificado alterando-se
os valores do fator r na Equagao 3 para cada uma das variaveis dependentes (size,
PDI e zeta). O peso de cada variavel foi determinado de modo que uma d; > 0,5 fosse
atribuida para as respostas com valores menores ou iguais aos limites impostos,
dessa maneira, maximizou-se a minima resposta para todas as variaveis.

O perfil dos gréficos de d; vs. resposta e os valores correspondentes do fator
r para cada variavel da etapa de triagem podem ser verificados item B do APENDICE.
Para fins de esclarecimento, foram utilizados os valores das respostas obtidas

experimentalmente (y;) para o calculo de D nessa etapa.

4.2.3.2 Geragéao da superficie de resposta com design Doehlert

Nesta segunda etapa foi feita a incorporacdo do FCZ no sistema para a
producdo das NEs contendo o FCZ, denominadas NEFs. Foram utilizadas como
variaveis independentes para a geracao da SR, a massa de FCZ (A) e a massa de
OR (B). Os codigos de cada variavel e seus respectivos valores para esta etapa do
planejamento sdo apresentados na Tabela 7. A matriz de planejamento completa

utilizada nesta etapa é apresentada e discutida na sec¢ao dos resultados (3).
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Tabela 7. Variaveis independentes selecionadas para a MSR, os cddigos dos niveis e seus
respectivos valores.

Cadigos e seus respectivos valores
-1 | -0,866 | -0,5 0 +0,5 | +0,866 +1
(A) massa de FCZ / mg 0 - 50 | 100 | 150 - 200
(B) massa de OR/ mg - 100 - 200 - 300 -
Fonte: Elaborado pelo autor.

Variaveis

4.2.3.2.1 Desejabilidade para a Metodologia de Superficie de Resposta

Os valores do fator r nesta etapa foram calculados partindo do mesmo
principio da etapa anterior, isto &, atribui-se valores de r de modo a se obter uma d; >
0,5 para tamanhos < 200 nm, valores de PDI < 0,3 e potencial zeta <-30 mV. O perfil
dos graficos de d; vs. resposta e os valores correspondentes do fator r para cada
variavel dessa etapa (MSR) podem ser verificados no item B do APENDICE. Para fins
de esclarecimento, foram utilizados os valores das respostas obtidas

experimentalmente (y;) para o calculo de D nessa etapa também.

4.2.4 Espalhamento de luz

As analises de tamanho médio de particulas, indice de polidispersidade (PDI
do inglés polydispersity index) e potencial zeta foram realizadas via espalhamento de
luz dindmico ou DLS (do inglés Dynamic Light Scattering) em um Zetasizer Nano ZS
da Malvern (Reino Unido). As medidas de DLS s&o realizadas com um laser de 633
nm e um detector fixo localizado a 173° (backscattering) do feixe incidente. Todas as

analises de DLS foram realizadas a temperatura ambiente (25°C).

4.2.4.1 Tamanho médio de particulas (z-average) e PDI

O valor do tamanho médio das particulas é calculado como o z-average
(média ponderada pela intensidade do espalhamento), obtido pelo método dos
cumulantes e sao reportados como a média de 3 — 5 medidas, onde cada medida
consiste de 10 leituras de correlagdo da variagao de intensidade detectada para a
amostra ao longo de um periodo de 10 segundos. Todos os resultados sdo calculados

pelo software do fabricante (Malvern).
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Para o preparo das amostras, as NEs produzidas foram diluidas 30x em agua
filtrada em filtro de osmose reversa e transferidas para a cubeta (DTS1070) sem
serem filtradas. Optou-se por nao filtrar as amostras previamente as analises para
avaliar a qualidade (PDI) da dispersao formada pela técnica utilizada (emulsificagéo

esponténea).

4.2.4.2 Potencial zeta

O potencial zeta (C) é obtido a partir de medidas da mobilidade eletroforética
(Ug) da amostra, que € convertida no potencial zeta com a equagdo de Henry
(Equacao 5) utilizando a aproximagdo de Smoluchowski para f(Ka), onde f(Ka) =

1,5. € é a constante dielétrica e n é a viscosidade do meio.

__ 2&({f(Ka)

U
E 3n

(5)

Os dados de potencial zeta sédo reportados como a média de 3 medidas, onde
cada medida consiste de 20 leituras de mobilidade obtidas pela técnica de LDV (do
inglés Laser Doppler Velocimetry) com um detector fixo localizado a 17° do feixe
incidente. As medidas s&o realizadas sob um potencial elétrico (~150 V) aplicado
durante um periodo de 3 segundos. As analises de potencial zeta sao realizadas em
seguida das medidas de tamanho nas mesmas cubetas (DTS 1070) e, portanto, o
preparo das amostras € o mesmo do item anterior (item 4.2.4.1). Nao houve ajuste de
pH nem da concentragao salina das amostras previamente as medidas. Para fins de
conferéncia, foram realizadas medidas de pH para cada formulagcdo durante o
planejamento fatorial (ver Tabela 14). Adicionalmente, o pH das formulag¢des finais
(NEOR, NEF, NEFT, NET) também é informado junto as medidas de potencial zeta

reportadas no item 5.3.

4.2.5 Calorimetria diferencial exploratéria

Foram realizadas analises de calorimetria diferencial exploratéria para fins de
caracterizacao térmica dos reagentes em um calorimetro Q20 da TA Instruments

(Estados Unidos). As rampas de temperatura foram feitas de 0 — 200 °C numa taxa de
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aquecimento de 10 °C/min para todos os reagentes utilizados nas formulag¢des, com

excegao da agua.

4.2.6 Estabilidade

A estabilidade das NEs finais foi acompanhada através de medidas do
tamanho médio de particulas (z-average), PDI e potencial zeta ao longo de um periodo
de 60 dias. As amostras foram armazenadas a 4°C e ambientadas (~25°C)

previamente as analises de DLS.

4.2.7 Microscopia Eletronica de Transmissao

As analises de microscopia eletrénica de transmissao (TEM) foram realizadas
em um equipamento JEM-1011 operando sob uma tensdo de 80 ou 100 kV,
disponibilizado pelo Laboratério Central de Microscopia Eletrénica (LCME) localizado
na UFSC.

Para o preparo das amostras, foram depositados 10 yL de amostra em grids
de cobre (200 mesh) revestidos com material polimérico (FORMVAR®) e o excesso
de amostra foi removido com papel filtro. Os grids foram secos a temperatura ambiente
por cerca de 24h previamente as analises. As amostras foram preparadas a partir das
mesmas diluicdes realizadas para as analises de DLS (ver item 4.2.4.1) e nao foram
filtradas previamente as analises de TEM. As amostras (NEORsr e NEFTsr) foram

preparadas sem diluigao.

4.2.8 Validagao da metodologia de HPLC

4.2.8.1 Parédmetros cromatograficos

As quantificagdes por HPLC foram realizadas em um cromatégrafo da marca
Agilent Technologies (Estados Unidos) modelo 1200 com detecgdo em 210 nm (PDA).
Como fase estacionaria foi utilizada uma Coluna da marca Agilent modelo Zorbax
Eclipse Plus C18 de dimensdes 4.6x100 mm com particulas de 3.5 um de didmetro.

A coluna foi ambientada em um forno a uma temperatura de 30°C. Como fase moével
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foi utilizada uma mistura de H.O:MeOH (40:60) e a eluicdo ocorreu em modo isocratico
num fluxo de 1,0 mL min-! durante 9,5 min.

De acordo com Ribani et al. (2004), a validagao realizada consiste em uma
forma simplificada de validagcdo que avalia apenas parametros como: seletividade,
linearidade, precisdo/exatidao, limite de detec¢cao/quantificagdo num ambito que serve
apenas para este estudo e é chamada pelo autor de validagéo no laboratéorio (RIBANI
et al., 2004). A validagdo da metodologia foi realizada de acordo com a normas
propostas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2017) e os

parametros de validacado sao apresentados abaixo:

4.2.8.2 Seletividade

A seletividade avalia a capacidade do método proposto de
identificar/quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presencga de outras
espécies como outros ativos, excipientes, impurezas e produtos de degradacéo e
garante que o pico seja exclusivamente do ativo de interesse (RIBANI et al., 2004).

Nesse caso, a seletividade do método proposto foi avaliada comparando-se
os cromatogramas dos meios de liberagdo sem adicdo de nenhum ativo e
cromatogramas dos mesmos meios contendo quantidades conhecidas dos ativos.

Nesse caso, a avaliagao da seletividade é feita visualmente (RIBANI et al., 2004).

4.2.8.3 Linearidade

A linearidade avalia a capacidade do método de fornecer uma relagao
diretamente proporcional entre o sinal obtido e a concentragao do analito de interesse
dentro da faixa estudada. Para isso, deve ser preparada uma curva de calibragao
contendo pelo menos cinco concentragdes diferentes (ARAUJO et al., 2021; RIBANI
et al., 2004). As concentragdes utilizadas nas curvas de calibragdo foram de 5, 10, 20,
30, 40 e 50 ppm, para ambos analitos (FCZ e timol) e foram preparadas juntas (mesma

amostra) em agua e quantificados simultaneamente.

4.2.8.4 Precisao e Exatidao



64

A precisdo avalia a dispersdo dos dados entre ensaios independentes para
uma mesma amostra, sob as mesmas condigdes. A exatiddo avalia o grau de
concordancia entre resultados individuais obtidos pelo método proposto e um valor de
referéncia aceito como verdadeiro (RIBANI et al., 2004).

A precisdo foi avaliada em termos da repetibilidade. Para isso, foram
analisadas amostras com trés concentragcdes diferentes (baixa, média e alta)
compreendendo o intervalo de concentragao estudado, também preparadas em agua.
As amostras foram preparadas independentemente e em ftriplicata, totalizando nove
leituras. A partir das medidas foi calculado o desvio padrao relativo (DPR) para cada
concentracdo. O calculo do DPR foi realizado com a Equagdo 6 mostrada abaixo,
onde s é o desvio padrdo amostral e X € a média de trés medidas.

DPR =3x 100% (6)

Rilw

Todos os ensaios foram realizados nas mesmas condigdes, pelo mesmo
analista, no mesmo equipamento e em dias diferentes.

Similarmente, a exatidao foi avaliada comparando-se o erro relativo (ER%)
obtido em nove leituras de amostras nas mesmas trés concentragdes (baixa, média e
alta) que compreendem o intervalo de concentragdo estudado, também preparadas
em agua. Para isso, 0 ER% é calculado pela Equagéao 7, onde o valor de concentragéo

obtido para as amostras (Cexperimentar) fOi cOmparado com as concentragbes tedricas

para as amostras (Ciesrica)-

ER% — (Cobservada_Cexperimental) % 100% (7)

Cexperimental

4.2.8.5 LOD/LOQ

O limite de detecgao (LOD) corresponde a menor concentracao de analito que
pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada utilizando o método
proposto (RIBANI et al., 2004). O Ilimite de deteccdo corresponde a menor

concentragao de analito que pode ser quantificada utilizando o método proposto.
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Os limites de detecgao e quantificacdo podem determinados estatisticamente
a partir dos parametros das curvas de calibracdo para os dois analitos de acordo com

as equagoes abaixo (Equacgdes 8 e 9).

LOD:
_ DP do coef.linear
LOD = 3,3 X coef.angular (8)
LOQ:
LOQ - 10 X DP do coef.linear (9)

coef.angular

4.2.9 Eficiéncia de encapsulagao

A eficiéncia de encapsulacéo foi realizada de forma indireta e a quantificagao
foi feita pela técnica de HPLC com a metodologia descrito no item 4.2.8 (LI et al., 2017;
SAATKAMP et al., 2023).

Primeiramente, uma amostra da NE (~4 mL) foi centrifugada a 7000 rpm por
20min em um tubo de centrifuga com um filtro com corte de massa molar de 3,0 kDa
da marca Sartorius (Alemanha). Em seguida, o sobrenadante foi coletado, diluido 21x
e filtrado em um filtro de seringa de acetato de celulose (0,45 pm) antes de ser injetado
no cromatégrafo. A quantidade de ativo detectada é entendida como a quantidade de
farmaco livre ou ndo-encapsulado na formulagéo. A equacgao para a determinacao da

EE% é mostrada abaixo (Equagéo 10).

(massa de ativo¢otal na formulagéo)_(massa de ativosoprenadante)

(massa de ativo¢otal na formulagéo)

EE% =

x 100 (10)

4.2.10 Ensaios de liberagao

Os testes de liberagao in vitro foram realizados em tampao fosfato nos pHs
5,4 (x0,1) e 7,4 (£0,1) com a finalidade de avaliar a taxa de liberagao do farmaco num
meio que simulasse as condi¢des de pH da pele saudavel (levemente acido, pH 5,4
0,1) e da pele infectada (aprox. neutro ou levemente alcalino, pH 7,4 £ 0,1) (RIPPKE;
BERARDESCA; WEBER, 2018). Foi adicionado 0,1% (m/v) de Tween 80 ao meio com
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a finalidade de manter a condigdo sink do meio de dissolugdo (JUNIOR, 2020). A
liberacgao foi realizada em um banho Dubnoff em uma temperatura de 37 °C (+ 1 °C).

Para isso, 5 mL das solu¢des de FCZ e timol (1000 ppm) e 5 mL de cada NE
(NEF e NEFT) foram transferidos para membranas de dialise com corte de massa
molar de 3,5 kDa. As membranas foram colocadas em béqueres contendo 200 mL do
meio de liberacdo. Aliquotas de 1 mL foram coletadas nos tempos determinados de
10, 20, 30, 45, 60, 120, 240, 480 e 720, 1440, 2880 minutos e o volume coletado foi
reposto para manter o volume constante do meio e a condi¢ao sink.

As aliquotas coletadas foram transferidas diretamente aos frascos (vials) de
HPLC e quantificadas conforme a metodologia descrita no item 4.2.8. O meio de
liberacgao foi filtrado com um filtro de membrana porosa de acetato de celulose (0,45
Mm) da marca Sartorius, previamente a liberagao.

Foram testados quatro modelos de liberacdo com os dados obtidos, o modelo
de liberacdo de ordem zero, de primeira ordem, de Higuchi e Kosmeyer-Peppas. A
liberacdo descrita pelo modelo de ordem zero pode ser representada pela Equacao
11.

Qr = Qo + kot (11)

onde Q; € a quantidade de ativo liberado no tempo t, Q, € a quantidade inicial de ativo
liberado na solugao (geralmente 0), k, € a constante de liberagao de ordem zero e t
€ o tempo (CONEAC et al., 2015; DASH et al., 2010).

O modelo de primeira ordem pode ser representado pela Equacéao 12.

In (1= C/Co) = —kyt (12)

onde C, € a concentragao inicial de ativo, C € a concentragdo no tempo t, k; € a
constante de liberacéo de primeira ordem e t € o tempo (CONEAC et al., 2015; DASH
et al., 2010).

O modelo de Higuchi simplificado pode ser representado pela Equacgao 13.

Q = kyt'/? (13)
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onde Q é a porcentagem cumulativa de ativo liberado no tempo t, ky é a constante de
liberagdo ou dissolugao de Higuchi e t € o tempo (CONEAC et al., 2015; DASH et al.,
2010).

E finalmente, o modelo de Kosmeyer-Peppas pode ser representado pela

Equacao 14.

M¢/Me = kgpt™ (14)

onde M,/M,, é a fragcao de ativo liberado no tempo t, kxp € a constante de liberagédo
do modelo, n é o coeficiente de liberacdo que corresponde ao mecanismo de liberacéo
proposto pelo modelo e t é o tempo (CONEAC et al., 2015; DASH et al., 2010).

4.2.11Testes de inibicdo em cepas de C. albicans

A atividade antifungica das formulagdes finais (NEF, NEFT e NET) foi avaliada

pelo método de microdiluicdo contra trés cepas de Candida spp..

4.2.11.1 Reativagao das cepas e preparo do inéculo

Foram empregadas cepas dos fungos Candida albicans (ATCC 10231),
Candida krusei (ATCC 6258) e Candida glabrata (CGMT29). As culturas foram
ativadas em Caldo Sabouraud-dextrose e incubadas durante 48 h a 35 °C. A
concentragdo do indéculo foi entdo ajustada com salina estéril (solugéo 0,9% NaCl),
tendo como base o tubo 0,5 da escala de McFarland, equivalente a 1,5 x 108 UFC mL-
. Em seguida, a suspensédo foi diluida com salina estéril até uma concentragéo

aproximada de 1,5 x10° UFC mL"", a qual foi empregada nos ensaios posteriores.

4.2.11.2 Ensaio de microdiluigdo

Para determinagdo da concentracdo inibitéria minima ou MIC (do inglés
Minimum inhibitory concentration) foram preparadas diluicbes seriadas das amostras,
nos proprios pocgos da placa de microdiluigdo, nas concentragdes equivalentes a 1000,
500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,6 e 7,8 ppm de timol e/ou fluconazol, em duplicata,
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empregando salina estéril como diluente. Para a realizagdo do ensaio adicionou-se, a
cada poco da microplaca, 100 uL de cada diluicdo, 80 uL de Caldo Sabouraud-
dextrose e 100 pL da suspensao de cada MO. Controles de esterilidade do meio de
cultivo e do diluente foram conduzidos em cada ensaio, assim como controles de
crescimento dos fungos e de auséncia de contaminagdo nas amostras. As
microplacas foram incubadas por 48 h a 35 °C e o crescimento evidenciado através
de turvacdo e pela adicdo de 20 pL de solucdo aquosa de cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazodlio a 0,5% (m/v) com incubagao adicional de 2 h, a mesma temperatura.
Pogos com crescimento celular adquirem a coloracéo rosa, enquanto que 0s pogos
sem crescimento permanecem incolores. A MIC foi determinada como a menor

concentracio da diluicdo da amostra que inibiu o crescimento do MO.

5RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PARAMETROS DE VALIDACAO DA METODOLOGIA DE HPLC

Primeiramente foi realizada uma varredura dos espectros de UV-Vis dos
compostos. O FCZ e o timol apresentaram A,;, em 261 nm e 274 nm,

respectivamente, no entanto, a quantificacdo simultdnea se mostrou melhor em 210
nm e, portanto, foi realizada em 210 nm.

mAU A mAU 1 B
50

100 -} \
\ 40 3

it \

80 | i\
30

60 4 | \

404\ 20

\
\
20 \ 104 \ /\
\ o
04 LT ] -

T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T
226 250 275 300 326 350 375 400 425 nm 226 250 275 300 325 350 375 400 425

1
nm

Figura 12. Espectros no UV-Vis do Fluconazol (A) e do timol (B).
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.1.1 Seletividade
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A seletividade foi avaliada comparando-se os cromatogramas dos meios de
liberacdo sem nenhum analito (Figura 13) e de cromatogramas com uma
concentragédo conhecida de ambos analitos (Figura 14) juntos e isolados. Nenhum dos
sinais presentes nos cromatogramas dos meios de liberacao interferiu na identificagao

e quantificacdo dos sinais dos analitos.

A —

R

Figura 13. Cromatogramas de um branco dos meios de liberagao, pH 5,4 (A) e 7,4 (B).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 14. Cromatogramas do FCZ e do timol nos meios de liberagdo. A e B — FCZ isolado em pH 5,4
e pH 7,4, respectivamente. C e D —timol isolado em pH 5,4 e pH 7,4, respectivamente. E e F — FCZ
e timol em pH 5,4 e 7,4 respectivamente.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Percebe-se que nado houve interferéncia nos sinais observados para os ativos
nas condi¢cdes estudadas tanto para os ativos isolados como para ambos juntos. O
FCZ eluiu em cerca de 1,3 min em ambos tampdes, o timol em cerca 5,5 — 5,8 em pH
5,4 e 6,0 em pH 7,4. Os Rt das solugdes das curvas de calibracdo preparadas em
agua foram avaliados em termos da Precisao no item 5.1.3 e os valores observados
estdo de acordo com os observados na Figura 14. Nota-se que no pH mais acido, o
Rt do timol diminuiu um pouco, porem isso ndo afetou a identificagao e quantificacao
do terpeno durante as analises.

Adicionalmente, foi realizada uma comparagao de cromatogramas de uma
injecao “branca” (agua sem ativo nenhum) e os meios de liberagao para avaliar se a

presencga do tween 80 (nos meios de liberagao) apresentaria sinais interferentes.
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A quantidade de amostra injetada € muito pequena (10 pL), a concentracao
de tween 80 nos meios de liberagdo também é baixa (0,1%; m/m) e tendo em vista a
similaridade dos cromatogramas da Figura 15 e a finalidade da validagcéo
(laboratorial), isto €, exclusivamente de uso para este projeto, decidiu-se que néo se
faria necessario preparar uma curva para cada meio de liberagdo. Portanto, as curvas
para cada analito (FCZ e timol) foram preparadas concomitantemente (mesmas
amostras) em agua e os parametros de Precisdo e Exatidao foram avaliados a partir
das concentragbes baixa, média e alta dos analitos, também em agua. Nao houve
dificuldade de identificagdo de picos nos cromatogramas para nenhum dos analitos

(ver Figura 14).

A
_Jjumh. e T—

Figura 15. Cromatogramas sobrepostos dos brancos dos meios de liberagao e de injegbes de agua.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.1.2 Linearidade

A afericdo da linearidade foi realizada visualmente e através dos valores dos
coeficientes de correlagao (r de Pearson) obtidos a partir das curvas de calibragéao
para o FCZ e para o timol (ver Figura 16 e Figura 17) (RIBANI et al., 2004).

Ambas curvas foram preparadas na mesma faixa de concentragao (5, 10, 20,
30, 40 e 50 ppm) e os analitos foram quantificados simultaneamente.

Idealmente, um coeficiente de correlagdo de pelo menos 0,999 garante a
correlagao linear entre os dados de concentragao e sinal obtido. (RIBANI et al., 2004)
Valores de pelo menos 0,99 (ANVISA) ou 0,90 (INMETRO) também sao aceitos
(RIBANI et al., 2004).

Ambos analitos apresentam coeficiente de correlagdo superiores a 0,999 e,
portanto, foram considerados adequados para garantir a linearidade do método (ver

Figura 16 e Figura 17).
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Figura 16. Curva de calibragéo para o FCZ. (n=3)
Os parametros da curva foram calculados no software OriginPro (2021).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 17. Curva de calibragéo para o timol.
Os parametros da curva foram calculados no software OriginPro (2021).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.1.3 Precisao/Exatidao

A precisao foi avaliada em termos dos DPR que foram calculados conforme
indicado no item 4.2.8.4. Abaixo s&o mostradas as médias (x), os desvios (s) e o DPR
para o FCZ (Tabela 8) e para o timol (Tabela 9) em termos da area do pico e do tempo

de retencgao (Rt) observado nos cromatogramas.

Tabela 8. Parametros calculados para avaliar a precisdo do método proposto para quantificagdo do

FCZ.
% DP 7 DP DPR% | DPR%
[FCZ1/pPM | 4rea do pico) | (sreadopico) | (R | (R | (areado pico) | (RN
10 155,1 2,04 1,324 | 0,0104 14 0,8
30 468.9 0.86 1,326 | 0,0096 0.2 0.7
50 796.8 10,38 1,327 | 0,0087 13 0.7

Tabela 9. Parametros calculados para avaliar a precisdo do método proposto para quantificagdo do

Fonte: Elaborado pelo autor.

timol.
. F: DP F: DP DPR% DPR%
[Timol] 7ppm | 405 do pico) | (area do pico) |  (Rt) (Rt) | (areadopico) | (RY)
10 435,6 6,132 12,72 | 0,1110 2,9 1,8
30 1314,4 6,151 39,13 | 0,0964 3,0 1,6
50 2196,6 6,171 105,56 | 0,0945 4,8 1,5

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em termos das areas de pico, os DPRs calculados para o FCZ apresentaram
valores inferiores a 1,5%. Para o timol, os DPRs calculados apresentaram valores
maiores entre 2,9% — 4,9%. As normas vigentes da ANVISA (RDC n°166, 2017)
indicam que os critérios de aceitagdo devem ser estabelecidos de acordo com alguns
aspectos como o objetivo do método e sua variabilidade intrinseca, a concentragao
de trabalho e concentragdo do analito na amostra, sem especificar valores. A
resolucao antiga (RDC n°899, 2003) indica que os valores de DPR nao devem exceder
5%. Considerando isso, a precisao do método proposto foi aceita em termos do DPR
e as quantificagcdes realizadas para os testes de solubilidade e EE% de ambos ativos
empregaram diluicdes que resultassem em concentragdes na faixa dos 20 — 30 ppm
(meio da curva), onde o DPR ¢é o mais baixo (para o FCZ) e intermediario para o timol.

Da mesma forma, foi avaliada a exatiddo do método proposto, onde foram
realizadas 9 leituras nas mesmas trés concentragbes e os parametros foram
item 4.2.8.4. Abaixo sdo mostradas as

calculados conforme indicado no



74

concentragdes tedricas (Ciesricq) € Observadas experimentalmente (Coxperimentar ), 0S

desvios (s) e o erro relativo (ER%) para o FCZ (Tabela 10) e para o timol (Tabela 11).

Tabela 10. Pardmetros calculados para avaliar a exatiddo do método proposto para quantificagdo do

FCZ.

Cteérica / ppm Cexperimental DP ER%
10,00 10,002 0,142 | 0,002
30,00 29,97 0,055 0,1
50,00 50,84 0,660 1,7

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 11. Pardmetros calculados para avaliar a exatiddo do método proposto para quantificagdo do

timol.
Cteérica / ppm Cexperimental DP ER%
10,00 10,10 0,296 1,0
30,00 30,56 0,911 1,9
50,00 51,10 2,457 2,2
Fonte: Elaborado pelo autor.
Um comportamento diferente foi observado considerando a

precisdo/exatidao, onde os desvios aumentam conforme € aumentada a concentracao
da amostra. Esse comportamento é diferente, pois segundo Ribani et al. (2004) e a
propria ANVISA, é comum observar maiores desvios em concentracdes menores,
como no caso da analise de analitos em quantidades trago, por exemplo. O contrario
geralmente também é valido, onde os desvios normalmente sdo menores para as
concentragdes maiores (ANVISA, 2017; RIBANI et al., 2004).

No caso, o oposto foi observado, isto €, os desvios aumentaram para as
concentragbes maiores e o ER% foi menor nas menores concentragcbes avaliadas.
Talvez devessem ser incluidos pontos mais diluidos, mais proximos ao valor do LOQ.
De qualquer forma, os critérios de aceitagao para os parametros de exatidao foram
considerados os mesmos da precisao e como todos os parametros calculados
resultaram em valores menores que 5%, foram aceitos para a validagdo da exatidao

nas condi¢gdes do método proposto.

5.1.4 LOD/LOQ
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Os LOD/LOQ foram calculados a partir dos parametros da curva analitica com

as Equacdes 6 e 7 e os resultados sdo apresentados abaixo na Tabela 12.

Tabela 12. LOD e LOQ do FCZ e do timol para o método proposto.
Ativo | LOD/ppm | LOQ/ ppm
FCZ 0,4 1,1
timol 0,2 0,7
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 PREPARO DAS NANOEMULSOES

5.2.1 Fase carreadora

A fase carreadora foi selecionada baseando-se nos resultados de solubilidade
obtidos experimentalmente para o FCZ nos 3 diferentes 6leos testados (OR, OSU e
OG). Uma analise visual dos 6leos saturados com FCZ deixa evidente a capacidade
superior de solubilizagdo do OR (ver Figura 18). O excesso de FCZ adicionado aqui
foi baseado em dados da literatura e, por isso, cerca de 50% a mais de farmaco foi
adicionado para o OR, mesmo assim percebe-se a menor quantidade de farmaco

sedimentado no fundo do Erlenmeyer (OR).

Figura 18. Imagem dos 6leos saturados com FCZ que foram utilizados para os testes de solubilidade.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Apesar dos valores baixos de solubilidade observados, os resultados obtidos
com a metodologia de HPLC descrita no item 4.2.8 justificaram ao final a escolha do

OR como fase carreadora para o FCZ dentre os trés oleos testados (ver Tabela 13).

Tabela 13. Resultados para a solubilidade do FCZ nos éleos obtidos com a metodologia validada de
HPLC com deteccédo no UV em 210 nm.

Oleos | [FCZ]/ppm, (n=3)
OG 6917
OR 453 + 12
OSuU 62+4

Fonte: Elaborado pelo autor.

A semelhanga na composigéo dos triglicerideos majoritarios do OG e do OSU
é refletida nos dados de solubilidade da Tabela 13, ambos ricos em triglicerideos de
acido linoleico (Figura 6A). Ja era esperado que houvesse uma melhor interagdo do
FCZ com o OR do que com os outros dois 6leos, por causa da presenga de uma
hidroxila na estrutura do acido ricinoleico (Figura 6B) e sua composi¢cdo. O OR
também havia sido incluso na lista de 6leos por ser um dleo mais viscoso, fator que
deve favorecer a formacao de goticulas menores durante o preparo da NE com a
técnica de emulsificagao espontanea (BOUCHEMAL et al., 2004).

Apesar da solubilidade do FCZ ser considerada baixa em agua, o valor baixo
do seu coeficiente de particdo deve ter favorecido a sua dissolugdo na fase
dispersante durante o preparo das NEs e, consequentemente, dificultado a interagao
com a fase carreadora da forma que foi inicialmente idealizada. Mesmo a solubilidade
do FCZ no OR sendo até sete vezes maior que no OG e OSU, o valor observado é
demasiadamente baixo para que ocorresse a incorporacao do FCZ na fase carreadora
nas quantidades intendidas, o que levou a uma EE% muito abaixo do esperado (ver
item 5.3.4). De qualquer forma, o OR foi selecionado como a fase carreadora para a

producao das NE produzidas com o 6leo sdo apresentadas nos itens seguintes.

5.2.2 Planejamento Fatorial Completo 23 + 3

Nesta primeira etapa do planejamento, as trés variaveis independentes
selecionadas foram as concentracdes dos dois surfactantes e a massa de OR. Os
valores dos niveis de cada variavel foram estabelecidos a partir de experimentos

exploratorios e dados reportados nos trabalhos de referéncia citados (BOUCHEMAL
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et al., 2004; SAATKAMP, 2019). As proporgdes de cada componente utilizadas nessa
etapa podem ser verificadas nas Tabela 25 Tabela 26 no item A do APENDICE.
Foram realizados 11 experimentos (23 + 3). A matriz de planejamento
completa é apresentada abaixo na Tabela 14. Adicionalmente, foram realizadas
afericdes dos valores de pH das NEs produzidas nessa etapa. Esses valores também

sdo mostrados na tabela abaixo e ndo foram considerados para o calculo da D.

Tabela 14. Matriz de planejamento do planejamento fatorial completo (23). As respostas individuais
obtidas (y;) e a desejabilidade final calculada (D) também s&o apresentadas (varaveis dependentes).

Variaveis independentes Variaveis dependentes
# | (A) [Lecitina] / g L™ |(B) [P123] / g L' |(C) massa de OR/ mg |size /nm| PDI |Z/mV| D pH
1 0,100 (-) 1,0 (-) 200 (-) 201,7 |0,171| -31,2 |0,6140(5,77
2 0,600 (+) 1,0 (-) 200 (-) 174,4 10,114| -33,2 |0,8771|4,75
3 0,100 (-) 3,0 (+) 200 (-) 185,9 |0,159| -24,7 |0,00001(5,39
4 0,600 (+) 3,0 (+) 200 (-) 171,9 |0,139| -29,7 |0,7571|4,85
5 0,100 (-) 1,0 () 600 (+) 258,5 |0,437| -32,9 |0,2457|4,65
6 0,600 (+) 1,0 (-) 600 (+) 399,0 |0,481| -37,6 |0,0396(4,40
7 0,100 (-) 3,0 (+) 600 (+) 596,9 |0,616| -29,4 |0,0000(4,70
8 0,600 (+) 3,0 (+) 600 (+) 267,2 |0,377| -36,0 |0,2833|5,05
9 0,350 (0) 2,0 (0) 400 (0) 242,4 0,320] -29,9 |0,3272(4,94
10 0,350 (0) 2,0 (0) 400 (0) 238,1 0,350| -27,5 |0,2739|5,06
11 0,350 (0) 2,0 (0) 400 (0) 243,6 |0,368| -37,2 |0,3742(4,42

Fonte: Elaborado pelo autor.

As NEs produzidas apresentaram diametros que variaram de 171,9 — 596,9
nm (d = 270,9 nm) com valores de PDI variando de 0,114 — 0,616 (PDI = 0,321). Os
valores de potencial zeta se mantiveram em torno do limite imposto de -30 mV (¢ = -
31,8 mV) e variaram de -24,7 — -37,6 mV. O potencial zeta negativo é resultante da
presencga dos grupos fosfato da lecitina e a relagdo do valor de potencial zeta e as
quantidades de surfactantes e 6leo utilizadas nao ficou clara (KLANG; VALENTA,

2011). Isso poderia ser atribuido ao fato da funcéo D ter sido modelada a partir das
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respostas obtidas experimentalmente (y;).2 A equagdo obtida com os coeficientes dos

efeitos principais (e de interagdo) em fungéo da resposta D é apresentada abaixo.

D = 0,345 (+0,015) + 0,137 (+ 0,018)A — 0,092 (+ 0,017)B — 0,210 (£ 0,017)C +
0,123 (£ 0,017)AB — 0,118 (+ 0,017)AC + 0,092 (£ 0,017)BC (15)

Nessa etapa do planejamento € comum expressar os dados na forma de um
grafico de Pareto, a partir do qual € possivel avaliar o impacto dos fatores estudados
na resposta observada.

O grafico de Pareto da Figura 19 foi obtido a partir dos dados da Tabela 14 e
foi normalizado. A linha vermelha indica o ponto a partir do qual um efeito passa a ser
considerado significativo para o intervalo de confianga determinado, nesse caso 95%
ou p =,05, portanto, o grafico mostra que todos os efeitos avaliados (principais e de
interagdo) se mostraram significativos (p =,05). O valor de p apenas indica a
probabilidade de que seja aceita a hipotese nula (H,). Neste caso, H, representa a
hipétese de que nenhum dos fatores estudados tem influéncia significativa na

modificagao da resposta.

2 Uma comparagao do modelo (MSR) obtido com a D calculada a partir dos valores preditos

() realizada apdés a execugdo deste trabalho mostrou que os resultados finais gerados foram

praticamente iguais, nesse caso.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: D
2*%(3-0) design; M3 Pure Error=,0025183
oDv:- D

(3)massa de OR/mg | _—11:833}

(1)[Lecitina] / g L | 7.731498

Tby2 6,928335

1by3 b -6,64371

(2)P123]/gL" } 15,18533

2by3 | b, 15715

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 19. Grafico de Pareto gerado com os dados da Tabela 14 em fungao da variavel dependente D
com os valores dos efeitos normalizados (p = ,05).

Elaborado pelo autor no software Statistica (v13.5) da Tibco.

Esse resultado reflete a selegao de fatores que estdo diretamente ligados a
formacao da NE, isto &, as quantidades de surfactantes disponiveis para estabilizar a
dispersdo e a quantidade de fase dispersa (OR). Contudo, & possivel extrair
informacgdes interessantes do grafico, que se referem ao comportamento dos fatores
estudados frente ao impacto da sua modificagdo na resposta.

Efeitos de maior magnitude tem maior peso na modificagdo da resposta e o
sinal do efeito é indicativo de qual sentido (nivel - ou +) que essa modificagcéo tera o
maior impacto (efeitos principais). Assim, & possivel observar na Tabela 14 o
comportamento do efeito de cada fator (e suas interagdes) nos parametros individuais
(tamanho de particulas, PDI e potencial zeta) de estabilidade das NEs.

E evidente que NEs produzidas com maiores quantidades dos surfactantes e
menores massas de fase dispersa (OR) formam goticulas menores e menos
polidispersas (p.ex., a NE#4). Contudo, nota-se que uma combinagao entre a maior
concentragao de lecitina e a menor concentragdo de P123 (NE#2) produziu a NE com

a maior D.
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O efeito individual das concentracdes de cada surfactante pode ser observado
no grafico da Figura 19. Ja o efeito da interagdo dos surfactantes sugere o
comportamento oposto, onde maiores concentracbées de ambos surfactantes deve
aumentar a D da NE. No entanto, a NE#2 emprega menores quantidades do
surfactante sintético e de fato foi a NE que apresentou a melhor D, por isso a NE#2
deve representar as melhores condi¢gdes nessa etapa.

Para fins comparativos, os efeitos observados em termos das variaveis
individuais (graficos de Pareto para as variaveis: size, PDI e zeta) podem ser
verificados no item C do APENDICE. No caso de multiplas variaveis, é indicado avaliar
as variaveis individualmente dessa forma, porem a comparagdo dos graficos de
Pareto obtidos em termos dos parametros individuais e da D levou as mesmas
conclusdes finais, nesse caso.

Vale destacar que dentre as 11 NEs produzidas, aquelas produzidas com 200
mg de OR (NE#1 — 4) apresentaram valores de PDI adequados e formaram goticulas
com tamanhos menores que 200 nm, com a NE#1 extrapolando marginalmente esse
valor. Essa observagao concorda com o efeito observado para a massa de OR no
grafico da Figura 19.

As NE#3 e NE#4 nao apresentaram valores de potencial zeta adequados para
o modelo, porém a NE#4 se destaca em termos dos outros dois paradmetros, pois
emprega a combinagdo das concentracbes maximas de ambos surfactantes e a
minima quantidade de OR, conforme discutido anteriormente.

Ao final, apenas a NE#2 gerou valores de tamanho, PDI e potencial zeta que
se adequassem a todos os limites impostos. Apesar de nao apresentar os menores
valores para dois dos trés parametros, a NE#2 apresentou a maior D.

A partir desses resultados, parece que todos os detalhes discutidos acima
foram contabilizados nos valores calculados para a D e a escolha de combinar as trés
respostas em um unico parametro se mostrou conveniente para a constru¢édo do
modelo.

Assim, foi determinado que um sistema formado nas condigdes da NE#2, isto
é, 0,6 g L' de lecitina na FO, 1,0 g L' de P123 na FA e 200 mg de OR, é capaz de
produzir uma NE que respeita a todas as condi¢des de estabilidade desejadas.

Adicionalmente, decidiu-se realizar uma etapa de otimizagdo (MSR) do
sistema produzido. Para isso, decidiu-se fixar as concentra¢des dos surfactantes nos
valores citados acima e foram avaliados como fatores na MSR apenas a quantidade
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de OR (fator mais significativo) e a quantidade de FCZ a ser incorporada na NE. A
ideia nessa etapa seria de diminuir ainda mais os valores de tamanho e PDI da NE
enquanto fosse incorporado desde nenhum até um excesso de FCZ no sistema e,
posteriormente, ainda seria adicionado o timol a formulagéo otimizada.

Conforme sera discutido a seguir, a NE otimizada resultante da MSR foi
caracterizada, porém acabou nao sendo utilizada como formulacgao final para os testes
de liberagédo e atividade antifungica e, consequentemente, a etapa de otimizagéo
acabou sendo inutilizada. Ao final, uma NE final contendo ambos ativos (NEFT) foi
produzida nas condicdes da NE#2, que daqui pra frente sera referida apenas como
NEOR.

De qualquer forma, os dados da MSR e algumas andlises de DLS e
micrografias de TEM das amostras resultantes dessa etapa (NEsr) séo apresentados
e brevemente discutidos para fins de comparagao nos itens seguintes.

Adicionalmente, foi realizado um teste preliminar para avaliar a atividade
antifungica das NEsr contra cepas de Candida spp. por halo de inibi¢do. Os resultados

desse teste ndo serdo discutidos, mas podem ser verificados no item E do APENDICE.

5.2.3 Metodologia de superficie de resposta com design Doehlert

Conforme comentado anteriormente, a partir dos resultados da etapa de
triagem realizou-se uma etapa de otimizagcao (MSR) da NEOR. Aqui decidiu-se por
avaliar como fatores apenas a massa de OR (fator mais significativo), onde seriam
testadas massas menores de 6leo, e a massa de FCZ a ser incorporada na NE, onde
seriam testadas diferentes quantidades, desde nenhum (0 mg) até um excesso (200
mg) do farmaco.

Decidiu-se por manter as concentracdées dos surfactantes nas condi¢des da
NEOR, pois seria inviavel explorar formulagdes com maiores quantidades de lecitina,
uma vez que a mistura de fosfolipidios ja esta proxima ao seu ponto de saturagao
nessa concentragdo (0,6 g L"), e avaliar menores massas de P123 sé agregaria mais
complexidade ao planejamento. Os resultados obtidos nessa etapa sdo apresentados
e brevemente discutidos abaixo.

Para a geracao da SR foi escolhido um design Doehlert, pois essa abordagem

permite manter um niumero minimo de experimentos enquanto fornece uma eficiéncia
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(p/f) maior ou igual a uma MSR do tipo Box-Behnken por exemplo.(FERREIRA et al.,
2004)

O design Doehlert para 2 fatores permite atribuir pesos diferentes as variaveis,
onde uma delas € explorada em mais niveis que a outra.(FERREIRA et al., 2004)
Neste caso, a massa de FCZ (A) foi explorada em 5 niveis, enquanto a massa de OR
(B) foi explorada em 3 niveis. Os valores dos niveis escolhidos para cada variavel
foram determinados baseados nos resultados da etapa anterior e a intengao foi de
incorporar desde nenhum até um excesso de farmaco (200mg).

A matriz de planejamento completa utilizada para a geracédo da SR é

apresentada na Tabela 15 abaixo.

Tabela 15. Matriz de planejamento completa com design Doehlert com os valores que foram
utilizados para a geragdo da SR.

Variaveis independentes Variaveis dependentes
# (A) massa de FCZ /mg (B) massade OR/mg |size/nm| PDI |¢/mV| D
1 100 (0) 200 (0) 179,8 |0,146 | -33,0 (0,7857
2 200 (+1) 200 (0) 171,4 0,103 | -26,2 0
3 150 (+0,5) 300 (+0,866) 207,8 |0,231| -29,7 0
4 0(-1) 200 (0) 173,7 |0,102| -31,6 |0,8462
5 50 (-0,5) 100 (-0,866) 152,1 |0,150| -31,7 |0,7662
6 150 (+0,5) 100 (-0,866) 141,4 0,102 | -33,2 (0,9948
7 50 (-0,5) 300 (+0,866) 201,7 |0,210| -33,3 |0,4301
8 100 (0) 200 (0) 165,2 | 0,154 | -32,0 (0,7479
9 100 (0) 200 (0) 163,2 |0,147| -32,1 |0,7783

Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir dos dados da Tabela 15, obteve-se a equagao abaixo (Equagao 16)

que descreve a SR da Figura 20 em termos da resposta combinada D.

R =0,678 (£ 0,020) — 0,078 (£ 0,008)A* — 0,121 (+ 0,010)A — 0,104 (£ 0,024)B? —
0,373 (£ 0,018)B — 0,125 (+ 0,018)AB (16)

A adicao de um parametro que néo foi avaliado na etapa de triagem na MSR
€ questionavel, mas esperava-se que houvesse uma melhor interacdo entre o farmaco
e o sistema produzido. Testes preliminares mostraram que a incorporagao do FCZ

num sistema semelhante (mesma composicao) nao traria impacto significativo nos
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parametros de estabilidade da NE e, portanto, inclui-lo na etapa de triagem resultaria
em 8 experimentos adicionais sem necessidade. Por isso, decidiu-se por inclui-lo
apenas na etapa de otimizagdo com o(s) parametro(s) mais significativo(s) da etapa
de triagem. Infelizmente, essa decisao nao foi justificada pelos dados obtidos na MSR

e nem pelos dados de solubilidade e EE% obtidos posteriormente. Esses dados seréo
discutidos nos itens seguintes.

Fitted Surface; Variable: D
2 factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Pure Error=,0004014
DV D

L1

-

=R =R = Rl

Lubbbhbeo
b O Om Gn b= ra S T3

=289

MM N A
Lsd.

L e

Figura 20. Superficie de resposta gerada com os dados da Tabela 11. A SR foi gerada em termos da
resposta combinada D.
Fonte: Elaborado pelo autor no software Statistica (v13.5) da Tibco.

A analise de variancia (ANOVA) mostrou que a aproximagao proporcionada
pela equacdo da SR seguindo os parametros impostos pela D é razoavel (R? = 0,93),
porem houve falta de ajuste do modelo, com um valor de p =,057, e o ponto de
maximo da SR nao esta contido no dominio experimental.

Os valores criticos obtidos para cada variavel a partir da SR sao apresentados
na Tabela 16.
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Tabela 16. Valores criticos calculados para cada variavel a partir da equacio da SR.

Eator Valor predito na solu¢do: 0,9871
Minimo observado Valor critico Maximo observado
Massa de FCZ 0 129,5053 200
Massa de OR 100 41,8950 300

Fonte: Elaborada pelo autor. Os dados desta tabela foram gerados no

software Statistica (v13.5).

A partir destes valores, foram preparadas duas NEs nessas condigdes, isto €,
0,6 g L' de lecitina na FO, 1,0 g L' de P123 na FA, 42 mg de OR e 130 mg de FCZ,
uma formulagdo contendo apenas o FCZ, que foi chamada de NEFsg e a outra
formulacdo contendo também 40 mg de timol, que foi chamada de NEFTsr. O
subscrito “SR” indica que essa formulacio foi produzida nas condi¢cdes otimizadas
pela superficie de resposta.

A NEFTsr foi caracterizada em termos do tamanho médio de particulas, PDI,
potencial zeta e EE% para ambos ativos. Estes resultados sdo apresentados no item
seguinte (5.3).

Infelizmente, os resultados que serdo apresentados a seguir evidenciaram
que as NEs produzidas na MSR estavam com um excesso de FCZ para a quantidade
de OR utilizada, onde praticamente todo o farmaco estava livre em solugcdo. Apesar
de ter sido possivel chegar numa SR adequada e obter uma formulagdo com
caracteristicas de estabilidade satisfatorias, ndo foi possivel incorporar o FCZ na
formulagéo da maneira que foi inicialmente idealizada. Os dados da EE% de FCZ para
a formulagédo otimizada com a MSR (NEFTsr) e os dados de solubilidade obtidos com
metodologia de HPLC descrita no item 4.2.8 acabaram n&o justificando as
quantidades de farmaco utilizadas nessa etapa.

Apos esses resultados e considerando que ainda seriam realizados os testes
de inibicado, decidiu-se produzir como sistema final uma NE nas condi¢des da melhor
NE da etapa anterior (NEOR), isto €, uma NE com 0,6 g L*! de lecitinana FO, 1,0g L-
' de P123 na FA, 200 mg de OR, com a intengédo de aumentar a quantidade de fase
carreadora para permitir a incorporacdo de uma massa maior de farmaco. As
quantidades de ativo foram revisadas para 40 mg de FCZ e timol, totalizando 1000
ppm de cada ativo na formulagao final.

Portanto, ao final foram caracterizadas: uma formulagdo nas condi¢coes da

NEOR contendo somente FCZ, que foi chamada de NEF, uma formulacdo nas
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mesmas condi¢gdes contendo ambos FCZ e timol, que foi chamada de NEFT, e alguns
testes foram realizados para fins comparativos com uma formulacao final contendo
apenas timol, que foi chamada de NET. As trés formulagcées (NEF, NEFT e NET) foram
comparadas com a NEOR para avaliar a influéncia da incorporagédo dos ativos na

estabilidade da NE através de um teste t.

5.3 CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES

Para fins de caracterizagdo das NEs finais (NEF e NEFT), foram realizadas
analises de DLS, DSC, TEM, EE%, liberacao e os testes de inibicdo contra diferentes

cepas de Candida spp.

5.3.1 Espalhamento de luz dinamico e estabilidade

Os dados dos tamanhos médios de particulas (z-average), PDI e potencial
zeta sédo apresentados abaixo (Tabela 17) para NE final sem nenhum ativo (NEOR) e
as formulagcdées com FCZ (NEF), com FCZ e timol (NEFT) e somente com timol (NET).

Os valores de pH para essas NEs também podem ser verificados na Tabela 17.

Tabela 17. Dados de tamanho médio de particulas, PDI e potencial zeta obtidos para as NEs finais
(NEOR, NEF, NEFT e NET). As medidas sdo apresentadas como a média de 5 medidas para os
valores de tamanho e PDI e 3 medidas para o potencial zeta (7).

NE didmetro / nm | 2DP (n=5) | PDI +DP(n=5) | ¢/ mV | #DP (n=3) | pH
NEOR 171,2 3,5 0,156 0,038 -49,1 1,5 6,0
NEF 173,3 21 0,123 0,012 -37,6 2,8 6,2
NEFT 169,2 1,7 0,150 0,017 -46,3 2,6 6,8
NET 170,2 1,8 0,154 0,018 -28,3 1,0 6,3

Fonte: Elaborado pelo autor.

Foram realizados testes de comparagao (t-student considerando as
variancias) entre a NEOR (sem ativos) e a NEF, NEFT e NET em termos dos valores
medios de cada parametro de estabilidade para avaliar se houve mudanga
significativa (p =,05) nos valores de tamanho, PDI e potencial zeta apds a
incorporagao dos ativos. Aqui, a H, representa a falta de relagdo entre a incorporagao
de um ativo (ou ambos) no sistema e mudancas estatisticamente significativas nos

valores observados para os tamanhos médios de particulas, PDI e potencial zeta.
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Uma comparagdo do valor de tcac € tcit mostrou que houve diferenca
significativa (p = ,05) apenas para os valores de potencial zeta entre a NEOR e a NET
e a NEOR e a NEF. A partir desses dados, percebe-se um comportamento curioso
para o potencial zeta, onde a incorporagéo individual do FCZ e do timol na NEOR
parece diminuir (em modulo) significativamente o potencial zeta, no entanto, a
incorporagao de ambos (NEFT) ndo produz o efeito combinado, isto é, ndo ha uma
diminuicdo (em mddulo) expressiva o suficiente para ser considerada estatisticamente
significativa. A razado deste comportamento n&o ficou clara a partir dos experimentos
realizados.

Adicionalmente, € possivel observar um aumento (em moédulo) expressivo dos
valores de potencial zeta para todas as formulagdes, principalmente da NEOR,
quando comparadas com a NE equivalente (NE#2 da etapa de triagem).
Provavelmente isso se deve a diferenga entre a agua utilizada durante a etapa de
triagem (agua ultrapura) e a agua utilizada no momento do preparo das NEs finais
(4gua filtrada em sistema de osmose reversa). E sabido que fatores como a salinidade
e pH do meio afetam o perfil da dupla camada elétrica das nanoparticulas em solugao
e, geralmente, isso é passivel de invalidar uma comparagéo entre sistemas, porém,
como se tratam de sistema semelhantes produzidos com a mesma técnica e mesmas
concentracdes de surfactantes, onde a unica diferenca € a presenca dos ativos, a
comparacgao foi considerada valida e decidiu-se por nao realizar os ajustes de pH e
salinidade exatamente para avaliar o potencial zeta das NEs a partir das condi¢cdes
de preparo.

Apesar de nao terem sido utilizadas como formulagdes finais, foram obtidos
também dados de estabilidade para as formulagdes otimizadas (NEFsr € NEFTsr) €
uma NE sem ativo (branco) nas mesmas condicoes (NEORsr). Esses dados podem

ser verificados abaixo na Tabela 18.

Tabela 18. Dados de tamanho médio de particulas, PDI e potencial zeta obtidos para as NEs
otimizadas (NEORsr, NEFsr € NEFTsr). As medidas sdo apresentadas como a média de 3 medidas.

NE didmetro /nm | +DP (n=3) | PDI DP(n=3) | {/ mV | +DP (n=3)
NEORsr 128,7 2,0 0,176 0,015 -28,7 0,6
NEFsr 119,7 1,6 0,166 0,013 -30,6 0,8
NEFTsr 116,2 1,2 0,244 0,003 -36,6 1,1

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os testes de comparagao de médias (f-student considerando as variancias)
mostraram que a incorporag¢ao tanto do FCZ como de ambos FCZ e timol na NEORsr
reduziu significativamente (p = ,05) os valores observados para os tamanhos médios
de particulas e para o potencial zeta. Ja para os valores de PDI, apenas a
incorporagdo de ambos aumentou significativamente (p =,05) a dispersdo dos
tamanhos.

As andlises de DLS também foram utilizadas para realizar um
acompanhamento da estabilidade das formulagdes (NEOR, NEF, NEFT e NET) ao
longo de um periodo de 60 dias. A Figura 21 mostra a estabilidade das NEs finais
(NEOR, NEF, NEFT e NET) em fungao do tamanho médio das particulas, a Figura 22
mostra a estabilidade em fung¢édo do PDI e a Figura 23 mostra a estabilidade em fungao

do potencial zeta.
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Figura 21. Estabilidade das NEs finais (NEOR, NEF, NEFT e NET) em fungc&o dos tamanhos médios
de particulas.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Uma analise da variancia (ANOVA 2 fatores) foi realizada para aferir se
houveram mudancas estatisticamente significativas (p = ,05) nos valores de tamanho
tanto durante a incorporagdo dos ativos como ao longo do periodo avaliado. Em
seguida, o teste comparativo (Tukey) foi realizado para aferir a partir de quais dias e
para quais formulagdes houve uma mudanga estatisticamente significativa.

Para os tamanhos, a variagdo mais significativa (p = ,05) ocorreu somente
apoés 60 dias, porem o teste mostrou que houveram variagdo estatisticamente
significativas nos intervalos de 7 — 60, 15 — 60 e 15 — 30 dias. Isso deve-se a
diminuicdo de tamanho que ocorre para a maioria das formulacdes a partir desses
dias, como pode ser visto no grafico (Figura 21). Considerando a incorporagao,
apenas a NEF apresentou variagéo estatisticamente significativa (p =,05).

Segundo a ANOVA, os valores de PDI ndo se alteraram significativamente
com a incorporagdo dos ativos. Houve variagdo estatisticamente significativa dos
valores de PDI apenas ao longo dos dias. Aqui novamente, o teste de Tukey mostrou
que os valores de PDI observados variaram significativamente (p = ,05) apenas apos
60 dias, porem semelhante ao caso anterior, as variagdes significativas ocorreram nos
intervalos dos dias 7 — 60 e 15 — 60. Esse comportamento pode ser facilmente
visualizado no grafico da Figura 22.

Os valores de potencial zeta variaram significativamente apenas a partir da
incorporagao do timol na NEOR (NET). A variagao observada entre as formulagdes é
mais aparente no primeiro dia (ver Tabela 17). Vale destacar que por mais que possa
parecer que houve variagao nos valores de potencial zeta ao longo dos dias, a ANOVA
resultou num valor de p =,07 e um Fstat (2,88) < Ferit (3,26) e, portanto, ndo foi
considerada estatisticamente significativa (p = ,05), por mais marginal que tenha sido
o resultado.

Similarmente, foi realizado um acompanhamento da estabilidade das NEs
produzidas a partir da etapa de otimizagdo (MSR) durante um periodo de apenas 30
dias. A Figura 24 mostra a estabilidade das NEs otimizadas (NEORsr, NEFsr e
NEFTsr) em fungdo do tamanho médio de particulas. A Figura 25 mostra a
estabilidade em funcdo do PDI e a Figura 26 mostra a estabilidade em funcdo do

potencial zeta.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

—u— NEOR

0,24 E\

0,22

0,20

PDI

0,18

0,16

0,14

T T T T T T T

1 7 15 30
Tempo (dias)

Figura 25. Estabilidade das NEs otimizadas (NEORsr, NEFsr € NEFTsr) em fungéo do PDI.
Fonte: Elaborado pelo autor.

90



zeta NEOR
W
N
|

-34 -
-36

-38

—=— NEOR
—a— NEF
—»— NEFT

— }

% %

1 7 15 30
Tempo (dias)

91

Figura 26. Estabilidade das NEs otimizadas (NEORsr, NEFsr € NEFTsr) em funcdo do potencial zeta.

Fonte: Elaborado pelo autor.

As medidas de DLS (Tabela 18) sugerem que a incorporagao de ativos na

NEOR diminuiu levemente o tamanho médio observado para as particulas da NE.

Houve também um aumento nos valores de PDI e potencial zeta (em mddulo)

observados.

5.3.2 Microscopia eletrénica de transmissao

Algumas micrografias foram obtidas para as formulagdes finais com e sem

ativo (NEOR e NEFT) e sao apresentadas a seguir.
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Figura 27. Micrografias da NEOR (A e B) e NEFT (C e D).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os tamanhos das particulas observados nas micrografias da Figura 27 séo
muito menores que os tamanhos observados por DLS (~170 nm). Isso € comum para
sistemas como NEs nesse tipo de analise, pois no DLS as medidas sao realizadas em
solucdo e o valor de tamanho obtido refere-se ao didmetro hidrodindmico das
particulas. O preparo da amostra para as analises de TEM envolve a sua secagem e
€ esperado que um sistema como uma NE sofra uma redugédo de tamanho, uma vez
que nao contem a esfera de hidratagao considerada no didmetro hidrodindmico e a
fase carreadora é liquida. A reducao de tamanho nesse caso pareceu expressiva, o
que gera um questionamento da utilizacdo da técnica para a analise do sistema
proposto. Uma alternativa mais adequada porem que nao pdéde ser realizada seria
utilizar a técnica de criomicroscopia de transmisséao eletrénica.

Da mesma forma, para fins comparativos foram obtidas micrografias para as

formulagdes otimizadas com e sem os ativos (NEORsr € NEFTsR).



93

LU mm

Figura 28. Micrografias da NEORsr (A e B) e NEFTsr (C e D).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Aqui (Figura 28) os tamanhos das particulas concordam relativamente melhor
com valores de tamanhos observados por DLS para a NEORsg. O mesmo néo pode
ser dito das NEFTsr (C e D), que ndo apresentaram formatos que se assemelham as
particulas da NE, mas pontos que podem ser atribuidos a cristais de FCZ livre (néo-

incorporado).

5.3.3 Calorimetria diferencial exploratéria

As andlises de calorimetria diferencial exploratéria (DSC) foram realizadas
para a caracterizagao térmica dos reagentes utilizados na formulagcdo e como uma
afericdo da capacidade de solubilizagao do farmaco no 6leo (SAATKAMP et al., 2023).
Abaixo s&do apresentados os termogramas sobrepostos dos reagentes utilizados na

formulacao final (Figura 29).
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Figura 29. Termogramas dos reagentes utilizados para a producgao das NEs.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O FCZ apresenta um evento endotérmico bem definido em 138°C — 141°C,
que corresponde a fusdo do farmaco na sua forma cristalina e esta de acordo com o
valor encontrado na literatura (AKAY; KAYAN, 2021; BLOKHINA et al., 2020). A
integragdo levou a um AHgs = 125 J g, valor relativamente proximo ao valor
encontrado na literatura (112 — 114 J g') (BLOKHINA et al., 2020).

O timol também apresentou um evento endotérmico bem definido em 49°C —
51°C com um AHws = 124,5 J g, que por sua vez corresponde a fusdo da forma
cristalina do terpeno, seguido de uma provavel liberagcdo de agua e/ou sua
degradacao a partir dos 100 — 150 °C (SAATKAMP et al., 2023).

O P123 apresenta dois eventos endotérmicos em 21°C e 38°C com entalpias
de aproximadamente 12 J g1 e 34 J g, respectivamente, que devem indicar uma
reorganizacao das cadeias do polimero nessas temperaturas (JUNIOR, 2020).

A curva para a lecitina no termograma da Figura 29 mostra um grande evento
endotérmico que se inicia em torno 20 —40°C e que se estende até a temperatura final
do aquecimento (200°C). A literatura indica que esse evento corresponde a transicao
gel-liquido cristalina caracteristica dos fosfolipidios que compéde a lecitina, como a PC
(KLANG; VALENTA, 2011; SAATKAMP et al., 2023).
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O OR nao apresentou nenhum evento térmico distinto na faixa de temperatura
avaliada. Eventos térmicos como a fusdo do 6leo, por exemplo, sdo observados em
temperatura negativas (-5 — -2°C), que nao foi o caso (PATEL et al., 2016).

Apesar de nao ter sido observado nenhum evento térmico para o OR, misturas
de OR com ambos ativos também foram aquecidas (Figura 30). Nesse caso, a
auséncia dos picos caracteristicos das fusbes dos ativos sugere a auséncia de
material na forma cristalina na amostra. Isso pode ser considerado um indicativo de
solubilizagdo do ativo na fase carreadora, onde o ativo solubilizado ndo esta mais na
forma de cristais que fundem em temperaturas definidas, mas homogeneamente

disperso pelo material liquido.
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Figura 30. Termogramas do OR puro e das misturas de OR/FCZ e OR/Timol.
Fonte: Elaborado pelo autor

5.3.4 Eficiéncia de encapsulagao

A eficiéncia de encapsulacao (EE%) das formulagdes finais NEFT/NEFTsr foi
determinada de maneira indireta utilizando a Equagao 10 (ver item 4.2.9). Os dados

sdo apresentados abaixo na Tabela 19.
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Tabela 19. Eficiéncia de encapsulagao de FCZ e timol nas formulagdes finais NEFT (n=2) e NEFTsr

(n=2).
Formulacéo EE% (FC2Z) EE% (Timol)
NEFTsr 2% 1% 84% 2%
NEFT 10% 2% 97% +<1%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Praticamente nenhum farmaco foi incorporado na NEFTsr. A partir desse
resultado, foi tomada a decisdo de produzir a NEFT nas condigées da NEOR. O
aumento na carga de FCZ foi minimo e pareceu proporcional ao aumento da massa
de fase carreadora. Esperava-se uma melhor compatibilidade entre o farmaco e a NE.
Apesar do aumento de massa da fase carreadora, o sistema produzido se manteve
dentro dos limites impostos para os parametros de estabilidade

Com a maior quantidade de OR da NEOR (200 mg), praticamente todo timol
foi incorporado na NE. No caso do timol, esses resultados estdo de acordo com o que
ja foi reportado em um estudo prévio para um sistema semelhante de lecitina e P123
com OSU (SAATKAMP et al., 2023).

5.4 ENSAIO DE LIBERAGAO EM pH SIMULADO

Foram realizados ensaios de liberagcdo em dois meios diferentes que
simulassem as condi¢gdes de pH encontradas na pele. O primeiro ensaio de liberagao
foi realizado em pH 5,4 com a finalidade de simular as condi¢ées de pH da superficie
da pele saudavel (pH~5) (RIPPKE; BERARDESCA; WEBER, 2018).

Os perfis de liberagdao do FCZ a partir de uma solugao do farmaco livre, da
NEF e da NEFT em pH 7,4 (Figura 31) e em pH 5,4 (Figura 32) sdo apresentados
abaixo. A liberagao foi acompanhada durante um periodo de 48 h. Praticamente todo
o FCZ foi liberado até as primeiras 8 h. Os graficos também mostram o perfil de
liberagao do timol a partir NEFT. A liberagao do timol € mais demorada e praticamente

todo o timol foi liberado até as primeiras 12 h.
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Figura 31. Perfil de liberagao (% de ativo liberado vs. tempo) para o FCZ livre, na NEF e na NEFT, e
para o timol na NEFT durante um periodo de 48h em pH 7,4 (£0,1). (n=3)

Fonte: Elaborado pelo autor.

% de ativo liberado

—u— FCZ livre

—A— NEF

—»—FCZ na NEFT
Timol na NEFT

T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500
Tempo (min)

Figura 32. Perfil de liberacao (% de ativo liberado vs. tempo) para o FCZ livre, na NEF e na NEFT, e
para o timol na NEFT durante um periodo de 48h em pH 5,4 (+0,1). (n=3)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Um ensaio com o timol livre também foi realizado para fins comparativos frente

ao seu perfil de liberacao a partir da NEFT em pH 7,4 (Figura 33) e pH 5,4 (Figura 34).
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Figura 33. Perfil de liberagao (% de timol liberado vs. tempo) para uma solugao 1000 ppm de timol
livre e a NEFT durante um periodo de 48h em pH 7,4 (£0,1).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 34. Perfil de liberagéo (% de timol liberado vs. tempo) para uma solugdo 1000 ppm de timol
livre e a NEFT durante um periodo de 48h em pH 5,4 (+0,1)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Para ajudar a elucidar o mecanismo de liberagdo do FCZ a partir das
formulagbes nos meios estudados, foram testados os modelos de ordem zero,
primeira ordem, Higuchi e Kosmeyer-Peppas.

Os dados dos coeficientes de determinagdo (r?), das constantes cinéticas de
liberacao (k;) e do coeficiente de liberagédo n para os respectivos modelos de liberagéo
sdo apresentados abaixo na Tabela 20 para o FCZ em pH 7,4, na Tabela 21 para o
FCZ em pH 5,4 e, em seguida, nas Tabela 22 e Tabela 23 para o timol nos pH 7,4 e

5,4, respectivamente.

Tabela 20. Par&metros dos modelos de liberagao testados para a liberagdo do Fluconazol em pH 7,4.

Forma Ordem zero Primeira ordem Kosmeyer-Peppas Higuchi
r? ko /ugmL" h! r? ky/ h! r? kyp | hn n r? ky [ h'?2
NEF 0,3203 0,287 0,9360 | 0,539 | 0,9876 63,0 0,803 | 0,7781 27,3
NEFT 0,3255 0,305 0,9191 | 0,493 | 0,9690 58,2 0,833 | 0,7995 28,6

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 21. Par@metros dos modelos de liberagao testados para a liberagdo do Fluconazol em pH 5,4.

Forma Ordem zero Primeira ordem Kosmeyer-Peppas Higuchi
r ko /ugmL" h! r ky/ h! r kyp [ hn n r? ky [ h'?2
NEF 0,3598 0,317 0,9292 | 0,399 | 0,9880 50,3 0,811 | 0,7221 20,6
NEFT 0,3497 0,296 0,8412 | 0,245 | 0,991 55,9 0,848 | 0,5821 12,8

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 22. Pardmetros dos modelos de liberacado testados para a liberacéo do timol em pH 7,4.

Forma Ordem zero Primeira ordem Kosmeyer-Peppas Higuchi
r? ko / ppm h™ r? ky/ b r? kyp [ hn n r? key [ h112
NEFT 0,6194 0,476 0,9907 | 0,199 | 0,9956 17,0 0,815 | 0,9526 24,5

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 23. Pardmetros dos modelos de liberagao testados para a liberagédo do timol em pH 5,4.

Forma Ordem zero Primeira ordem Kosmeyer-Peppas Higuchi
r ko / ppm h! r? kq/ h! r? kyp | hn n r ky [ h?2
NEFT 0,6115 0,420 0,9788 | 0,166 | 0,9956 17,4 0,831 | 0,8409 17,4

Fonte: Elaborado pelo autor.

Segundo Dash et al. (2010), o modelo de ordem zero serve para descrever
modelos de liberagdo mais lenta a partir de formas farmacéuticas que nao se
desintegram (DASH et al., 2010). A liberacao rapida do FCZ a partir da NEFT ¢ igual
a liberacao do farmaco livre (ver Figura 31). De fato, a EE% de 10% significa que até
90% do que foi adicionado de farmaco esta livre em solugéo.

O autor também indica que o modelo de primeira ordem e o de Higuchi séo

aplicaveis para descrever a dissolugdo de ativos hidrossoluveis para o meio de
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liberagdo a partir de uma matriz porosa ou para uma série de formas farmacéuticas
transdermais e comprimidos, respectivamente (DASH et al., 2010). O modelo de
primeira ordem parece descrever bem a liberagédo do FCZ (r? = 0,93).

O modelo de Kosmeyer-Peppas pode descrever a liberagao de ativos a partir
de sistemas poliméricos (DASH et al., 2010). Nesse modelo, apenas os primeiros 60%
de ativo liberado sédo considerados no calculo dos parametros. Como pode ser
observado no grafico da Figura 31, a liberagdo dos primeiros 60% de ativo disponivel
ja ocorre na primeira hora. A liberagdo do FCZ é rapida e graficamente, o
comportamento da liberacao € diretamente proporcional até o final da liberacédo. A
linearizagdo logaritmica da equacéo utilizada para a realizagdo do calculo desse
modelo apenas realga esse comportamento. Essa liberacao inicial rapida e constante
€ chamada de efeito burst e é resultado da difusdo normal do ativo livre devido ao
gradiente de concentracao (Lei de Fick).

A partir da Figura 31 e os dados da EE% do FCZ na NEFT é possivel concluir
que a liberagao rapida do FCZ deve-se a difusdo do farmaco da NE para o meio de
liberagao através da membrana polimérica (membrana de dialise) e deve ser regido
pela diferenga de potencial quimico entre o meio e a NE, uma vez que a maior parte
do farmaco esta livre em solugao ou interagindo fracamente com as NPs da NE.

O coeficiente n deve sugerir um mecanismo para a dissolugao do ativo no
meio a partir da formulagéo, onde um valor de n < 0,43 indica mecanismo de difusao
normal regido pela diferenga de potencial quimico em gradientes de concentragao (Lei
de Fick), um valor de n = 0,85 corresponde a um transporte Caso I, que pode
descrever uma matriz polimérica relaxando ou erodindo enquanto libera o ativo, e um
valor de 0,43 < n < 0,85 corresponde transporte difusivo anémalo, uma mistura dos
dois mecanismos (SANCHES et al., 2020).

A liberagao tanto do FCZ como do timol em ambos pHs foi melhor descrita
pelo modelo de Kosmeyer-Peppas e deve ser regida por um mecanismo de difusao
normal e caso |l para ambos ativos a partir da NE. Os dados também se adequaram
ao modelo de primeira ordem e, no caso do timol até o de Higuchi. O timol parece ter
difundido facilmente a partir da NEFT, apenas mais lentamente que o FCZ e nao

parece ter havido diferenga no perfil da liberagao nos diferentes pHs.
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5.5 TESTE DE INIBICAO CONTRA CEPAS DE CANDIDA ALBICANS

Os testes de inibicdo contra as diferentes cepas de Candida spp. foram
realizados por microdiluicdo para a NEF, a NEFT e uma formulacido contendo sé timol
(NET). Os resultados foram comparados com a atividade para solugbes dos ativos
livres nas mesmas concentragdes das NEs (1000 ppm). Previamente a esses
resultados, haviam sido realizados testes de inibicido preliminares pelo método de
difusdo em disco para as formulagdes otimizadas pela MSR (NEFsr € NEFTsr). Esses
resultados podem ser verificados no item E do APENDICE.

Os resultados dos testes de atividade antifungica para as NEs finais (NEF,
NET e NEFT) sdo apresentados em termos da MIC na Tabela 24. Os valores de
concentragao sdo dados em partes por milhdo (ppm). Abaixo também é mostrada uma
imagem de uma das placas (micropogos) reveladas (Figura 35) do teste realizado com

a C. albicans.

Tabela 24. Valores das MICs para as solugdes dos ativos livres e encapsulados nas NEs (NEF, NET
e NEFT). As concentragdes sao reportadas em unidades de partes por milhdo (ppm).(n=2)

Cepa /forma | Timol / ppm | FCZ / ppm | NEF / ppm | NET / ppm | NEFT / ppm
C. albicans 500 > 1000 > 1000 500 500
C. krusei 500 > 1000 > 1000 500 500
C. Glabrata 1000 > 1000 > 1000 1000 500

Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir dos valores de MIC percebe-se que o FCZ nao apresentou atividade
contra nenhuma das cepas testadas, com valores de MIC maiores que 1000 ppm
([FCZ]ne). Ja para o timol, apesar das concentra¢des serem consideradas bastante
altas, foi capaz de inibir o crescimento nas trés cepas de Candida testadas em
concentragdes a partir de 500 ppm.

Sharifzadeh et al. (2018) reportaram valores de MIC (microdiluicdo) para as
mesmas espécies de Candida testadas na Tabela 24. Os valores médios de MIC
reportados no estudo para o FCZ contra cepas de C. albicans, C. glabrata e C. krusei
foram 0,47, 18 e 179 ppm, respectivamente. Para o timol esses valores médios foram
em torno de 50 ppm para C. albicans e C. glabrata e 70 ppm para C. krusei
(SHARIFZADEH et al., 2018). Em comparagao com os valores encontrados na
literatura, os valores de MIC da Tabela 24 sao bastante altos, mesmo considerando

que alguns dos parametros da metodologia utilizada diferem do estudo citado, como
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o tempo (48h vs. 24h) e a temperatura (35°C vs. 30°C) de inoculagéo das cepas, além
das diluicbes utilizadas.

Apesar de ser possivel observar um comportamento melhor para a atividade
antifangica da NEFT contra as trés cepas, a diferengca entre as diluicdes que
mostraram atividade para o timol livre ou incorporado na NET n&o deixa claro se ha

atividade conjunta ou se o efeito € s6 do timol.

Figura 35. Micropocgos do teste realizado com a C. albicans. A maior concentragéo testada (1000
ppm) esta a esquerda.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Adicionalmente, foram realizados alguns testes preliminares por halo de
inibicdo e esses resultados podem ser verificados no item E do APENDICE. Esses
testes por halo de inibigao foram realizados com as NEs da MSR que continham 3x
mais FCZ (ver Tabela 27 no item A do APENDICE). Nesse caso, trés das cepas
testadas sdo as mesmas dos testes por microdiluigdo e duas delas (C. albicans e C.
krusei) ndo se mostraram suscetiveis a solugao de timol (1000 ppm). Aqui, nao foi

avaliado o timol incorporado individualmente na NE (NET).
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Primeiramente, esperava-se que houvesse uma melhor compatibilidade entre
a fase carreadora (OR) e o FCZ, possivelmente na forma de interagdes favoraveis
entre as hidroxilas presentes nas cadeias alquilicas do acido ricinoleico, principal
componente dos triglicerideos do OR, e o farmaco na forma de liga¢des de hidrogénio.

No caso do timol o valor alto do coeficiente de particido e seu tamanho
pequeno podem ter favorecido esse tipo de interacdo com a fase carreadora. Ja no
caso do FCZ, o baixo coeficiente de particdo e o impedimento estérico da hidroxila
podem ter dificultado intera¢des desse tipo (EMAMI et al., 2019).

Uma possivel forma de facilitar a interagdo do farmaco com a fase oleosa seria
utilizar a forma etoxilada do OR que proporcionaria um aumento expressivo na
capacidade de solubilizagdo do 6leo (até 100x (CONEAC et al.,, 2015). Outra
alternativa envolveria a utilizacdo do timol na forma do d6leo essencial de tomilho
(Thymus vulgaris), dados a capacidade de solubilizagdo do FCZ em dleos essenciais
semelhantes como o 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare), por exemplo
(KARPINSKI, 2020; VLAIA et al., 2021). Em ambos casos, se faria necessario a
realizagdo de um novo planejamento, desde a etapa inicial.

Outra possibilidade envolve explorar outros DDS parecidos, como por
exemplo, lipossomas, que sado vesiculas que podem ser formadas por fosfolipidios
como a lecitina, onde idealmente a encapsulagdo do FCZ ocorreria dentro do
compartimento aquoso e o timol seria capaz de se organizar na camada lipofilica.

Apesar disso, a NEFT apresentou parametros de estabilidade razoaveis para
um sistema misto de lecitina e P123, com um tamanho meédio em torno de 170 nm,
um valor de PDI perto de 0,1, indicando a formagao de um sistema monodisperso, e
potencial zeta negativo maior que 30 mV em modulo e que se manteve estavel por
pelo menos 60.

Os testes de inibicdo contra as cepas de Candida spp. mostraram que o
sistema desenvolvido (NEFT) apresenta atividade antifungica, porem os valores de
MIC obtidos foram consideravelmente maiores (até 10x) que os encontrados na
literatura para ambos ativos e para as mesmas espécies de Candida (utilizando a
mesma técnica, porém com condicdes de inoculagao levemente diferentes). Fica claro
que corregdes ainda devem ser feitas frente a quantidade de farmaco na formulacgao.
Ja o timol apresentou atividade contra as cepas testadas tanto livre como
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encapsulado. Os resultados ndo mostraram que o sistema (NE) causou efeito na
atividade antifungica dos ativos.

Em vista da baixa capacidade de encapsulagdo do FCZ, algumas possiveis
aplicagdes sugeridas para um sistema como a NEFT envolvem a sua incorporagéo
em matrizes poliméricas como géis, filmes, membranas ou fibras para produzir
materiais poliméricos com potencial atividade antifungica pelo efeito combinado do
FCZ e do timol contra Candida spp..

Os dados obtidos para a NEOR servem de base para o desenvolvimento de
sistemas parecidos com um 6leo viscoso e com propriedades peculiares como o OR
e a técnica de preparo utilizada (emulsificagcdo espontanea) se mostrou capaz de
produzir um sistema misto de lecitina e P123 monodisperso e estavel para o dleo.

Além disso, a NEFTsr apresentou parametros de estabilidade interessantes
considerando a possivel aplicacao topica do sistema, além de ter encapsulado uma
quantidade razoavel de timol. Os resultados deste trabalho servem de base para
estudos futuros considerando o desenvolvimento de uma NE com a finalidade

proposta.
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APENDICE A - Proporgées de cada componente para os
niveis superiores (+) e inferiores (-) do planejamento fatorial e a formulagcao
final.

Tabela 25. Valores em % (m/m) e concentragdo em partes por milhdo (ppm) dos niveis superiores (+)
dos reagentes utilizados para a produgéo das NEs durante o planejamento fatorial completo.

Componente Nivel superior (+)
Massa/g | % (m/m) apds evaporacao do solvente | []/ ppm
Oleo 0,6 1,47 15000
Surfactante lipofilico 0,012 0,03 300
Surfactante hidrofilico 0,12 0,29 3000
Acetona 15,82 - -
Agua 40 98,20 -
Total 56,552

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 26. Valores em % (m/m) e concentragdo em partes por milhdo (ppm) dos niveis inferiores (-)

dos reagentes utilizados para a producéo das NEs durante o planejamento fatorial completo.

Componente Nivel inferior (-)
Massa/g | % (m/m) apds evaporacao do solvente | []/ ppm
Oleo 0,2 0,50 5000
Surfactante lipofilico 0,002 0,005 50
Surfactante hidrofilico 0,04 0,10 1000
Acetona 15,82 - -
Agua 40 99,40 -
Total 56,062

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 27. Valores utilizados para a produgcéo da NEFTsr. Destaque ao excesso de FCZ na
formulac&o que foi rejeitada como formulacao final.

Componente Massa / g % (m/m) apos evaporacgdo. do solvente [1/ ppm
Oleo 0,042 0,10 1050
Surfactante lipofilico 0,012 0,03 300
Surfactante hidrofilico 0,04 0,10 1000
FCZ 0,13 0,32 3250
Timol 0,04 0,10 1000
Acetona 15,82 - -
Agua 40 99,34 -
Total 56,084

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 28. Valores utilizados para a produgdo da NEFT definida como formulagao final.

Componente Massa / g % (m/m) apos evaporacgdo. do solvente [/ ppm
Oleo 0,2 0,50 5000
Surfactante lipofilico 0,012 0,03 300
Surfactante hidrofilico 0,04 0,10 1000
FCZ 0,04 0,10 1000
Timol 0,04 0,10 1000
Acetona 15,82 - -
Agua 40 99,18 -
Total 56,152

Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE B - Perfil das fungées de desejabilidade

individuais

Os valores para o fator r da Equagao 3 e os valores dos limites escolhidos

para cada variavel durante o planejamento de triagem sao apresentados abaixo.
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Figura 36. Grafico da resposta size (tamanho médio de particulas) em fungéo da desejabilidade
(d;size) utilizado no planejamento de triagem.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O valor limite impostos para a variavel size (tamanho médio de particulas) foi
200 nm (MCCLEMENTS; JAFARI, 2018a), portanto, o valor do fator r da d; para o

tamanho médio de particulas foi 10,1.



114

1,0

dPDI
o
(&)
1

0,0

y T y T
0,0 0,3

PDI

Figura 37. Grafico da resposta PDI em fungéo da desejabilidade (d;PDI) utilizado no planejamento de
triagem.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O valor limite imposto para a variavel PDI foi 0,3 (FERNANDES et al., 2020),
portanto, o valor do fator r da d; para o PDI foi 1,5.
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Figura 38. Grafico da resposta zeta (potencial zeta) em fungao da desejabilidade (d;zeta) utilizado no
planejamento de triagem.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O valor limite imposto para a variavel zeta foi -30 mV (KLANG; VALENTA,
2011; SINGH et al., 2017) portanto, o valor do fator r da d; para o potencial zeta foi
0,8.

Assim, todos as formulacdes que apresentarem tamanhos < 200 nm, valores
de PDI < 0,3 ou potencial zeta < -30 mV devem gerar valores de D maiores que 0,5 e,

portanto, sdo consideradas adequadas.

Os valores para o fator r da Equacao 3 e os valores dos limites escolhidos

para cada variavel durante a MSR sao apresentados abaixo.
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Figura 39. Gréfico da resposta size (tamanho médio de particulas) em fungéo da desejabilidade
(d;size) utilizado na MSR.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Aqui, novamente, o valor limite imposto para a variavel size (tamanho médio
de particulas) se manteve o mesmo em 200 nm, portanto, o valor do fator r da d; para

o tamanho médio de particulas neste caso foi 0,3.
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Figura 40. Grafico da resposta PDI em fung¢éo da desejabilidade (d;PDI) utilizado na MSR.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O valor limite imposto para a variavel PDI foi 0,3, portanto, o valor do fator r
da d; para o PDI foi 1. Aqui, ndo houve mudanca no perfil linear da funcéo d;, uma vez

que todas as formulagdes produzidas apresentaram valores de PDI menores que 0,3.
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Figura 41. Grafico da resposta zeta (potencial zeta) em funcao da desejabilidade (d;zeta) utilizado na
MSR.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O valor limite imposto para a variavel zeta foi -30 mV, portanto, o valor do fator

r da d; para o potencial zeta foi 1,1.
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APENDICE C - Graficos de Pareto para as variaveis dependentes

individuais.

Foi gerado um grafico de Pareto para cada variavel no software Statistica
(v13.5) da Tibco com os dados da Tabela 14.

1. Tamanho médio das particulas (variavel size):

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: size / nm
27%(3-0) design; M3 Pure Error=58,363333

DV: size / nm
{3)massa de OR/mg _96,2999?
1by2 -55,8581
{1)[Lecitina] / g " | -28,1797
2by3 | 2749507
(2)[P123]/gL" | 23,02055
1by3 -18,0815

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 42. Grafico de Pareto para a variavel dependente correspondente ao tamanho médio de
particulas (variavel size) com os coeficientes dos efeitos principais e de interagdo normalizados para
p =,05.

Fonte: Elaborado pelo autor no software Statistica (v13.5) da Tibco com os

dados da Tabela 14.

O grafico de Pareto gerado para a variavel dependente size (Figura 42),
mostra que em termos dos tamanhos médios de particulas, todos os fatores
estudados apresentaram efeitos (principais e de interagao) bastante significativos (p =
,05), semelhante ao resultado para a resposta combinada D.

Observando os dados da Tabela 14 fica claro o impacto do aumento da massa

de OR no didametro das goticulas das NEs.
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O peso maior atribuido ao tamanho de particulas na D (r = 10,1), pode ter
influenciado no efeito mais pronunciado das variaveis nos valores observados para os
tamanhos. O tamanho médio das particulas em uma NE é de fato o parametro mais
significativo quando se busca avaliar a estabilidade de NEs. (KLANG; VALENTA,
2011) O PDI e potencial zeta também tem um papel importante em garantir a
estabilidade prolongada da dispersdo, onde um sistema monodisperso resistira
melhor aos efeitos do amadurecimento de Ostwald e particulas com potencial zeta

elevado ( > [30| mV) se repelem com maior eficiéncia.

2. PDL:
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: PDI
27%(3-0) design; M3 Pure Error=,0005838
DV: PDI
(3)massa de OR /mg | _19.362&

{1)[Lecitina] / g " | 43,96584

1by2 -3|58675

Tby3 | -1.72047

(2)[P123]/gL" | 1,283066
2by3 | .9039784
pl=:05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 43. Grafico de Pareto para a variavel dependente correspondente ao PDI com os coeficientes
dos efeitos principais e de interagdo normalizados para p =,05.

Fonte: Elaborado pelo autor no software Statistica (v13.5) da Tibco com os
dados da Tabela 14.

Aqui novamente o efeito da massa de OR se destaca. Nota-se também que
os sinais dos efeitos sdo os mesmos do grafico da Figura 42. Comparada a variagao
na massa de OR, as variagcbes nas concentragdes dos surfactantes dentro dos

intervalos estudados nao alteraram significativamente o PDI das NEs.
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Pareto Chart of Standardized Effects: Variable: { / mV
27%(3-0) design; M3 Pure Error=25,52333

ov:- £/ my
-1,28067
-1,19669
1,056728
-,342912
-, 342912
-,300923

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 44. Grafico de Pareto para a variavel dependente correspondente ao potencial zeta () com os
coeficientes dos efeitos principais e de interagdo normalizados para p =,05.

Fonte: Elaborado pelo autor no software Statistica (v13.5) da Tibco com os

dados da Tabela 14.

O grafico da Figura 44 deixa evidente que a variagao do potencial zeta das

particulas na dispersao depende mais da natureza dos componentes da NE do que

das suas quantidades, dentro dos intervalos de concentragao e massa estudados. O

grafico justificaria um questionamento da inclusao do potencial zeta no calculo da D.

Porém, essa comparacao foi feita e o resultado final foi o mesmo, onde a NE#2 se

mostrou a melhor formulagao. Portanto, ao final decidiu-se por manter o potencial zeta

no calculoda D.
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APENDICE D - Dominio experimental do planejamento fatorial
completo.

O dominio experimental pode ser visualizado geometricamente (Figura 45),
observa-se que o efeito calculado para cada experimento (vértices do cubo) apresenta
algo grau de concordancia com os valores de D para cada NE. Entre paréntesis sdo

apresentados os valores de D para um intervalo de confianca de 95%.

Predicted Means for Variable: D
2**(3-0) design; M5 Pure Error=,0025183
Model includes: Main effects, 2-way inter.
(95 9% confidence intervals are shown in parentheses)

277 (08..47)

T |y B RS

Figura 45. Plot cubico do dominio experimental. Os valores atrelados a cada vértice representam o
efeito médio predito pelo modelo para cada experimento. Entre paréntesis estao os intervalos de
confianga para cada efeito. Os efeitos foram calculados em termos da variavel D.

Fonte: Elaborado pelo autor no software Statistica (v13.5) da Tibco com os
dados da Tabela 14.

A qualidade da aproximacgao gerada pelo modelo para descrever os dados
pode ser atribuida ao ajuste do valor de r durante a combinagao das respostas via a

funcdo D. A definicdo de valores definidos como limites para a selecdo da NE
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adequada se mostrou bastante util nesse caso. A melhor formulagao desta etapa do

planejamento foi definida com base na D e o grafico da Figura 45 suportou a escolha.
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APENDICE E - Testes de atividade antifingica por halo de

inibicao.

Abaixo sdo apresentadas imagens dos testes preliminares de atividade
antifungica por halo de inibigdo. Esses testes foram realizados para as formulagdes

otimizadas na MSR (NEFsr € NEFTsRr) e sdo apresentados abaxio (ver Tabela 29-32).

C. parapsilosis (ATCC 22019):

Tabela 29. Resultados do teste de atividade antifungica por halo de inibigdo para C. parapsilosis

(ATCC 22019).
Amostra Halo de inibicdo / mm
Sol. Fluconazol 12,6
Sol. Timol 4,1
NEFsr 15,5
NEFTsr 23,2

Figura 46. Placa com os halos de inibigao para a C. parapsilosis (ATCC 22019).
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C. albicans (ATCC 10231):

Tabela 30. Resultados do teste de atividade antifungica por halo de inibigdo para C. albicans (ATCC

10231).
Amostra Halo de inibicdo / mm
Sol. Fluconazol 19,2
Sol. Timol 0
NEFsr 241
NEFTsr 24,6

Figura 47. Placa com os halos de inibicao para a C. albicans (ATCC 10231).
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C. glabrata (CG MT 29):

Tabela 31. Resultados do teste de atividade antifungica por halo de inibigéo para C. glabrata (CG MT

29).
Amostra Ha)lo de inibicdo / mm
Sol. Fluconazol 19,1
Sol. Timol 10,2
NEFsr 15,3
NEFTsr 22,2

Figura 48. Placa com os halos de inibicéo para a C. glabrata (CG MT 29).
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C. krusei (ATCC 6258):

Tabela 32. Resultados do teste de atividade antifungica por halo de inibigdo para C. krusei (ATCC

6258)
Amostra Halo de inibicdo / mm
Sol. Fluconazol 10,8
Sol. Timol 0
NEFsr 11,3
NEFTsr 11,1

Figura 49. Placa com os halos de inibicao para a C. krusei (ATCC 6258).
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ANEXO A - DESCRIGAO
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Figura 50. Perfil da funcéo desejabilidade (d;). As linhas curvas correspondem ao perfil que a curva
de resposta (y;) vs. desejabilidade (d;) deve assumir quando o valor do fator » € modificado. A curva
apresentada na figura representa uma desejabilidade onde € maximizada a minima resposta.
(JIMIDAR; BOURGUIGNON; MASSART, 1996)
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