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RESUMO

A busca por antimicrobianos alternativos capazes de ultrapassar a estrutura

composta pela unha continua sendo um grande desafio para o tratamento das

infecções fúngicas ungueais. Uma estratégia promissora para controlar essas

infecções pode estar baseada no uso de compostos naturais. Os óleos essenciais,

extraídos de plantas aromáticas são agentes antimicrobianos bem conhecidos,

caracterizados por um amplo espectro de atividades, incluindo propriedades

antifúngicas. O tea tree oil (TTO) é óleo essencial volátil derivado principalmente da

planta nativa australiana Melaleuca alternifolia. Muito empregado por suas

propriedades antimicrobianas, o TTO é incorporado como ingrediente ativo em

muitas formulações tópicas. Este óleo tem como principal constituinte o

terpinen-4-ol, ao qual atribui-se amplo espectro de atividade antimicrobiológica,

bem como, atividade antifúngica. O cloridrato de terbinafina (TBF) é um fármaco

pertencente à classe das alilaminas, com atuação sobre a enzima epoxidase da

célula fúngica, especialmente indicada para infecções cutâneas produzidas por

fungos. Entre as estratégias que podem reduzir as doses de ativos e permitir a

penetração cutânea do TBF associada ao TTO, destacam-se as nanoemulsões

(NE). Caracterizada como um sistemas heterogêneos, as NE são compostas por

um líquido (a fase interna) disperso em outro (a fase externa) na forma de

gotículas, na presença de um agente emulsionante, que devido ao seu tamanho da

partícula, promove uma melhor adesão ao tecido queratinizado da unha. Assim, o

objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar nanoemulsões contendo

diferentes concentrações de TTO (1,6; 2,4 e 3,2 mg/mL) e associado ao TBF

destinadas ao uso tópico. As NE foram preparadas pela técnica de emulsificação

espontânea. As formulações foram caracterizadas quanto à distribuição do

tamanho de gotícula por difratometria de laser. As NE apresentaram perfil de

distribuição monomodal em escala nanométrica, com diâmetro médio de 371 nm,

449 nm e 400 nm e valor de Span (polidispersão) de 0,556, 0,573 e 0,576, sendo

considerados adequados para o uso pretendido. Experimentos futuros serão

realizados com objetivo de avaliar a atividade microbiológica da associação TTO -
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TBF contida em NE.

Palavras-chave: nanoemulsão; óleo de melaleuca; cloridrato de terbinafina;

infecções fúngicas.
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ABSTRACT

The search for alternative antimicrobials capable of surpassing the structure

composed by the nail remains a great challenge for the treatment of fungal nail

infections. A promising strategy to control these infections may be based on the use

of natural compounds. Essential oils, extracted from aromatic plants, are

well-known antimicrobial agents characterized by a broad spectrum of activities,

including antifungal properties. Tea tree oil (TTO) is a volatile essential oil derived

primarily from the native Australian plant Melaleuca alternifolia. Widely used for its

antimicrobial properties, TTO is incorporated as an active ingredient in many topical

formulations. This oil has terpinen-4-ol as its main constituent, which has a broad

spectrum of antimicrobial activity, as well as antifungal activity. Terbinafine is a drug

belonging to the allylamine class, acting on the epoxidase enzyme of the fungal cell,

especially indicated for skin infections caused by fungi. Among the strategies that

can reduce the doses of actives and allow the cutaneous penetration of terbinafine

associated with TTO, nanoemulsions (NE) stand out. Characterized as a

heterogeneous system, NE are composed of a liquid (the internal phase) dispersed

in another (the external phase) in the form of droplets, in the presence of an

emulsifying agent, which, due to its particle size, promotes better adhesion to the

keratinized tissue of the nail. Thus, the objective of this work was to develop and

characterize nanoemulsions containing different TTO concentrations (1.6, 2.4 e 3.2

mg.mL-1) combined to terbinafine intended for topical use. The NE were prepared

by the spontaneous emulsification technique. The formulations were characterized

for droplet size distribution (laser diffractometry). The NE showed a monomodal

distribution profile on the nanometer scale, with an average diameter of 371 nm,

449 nm and 400 nm and a Span value (polydispersion) of 0.556, 0.573 and 0.576,

being considered suitable for the intended use. Future experiments will be carried

out to evaluate the microbiological activity of TTO and terbinafine contained in NE.

Keywords: nanoemulsion; tea tree oil; terbinafine; fungal infections.
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1. INTRODUÇÃO

Existem inúmeras doenças que afetam exclusivamente a unha, dentre elas,

as onicomicoses que acometem cerca de 20% da população (ELKEEB et al.,

2010).

A unha é uma barreira bastante eficiente à penetração de fármacos,

caracterizada por uma estrutura rígida, coesa, e que não possui rotas alternativas a

penetração de substâncias (diferentemente de outras barreiras, que apresentam

anexos, como folículos pilosos no caso da pele) (NAIR et al., 2009). Estas

características, dificultam a penetração dos fármacos para os estratos mais

profundos da unha.

Os óleos essenciais são conhecidos pelas suas propriedades bactericidas e

fungicidas e pelas suas propriedades medicinais (BAKKALI et al., 2008). Dentre as

possibilidades terapêuticas derivadas das plantas para redução da prevalência das

infecções fúngicas, destaca-se o óleo essencial de Melaleuca. Melaleuca

alternifolia (árvore do chá) é uma pequena árvore da família Myrtaceae nativa da

Austrália. O óleo essencial derivado da árvore do chá (tea tree oil - TTO) produzido

a partir de suas folhas, pode ser classificado em três quimiotipos principais:

terpinen-4-ol, terpinoleno e 1,8-cineol (PADOVAN et al., 2017).

Empregado em grande parte por suas propriedades antimicrobianas, o TTO

é incorporado como ingrediente ativo em muitas formulações tópicas usadas para

tratar infecções cutâneas (CARSON, 2006).

Considerando as infecções cutâneas fúngicas, os tratamentos tópicos

convencionais, de um modo geral, mostram-se úteis em casos de infecções

fúngicas superficiais, isto é, aquelas limitadas ao estrato córneo, à mucosa

escamosa ou à córnea, porém as infecções fúngicas ungueais são de difícil

tratamento com a administração tópica de agentes antifúngicos.

Dentre os agentes antifúngicos disponíveis, a TBF é uma alilamina sintética,

estruturalmente semelhante ao agente tópico naftifina. Ela atua inibindo a

esqualeno epoxidase fúngica, reduzindo, dessa forma, a biossíntese do ergosterol
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(BRUM et al., 2018).

Nanoemulsões (NE) são definidas como sistemas heterogêneos nos quais

um líquido (a fase interna) é disperso em outro (a fase externa) na forma de

gotículas, na presença de um agente emulsionante. As nanoemulsões são

sistemas cineticamente estáveis e apresentam diversas potencialidades como

sistemas carreadores de fármacos. A biocompatibilidade das matérias-primas

empregadas para a sua obtenção torna estes sistemas uma alternativa promissora

para veiculação tópica do TBF em associação com TTO, possibilitando a

penetração mais profunda do fármaco nas lesões hiperqueratinizadas da unha.

Assim, o desafio desta proposta reside na preparação de nanoemulsões

contendo TBF em associação com TTO, para que, futuramente, esse sistema

possa ser avaliado na placa ungueal.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar o desenvolvimento e a caracterização de uma nanoemulsão

contendo óleo essencial de Melaleuca alternifolia e cloridrato de terbinafina, a fim

de constituir uma formulação visando apresentar melhor permeabilidade na placa

ungueal e aumentar o efeito antifúngico.

2.2 Objetivos Específicos

● Desenvolver uma nanoemulsão contendo óleo essencial de Melaleuca

alternifolia e cloridrato de terbinafina;

● Avaliar parâmetros físico químicos, tais como diâmetro, distribuição de

tamanho de partículas e pH;
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● Realizar o doseamento e avaliação da eficiência de encapsulação da

cloridrato de terbinafina nas nanoestruturas.

3. REVISÃO DE LITERATURA

3.1 Infecções fúngicas

As dermatofitoses, especificamente, as onicomicoses são infecções fúngicas

comuns em países de clima tropical, onde o calor e a umidade são frequentes a

maior parte do ano, pois estes fatores são fundamentais no desenvolvimento de

tais patologias (MAHFOUZ, 2012).

As infecções fúngicas humanas são denominadas micoses. Podem ser

causadas por fungos patogênicos primários ou oportunistas. Os primários invadem

o tecido do homem imunocompetente ou não, e os oportunistas são invasores

principalmente em condições de imunodeficiência. A maioria dos fungos

patogênicos vivem como saprófita na natureza, com exceção de poucos que

também fazem parte da flora normal do homem, como Malassezia spp. e Candida

spp (MEZZARI et al., 2012).

3.2 Unidade ungueal

A unha é uma estrutura que cobre o dorso da falange distal (Baran &

Nakamura, 2012). A estrutura da unha é formada pela placa ungueal e por quatro

estruturas epiteliais: a prega proximal, a matriz, o leito ungueal, e o hiponíquio

(Figura 1) (FLECKMAN e ALLAN, 2001; VEJNOVIC et al, 2010; MURDAN, 2002).

Os quatro componentes epiteliais têm funções vitais na manutenção da integridade

da unha (CASHMAN e SLOAN, 2010).
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Figura 1 - Estrutura da unha humana.

Fonte: Adaptado de MCGRATH e UITTO (2010).

3.3 Onicomicose

As onicomicoses se caracterizam como infecções fúngicas comuns,

crônicas, altamente resistentes, em que as unhas afetadas se apresentam com

aspecto frágil, engrossado, sem cor, e friáveis (MUKHERJEE et al., 2011).

São infecções frequentemente causadas por dermatófitos, tais como

Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes em aproximadamente 85%

dos casos, podendo também ser causadas por fungos não dermatófitos em 15%

dos casos, como pela Candida albicans e raramente por outras leveduras (HAO et

al, 2009; MUKHERJEE et al, 2011).

Os dermatófitos são parasitas restritivos de tecidos queratinizados. Portanto,

podem ser encontrados no leito e na placa ungueal. No interior desses tecidos, o

fungo existe apenas como micélio e artroconídeo, impossibilitando assim a
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identificação precisa das espécies infectantes através da microscopia da unha,

sendo necessária a combinação das técnicas, realizando a cultura ou a técnica de

microcultivo em lâmina (RUIZ e CHIACCHIO, 2004; HAY e ASHBEE, 2010).

As baixas taxas de cura associadas à onicomicose são o reflexo das

dificuldades existentes no tratamento. Os fármacos tópicos disponíveis não

apresentam suficiente eficácia, em resultado da fraca permeação na unha, estando

dependentes da remoção mecânica da porção afetada (ROSEN et al., 2015). A

estrutura densamente queratinizada que compõe a placa ungueal atua como uma

barreira à difusão tópica de fármacos, e consequentemente a concentração de

fármaco dificilmente atinge o nível terapeuticamente eficaz na lâmina ungueal

ventral e leito ungueal (AKHTAR et al., 2008).

3.4 Cloridrato de terbinafina

O estudo antifúngicos azóis, como cetoconazol, itraconazol e fluconazol,

ofereceram consideráveis avanços para o tratamento de micoses (VERA, 2006),

porém a emergência de cepas de fungos potencialmente resistentes tornou

necessária a pesquisa de alternativas terapêuticas e novos sítios de ação

(SOARES, 2001).

Entre as fármacos com mecanismo de ação diferente dos azóis encontra-se

o cloridrato de terbinafina (TBF), pertencente à classe das alilaminas, com atuação

sobre a enzima epoxidase da célula fúngica, especialmente indicada para

infecções cutâneas produzidas por fungos do grupo dos dermatófitos. Ao contrário

dos imidazólicos, o TBF tem ação fungicida. O TBF é mais seletivo para a célula

fúngica do que a anfotericina B, antifúngico considerado padrão, devido à diferença

das enzimas epoxidases dos mamíferos e dos fungos (GUPTA et al., 2003).

O TBF possibilita administração conjunta com outras drogas e seus efeitos

colaterais ou tóxicos são considerados leves (JAIN, 2000). O fármaco apresenta
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natureza lipofílica (quando na forma de terbinafina base), o que leva ao seu

acúmulo no tecido adiposo e queratinoso. Devido a essas características é

considerado o antifúngico de eleição para o tratamento das dermatofitoses e

onicomicoses (HAY, 1999). O TBF é o fármaco mais importante da classe das

alilaminas, que tem tanto propriedade fungistática quanto fungicida (NOVERR,

2001).

Por tratar-se de um fármaco lipofílico, o TBF concentra-se rapidamente no

estrato córneo, primeiramente por difusão do sistema vascular, com aumento da

concentração no sebo, cabelo e unha (LEYDEN, 1998). A TBF é metabolizada no

fígado independente da via P450, originando metabólitos tais como

carboxiterbinafina, hidroxiterbinafina, desmetil e n-desmetilterbinafina (LEYDEN,

1998).

3.5 Óleos essenciais: Aspectos importantes e características gerais

Os óleos essenciais são metabólitos secundários extraídos de diversas

partes de plantas. Eles possuem composição química complexa e garantem aos

vegetais vantagens adaptativas no meio em que estão inseridos. Esses óleos são

compostos voláteis, extraídos de plantas por diversos processos, onde o mais

utilizado é a destilação por arraste de vapor d'água. Os óleos essenciais podem

ser usados como importantes princípios ativos em produtos destinados à

terapêutica, por possuírem uma variedade de efeitos farmacológicos (MIRANDA et

al., 2016; VIEIRA et al., 2018). São compostos principalmente de mono e

sesquiterpenos e de fenilpropanoides, metabólitos que conferem suas

características organolépticas (BIZZO et al., 2009).

O aumento da atividade biológica dos óleos essenciais tem se mostrado

dependente da composição de seus constituintes químicos. Estes constituintes são

responsáveis pelas propriedades antissépticas, antibacteiranas, antifúngicas e
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antiparasíticas (LIMA et al., 2006).

Utilizam-se diferentes métodos de extração para isolar tais óleos,

devendo-se ressaltar que, dependendo do método, a composição do óleo pode

variar significativamente (CASSEL et al., 2009). Alguns dos métodos de extração

mais utilizados são: hidrodestilação, extração por solventes orgânicos, destilação a

vapor, extração por fluido supercrítico, enfloração, prensagem a frio, dentre outros.

A proporção de óleos essenciais extraídos por destilação a vapor é de 93%,

enquanto que os 7% restantes são extraídos utilizando os outros métodos

(YUSOFF et al., 2011). Além disso, a análise da composição química destes óleos

é realizada através de cromatografia gasosa, a fim de identificar os óleos, seus

componentes e realizar a definição de sua pureza (PADOVAN et al., 2017).

3.5.1 Óleo essencial de Melaleuca

O gênero Melaleuca, pertencente à família Myrtaceae, inclui

aproximadamente 100 espécies nativas da Austrália e Ilhas do Oceano Índico.

Melaleuca alternifolia é comumente conhecida na Austrália como "árvore de chá",

florescendo principalmente em áreas de pântano, próximas de rios. O principal

produto é o óleo essencial (TTO - tea tree oil), de grande importância medicinal por

possuir comprovada ação bactericida e antifúngica contra diversos patógenos

humanos, sendo utilizado em formulações tópicas. É extraído da planta por

hidrodestilação ou destilação por arraste a vapor (GUSTAFSON et al., 1998;

CARSON et al., 2006).

A composição do óleo é regulada pelo padrão ISO 4730, no que se refere às

concentrações de cada um dos seus componentes. Esse óleo essencial tem como

principal constituinte o terpinen-4-ol, seguido de gama-terpieno e alfa terpieno aos

quais se atribui o amplo espectro de atividade biológica, bem como, a atividade
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antimicrobiana (FLORES et al., 2011 CASARIN et al., 2017).

Mais especificamente, dentre os cerca de 100 componentes, sendo alguns

utilizados como marcadores para controle de qualidade e relatados no laudo de

análise emitido por fornecedores, o terpinen-4-ol é o componente majoritário

(≥30%) e que possui maior atividade antimicrobiana, induzindo perda de

membrana e interferindo na integridade e fisiologia bacteriana. Outros

componentes como o 1,8 cineol, que é considerado irritante à pele, aumenta a

permeabilidade da membrana, facilitando a entrada de outros agentes

antimicrobianos, sendo descrito como detentor de efeito antimicrobiano

(OLIVEIRA, 2011).

Entretanto, faz-se necessário ressaltar que o TTO na sua forma pura

apresenta relativa fototoxicidade e potencial alergênico no que se refere ao uso

tópico, também podendo haver oxidação dos constituintes durante o

armazenamento (FLORES et al., 2013; CARSON et al., 2006).

3.6 Nanopartículas

A nanotecnologia consiste no desenvolvimento, caracterização e aplicação

de materiais em escala nanométrica (MIHRANYAN et al., 2012; MORITZ et al.,

2013). Até o presente momento, pesquisadores da área de química reconhecem

diversos nanossistemas que se diferenciam de acordo com sua composição.

Dentre os sistemas nanométricos, destacam-se os lipossomas, as NE e as

nanopartículas. Os lipossomas (Figura 2a) têm estruturas de membranas em

bicamada lipídicas compostas de fosfolipídios. As NE (Figura 2b) são dispersões

compostas por dois líquidos imiscíveis, como óleo e água (O/A). As nanopartículas

podem ser subdivididas em nanopartículas lipídicas sólidas (Figura 2c),

semelhantes às NE (O/A), mas o óleo é substituído por um lipídio sólido e;

23



carreadores lipídicos nanoestruturados (Figura 2d), os quais são produzidos a

partir da mistura entre lipídios sólidos e lipídios líquidos; nanocápsulas (Figura 2e),

nas quais o polimérico está disposto ao redor de um núcleo oleoso; e nanoesferas

(Figura 2f), formadas por uma matriz polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003;

SILVA, 2004; MÜLLER, 2007; KHAN et al., 2012; WANG et al., 2014).

Figura 2 - Figura esquemático dos sistemas nanoestruturados: (a)

lipossoma; (b) nanoemulsão; nanopartícula lipídica sólida; (d) carreador lipídico

nanoestruturado; (e) nanocápsula e; (f) nanoesfera.

Fonte: a autora

3.7 Nanoemulsões

A determinação do diâmetro de gotícula e da sua distribuição é uma análise

fundamental nas nanoemulsões independente do uso destinado. Apesar da

instabilidade termodinâmica, as nanoemulsões são sistemas cineticamente

estáveis e apresentam diversas potencialidades como sistemas carreadores de

fármacos (BRUXEL et al., 2012).
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A maturação de Ostwald, também conhecida como envelhecimento de

Ostwald, é o mecanismo principal para a desestabilização de NE, o qual surge da

polidispersão de uma emulsão e da diferença de solubilidade e/ou dos potenciais

químicos entre as partículas pequenas e grandes (KOUENIATIS et al., 2010).

Diversos componentes (óleos, tensoativos e adjuvantes) e vários métodos

de preparo são empregados no desenvolvimento de NE. Os métodos podem ser

divididos basicamente em métodos de alta e baixa energia. Os métodos que

empregam alta energia incluem a microfluidização, homogeneização à alta

pressão e sonicação (TADROS et al., 2004).

Outros métodos não fazem o uso da energia externa promovida pelos

métodos físicos, sendo denominados de métodos de emulsificação de

baixa-energia, pois fazem uso da energia química armazenada nos componentes

(SOLANS et al.,2005). Dentro desta classe estão incluídos métodos como a

emulsificação espontânea (BOUCHEMAL et al., 2004), que se baseia na dispersão

de uma solução solvente-óleo na fase aquosa, com subseqüente evaporação do

solvente e redução do volume sob pressão reduzida.

4. METODOLOGIA

4.1 Preparo das nanoemulsões

As preparações de NE foram realizadas através do método de emulsificação

espontânea (BOUCHEMAL et al., 2004). A metodologia para se obter

nanoemulsões por emulsificação apresentou os seguintes passos: primeiramente,

preparou-se triplicatas de soluções orgânicas composta por diferentes

concentrações de TTO,e concentrações fixas de TBF, etanol, acetona e tensoativo

de baixo EHL Span®60 (Tabela 1), aquecida em banho-maria (40 °C) até a

completa dissolução dos constituintes.
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Tabela 1 - Composição quali-quantitativa das nanoemulsões contendo

cloridrato de terbinafina associados ou não com óleo essencial de Melaleuca

alternifolia.

Fonte: a autora

Após preparada, a fase oleosa foi vertida lentamente e sob agitação

moderada através de barras magnéticas de um funil estreito sob a fase aquosa

composta de uma solução de tensoativo de alto EHL (Tween 80®) em água

ultrapura - MilliQ® (Figura 3). Após a formação das NE, a solução foi mantida sob

agitação moderada durante 20 minutos.

Figura 3 - Esquema representativo do processo de preparação das NE pelo

método de emulsificação espontânea (a) Preparação da fase orgânica sob agitação

. (b) Preparação da fase aquosa em agitação. (c) Fase orgânica sendo dispersa na

fase aquosa.

Fonte: a autora
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Em seguida, a suspensão foi concentrada em evaporador rotatório para

eliminação do solvente orgânico e parte da água até obtenção de 10 mL de NE.

Como controle, foi preparada, de modo semelhante, NE contendo TTO mas sem o

fármaco TBF, sendo denominada NB1. As formulações foram acondicionadas em

frascos de vidro âmbar, protegidos da luz, em temperatura ambiente.

4.2 Caracterização físico-química de nanoemulsões contendo óleo de

Melaleuca alternifolia e cloridrato de terbinafina

4.2.1 Determinação da distribuição e do tamanho das partículas

O tamanho de partícula foi avaliado pela técnica de difratometria de laser
utilizando o equipamento Mastersizer® 2000 (Malvern Instruments). Os dados de
difração de laser obtidos foram avaliados utilizando o valor D [4,3] que representa o
diâmetro médio baseado no volume da partícula.

Os dados de difração de laser obtidos foram avaliados utilizando o valor
d4,3, que representa o diâmetro médio baseado no volume da partícula e, ainda, os
valores de 10, 50 e 90% da distribuição (d10%, d50% e d90%, respectivamente)
que indicam a percentagem de partículas possuindo diâmetro igual ou inferior ao
valor determinado. O valor do Span (Equação 1), que é um indicativo da
polidispersão do sistema, também foi utilizado para a caracterização das
formulações.

(01)

Onde, d10, d50 e d90 são os diâmetros representativos de 10%, 50% e 90%
da distribuição, respectivamente, e correspondem ao volume total da NE com
diâmetro menor ou igual a estes valores..
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4.2.2 Determinação de pH

O pH das NE foram determinados com potenciômetro (Hanna®) calibrado

com soluções tampões de pH 4,0 e pH 7,0 diretamente nas formulações de NE.

4.3  Determinação do teor de TBF nas NE

A determinação da concentração total de TBF associado às nanoemulsões

foi realizada por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE, cromatógrafo

Proeminence®, Schimadzu), a 224 nm, utilizando metodologia previamente

validada. Para a determinação da concentração total de TBF (ConcTotal) na

suspensão de NE, 100 µL da formulação foram adicionados a 10 mL (q.s.p) de

metanol, até a completa dissolução. O sistema foi mantido em banho de ultrassom

por 30 minutos e uma alíquota desta solução foi avaliada por CLAE. O teor de TBF

presente nas suspensões de NE foi expresso em mg/mL. Os experimentos foram

realizados em duplicatas.

4.4 Determinação da EE do fármaco

O TBF foi quantificado por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE,

cromatógrafo Proeminence®, Schimadzu), baseando-se em estudos da literatura

(SEPAROVIC e LOURENÇO, 2022). Utilizou-se como fase estacionária uma

coluna LC-18 (150mm x 4,6 mm, 5 µm). Como fase móvel foi utilizada acetonitrila e

metanol, na proporção 50:50 (v:v). Foram utilizados comprimento de onda de

224nm, volume de injeção de 10 µL e fluxo de 0,4 mL/min. Os dados foram

28

https://www.shimadzu.com.br/analitica/cursos/labsolutions/ead/index.shtml


processados usando o software Shimadzu LC Solutions.

A determinação da concentração de ativo associado às nanoemulsões

(eficiência de encapsulação - EE) foi realizada pelo método de

ultrafiltração/centrifugação, onde 300 μL da nanoemulsão foi transferido para

unidades de centrifugação Amicon Ultra-0,5 (Ultracel® - 100 K 100.000 MW;

Millipore, Corp., EUA), seguido de centrifugação (5.000 rpm, 10 min) para separar

o ativo livre do TBF nanoencapsulado. O ultrafiltrado foi coletado e avaliado por

CLAE. A EE do TBF foi calculada a partir da diferença entre a concentração total

de TBF (ConcTotal) encontrada nas suspensões de NE, após sua completa

dissolução em metanol, e a concentração de ativo livre presente no ultrafiltrado

(ConcUltrafiltrado). A EE foi calculada conforme Tagliari et al., (2012)  (Equação 2):

(02)

Onde:

ConcTotal = concentração total de ativo encontrada na nanoemulsão após

dissolução das nanopartículas;

ConcUltrafiltrado = concentração de ativo livre encontrada no ultrafiltrado.

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 Preparo das nanoemulsões

Com a finalidade de avaliar a influência do fármaco sobre as características

físico-químicas das nanoemulsões e otimizar as condições de preparação,

formulações com diferentes concentrações de TTO foram preparadas pela técnica

de emulsificação espontânea (BOUCHEMAL et al., 2004). As formulações NE1,
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NE2 e NE3 desenvolvidas apresentaram coloração branca leitosa (Figura 4), odor

característico do TTO e aspecto homogêneo sob análise visual.

Figura 4 - Características da NE

Fonte: a autora

5.2 Caracterização físico-química de nanoemulsões contendo óleo de

Melaleuca alternifolia e cloridrato de terbinafina

5.2.1 Determinação da distribuição do tamanho das partículas

A hipótese fundamental na difração do laser é o padrão de espalhamento de
luz formado no detector que é um somatório de padrões de espalhamento
produzido por cada partícula que está sendo amostrada (KIPPAX, 2005).

A literatura destaca que o diâmetro é influenciado pela composição
qualitativa e quantitativa das formulações e pelo método de preparo utilizado. Um
aumento de 10% na concentração de óleo pode aumentar o diâmetro
significativamente. A composição da interface, bem como a quantidade de
tensoativos e cotensoativos, também têm demonstrado influenciar esta
característica (BRUXEL et al., 2012).
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Neste trabalho, a análise por difratometria de laser mostrou que o tamanho

de partícula das nanoemulsões desenvolvidas variou de 371 a 449 nm, span 0,556

a 0,576 (Tabela 2) respectivamente e perfil de distribuição granulométrica (Figura

5,6 e 7).

Tabela 2 - Difratometria de laser e Span

Fonte: a autora

Figura 5 - Perfil de distribuição granulométrica da NE1

Fonte: Software mastersizer
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Figura 6 - Perfil de distribuição granulométrica da NE2

Fonte: Software mastersizer

Figura 7 - Perfil de distribuição granulométrica da NE3

Fonte: Software mastersizer

O tamanho das partículas mostrou-se dependente da concentração de TTO

adicionada ao sistema, detectando-se aumento significativo no tamanho das

gotículas das nanoemulsões contendo igual quantidade de tensoativo. As

formulações com os maiores tamanhos de partícula foram desenvolvidas com as

maiores concentrações de TTO. Esses valores confirmam a hipótese de que a

concentração de óleo e/ou ativo de consistência oleosa utilizada na formulação é

fator determinante no diâmetro de partícula (SCHAFFAZICK et al., 2003).

De modo semelhante, Hosseini e colaboradores (2013), observaram que o

tamanho médio das nanopartículas de quitosana e trifosfato de sódio contendo
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carvacrol aumentou proporcionalmente à quantidade de ativo adicionada ao

sistema, ainda que todas as formulações tenham apresentado tamanhos de

partícula em escala nanométrica.

5.2.2 Determinação de pH

A determinação do pH de uma nanoemulsão pode ser indicativo de sua

estabilidade e aplicabilidade para via tópica. O valor de pH fornece informações

sobre a estabilidade do sistema, pois sua redução pode indicar a presença de

ácidos graxos livres na formulação, provenientes da hidrólise do sistema tensoativo

(fosfolipídeos) (KLANG et al., 1998). O pH está diretamente relacionado com as

condições de armazenamento e processamento das formulações.

Os valores de pH encontrados nas NE em estudo estão descritos nas

tabelas 3 . Todas as preparações apresentaram valores de pH próximos 3,8, sendo

classificados como ácidos; contudo, em decorrência da resistência própria da

lâmina ungueal, esse valor de pH não promove danos para as unhas, nem para as

mãos, já que, a camada córnea da pele apresenta pH de 4 a 5,5 (ROCHA, 2007).

Desse modo, as NE com TBF apresentaram pH próximo ao fisiológico para a área -

a que se destinam. A formulação NB1, por sua vez, apresentou pH ligeiramente

mais alta, mostrando que a presença do fármaco interfere no valor de pH da

formulação.

Tabela 3 - Valores de pH de diferentes lotes de NE contendo TTO em

diferentes concentrações e cloridrato de terbinafina

Fonte: a autora
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5.3 Determinação do teor  de TBF nas NE

O método desenvolvido para quantificação do TBF por CLAE apresentou

tempo de análise de 15 minutos, com tempo de eluição do TBF em 12 minutos,

conforme demonstrado na Figura 8 .

Figura 8 - Perfil cromatográfico do TBF em solução de metanol (10 µg/mL)

utilizando uma coluna LC-18 (150mm x 4,6 mm, 5 µm). Fase móvel constituída por

metanol e acetonitrila, na proporção 50:50 (v/v). Comprimento de onda: 224 nm.

Fluxo 0,4 mL/min.

Os resultados obtidos na quantificação do ativo TBF presente nas

formulações estão resumidos na Tabela 4.
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Tabela 4 - Doseamento cloridrato de terbinafina em diferentes lotes de NE

contendo TTO em diferentes concentrações .

Fonte: a autora

Os valores apresentados na tabela 4 demonstram que a concentração real

de TBF encontrada nas formulações foi diferente da concentração teórica

planejada, podendo ter ocorrido perda do fármaco durante o processo de

preparação. Neste caso, a hidrofilicidade do TBF e lipofilicidade do TTO é uma

questão a ser considerada.

5.4 Determinação de EE do fármaco

Já os percentuais encapsulados encontrados no ultrafiltrado através do

procedimento de ultrafiltração/centrifugação e expressos na tabela 5, indicam que

apenas uma quantidade muito baixa não foi encapsulada. Assim, a EE foi alta e

não variável com a concentração de TTO utilizada. Considerando este resultado e

a baixa lipofilicidade do TBF, isto pode ser um indicativo de que o fármaco não

esteja solubilizado no núcleo oleoso, mas aprisionado pelo sistema tensoativo junto

às nanoestruturas.

Tabela 5 -  Valores de eficiência de encapsulação

Fonte: a autora
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6. CONCLUSÕES

NE de TBF foram preparadas com diferentes concentrações de TTO. Dentre

as formulações desenvolvidas, aquela contendo a menor concentração apresentou

o menor tamanho. Os valores obtidos pelo doseamento, indicam que pode ter

havido perda do TBF durante o preparo das NE. A TBF foi incorporada com alta

eficiência de encapsulação.

Este trabalho mostrou a viabilidade da preparação de NE contendo TBF e

TTO. Adicionalmente, ensaios complementares de caracterização físico química,

como avaliação do perfil de liberação, além da avaliação da atividade antifúngica e

avaliação da permeação in vitro, podem ser realizados. Assim, estes sistemas

carreadores poderão representar, futuramente, uma alternativa à utilização

sistêmica de TBF destinada para infecções fúngicas.
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