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RESUMO

Atualmente, a terapéutica das onicomicoses esta baseada em trés formas de tratamentos:
terapia tdpica, terapia sistémica e terapia topica e sistémica. Alguns fatores podem interferir
na resposta terapéutica, como a adesdo ao tratamento, possibilidade de interagdes
medicamentosas e a fatores relacionados ao estado clinico do paciente, fatores
epidemioldgicos e avaliacdo laboratorial. Ainda, existem fatores relacionados aos
microrganismos, como a emergéncia da resisténcia aos antifungicos, a qual alerta para a
necessidade do desenvolvimento de estratégias que possam evitar a sua propagagdo. Assim, o
objetivo deste estudo foi produzir uma formulacdo microparticulada inovadora contendo
diidroxiacetona (DHA) e avaliar seus efeitos in vitro frente a Candida spp. através da
avaliacdo da CIM e CFM. A formulacdo de microparticulas de DHA (MpDHA) foi preparada
pelo método de asperséo e, apos o preparo, foi realizada a incorporagcdo das mesmas em um
gel. Posteriormente, foi verificada a sensibilidade in vitro de isolados fangicos frente as
MpDHA. A determinacdo do didametro da particula mostra através da polidispersdo (SPAN)
que foi de 1,299 das MpDHA, onde alcancaram valores de referéncia para o método utilizado.
A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) obtida para a DHA livre e para a MpDHA
apresentaram igualmente 1,56 mg/mL. Observando o resultado da Concentracdo Fungicida
Minima (CFM) pode-se perceber que a MpDHA apresentou efeito fungicida em
concentracdes inferiores ao farmaco livre. No entanto, o ensaio in vitro de sensibilidade
antifngica ao gel de microparticulas precisa de melhoramento na sua padronizagédo, pois ndo
foram obtidos resultados conclusivos. De acordo com os resultados desse estudo, conclui-se
que as microparticulas contendo DHA obtiveram um tamanho ideal, com distribuicdo
uniforme e formato regular, preservando a atividade antifungica e potencializando o efeito

fungicida contra os micro-organismos avaliados.

Palavras-chave: diidroxiacetona, onicomicoses, candidiase, microencapsulacao.



ABSTRACT

Currently, the treatment of onychomycosis is based on three forms of treatments:
topical therapy, systemic therapy and topical and systemic therapy. Some factors may
interfere in the therapeutic response, such as adherence to treatment, possibility of drug
interactions and factors related to the patient's clinical status, epidemiological factors and
laboratory evaluation. Also, there are factors related to microorganisms, such as the
emergence of antifungal resistance, which warns of the need to develop strategies that can
prevent its spread. Thus, the objective of this study was to produce an innovative
microparticulate formulation containing dihydroxyacetone (DHA) and to evaluate its effects
in vitro against Candida spp. through the evaluation of the CIM and CFM. The DHA
microparticle formulation (MpDHA) was prepared by the sprinkling method and, after the
preparation, the incorporation of the same into a gel was carried out. Subsequently, the in
vitro susceptibility of fungal isolates to MpDHA was verified. The determination of the
particle diameter showed through the polydispersion (SPAN), which was 1,299 of MpDHA,
where they reached reference values for the method used. The Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) obtained for free DHA and for MpDHA also showed 1.56 mg / mL.
Observing the result of the Minimum Fungicide Concentration (CFM), it can be seen that
MpDHA showed a fungicidal effect at concentrations lower than the free drug. However, the
in vitro assay of antifungal sensitivity to microparticle gel needs to be improved in its
standardization, since conclusive results have not been obtained. According to the results of
this study, it was concluded that the DHA-containing microparticles obtained an ideal size,
with uniform distribution and regular shape, preserving the antifungal activity and

potentiating the fungicidal effect against the microorganisms evaluated.

Keywords: dihydroxyacetone, onychomycosis, candidiasis, microencapsulation.
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1.INTRODUCAO

Onicomicose ¢ um termo amplo atribuido as infec¢cdes fungicas que atingem as unhas,
podem ser causadas por fungos dermatéfitos, leveduras e fungos filamentosos nao
dermatdfitos. Os dermatdfitos sdo um grupo de fungos filamentosos taxonomicamente
classificados nos géneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton, que se caracterizam
pela capacidade de invadir tecidos queratinizados como pele, pelo e unhas, causando
infeccdes superficiais (KIOSHIMA et al., 2002). Candida spp. é uma levedura pertencente a
microbiota, mas se classifica como um microrganismo oportunista, podendo ocasionar
também infecgdes flngicas como candidiase oral, candidiase vaginal, intertrigo, paroniquia e
onicomicoses (ROSSI T. et al., 2011).

O tratamento para as onicomicoses tem terapias bem distintas como: terapia tdpica,
terapia sistémica e terapia combinada (topica e sistémica). Sendo assim, fatores que possam
interferir na escolha do antifingico alteram a resposta terapéutica (RAJAN & VASUDEVAN,
2012). No entanto, o0 aumento da resisténcia aos antifungicos precisa de uma atencao especial
(MENEZES, 2009). Dessa forma, novos ativos com possivel acdo antifingica vém sendo
testados. Estudo realizado por Stopiglia e colaboradores (2011) mostrou que a diidroxiacetona
apresenta atividade antifungica in vitro frente a diversas cepas de Candida spp. e
dermatdfitos. Este ativo pode ter sua atividade potencializada utilizando-se a técnica de
microencapsulacdo, que € uma alternativa para alterar as condi¢des fisico-quimicas dos
principios ativos, aumentando sua eficadcia e diminuindo seus efeitos adversos. As
microparticulas sdo formadas por uma membrana que envolve pequenas particulas do ativo
com o objetivo de proteger o material das condi¢des adversas do meio, tais como luz,
umidade, oxigénio e interagdes com outros compostos, estabilizando o produto, aumentando a
vida atil e promovendo a liberacdo controlada do encapsulado em condicGes pré—
estabelecidas (SANTQOS, 2005).
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2. JUSTIFICATIVA

As onicomicoses séo infecgOes causadas por fungos que se alimentam da queratina,
proteina que forma a maior parte das unhas. As unhas dos pés sdo as mais afetadas por
enfrentarem ambientes Umidos, escuros e quentes com maior frequéncia do que as das maos.

A terapia medicamentosa da onicomicose é geralmente, prolongada, pouco efetiva e
de alto custo. Para o tratamento convencional sdo administrados antifingicos em associagdo e
por longos periodos. Além disso, o impedimento para permear as camadas das unhas € uma
das grandes dificuldades para a acdo destes farmacos. Isso impulsiona um aumento da
resisténcia microbiana aos farmacos usuais, com altos indices de recidiva dessas micoses. Por
isso, atualmente existe a necessidade de desenvolver novas alternativas tecnoldgicas e op¢des
terapéuticas que possam aperfeicoar a liberacdo dos farmacos e seu padrdo posolégico, além

de ter a disponibilidade de agir em sitios especificos.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral
O objetivo do presente trabalho foi produzir uma formulagdo microparticulada
inovadora contendo diidroxiacetona e avaliar o efeito in vitro frente a fungos dermatofitos e

Candida spp.

3.2 Objetivos Especificos

- Desenvolver um carreador polimérico microparticulado para encapsulacdo de
diidroxiacetona;

- Realizar estudos de pré-formulacdo a fim de definir a compatibilidade entre os
componentes utilizados na preparacdo das microparticulas de diidroxiacetona e uma base
comercial para sua veiculacao;

- Produzir uma base liquida espessada com viscosidade adequada (gel) para utilizagdo
topica em unhas capaz de veicular as microparticulas preparadas;

- Avaliar in vitro a sensibilidade de fungos dermatéfitos e Candida spp. frente a

formulacéo de diidroxiacetona produzida.
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4. FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 Diidroxiacetona

A 1,3-dihidroxipropan-2-ona, ou diidroxiacetona (DHA) é uma molécula simples de
trés carbonos aquiral e ndo tdxica, fisiologicamente formada no ciclo de Krebs (PETERSEN
et al., 2004). Atualmente é muito utilizada na industria de cosmeéticos como principio ativo
dos bronzeadores artificiais (MISHRA; JAIN; KUMAR, 2008; HU & ZHENG, 2011), como
intermediario em sinteses quimicas (FENG et al., 2012) e em produtos farmacéuticos,
principalmente para o tratamento de doencas de pele (FESQ et al., 2001).

Embora desde a década de 20 a DHA tenha sido observada como agente de coloragédo
da pele, somente na década de 50 estudos possibilitaram reproduzir consistentemente este
efeito. Nessa época, Eva Wittgenstein estudava o uso de DHA como farmaco por via oral no
tratamento de criangas com deficiéncia no armazenamento de glicogénio (MISHRA et al.,
2008). Foi observado que essa substancia conferia uma coloracdo acastanhada a pele, quando
em contato com a mesma. Continuando a estudar esse efeito, Eva Wittgenstein verificou que
este atingia apenas a camada superficial da pele. Tais pesquisas abriram caminho para 0s
bronzeadores artificiais e em 1960, a DHA foi aprovada pelo 6rgao americano Food and Drug
Administration (FDA) para uso em produtos cosméticos, como bronzeadores artificiais, na
proporcéao de 5-15% (p/p) (SENEVIRATNE et al., 2012).

A principal vantagem do uso da DHA nestes produtos é proporcionar um bronzeado
sem a necessidade de exposicdo ao sol, ou seja, protegido dos efeitos malignos das radiacGes
solares e sem o risco de desenvolvimento de cancer. O cancer de pele é o mais frequente no
Brasil, com alto indice de metastase, correspondendo a 25% dos casos de tumores registrados.
A estimativa é que em 2018 ocorram 165 mil novos casos (INCA, 2017). No bronzeamento
artificial, a DHA reage com os aminoacidos presentes na camada superior da pele, o estrato
cérneo, para produzir um efeito de escurecimento, devido ao pigmento melanoidina que se
assemelha a melanina. O mecanismo de agdo é baseado na reagdo de Maillard, onde os
carboidratos reagem com aminoacidos para produzir a pigmentagcdo marrom (CIRIMINNA et
al., 2006). A intensidade da cor desenvolvida é diretamente proporcional a concentracdo de
diidroxiacetona usada. Devido a penetracdo apenas até ao estrato corneo, ndo causa quaisquer
efeitos nocivos sobre a pele (FUSARO; RICE, 2005). A cor marrom obtida na pele ndo
absorve na extremidade inferior do espectro visivel, conferindo protecdo contra radiacédo
ultravioleta do tipo A (UVA) e assim um efeito modesto sobre o fator de protecdo solar
(FPS), fornecendo protecéo FPS 3 ou 4 (LEVY, 2001).
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A DHA tem sido estudada como alternativa no tratamento do vitiligo, doenca de
despigmentacdo da pele com uma prevaléncia mundial de 0,5-4%, afetando principalmente os
jovens (FESQ et al., 2001). Na maioria dos casos, as maos, 0s pés e o rosto sdo afetados,
acarretando modificacOes estéticas com impacto psicologico. Além disso, ha relatos do uso
topico da DHA para protecdo da pele de pessoas com doencas que nao permitem exposi¢do ao
sol ou com manchas e, também, como auxiliar no tratamento fotoquimioterapico da psoriase
(MISHRA et al., 2008). Também foi descrito seu uso tdpico no tratamento da porfiria
variegata, um subgrupo hepatico de porfiria, sendo essa uma deficiéncia enzimatica na
formagdo do grupo heme, acarretando no acumulo de metabdlitos intermediarios deste
(ASAWANONDA; OBERLENDER; TAYLOR, 1999). Estudos in vivo relataram sua acéo na
reducdo do ganho de peso, quando utilizada na suplementacao alimentar de ratos (OBEID et
al., 2005). A diidroxiacetona também foi estudada quanto ao seu potencial de estimular a
secrecdo de insulina, em células pancreaticas do tipo beta (JUNTTI-BERGGREN et al.,
2003). Além disso, ha potencial aplicacdo em farmacos antimalaricos e anti tripanossémicos,
visto que alguns estudos demonstraram que as aquaporinas presentes em Trypanosoma brucei
sdo permeaveis a DHA. No entanto, tal protozoario parece ndo possuir enzimas responsaveis
pela metabolizacdo da mesma, o que a tornaria toxica para essas células (UZCATEGUI et al.,
2007). Ainda hé relatos do seu uso como antidoto contra envenenamento por cianeto, como
antioxidante e como agente na melhoria da resisténcia aerébica (NGUYEN; NEVOIGT,
2009). Estudo realizado por Stopiglia e colaboradores (2011) mostrou que a diidroxiacetona
apresentou atividade antifingica in vitro frente a 34 isolados de Candida spp. e 14 isolados de
dermatofitos, sendo um desses o Trichophyton rubrum.

A DHA também encontra aplicagdo como intermediario na sintese de farmacos e

outros produtos de quimica fina (MISHRA et al., 2008). Os dois grupos funcionais hidroxila
presentes em sua estrutura a tornam um interessante intermediario sintético para uma gama de
compostos quimicos. Pode ser citada a sintese do metotrexato, usado no tratamento
quimioterapico do cancro (GATGENS et al., 2007).
E possivel sintetizar a DHA por via quimica ou eletrocatalitica, mas a via microbiana é a mais
viavel por apresentar baixo custo, condi¢Bes brandas de realizagdo do processo, processo
ambientalmente limpo e a facilidade de purificacdo do produto (NGUYEN; NEVOIGT,
2009).
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4.2 Microparticulas poliméricas

O termo microparticula é resultante do tamanho dessas particulas que, geralmente,
revelam um didmetro médio entre 1 e 100 um. Para a obtengdo de microparticulas, ¢ possivel
utilizar diversos polimeros com capacidade de liberar o farmaco por mecanismos de difuséo
e/ou de degradacdo (erosdo) do material polimérico. Normalmente, as microparticulas podem
ser divididas em dois tipos de estruturas, as microesferas e as microcapsulas (Figura 1)
(MENDES, 2011), as microcapsulas sdo particulas constituidas por um nucleo interno que
contém a substancia ativa recoberta por uma camada de polimero de espessura variavel e as
microesferas, por sua vez, sdo sistemas matriciais constituidos por uma matriz polimérica no

qual a substancia carreada esta uniformemente distribuida (PEREIRA et al., 2006).

Figura 1: Modelos de estrutura das microparticulas

microcapsula microcapsula microcapsula microcapsula microesfera
com nucleo comnucleo com microdo- com microdo- com amistura

solido ndo-sdlido minios ou minios ou molecular da
nanodominios nanodominios matriz polimeé-
solidos ndo-sdlidos rica e doagente
encapsulado
dominio unico mistura molecular

Fonte: Birnabaum & Brannom-Peppas (2003)

4.3 Onicomicose

4.3.1 Anatomia e composicdo da unha

Para compreender melhor a patogénese das onicomicoses é fundamental entender a
estrutura da unha. De acordo com Gomes, Lencastre e Lopes (2012), a composi¢cdo e as
propriedades ungueais sao constituidas por um conjunto de estruturas, onde cada uma tem sua
funcdo (Figura 2). A lamina ungueal é composta por células epiteliais queratinizadas; a matriz
ungueal é composta por um epitélio que fixa a unha ao seu leito e suas células produzem a
queratina rigida do leito que € localizado entre a matriz e o hiponiquio, sendo esse Ultimo a
porcao entre a parte livre da placa e o sulco distal; o hiponiquio age principalmente como uma
barreira de protecdo, impedindo a entrada de agentes infecciosos na extremidade distal da
unha. A parte proximal da unha € coberta por uma extensdo de pele, que € protegida pelo

eponiquio, também conhecida como cuticula, cuja funcdo também é prevenir a entrada de
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fungos e bactérias. A por¢do ventral da placa consiste de queratina flexivel, que é produzida
pelas células do leito, na qual esta firmemente ligada (THOMAS et al., 2010).

Figura 2- Composicao estrutural da unha.

Matriz proximal Prega
periunguadl

Lunula

Matriz ventral

Lamina

/ ungueal

Sulco ungueal

Fonte: Bega (2006).

4.3.2 Etiologia da onicomicose

A invasdao da unidade ungueal por fungo € denominada onicomicose. O termo
onicomicose ¢ derivado do grego “onyx” (unha) e “mykes” (fungo) (KAUR; KASHYAP;
BHALLA, 2008), a qual pode ser causada por fungos dermatdfitos, leveduras e fungos
filamentosos ndo dermatofitos. A onicomicose é considerada uma das dermatoses mais
recorrentes, sendo responsavel por 15 a 40 % das alteragcBes ungueais. Sdo classificadas
clinicamente em onicomicose subungueal distal, onicomicose superficial branca, onicomicose
proximal subungueal e onicomicose distrofica total (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DERMATOLOGIA, 2018).
a) Onicomicose subungueal distal: E a forma mais comum da infeccio. O organismo
infectante invade o leito da unha, comecando pelo hiponiquio e entdo migra para a regido
proximal da unha através da matriz subjacente. Ocorre uma hiperqueratose subungueal,
causando o destacamento e a coloragio amarelada da lamina da unha Figura 3 (ATAIDES,
2010);
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Figura 3: Lesdo subungueal distal

- -

Fonte: Lima et al. (2007)

b) Onicomicose subungueal proximal: é o subtipo relativamente incomum, e ocorre quando o
organismo infectante invade a unha pela regido proximal através da éarea da cuticula, e migra
para a regido distal. As apresentacGes clinicas incluem hiperqueratose subungueal podendo
observar uma reagdo inflamatoria, onicélise proximal, leuconiquia e destruicdo da ldmina na
regido proximal - Figura 4 (ATAIDES, 2010);

Fonte: Lima et al. (2007)

c) Onicomicose distrofica total: Representa a evolucdo das lesdes, que se caracteriza pela
fragilizacdo e queda de todas as l&minas ungueais, persistindo apenas alguns restos de
queratina aderida ao leito ungueal - Figura 5 (ATAIDES, 2010);
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Figura 5 — Lesdo distrofica total

Fonte: Lima et al. (2007)

d) Onicomicose superficial branca: Os fungos invadem diretamente a camada superficial da
camada da lamina da unha, podendo ser reconhecida pela presenca de uma regido bem
delineada opaca na lamina externa da unha, caracterizada pela localizacdo superficial do
fungo na superficie dorsal da lamina ungueal. Quando a infeccdo progride, as regides opacas

coalescem e a unha se torna aspera e mole - Figura 6 (ATAIDES, 2010).

Figura 6 — Lesdo superficial branca

Fonte: Lima et al., (2007)

4.3.3 Onicomicoses causadas por dermatofitos

Os dermatéfitos sdo um grupo de fungos filamentosos que taxonomicamente
classificam-se nos géneros: Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton (ELEWSKI,
1998) e caracterizam-se pela capacidade de invadir tecidos queratinizados como pele, pélo e
unhas, representam cerca de 70% das infecgdes humanas e acometem, preferencialmente,
seres humanos e, raramente, animais. Exemplos de micro-organismos dessa classe séo:

Trichophyton tonsurans, Trichophyton violaceum, Trichophyton soudanense e Trichophyton
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rubrum (COELHO et al., 2008), sendo Trichophyton rubrum a espécie mais frequentemente

encontrada em onicomicoses (HEIDRICH et al., 2015).

4.3.4 Onicomicose causada por Candida spp.

O género Candida é constituido de aproximadamente 200 espécies diferentes de
leveduras, que colonizam diversos sitios corporeos, tais como, orofaringe, cavidade bucal,
dobras da pele, secrecbes bronquicas, vagina, urina e fezes (SCHULZE et al., 2009). Estes
micro-organismos estdo presentes na microbiota da pele e mucosas do homem, desde o
nascimento, e sua relacdo de convivéncia com o hospedeiro ocorre durante toda vida. No
entanto, quaisquer alteragcbes na homeostase do organismo humano, como mudangas
organicas, fisico-quimicas, fisioldgicas ou patoldgicas tanto da pele como nas mucosas,
favorecem a manifestacao infecciosa deste fungo (RIBEIRO et al., 2004).

A onicomicose por Candida albicans é comum em pessoas que tém as mdos imersas
em &gua com frequéncia, sendo um grupo de risco as donas de casa, lavadeiras, jardineiros e
cozinheiros. Esta infec¢do fangica das unhas é muitas vezes acompanhada por paroniquia,
uma infeccdo em torno da unha com um aspecto inchado e inflamado, podendo evoluir para
oniquia que altera a formacdo da unha, que cresce ondulada e com altera¢cdes na superficie,
ocorre com mais frequéncia nas unhas das maos (ATAIDES, 2010).

4.3.5 Epidemiologia

Na atualidade, ainda € desconhecida a real incidéncia e prevaléncia das onicomicoses
nos brasileiros, pois esse tipo de doenca n&o requerer notificacio ao Sistema Unico de Salde
(SUS). Existem alguns fatores que corroboram para esse tipo de doenga: idade, classe social,
ocupacdo, clima, ambiente onde vive e frequéncia de viagem (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE DERMATOLOGIA, 2018).

Mais que uma preocupacdo estética ou cosmética, essa infeccdo pode causar dor e
desconforto, com impactos negativos na autoestima e bem estar do paciente, especialmente
em idosos, diabéticos e imunocomprometidos. Além disso, outros membros da familia podem
ser infectados (LASENNA & TOSTI, 2015).

Algumas atividades do cotidiano também podem estar associadas com o aumento da
incidéncia dessa doenga, tais como: a profissdo, o uso de sapatos e o cuidado das unhas em
sal6es, que podem resultar no aparecimento de traumas e umidade excessiva (KAUR et al.,
2008). Quando as onicomicoses sdo associadas a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

(SIDA), considera-se clinicamente mais agressiva, com implicacBes incomuns da doenca,
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além de afetar a resisténcia ao tratamento convencional. Estima-se que cerca de 15 a 40% dos
portadores de HIV sdo acometidos por onicomicoses, 0 que pode ser diretamente relacionado

ao grau de imunossupressdo (SURJUSHE et al., 2007).

4.3.6 Diagndstico de onicomicoses

A fim de selecionar um tratamento adequado contra as onicomicoses, € necessario
estabelecer um diagnéstico correto, que possibilitara a prescricdo de um tratamento
antifungico especifico, justificando o uso racional de medicamentos que limita o
desenvolvimento de resisténcia (TORRES-RODRIGUEZ, 2006). Atualmente sio mais
utilizados os exames de microscopia direta e a cultura de fungos. O exame de diagndstico por
microscopia direta é um teste micol6gico rapido, que consiste na pesquisa de estruturas
fangicas em uma amostra de unha clarificada com hidroxido de potéssio a 20%. Esse método
pode fornecer cerca de 5 a 10% de resultados falso-negativos (COPETO, 2010), ja 0 exame
micoldgico cultural € uma técnica que consiste na semeadura da amostra em meio de cultura
apropriado ao crescimento de fungos. Essa técnica demanda um maior tempo para a liberacao
do laudo, porém, apresenta resultados mais confidveis quando se pretende estudar a
morfologia microscopica dos fungos (SCOGNAMIGLIO et al., 2010).

4.3.7 Tratamentos convencionais

Atualmente a terapéutica das onicomicoses esta baseada em trés tios de tratamentos
distintos: terapia tOpica, terapia sistémica e terapia combinada (topica e sistémica). Nestas
terapias, alguns dos antifungicos mais utilizados para tratamentos de infeccdes causadas por
dermatofitos sdo: fluconazol, ciclopirox olamina, terbinafina, miconazol, itraconazol,
tioconazol, cetoconazol e griseofulvina (MARTINS, 2016). No entanto, alguns fatores podem
interferir na escolha do antifingico e, consequentemente, na resposta terapéutica, como:
adesdo ao tratamento, possibilidade de interacbes medicamentosas, fatores relacionados ao
estado clinico do paciente, fatores epidemioldgicos e avaliacdo laboratorial (RAJAN &
VASUDEVAN, 2012).

As terapias convencionais sdo eficazes contra dermatofitos, mas ndo é possivel
generalizar, em muitos casos pode ocorrer falha terapéutica. Contudo, nédo sao efetivas para o
tratamento de onicomicoses por fungos ndo dermatéfitos, como é caso da griseofulvina que
apresenta baixa afinidade pela queratina ungueal com taxa de cura de 25,5% (HARDMAN,

LIMBIRD e GILMAN, 2005); O cetoconazol possui maior afinidade pela queratina, mas seus
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efeitos colaterais s&0 um dos limitantes da terapia (SALAS-CAMPOS, GROSS-MARTINEZ
e CARRILO-DOVER, 2009); O itraconazol, tem uma eficicia maior frente o cetoconazol
podendo chegar a 93% de cura nas unhas dos pes, porém, alguns estudos demonstram
hepatotoxicidade (DELARZE & SANGLARD, 2015); A terbinafina apresenta acéo
fungistatica, seus efeitos adversos sdo inferiores aos observados com a griseofulvina e
comparados aos produzidos pelo itraconazol (DELL ROSSO, 2014).

As onicopatias também podem ser tratadas com o uso de ciclopirox olamina 8 % na
forma de esmalte, permitindo a passagem transungueal na unha. Esta substancia tem amplo
espectro contra fungos, inibindo enzimas importantes para a sintese de proteinas e acidos
nucleicos (GHELARD et al., 2014; MARTINEZ-ROSSI, PERES e ROSSI, 2008), porém
como monoterapia possui eficacia menor que 50% nas onicomicoses das méos e 25% nos pés
(NEGRONIH, 2008).
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5. METODOLOGIA

5.1 Preparacdo das microparticulas de Diidroxiacetona

As formulagdes de microparticulas foram preparadas pelo método de aspersdo (spray
drying), utilizando Mini Spray Dryer Biichi® B-290. Para preparacdo das microparticulas, a
diidroxiacetona e o polimero Eudragit® RS 100 foram dissolvidos em uma quantidade de
etanol correspondente a 10% (v/v) do volume total da mistura de solventes. A mistura final
foi obtida por agitacdo magnética e em seguida nebulizada, originando desse modo as
microparticulas. O processo de aspersao ocorreu sob as seguintes condi¢es operacionais:
fluxo de alimentacdo de 3 mL/min, temperatura de entrada de 150°C e bico atomizador de 1,2
mm. A composicdo quali- quantitativa das formulacbes de microparticulas € apresentada na
Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo quali-quantitativa das microparticulas de diidroxiacetona preparadas

pelo método de asperséo.

Componentes Quantidade
Diidroxiacetona 250mg
Eudragit® RS 500mg

Etanol:agua (10:90) qsp 100mL

5.2 Rendimento

O rendimento do processo de preparacdo das microparticulas foi calculado somando-
se a quantidade de todas as matérias-primas utilizadas para o preparo de cada formulacéo,
excluindo-se o sistema solvente, e dividindo pela massa pesada ap0s preparacdo das

microparticulas, conforme descrito na Equacéo 1:

Massa_pesada_final

R(%) =

X100 (Eqg.1)

Massa_matérias_primas

5.3 Analise granulométrica

O tamanho de particula foi avaliado pela técnica de difratometria de laser utilizando o
equipamento Mastersizer® 2000 (Malvern Instruments). Os dados de difracdo de laser
obtidos foram avaliados utilizando o didmetro médio baseado no volume da particula, e ainda
os valores de 10% (diow), 50% (dson) € 90% (dgos) da distribuicdo, que indicam a

percentagem de particulas possuindo diametro igual ou inferior ao valor determinado. O valor
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do Span (Equacdo 2), que é um indicativo da polidisperséo do sistema, também foi utilizado

para a caracterizacao das formulagdes.

Span — d90%_d10% (Eq 2)

dsov

5.4 Preparo da base liquida espessada
Ap0s o preparo das microparticulas, foi realizada a incorporacdo das mesmas em um
gel de Kolliphor® P 188.

5.5 Ensaio in vitro de suscetibilidade fungica as microparticulas

A sensibilidade do isolado Candida albicans 28367 ATCC frente as microparticulas
de DHA produzidas foi avaliada pela técnica de microdiluicdo em caldo, segundo o protocolo
M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI, 2008). O indculo
fangico foi realizado a partir de culturas de 24 horas e padronizado em espectrofotdmetro em
A=530nm, com absorbancia entre 0,08 ¢ 0,1 para obten¢do de aproximadamente 1-5 X 10°
UFC/mL. Posteriormente, o padronizado foi diluido em caldo RPMI 1640 tamponado com
165 mM de acido morfolinopropanosulfénico (MOPS) (SANCHOTENE et al., 2017).

Foram realizadas diluicBes seriadas nas concentracbes 50 a 1,6 mg/mL de
microparticulas de DHA, DHA livre e microparticulas sem principio ativo, em placas de 96
pocos com fundo em U. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada como a
menor concentracdo capaz de inibir totalmente o crescimento do micro-organismo. As
microparticulas sem principio ativo foram utilizadas como farmaco controle nas mesmas
concentracdes das demais. Todos os experimentos foram realizados em triplicada.

A Concentracdo Fungicida Minima (CFM) foi definida como a menor concentragdo
antifingica capaz de matar as células fungicas. Para determinacdo da CFM, uma aliquota de
10 pL dos pogos em que ndo houve crescimento na técnica de microdiluigdo contendo a DHA
livre ou microparticulas de DHA do teste de CIM, com concentra¢fes iguais e maiores que a
CIM, foi transferida para placas de Petri com &gar Sabouraud e incubada a 35°C por 7 dias.
Os testes foram realizados em duplicata para o isolado fangico.

5.6 Ensaio in vitro de suscetibilidade fungica ao gel de microparticulas
O estudo foi realizado com o isolado de Candida albicans 28367 ATCC, disponivel na

Micoteca do Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal do Pampa, Campus
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Uruguaiana-RS. O micro-organismo foi repicado em agar Sabouraud dextrose e incubado a
35°C por 24 horas. Apds este periodo, foi realizada a padronizacdo do indculo fangico, em
espectrofotdmetro, para atingir uma concentracdo de 3 x 10° esporos/ mL, em caldo
Sabouraud dextrose. Posteriormente, em laminas de microscopia previamente esterilizadas,
foram aplicadas aliquotas da suspensdo fungica, formando um filme em toda a superficie da
lamina e, em seguida, o gel contendo as microparticulas de DHA foi aplicado sobre a parte
central do filme fungico.

As concentracbes das microparticulas utilizadas foram 1,6; 25 e 50 mg/mL. O
resultado foi avaliado pela inibigdo do crescimento fungico Figura 7 (Koroishi et al., 2010).
Esmalte de octopirox olamina foi utilizado como farmaco controle e o gel livre de farmaco foi

utilizado como controle negativo (Koroishi et al., 2010).

Figura 7: Exemplos de avaliagcdo de resultados: A) controle de crescimento, B) inibicéo
parcial do crescimento e C) inibicéo total do crescimento.

Fonte: Koroishi et al. (2010)
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Preparacdo das microparticulas de DHA

As microparticulas com Eudragit RS100 sdo Uteis para encapsular farmacos lipofilicos
ou hidrofilicos. Além disso, a secagem de microparticulas poliméricas utilizando a técnica de
spray-drying € uma plataforma promissora para melhorar a estabilidade fisico-quimica das
formulacGes, ou ainda controlar sua liberacdo (GUTERRES, 2009). As microparticulas de
DHA foram obtidas com sucesso seguindo a metodologia previamente descrita. As particulas
foram obtidas a partir de uma emulsdo preparada sob agitacdo e aquecimento e apresentaram

coloracdo branca.

6.2 Rendimento

Os rendimentos obtidos foram de 20% para as formulagdes com DHA e sem DHA,
obtidos pelo método de aspersdo. Os motivos para o baixo rendimento podem ser a perda de
po que fica adsorvido na torre de secagem e ainda, parte dele é perdido pela parte superior do
ciclone.

O ajuste da velocidade de alimentacdo é realizado com a finalidade de que o liquido
presente nas goticulas evapore antes que estas entrem em contato com as paredes da camara
de secagem. Velocidades de alimentacdo excessivas conduzem a diminuicdo da temperatura
de saida e ao acimulo do material sobre as paredes da torre de secagem (MASTERS, 1985;
RANKELL et al., 2001). Alamilla-Beltran et al., (2005),utilizando temperaturas mais baixas,
observou particulas com menor tamanho, que se apresentaram com uma fina crosta, compacta

e irregular.

6.3 Determinacéo do tamanho das particulas

Alguns fatores s@o de extrema importancia para avaliar o tamanho das particulas
produzidas, por exemplo: didmetro médio de particula, didmetro médio do volume e
polidispersdo (SCHAFFAZICK et al., 2003). Logo, apds a preparacdo das microparticulas,
utilizando a técnica de difratometria de laser (DL), observamos que as microparticulas de
DHA alcangaram o diametro médio de particula (D43) de 130,149um e o didmetro médio do
volume (dos) de 120,672 um (Figura 8). Estes valores representam uma singularidade na
forma estrutural destas microparticulas. Além disso, as mesmas também apresentaram uma
baixa polidispersdo (Span) no valor de 1,299, caracterizando homogeneidade. Ou seja, a

formulacéo foi considerada adequada em nosso estudo, pois, o tamanho médio da populagédo
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de particulas foi micrométrica segundo estudo de RAFFIN et al. (2007), indicando uma

melhora nas propriedades fisico-quimicas em relacdo a DHA livre.

Figura 8: Tamanho de distribuicdo das microparticulas de DHA, avaliado pela técnica de

difratometria de laser utilizando o equipamento Mastersizer® 2000 (Malvern Instruments).
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6.4 Concentracdo Inibitéria Minima

Na Tabela 2 estdo expressos os resultados de CIM e CFM obtidos para as
microparticulas de DHA e DHA livre no ensaio de microdiluicdo em placa. A CIM
apresentou as mesmas concentracfes para DHA livre e para MpDHA. Os valores encontrados
para DHA livre estdo na mesma faixa dos descritos por Stopiglia e colaboradores (2011),
onde a DHA apresentou atividade antifungica in vitro frente a diversas cepas de Candida spp.,
na faixa de 1,6 a 50mg/mL.

No entanto, era esperado um melhor resultado de atividade da MpDHA, como descrito
por Fernandes (2008), nos resultados in vitro da avaliacdo de atividade antifungica de Lippia
sidoides, na qual, o ativo encapsulado apresentou maior atividade antifingica frente ao
controle positivo. Estudo de Carneiro e colaboradores (2013) mostrou que as microparticulas
poliméricas de peroxido de benzoila foram capazes de reduzir os efeitos colaterais e
prolongaram o efeito terapéutico do farmaco, além disso, a microencapsulacdo tambem
promoveu a amorfizagdo do farmaco e prolongou sua liberacdo sem alterar a cinética de
liberacdo.. No entanto, para Mirante et al. (2015), é necessario uma otimizacgao do processo de
obtengdo das microparticulas para que as mesmas sejam consideradas como uma alternativa a
novas terapias medicamentosas. As microparticulas tem alto potencial para melhorar a

funcionalidade de ativos em novas formulagGes. Contudo, no presente estudo, as



29

microparticulas utilizadas foram testadas pela técnica de microdilui¢cdo em caldo, que por ndo
reproduzir os tecidos nos quais o agente antifngico serd empregado, pode ndo ser o melhor
método para analise de formulacdes microencapsuladas.

Por outro lado, a CFM apresentou uma melhor atividade das MpDHA em relacdo a
DHA livre. Esse aumento na eficacia dos sistemas microparticulados pode ser explicado pela
tendéncia que os polimeros tém de adsorver na interface, devido aos mecanismos
eletrostaticos e as suas propriedades superficiais hidrofobicas. O tamanho reduzido das
particulas favorece a deposicdo de um maior nimero de particulas na superficie, expondo

assim, uma maior quantidade de substéancia ativa.

Tabela 2: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM)
de Candida albicans 28367 ATCC frente a diidroxiacetona (DHA) na forma livre e

microencapsulada.

Microcapsula DHA DHA livre
(mg/mL) (mg/mL)
CIM 1,56 1,56
CFM 6,25 50,00

6.5 Ensaio in vitro de sensibilidade antifungica ao gel de microparticulas

N&o conseguiu-se obter crescimento fangico no ensaio in vitro de sensibilidade
antifngica ao gel de microparticulas, seguindo a metodologia proposta e, consequentemente,
ndo foram obtidos resultados conclusivos. Dessa forma é essencial a necessidade de refazer o
teste com algumas mudancas na técnica de aplicacdo, pois o gel pode apresentar importantes

caracteristicas antifungicas que ainda nao puderam ser avaliadas.
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7. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

De acordo com os resultados desse estudo, conclui-se que as microparticulas de DHA
alcancaram um tamanho ideal, mantendo um formato regular. Além disso, a atividade
antifungica in vitro quanto a inibi¢do do crescimento microbiano foi mantida, enquanto que o
efeito fungicida foi potencializado pelas microparticulas em relacéo ao farmaco livre.

Faz-se necessario realizar mais testes a fim de se esclarecer totalmente a atividade
antifangica das microparticulas de DHA e avaliar o efeito do gel, pois ndo foi considerada a
acdo do mesmo, além de avaliar a atividade antifingica frente a fungos dermatofitos e frente a
um namero maior de isolados de Candida spp. Isto possibilitard que novas formulacdes ou
compostos responsaveis pela acdo antifungica possam ser mais uma alternativa frente as

onicomicoses.
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