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RESUMO

A onicomicose pode ser causada por leveduras do género Candida, sendo de dificil
tratamento. A terapia convencional pode ser toxica e estar relacionada a resisténcia
fungica. As nanoparticulas polimericas sao sistemas coloidais capazes de melhorar
as propriedades de farmacos, bem como reverter a resisténcia fangica. O objetivo
deste trabalho foi desenvolver e caracterizar nanoparticulas poliméricas com
itraconazol (ITZ) associado ao 6leo essencial de M.alternifolia (TTO) e avaliar o
potencial antifangico em isolados de Candida spp. O teste de inchamento de
polimero foi realizado e indicou adequabilidade em nanoparticulas de Poli (e-
caprolactona) (PCL), utilizando TTO. As nanoparticulas foram obtidas pelo método
de deposicao interfacial do polimero pré-formado, caracterizadas e testadas frente a
isolados de Candida spp pela técnica de microdiluicdo em caldo. Foram realizados
também o perfil de suscetibilidade de ITZ e o TTO isolados, e 0 método de
Checkerboard para avaliar o efeito da associa¢do de ITZ com TTO. A nanocépsula
com ITZ associada ao TTO (NC-TTO ITZ) apresentou um diametro médio de 212nm,
SPAN de 1,93 e pH de 5,90. A CIM do TTO-livre frente a C. albicans ATCC 28367 e
C. parapsilosis ATCC 22019 foi de 37,5 ug/mL e para C.tropicalis ATCC 750 foi de
18,75 pyg/mL. A CIM do ITZ livre frente a todos os isolados testados foi >16 ug/mL. O
teste da associacdo de TTO com ITZ frente a Candida albicans ATCC 28367 e
Candida parapsilosis ATCC 22019 teve como resultado indiferenga (0,5 < ICIF < 4).
O teste de suscetibilidade da NC-TTO ITZ, a todos os isolados de Candida testados,
teve CIM > 512ug/mL para TTO e > 16 pg/mL para ITZ nos sistemas
nanoparticulados, sugerindo que o TTO tem potencial contra leveduras, como
Candidas spp. Assim, considera-se importante padronizar o desenvolvimento e a
caracterizagdo das nanoparticulas, bem como as técnicas microbiolégicas
envolvendo TTO, itraconazol e fluconazol por ser o farmaco de primeira escolha

para tratamento de determinadas infec¢des por Candida spp.

Palavras-Chaves: nanocapsulas poliméricas, nanoesferas, Oleo essencial de

Melaleuca alternifolia, itraconazol, Candida spp.



ABSTRACT

Onychomycosis can be caused by yeasts of the genus Candida, being difficult to
treat. Conventional therapy may be toxic and related to fungal resistance. Polymeric
nanoparticles are colloidal systems capable of enhancing drug properties as well as
reversing fungal resistance. The objective of this work was to develop and
characterize polymer nanoparticles with itraconazole (ITZ) associated with
M.alternifolia essential oil (TTO) and evaluate the antifungal potential in Candida spp.
The polymer swelling test was performed and indicated adequacy in poly (g-
caprolactone) (PCL) nanoparticles using TTO. The nanoparticles were obtained by
the interfacial deposition method of the preformed polymer, characterized and tested
against isolates of Candida spp by the technique of microdilution in broth. The
susceptibility profile of ITZ and TTO alone was also performed, and the
Checkerboard method was used to evaluate the effect of the association of ITZ with
TTO. The nanocapsule with ITZ associated with TTO (NC-TTO ITZ) had an average
diameter of 212nm, SPAN of 1.93 and pH of 5.90. The MIC of TTO-free against C.
albicans ATCC 28367 and C. parapsilosis ATCC 22019 was 37,5ug/mL and for
C.tropicalis ATCC 750 was 18,75 ug / mL. The free ITZ MIC versus all tested isolates
was > 16ug/mL. The test of the association of TTO with ITZ against C.albicans ATCC
28367 and C. parapsilosis ATCC 22019 resulted in indifference (0.5 <ICIF <4). The
susceptibility test of NC-TTO ITZ to all Candida isolates tested had MIC > 51.2ug /mL
for TTO and > 16 pg/mL for ITZ in nanoparticulate systems, suggesting that TTO has
potential against yeast, such as Candidas spp. Thus, it is considered important to
standardize the development and characterization of the nanoparticles, as well as the
microbiological techniques involving TTO, itraconazole and fluconazole because it is

the drug of first choice for the treatment of certain infections by Candida spp.

Keywords: polymer nanocapsules, nanospheres, essential oil of Melaleuca

alternifolia, itraconazole, Candida spp.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

TTO - Tea Tre Qil / 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
NE - Nanoesfera polimérica

NC - Nanocépsulas polimérica

AIDS / SIDA- Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
PCL - poli (e-caprolactona)

EUD - Eudragit RS100®

EHL - Equilibrio Hidrofilo-Lipofilo

pH - Potencial hidrogénionico

CLSI - Clinical and Laboratory Standards Instituto
RPMI- Roswell Park Memorial Institute

MOPS - Acido 3N-morfolino propanosulfénico

DMSO - Dimetilsulfoxido

UFC - Unidades Formadoras de Colonia

CIM - Concentracéo Inibitéria Minima

ICIF - indice de concentracéo Inibitéria Fracionada
ITZ - Itraconazol

FLZ - fluconazol

LSD - Least Significance Difference
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1 INTRODUCAO

A candidiase € caracterizada como uma infeccdo fangica causada pela
levedura Candida spp. sendo a espécie Candida albicans a mais frequente
(ALTHUS et al.,, 2015; BANDEIRA et al.,, 2017). Dentre as vérias formas de
classificacdo das doencas fungicas causadas pelo género Candida, as infeccdes
ungueais, como a onicomicose, merecem destaque, pois afetam tanto a populacao
imunocompetente quanto os imunossuprimidos (PEIXOTO, 2014; PEREIRA, 2017).
As onicomicoses séo infec¢des fungicas que acometem as unhas das maos e dos
pés. Sendo uma das infec¢Bes superficiais mais frequentes, possuem como
principais agentes etiologicos o0s dermatdfitos pertencentes aos géneros
Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton, bem como leveduras, tais como
Candida albicans, causando lesbes no tecido ungueal, resultando na destruicdo da
queratina associada com a resposta inflamatéria (LAMB et al., 2013; SCHERER,
2017). A onicomicose € uma infeccdo de dificil tratamento, que geralmente é
direcionado a espécie fungica envolvida, levando em consideracdo o grau de
comprometimento da unha, possiveis efeitos colaterais e comorbidades do paciente,
bem como pela eficacia, perfil de seguranca e cinética dos medicamentos
disponiveis (SCHERER, 2017; MAGAGNIN et al., 2011).

Muitos farmacos de uso oral, como a terbinafina (TBR) e o itraconazol (ITZ)
sdo eficazes no tratamento de onicomicoses, inclusive os causados por Candida
spp. (VAGHASIYA et al., 2013). Porém, apresentam em sua maior parte toxicidade,
favorecem danos hepéticos, bem como interacdo com outros medicamentos e
resisténcia microbiana (SCHERER, 2017; PEREIRA, 2017; MAGAGNIN et al., 2011,
SOCIEDADE BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA, 2005). Os medicamentos de uso
tépico, por sua vez, S840 mais seguros, mas apresentam a desvantagem do tempo de
tratamento prolongado e da baixa eficacia terapéutica (5% a 12%), tendo em vista a
dificuldade de penetragédo dos farmacos na estrutura da unha (SCHERER, 2017).

As plantas tém sido usadas como terapias alternativas ao longo dos séculos,
devido suas vantagens em relagcdo aos medicamentos sintéticos, como baixa
resisténcia microbiana, biodegradabilidade e baixa toxicidade. Os Oleos essenciais

sdao bem conhecidos por suas propriedades antimicrobiana, antioxidantes,


http://www-sciencedirect-com.ez96.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0928098713001218
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antitumoral, entre outras, sendo requerido na industria farmacéutica, alimenticia e
cosmeética (NIKOLIC et al., 2017).

O dleo essencial de Melaleuca alternifolia denominado “tea tree oil” (TTO),
possui uma extensa atividade antibacteriana, antiviral, anti-inflamatoria e antifUngica
(CARSON et al.,, 2006; FLORES et al, 2013). De acordo com Carson e
colaboradores (2006); Oliveira e colaboradores (2011), a atividade antifangica do
TTO é frente a cepas de Aspergillus spp., Sacharomyces cerevisiae entre outros
fungos, além de leveduras, como Candida albicans e Candida glabrata. A resisténcia
antimicrobiana é dificil de ocorrer, devido aos varios constituintes do 6leo essencial
de TTO. No entanto, em formulac¢des topicas podem causar irritacdo da pele e seus
componentes podem oxidar durante o armazenamento (CARSON et al., 2006;
FLORES et al.,2013).

Dentre as estratégias que podem melhorar a eficacia do tratamento de
doencas, reduzindo doses e até mesmo revertendo a resisténcia em cepas flungicas
€ o desenvolvimento de formulacBes tecnoldgicas para veiculacdo de farmacos
(MARTINS et al., 2017), podendo-se destacar a encapsulacdo de farmacos em
nanoparticulas (JAGER et al.,2015). Nanoparticulas poliméricas sao sistemas
nanométricos classificados em: nanoesferas (NE) e nanocépsulas (NC). As
nanoesferas sao sistemas coloidais que ndo apresentam 6leo em sua composic¢ao,
sendo formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou
adsorvido (CODEVILLA et al., 2015). J4 as nanocapsulas poliméricas sao sistemas
carreadores que contém nudcleo oleoso ou aquoso, cercado por uma membrana
polimérica, onde o farmaco pode estar adsorvido ou dissolvido no nudcleo
(CODEVILLA et al.,, 2015; JAGER et al., 2009), podendo desse modo ser
considerado como um sistema de reservatorio (JAGER et al., 2009). O uso de
nanoparticulas poliméricas em varias aplicacdes terapéuticas atribui-se por
apresentarem inimeras vantagens quando comparadas com o farmaco livre, tais
como, reducdo dos efeitos adversos (toxicidade e irritacdo), melhorar a eficacia, a
biodisponibilidade e o aumento da estabilidade de farmacos (LIU et al., 2011).
Assim, o desenvolvimento de nanocapsulas poliméricas contendo ITZ associado ao
TTO, tem chances de ser vantajoso, se tratando da entrega eficaz tanto do farmaco,
quanto do Oleo, afim de proporcionar aumento de biodisponibilidade, liberacédo

controlada e possivel potencialidade na atividade antifungica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar nanoparticulas poliméricas contendo
itraconazol (ITZ) associado ao 6leo essencial de M. alternifolia (TTO) e avaliar
seu potencial antifungico contra leveduras causadoras de candidiase ungueal

Ou paronigua e onicomicose.

2.2 Objetivos especificos

- Desenvolver nanocépsulas poliméricas contendo itraconazol e dleo

essencial de M.alternifolia;
- Caracterizar fisico-quimicamente as suspensdes de nanoparticulas
em termos de tamanho de particula, polidisperséo, e pH;

- Avaliar as suspensdes de nanoparticulas produzidas e os ativos

livres frente a isolados de Candida spp.

- Verificar a existéncia de sinergismo entre o farmaco itraconazol com o

Oleo essencial M.alternifolia utilizado frente a isolados de Candida spp.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Candidiase

As leveduras do género Candida sdo constituidas de aproximadamente 200
espécies (PEIXOTO et al., 2014; BENEDETTI et al.,, 2016), das quais 20 sao
descritas como possiveis agentes etiologicos de candidiase: C. albicans, C. glabrata,
C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. dubliniensis, C. famata, C. guilliermondii,
C. pelliculosa, C. rugosa, C. lusitaniae, C. kefyr, C. norvegensis, C. lipolytica e C.
inconspicua (YAPAR, 2014). As espécies de Candida spp. sdo comensais do
homem, fazendo parte da microbiota normal da pele, do trato gastrointestinal e
geniturinario humano (ALTHUS et al., 2015; OLIVEIRA, 2014; BANDEIRA et al.,
2017). A ocorréncia de mudancas nas condicOes saprofiticas dessa levedura surge
devido a alguns desequilibrios no mecanismo de defesa do hospedeiro, ou por
fatores externos, como o uso de antimicrobianos, que colaboram para que esse
microrganismo seja 0 agente etiolégico de varias infec¢Bes fungicas, incluindo
onicomicoses, vaginites e candidiase (OLIVEIRA, 2014; PEREIRA, 2017).

A candidiase é caracterizada como a infec¢ao fangica causada pela levedura
Candida spp., tendo como espécie mais frequente a Candida albicans, (ALTHUS et
al., 2015; BANDEIRA et al., 2017; OLIVEIRA, 2014; PEDROSO et al., 2014; LIMA et
al., 2006). Varios fatores podem servir de substrato ao desenvolvimento das
doencas causadas por Candida: leucoses, cancer, tuberculose, cirrose hepatica,
hepatite epidémica, mieloma multiplo, antibioticoterapia, entre outros, mas as
alteracBes mais importantes que favorecem a candidiase sdo Diabetes Mellitus e a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (OLIVEIRA, 2014; LIMA,2006).

O farmaco de primeira linha recomendado para o tratamento da candidiase
causada por Candida albicans entre outras espécies é o fluconazol (NG et al., 2018).
Porém o uso extensivo de fluconazol ao longo dos anos favoreceu para que
espécies do género Candida mais comumente isoladas ficassem menos
susceptiveis aos derivados azolicos, dificultando o tratamento da candidiase e de
outras infeccbes causadas por leveduras (LIMA et al.,, 2008; NG et al., 2018;
COLOMBO et al., 2013).
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As formas de manifestacdo da candidiase sdo basicamente de trés tipos: |) a
mucocutanea que acomete a cavidade oral e o canal vaginal; 1) a candidiase
cutdnea que ocorre em areas umidas do corpo como espacos interdigitais, regides
das mamas, axilas, pregas das virilhas e unhas; e lll) a candidiase sistémica,
denominada candidemia, ocorrendo em pacientes terminais com doencas
debilitantes, neoplasicas, imunossupressivas e ap0s transplantes de 0rgaos,
podendo acometer diferentes 6rgdos e tecidos como: pulmdes, meninges, rins,
bexiga, articulacbes, figado, olhos e o coracdo (PEIXOTO, 2014; SOUZA, 2007).
Dentre as varias subclassificacdes da candidiase cutanea, destaca-se a candidiase
da unha (paroniqgua) e a onicomicose, pois afetam tanto a populagédo
imunocompetentes quanto os imunossuprimidos (PEIXOTO, 2014; PEREIRA, 2017).

A paroniquia é uma inflamacdo da prega ungueal posterior e compromete
parte das dobras laterais da unha (BEBER et al.,2012), quando as lesdes se
cronificam, a matriz ungueal é atingida, a propria unha se altera e o processo passa

a ser realmente oniquia ou onicomicose causada por Candida (OLIVEIRA, 2014).

3.2 Onicomicose

O termo onicomicose é derivado da palavra grega Onyx que significa unha e
Mykes que significa fungo, “fungo da unha” (SEN et al., 2018). As onicomicoses Sao
causadas por fungos dermatdfitos, fungos filamentosos ndo dermatofitos e leveduras
(SEN et al., 2018; SCHERER, 2017), tendo como principais agentes etiol6gicos 0s
fungos dermatoéfitos pertencentes aos géneros: Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton (LAMB et al., 2013). Destas, as espécies mais comuns que afetam
as unhas séo Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes e T. interdigitale, seguido por
fungos filamentosos ndo dermatéfitos, como Fusarium sp., o Acremonium sp., 0O
Aspergillus sp.e o0 género Candida spp. Vale a pena ressaltar que o género Candida
representa 7% da infeccbes ungueais causadas por leveduras, com maior
prevaléncia nas unhas das maos (ARAUJO et al., 2003; CANESCHI, 2018).

Onicomicoses sdo consideradas infecgBes fungicas crénicas da unha, que
podem interferir na qualidade de vida do paciente levando ao comprometimento
estético, bem como a baixa autoestima e capacidade funcional, comprometendo

inclusive o desempenho no trabalho. A infeccdo ungueal inicia-se pela borda livre,


https://repositorio.ufjf.br/jspui/browse?type=author&value=Caneschi%2C+C%C3%A9sar+Augusto
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podendo atingir superficies e areas subungueais. Caracteriza-se pela descoloracao,
espessamento e deformacdo das unhas, tornando-as branco amareladas,
quebradicas, com poros e superficies opacas (AZAMBUJA et al., 2014; SCHERER,
2017; SEN et al., 2018; ARAUJO et al., 2003). Essas infec¢des ungueais acometem
a lamina ungueal e os tecidos circundantes, representando entre 18 a 50% de todas
as onicopatias (SEN et al., 2018; KIKI-BARRO et al., 2017), sendo considerado um
problema de saude publica devido a sua alta prevaléncia e dificuldade terapéutica
associada a altas taxas de recidiva e progresséo para lesdes cronicas (HEIDRICH et
al., 2015; AZAMBUJA et al., 2014).

Segundo Araujo e colaboradores (2003), de acordo com as recomendacdes
da nomenclatura das infeccfes fungicas proposta pela "Sociedade Internacional de
Micologia Humana e Animal”, o termo onicomicose deve ser substituido por tinea
unguium quando o agente for dermatdfito; oniquia por levedura ou candidose
ungueal (paroniqua) se forem leveduras do género Candida as responsaveis pelas
lesbes e micoses ungueais quando o agente causal for fungo filamentoso
oportunista ou ndo-dermatofito.

As classificacbes das onicomicoses séo feitas de acordo com os tipos de
alteracdes ungueais (ZANARDI et al., 2008; CANESCHI, 2018).

1- Onicomicose subungueal distal e lateral: a invasdao comega no
Hiponiquio (camada fina da epiderme que faz a ligacdo entre o leito
ungueal e a polpa dital da unha), e na borda dital e lateral da lamina
ungueal, estendendo-se de forma lenta e progressiva até a borda proximal
da unha; representa 90% das infeccbes causadas por T.rubrum e T.
mentagrophytes.

2- Onicomicose branca superficial: geralmente encontrada nas unhas dos
pés, representa 2 a 5% das onicomicoses dermatofiticas (causada por
fungos que utilizam a queratina como fonte de nitrogénio), como
T.mentagrophytes. Caracteriza-se pela penetragédo in situ de estruturas
fungicas em direcdo ao interior da lamina ungueal, podendo ser favorecida
por traumas anteriores.

3- Onicomicose subungueal proximal: o fungo invade primeiramente o
estrato cérneo da dobra ungueal proximal e subsequentemente, a lamina

ungueal. E observada em individuos com AIDS (sindrome da
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imunodeficiéncia adquirida), sendo considerada a variante clinica de
menor prevaléncia, é ocasionada por T.rubrum e T.mentagrophytes.

4- Onicodistrofia total: € o estagio final das onicomicoses causadas por
dermatofitos, fungos filamentosos ndo dermatéfitos e leveduras. Verifica-
se acometimento da matriz ungueal, e a totalidade da unha esta alterada.
5- Onicomicose paroniqua, € ocasionada pela C. albicans que
proporciona a inflamacao das bordas laterais e proximas podendo estar
associada a infec¢cdes por bactérias como Staphylococcus aureus e
Streptococccus pyogenes.

As onicomicoses afetam grande parte da populacdo mundial, por isso varios
fatores contribuem para a ocorréncia dessa patologia como, idade, sexo, ocupacéao,
imunidade do paciente, tipo de calcado utilizado, banho em piscina comum, higiene
das unhas, condicdo climética, frequéncia de viagem, Diabetes Mellitus, historia
familiar, doenca vascular periférica, e doencas da pele, tais como hiperidrose,
psoriase, onicogrifose e trauma ungueal (LAMB et al., 2013; SEN et al., 2018; KIKI-
BARRO et al., 2017).

A escolha do tratamento adequado é determinada pelo local e pela extenséo
da infeccdo, pela espécie envolvida, bem como pela eficacia, perfil de seguranca e
cinética dos medicamentos disponiveis (MAGAGNIN et al., 2011). A terapia inclui
remocao quimica ou cirdrgica da unha infectada, terapia de pulso e terapias topicas,
muitas vezes ineficazes; A penetracdo transungueal do ingrediente ativo é dificil
porque os fungos permanecem dentro ou abaixo da placa das unhas (LAMB et al.,
2013; TOSTI, 2000); Na terapia sisttmica o tratamento estende-se por longos
periodos, acompanhado por uma série de efeitos colaterais, contra indicacfes e
interacdo com outros farmacos. A terapia combinatoria € mais efetiva, quando
comparada a monoterapia oral por possibilitar um efeito sinérgico (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA, 2005).

Uma alternativa para tratar as infec¢des fangicas superficiais, é a terapia
topica com ciclopirox olamina em combinacdo com outros antifUngicos, como
amorolfina, acido salicilico e cetoconazol. Em ambitos de cura, a terapia das
infecgbes ungueais obtiveram respostas consideraveis nas utimas décadas, apos a
introducéo dos antifungicos orais terbinafina e ITZ, sendo farmacos de escolha para

dermatofitoses que nao respondem as terapias de uso tépica. (MAGAGNIN et al.,
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2011; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA, 2005). Ainda conforme
Magagnin e colaboradores (2011) o espectro de atividade desses antifingicos €&
variavel devido a baixa adesdo dos pacientes, podendo ter efeitos secundarios tais
como lesbes hepaticas, falta de penetracdo do farmaco, baixa biodisponibilidade do
medicamento, interagbes medicamentosas com relevancia em idosos, ou resisténcia
medicamentosa. Corroborando com a variacdo de 20 a 50 % da falta do sucesso

terapéutico das onicomicoses.

3.3 ltraconazol

O ITZ é um farmaco de pd branco ou quase branco, com alta lipofilicidade
(Log p 5,66), praticamente insoluvel em agua (ZHANG et al.,2013 e MOREIRA,
2010), sendo comercializado no Brasil em forma de capsulas de 100mg (MEINERZ,
2007). Segundo Lucena (2014), o ITZ é um agente antifungico bis-triazolico,
resultante da substituicdo do anel imidazélico por triazélico. Sua funcdo é a inibicdo
da enzima citocromo P-450 através da ligacdo ao sitio de acdo do substrato da
enzima, ndo permitindo que o lanosterol (componente do citocromo P-450) se
transforme em ergosterol pela enzima a-14 demetilase. A auséncia de ergosterol na
membrana de fungos e leveduras, provoca altera¢des na fluidez da membrana, na
conformacao espacial de outras enzimas associadas a membrana e resulta também
em acumulo de fosfolipidios e acidos graxos insaturados no interior das células
fungicas (CARVALHO, 2015). A atividade antifingica € primeiramente fungiostética,
podendo ser fungicida em doses elavadas frente a determinadas espécies fungicas
(ZHANG et al., 2013; MOREIRA, 2010; MEINERZ, 2007).

O ITZ foi desenvolvido no final dos anos 80, sendo o primeiro farmaco de
amplo espectro com atividades contra alguns fungos dermatéfitos, fungos dimérficos
e filamentosos, incluindo fungos causadores de infec¢des fungicas invasivas, como
Cryptococcus ,Aspergillus, e Blastomyces (MOREIRA, 2010; ELMESHAD et al.,
2016), respondendo também sobre algumas espécies de Candida, como Candida
albicans, Candida glabrata e Candida krusei, na terapia a candidiase mucocutanea,
onicomicose e em alguns casos na candidiase vaginal e oral (LUCENA,
2014;COLOMBO, 2013), demonstrando maior afinidade pelo sistema enzimatico

fungico (MEINERZ, 2007). Em contra partida, um estudo realizado por Martins e
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colaboradores (2017) avaliando o perfil de susceptibilidade do fluconazol (FLU), ITZ,
cetoconazol e miconazol em uma micoteca como embasamento para estratégias de
combate a candidemias, verificou que das 114 cepas testadas 47% eram resistente
ao itraconazol, tendo como predominancia nos isolados resistentes C.tropicalis,
C.glabrata e C.albicans. Segundo Moreira, (2010), a Candida glabrata apresenta
resisténcia cruzada ao ITZ, FLU e cetoconazol, devido a reducédo da permeabilidade
aos derivados azodlicos, a um aumento da a-14 demetilase e da esqualeno
epoxidase. Estes estudos corroboram com Sanglard e colaboradores (2016)
enfatizando que embora os antifingicos azélicos continuem a predominar como
farmacos de escolha para o tratamento das mais diversas infec¢cdes causadas por
Candida, é fundamental o conhecimento e acompanhamento do perfil de resisténcia

de cepas desse género.

3.4 Oleos essenciais

Os oOleos essenciais constituem os elementos volateis contidos em muitos
orgdos vegetais e estdo relacionados com diversas funcbes necessarias a
sobrevivéncia vegetal, exercendo papel fundamental na defesa contra micro-
organismos (LIMA et al., 2006). Bhavanani e Ballow (1992) constataram que cerca
de 35% dos Oleos essenciais possuem propriedades antibacterianas e 60%
enfatizam propriedades antifungicas. Segundo Valeriano e colaboradores (2012) os
Oleos essenciais originam-se do metabolismo secundario das plantas, sendo
constituidos por uma mistura de compostos, principalmente monoterpenos,
sesquiterpenos, e derivados oxigenados (alcoois, aldeidos, ésteres, éteres, cetonas,
fendis e 6xidos).

A maior ou menor atividade biolégica dos 6leos essenciais tem se mostrado
dependente da composicdo de seus constituintes quimicos como citral, pineno,
cineol, cariofileno, elemeno, furanodieno, imoneno, eugenol, eucaliptol, carvacrol e
outros. Estes constituintes sdo responsaveis pelas propriedades antissépticas,

antibacteiranas, antifungicas e antiparasiticas (LIMA et al., 2006)
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3.4.1 Oleo de melaleuca

A Melaleuca alternifolia comumente conhecida como a “arvore do cha”, (em
inglés “Tea Tree) € uma pequena arvore de até 5 metros de altura que possui casca
fina e folhas afiladas de aproximadamente 20mm de comprimento, florescendo no
verdo (CASTRO, 2003). E nativa da costa da Austrélia (regifio de New South Wales)
e cresce em regides pantanosas ou proximas a rios (SAGAVE et al., 2015; FLORES
et al.,, 2011; CASTRO, 2003). Ainda segundo CASTRO (2003), M. alternifolia
pertence a familia Myrtaceae e o género Melaleuca reune aproximadamente 150
espécies, dentre as quais, muitas possuem alto valor comercial devido a producéo
de dleos essenciais utilizados na medicina popular. As folhas e/ou caule sdo usados
na forma de cha, para tratamento de abrasfes cutaneas, picadas de insetos, “dor de
dente” e infecgcBes superficiais. M. alternifolia possui comprovada acao
antibacteriana, antifangica, anti-inflamatéria e antiviral (SAGAVE et al 2015;
CASARIN et al., 2017), sendo utilizada em muitas formulagbes tépicas de grande
importancia medicinal (CASTRO, 2003).

O Oleo essencial de M. alternifélia denominado “tea tree oil” (TTO) é obtido
por hidrodestilacdo das folhas (SAGAVE et al., 2015; FLORES et al., 2011) e tem
em sua composicao hidrocarbonetos terpénicos, geralmente mono e sesquiterpenos,
e seus alcoois relacionados, além de mais de 100 constituintes (MARKOVIC et al.,
2012; FLORES et al., 2011). A composicao do 6leo é regulada pelo padrdo (ISO
4730), no que se refere as maximas e minimas concentra¢des de cada um dos seus
componentes majoritarios. Esse 0leo 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 biolégica, bem como, a atividade antimicrobiana (FLORES et
al., 2011 CASARIN et al., 2017). De acordo com Carson e colaboradores (2006);
Oliveira e colaboradores (2011), a atividade antifiungica do TTO é frente a cepas de
Aspergillus spp., Sacharomyces cerevisiae, além de leveduras, como Candida
albicans e Candida glabrata.

Entre tantas vantagens, cabe ressaltar que o TTO na sua forma pura
apresenta relativa fototoxicidade e potencial alergénico no que se refere ao uso
topico, também pode haver oxidacdo dos constituintes durante o armazenamento
(FLORES et al., 2013; CARSON et al., 2006).
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3.5 Nanoparticulas poliméricas

A nanotecnologia envolve a caracterizacdo, fabricacdo e/ou manipulacdo de
estruturas, dispositivos ou materiais que tenham pelo menos uma dimenséao de
cerca de 1-100 nm de comprimento (CODOVILLA et al., 2015), no qual aplicado na
area farmacéutica tem a finalidade de carrear e controlar a liberacdo de farmacos
(SAKATA et al., 2007). Existem diferentes tipos de carreadores nanométricos, cuja
preparacdo exige uma formulagcdo adequada e condicbes de processamento
oportunas. Entre eles, as nanoparticulas poliméricas (NCs), nanoparticulas lipidicas
sélidas (NLs), os lipossomas e as nanoemulsfes (NEs) (CODOVILLA et al., 2015).

Nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores que podem variar entre
10-1000 nm de diametro, dependendo da sua composicéo e organizacao estrutural e
diferenciam-se em nanocapsulas (NC) e nanoesferas (NE). As NC contém um
nacleo oleoso cercado por uma membrana polimérica, onde o composto bioativo
pode estar adsorvido a membrana polimérica e/ou dissolvido no nudcleo oleoso,
podendo desse modo ser considerado como um sistema de reservatorio. As NE, que
nao apresentam 6leo em sua composi¢ao, sao formadas por uma matriz polimérica,
onde o farmaco pode ficar retido ou adsorvido (CODEVILLA et al., 2015; JADER,
2009).

Na literatura ja foram descritas NC para encapsulacdo do TTO, Flores e
colaboradores (2015) desenvolveram nanocapsulas poliméricas contendo 6leo
essencial de melaleuca que proporcionaram protecdo contra a volatilizacdo do
ndcleo oleoso, aumentando assim, a atividade contra fungos filamentosos
(Trichophyton rubrum) e leveduras (C. albicans). Lucena (2014), desenvolveu NC e
nanoemulsdes carregadas com ITZ pela técnica de precipitacdo, onde obteve
resultados satisfatérios, visto que verificou alta eficiéncia de encapsulacdo para o
farmaco, obtendo didmetro médio de particula acerca de 180nm para as
nanocapsulas poliméricas e 120nm para nanoemulsdes. Recentemente nosso
Grupo de Pesquisa desenvolveu nanocapsulas poliméricas contendo TTO associado
ao metronidazol, onde obteve resultados satisfatérios se tratando de sistemas
coloidais (trabalho ndo publicado). No entanto, até o momento nao foi descrito na
literatura a proposta de co-encapsulacdo de TTO e ITZ destinado ao uso topico,

mais precisamente a penetracdo ungueal.
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4 METODOS

4.1 Teste de inchamento / dissolucéo de filmes poliméricos

Para obtencdo dos filmes poliméricos, aproximadamente 150mg dos
polimeros Poli (e-caprolactona) (PCL) e de Eudragit RS 100® (EUD), foram pesados
em 2mL de acetona. ApOs a evaporagdo do solvente, os filmes foram dispersos no
Oleo a ser empregado no preparo das formulagdes (TTO). Os filmes foram retirados
do contato com o 6leo, secos com papel toalha e pesados em balanca analitica em
intervalos de 0, 7, 15, 30, e 120 dias de imersao, a fim de verificar alteracdes na

massa do polimero decorrentes de sua interagdo com o 6leo (PAESE, 2008).

4.2 Preparo das Nanoparticulas Poliméricas

As suspensfes de NC foram preparadas pelo método de deposicao interfacial de
polimero pré-formado descrito por Fessi e colaboradores (1989), utilizando o
polimero biodegradavel poli (e-caprolactona) (PCL) (JAGER et al.,2009). A fase
organica composta por PCL (60.000 g/mol), TTO (16mg/mL), tensoativo de baixo
EHL Span®60, ITZ (0,5mg/mL) e acetona foi aguecida em banho-maria (40 °C) até a
completa dissolucdo dos constituintes. ApGs preparada, a fase oleosa foi vertida
lentamente e sob agitacdo moderada através de um funil estreito sob a fase aquosa
composta de uma solucdo de tensoativo de alto EHL (Tween 80®) em agua
ultrapura (MilliQ®). Ap6s a formacdo das NC, a solucdo foi mantida sob agitacéo
moderada durante 10 minutos. Em seguida, a suspensdo foi concentrada em
evaporador rotatorio para eliminacdo do solvente organico e parte da agua. Como
controle, foram preparadas, de modo semelhante, nanoparticulas contendo ITZ mas
sem 0 nucleo oleoso de TTO, denominadas nanoesferas (NE) e NC contendo o
nacleo oleoso de TTO, mas sem o farmaco. Nanoesferas sem o farmaco (branca)
também foram utilizadas como controle. As formula¢cdes foram acondicionadas em
frascos de vidro ambar, protegidos da luz, em temperatura ambiente. Os
componentes utilizados em cada formulacdo para obtengdo de 10 mL de suspensao

sao apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1- Composi¢do quali-quantitativa das nanoparticulas poliméricas contendo

itraconazol associados ou ndo com 6leo essencial de Melaleuca alternifolia

COMPONENTES QUANTIDADE
NE-BR NE-ITZ NC-TTO NC-TTO ITZ

Fase Organica

PCL 0,100g 0,100g 0,100g 0,100g
Span 60°® 0,077g 0,077g 0,077g 0,077g

ITZ X 0,005¢g X 0,005¢g
TTO X X 0,169 0,169
Acetona 27mL 27mL 27mL 27mL

Fase Aquosa

Tween 80°® 0,077g 0,0779g 0,0779g 0,077g

Agua MilliQ® 53mL 53mL 53mL
Legenda. Composicdo das nanoparticulas poliméricas, desenvolvidas pelo Método de Deposicao
Interfacial do Polimero Pré-Formado. NE-BR =nanoesfera branca; NE-ITZ =nanoesfera contendo
itraconazol; NC-TTO =nanocapsula polimerica contendo TTO; NC-TTO ITZ = nanocapsula polimérica
contendo itraconazol associado ao TTO; PCL= polimero Poli (e-caprolactona).

4.3 Caracterizagcdo fisico-quimica das suspensdes de nanocapsulas

poliméricas contendo itraconazol

4.3.1 Determinacao do diametro da particula e polidispersao

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 valor D [4,3] que representa o
didmetro médio baseado no volume da particula, e ainda os valores de 10% (d10%),
50% (dso%) € 90% (deow) da distribuicdo, que indicam a percentagem de particulas
possuindo diametro igual ou inferior ao valor determinado. O valor do Span
(Equacéo 1), que é um indicativo da polidispersdo do sistema, também foi utilizado
para a caracterizacédo das formulacdes.

SPAN=(d0.9-d0.1) / d0.5 Eq. (1)
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4.3.2 Determinacéao de pH

A determinagdo de pH foi realizada com potenciometro (Hanna®) calibrado
com solucdoes tampdes de pH 4,0 e pH 7,0 diretamente nas formulacdes de

nanoparticulas.

4.3.3 Avaliacao da atividade in vitro utilizando isolados de Candida spp.

O perfil de susceptibilidade foi realizado com trés isolados do género Candida
spp., frente ao TTO livre, ao ITZ livre e as nanoparticulas desenvolvidas neste
trabalho, seguindo o protocolo M27-A3 (Método de Referéncia para Testes de
Diluicdo em Caldo para Determinacdo da Sensibilidade de Leveduras a Terapia
Antifungica), do Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (CLSI 2008). Os
ensaios foram realizados em microplacas de 96 pocos, estéreis, com fundo em U,
utiizando o meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640,
tamponado com &cido 3-N-morfolino propanosulfénico (MOPS).

O TTO foi solubilizado em Tween 80®e o ITZ em dimetilsulféxido (DMSO). A
solucéo de trabalho de 1600ug/mL de ITZ foi diluida no meio de cultura RPMI-MOPS
e realizadas diluicdes seriadas até atingir a faixa de concentracao final de 0,03ug/mL
a 16pg/mL. O mesmo procedimento foi realizado para TTO até atingir a faixa de
concentracéo final de 0,58ug/mL a 300ug/mL. A NE-BR, NE-ITZ e NC-TTO foram
testadas utilizando o mesmo procedimento e as mesmas concentracdes de trabalho
do farmaco livre e do Oleo livre. Para a NC em associacdo (NC-TTO ITZ) a
concentracédo de trabalho foi de 1600ug/mL para TTO, sendo realizadas diluicbes
seriadas até atingir a faixa de concentracao final de 0,1ug/mL a 51,2ug/mL e para
ITZ a concentracdo de trabalho foi de 500ug/mL e diluicbes seriadas foram
realizadas até atingir a faixa de concentracéo final de 0,03pug/mL a 16ug/mL.

C. albicans ATCC 28367, C. parapsilosis ATCC 22019 e C. tropicalis ATCC
750 foram cultivadas em agar Sabouraud dextrose a 35°C por 24 horas. Ap0Os esse
periodo, as colonias foram suspensas em aproximadamente 5mL de solucéo salina
estéril a 0,85%. A mistura resultante foi padronizada em espectrofotbmetro para 0,5

na escala McFarland e diluida no meio de cultura na propor¢cdo de 1:100 (v/v),
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seguida de uma diluicdo 1:20 (v/v), correspondendo a um inéculo final de 1X10°% a
5x103UFC/mL. A determinacéo da susceptibilidade das cepas de Candida também
foram realizadas frente ao fluconazol (FLZ) a uma concentragao final de 0,125ug/mL
a 64ug/mL. Para descartar a possibilidade de resultados falsos positivos devido ao
Tween 80%, antes de iniciar os ensaios de suscetibilidade de todos os antiflingicos, o
Tween 80° foi diluido em RPMI e testado frente a todos os isolados incluidos neste
trabalho e comparados com o controle positivo para demonstrar que estas
concentracdes de diluente ndo sdo capazes de inibir as células das leveduras.

As formulagbes testadas e suas combinagdes foram: 1.TTO-LIVRE,
2.ltraconazol livre (ITZ-LIVRE), 3. Nanoesfera branca (NE-BR), 4. Nanoesfera de
itraconazol (NE-ITZ), 5. Nanocapsula de TTO (NC-TTO), 6. Nanocapsula de TTO e
itraconazol (NC-TTO ITZ), 7. Fluconazol livre (FLZ-LIVRE) e 8. Tween 80®. Todos os
testes foram realizados em triplicata. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas
e a leitura realizada visualmente em comparacédo com o controle de crescimento do
fungo. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi considerada a menor
concentracdo de antifungico capaz de inibir 100% do crescimento fungico. Para o
ITZ as CIM menores ou iguais a 0,125ug/mL podem ser classificadas como sensivel,
e CIM = 1ug/mL como resistente, ja para o fluconazol as CIM menores ou iguais a
8ug/mL séo classificadas como sensivel e CIM maiores ou iguais a 64 pg/mL
classificam-se como resistente As CIM obtidas foram feitas em triplicata (ISHAM &
GHANNOUM, 2010; CLSI, 2008).

4.3.4 Método Checkerboard

Para avaliar o indice de Concentracéo Inibitéria Fracionada (ICIF) do ITZ com
TTO frente aos isolados de C. albicans ATCC 28367 e C. parapsilosis ATCC 22019
foi realizada a técnica de Checkerboard ou tabuleiro de xadrez, conforme Johnson e
colaboradores (2004). Os isolados foram cultivados em agar Sabouraud dextrose
durante 24 horas a 35°C. Passados as 24 horas, as colbnias foram suspensas em
aproximadamente 5mL de solucéo salina estéril a 0,85%, mexendo delicadamente.
A mistura resultante foi padronizada em espectrofotdmetro, no comprimento de onda
de 530nm e diluida no meio de cultura RPMI na proporcéo de 1:100 (v/v) e depois

1:20 (v/v), correspondendo a 1-5X10% UFC/mL, para ser utilizada no ensaio.
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A técnica foi realizada combinando oito diferentes concentracdes de TTO e
ITZ de 0,12 a 40ug/mL nas placas de 96 pocos. As placas foram embaladas com
papel filme e incubadas por 24 horas a 35°C e apds esse periodo foi realizada a

leitura visual do crescimento das leveduras.

O ICIF foi determinado pela seguinte formula:
(CIM TTO associacado/CIM TTO) + (CIM ITZ associacao/CIM ITZ)
Onde:

- CIM TTO associagdo: Concentracao Inibitéria Minima do 6leo de Melaleuca
alternifolia em associacdo com itraconazol.

- CIM ITZ associacdo: Concentracdo Inibitéria Minima do itraconazol em associacéo
com 6leo de Melaleuca alternifolia.

CIM TTO: Concentracéo Inibitéria Minima do 6leo de Melaleuca alternifolia

-CIM ITZ: Concentracao Inibitéria Minima do itraconazol

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teste de inchamento/ dissolucéo dos filmes poliméricos

Para o desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas, € essencial que o
polimero empregado na constituicdo da parede da estrutura vesicular seja insoltvel
tanto na agua, quanto no 6leo formador do ndcleo da nanocapsula ou nanoesfera.
No entanto é de fundamental importancia assegurar que o 6leo em que o polimero
estara em contato ndo provocara alteracbes neste, como inchamento e dissolucéo
(STANGARLIN et a, 2014). Filmes de PCL e EUD foram colocados separadamente
imersos ao TTO (Figura 1) empregado no preparo das formulagcdes, com intuito de
verificar uma possivel interacdo deste com material utilizado para formacédo da
parede polimérica das nanoparticulas. A massa inicial de EUD antes do contato com
6leo foi de 107 mg. No inicio do experimento o filme de EUD imerso no TTO foi de

123 mg, sete dias apos a imersédo o filme de EUD foi solubilizado totalmente no
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respectivo 0leo. A massa inicial do filme de PCL antes do contato com o 6leo foi de
101 mg e apos a imersdo ao TTO foi de 130 mg. Passados 120 dias de imerséo o
filme de PCL sofreu uma pequena variacao, apresentando uma massa de 162 mg
(Figura 2). A pequena variacdo deve-se, provavelmente, a excesso de 0leo aderido
no filme de polimero no momento da pesagem. Observa-se que ndo houve reducao
na massa do filme, ndo indicando solubilizagdo do polimero pelo éleo testado. Isto
indica a adequabilidade da utilizacdo do Oleo essencial de melaleuca no
desenvolvimento de nanoparticulas de PCL. Nosso estudo corrobora com Bairros
(2010) o qual desenvolvendo suspensdes de nanocapsulas de adapaleno com
diferentes nucleos oleosos, testando a possibilidade de interacdo do Oleo de
melaleuca e de Myglyol® com PCL através da avaliacdo do polimero imerso nos
Oleos por 42 dias. O autor verificou que a massa do filme de PCL em contato com o
0leo de melaleuca variou nos primeiros 6 dias de estudo, ocorrendo um aumento de
peso, havendo posteriormente uma constante massa do filme de PCL, indicando que
0 Oleo de melaleuca utilizado nas nanocapsulas nao dissolve o polimero,
possibilitando dizer que ha formacéo de uma parede polimérica em torno do ndcleo

oleoso das nanocépsulas.

A Figura 1 demonstra a inteira solubilidade do EUD quando imersos ao TTO e

a constante massa do filme de PCL exposto ao respectivo Oleo.

Figura 1- Filmes de Poli (e-caprolactona) e Eudragit RS 100® imersos em TTO,
mostrando a inteira solubilidade de Eudragit RS 100® e a adequabilidade do
polimero Poli (e-caprolactona) em TTO

Fonte. Elaborado pelo autor
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Figura 2 apresenta a interacdo dos polimeros EUD e PCL imersos ao 0leo
essencial de TTO, na qual o EUD no sétimo dia em conato com o 6leo foi
solublizado e em contra partida o PCL obteve uma massa constante em um periodo
de 120 dias.

Figura 2- Massa dos filmes de Poli (e-caprolactona) e Eudragit RS 100® em
interacdo com TTO
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Legenda. Teste de inchamento do polimero em avaliacédo nos dias 0,1,7,15,30,120.
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5.2 Preparo das Nanoparticulas Poliméricas

ApOs a preparacdo, as formulacbes de nanoparticulas apresentaram
aparéncia macroscopica homogénea, coloracdo branca leitosa, sem odor, com
reflexo azulado (efeito Tyndall) (Figura 3). O reflexo azulado se deve ao movimento
Browniano das particulas, devido ao seu tamanho manométrico (SCHAFFAZICK et
al., 2006).

A Figura 3 apresenta as caracteristicas macroscopicas das nanoparticulas

poliméricas preparadas e utilizadas nesse trabalho.

Figura 3- Suspensdes de nanoparticulas poliméricas apresentaram-se
branca, leitosa e opalescente

-

Legenda: nanoeera branca (1), nanoesfera de itraconazol (2), nanocapsula de TTO(3),
nanocapsula de itraconazol com TTO (4).



28

5.3 Caracterizacdo fisico-quimica das suspensfes de nanoparticulas

poliméricas contendo itraconazol com ou sem associa¢ao

5.3.1 Determinacgdo do diametro da particula e polidisperséao

O tamanho de particula foi determinado usando a técnica de difratometria a
laser, usando o equipamento Mastersizer® 2000 (Malvern Instruments), sendo este
método adequado para verificar se a formulacdo contém microparticulas além de
nanoparticulas (VIEIRA et al, 2016). Os valores do diametro médio (D [4,3]),
didmetro de 50% das particulas em suspensédo (d(0,5)) e a polidispersdo (SPAN)
determinados para todas as formulacbes (tabela 2 e figura 4), mostraram-se
monomodais e em escala nanométrica para o método de deposicéo interfacial do
polimero pré-formado.

Os valores de SPAN indicaram que o0s sistemas coloidais obtiveram um
tamanho estreito (CONTRI et al, 2011), havendo uma variacéo de valores de 1,420 a

2, 058 para a polidisperséo dos sistemas coloidais.

A Tabela 2 apresenta os resultados da distribuicdo de tamanho, a
polidispersdo e o pH das nanoparticulas poliméricas preparadas e utilizadas neste

trabalho

Tabela 2- Caracterizacdo do Tamanho de Particula, polidispersdo e o pH das
nanoesferas e nanocépsulas

Amostra D[4,3]nm d (0,2)nm d (0,5)nm d (0,99nm  SPAN pH
NE-BR 387 71 140 270 1,42 6,06
NE-ITZ 123 80 140 244 1,17 5,57
NC-TTO 460 77 161 409 2,05 5,70
NoTTO 212 76 166 390 1,93 590

Legenda. Determinacdo do tamanho das particulas e a polidispersdo obtidas por Difratometria de
Laser e pH analisado por Potenciometro Digital. NE-BR =nanoesfera branca; NE-ITZ=nanoesfera
com itraconazol; NC-TTO=nanocépsulas poliméricas contendo itraconazol; NC-TTO ITz=
nanocéapsulas poliméricas contendo itraconazol associado ao TTO.
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A Figura 4 apresenta os resultados da distribuicdo de tamanho das nanoparticulas
preparadas

Figura 4- Perfis de distribuicdo do tamanho por volume determinados pelas
nanoparticulas poliméricas

Parbce Size Disrbuton Parbile Size Disrbution
1 NEBR 14
NEITZ
10 12
g g w
: 1le
= 6 = [ 2
2 q 2
4
2 2
B.Dl 0.1 1 10 100 1000 3000 B.Dl 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (pm) Particle Size (pm)
[ —Averaged Result, quinta-feira, 31 de maio de 2018 15:32:05 [ —NE-ITZ 3 - Average, terca-feira, 5 de junho de 2018 14:55:41
10
10 o NC-MEL ITZ]
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[—NC MEL 1 - Average, terca-feira, 5 de junho de 2018 15:27:17 [—NC MEL TERB 31/05 - Average, quinta-feira, 31 de maio de 2018 15:27:03

Legenda. nanoesfera branca(1), nanoesfera itraconazol (2), nanocapsula TTO (3), nanocapsula
TTO associado ao itraconazol (4), obtidos por Difratometria a Laser

5.3.2 Determinacéo do pH

A determinacdo do pH é dependente dos componentes da formulacdo e do

farmaco presente. A avaliacdo do pH é de extrema importancia, pois pode evitar a
degradacdo do polimero e do farmaco, contribuindo para uma melhor estabilidade
das nanoparticulas em relacao ao tempo (SCHAFFAZICK et al, 2003).
O resultado da determinacédo do pH € apresentado na Tabela 2, onde os pHs das
nanoparticulas poliméricas variaram entre 5,57 a 6,06. Este resultado pressupde
uma melhor absorcdo na pele, ja que o pH da pele é levemente acido entre (4,6 a
5,8) (LEONARDI et al, 2002), bem como compatibilidade com o pH das unhas que
variam entre 4,4 a 4,5 (GALEMBECK e CSORDAS, 2010).
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5.3.3 Avaliacédo da atividade in vitro utilizando isolados de Candida spp.

No presente trabalho, a atividade antifungica do TTO frente Candida albicans
ATCC 28367 e Candida parapsilosis ATCC 22019 obteve CIM de 37,5ug/MI e para
Candida tropicalis ATCC 750 a CIM resultante foi de 18,75ug/mL. A susceptibilidade
ao itraconazol livre frente aos mesmos isolados citados foi de >16ug/mL indicando
resisténcia ao itraconazol (Tabela 3). O farmaco de primeira escolha recomendado
para o tratamento da candidiase causada por Candida € o fluconazol. A
susceptibilidade ao fluconazol frente aos isolados testados neste estudo foi de CIM
1ug/mL para C. albicans ATCC 28367 e C. parapsilosis ATCC 22019 e CIM 4ug/mL
para C. tropicalis ATCC 750, indicando sensibilidade dos isolados testados ao
fluconazol, conforme preconizado pelo CLSI 2008.

ApoOs a avaliacdo do método de Checkerboard, a associacdo de TTO com ITZ
para inibicdo de C.albicans ATCC 28367 e C. parapsilosis ATCC 22019 obteve uma
acdo de indiferenca na combinacao das fragbes (0,5 < ICIF < 4). Este resultado se
deve pelo fato que o ITZ é resistente aos isolados testados, e com isso o efeito
obtido na inibicdo é do TTO e ndo h& interacdo entre os mesmos (Tabela 4).
Posteriormente foi avaliada a NC — TTO ITZ com a finalidade de melhorar o efeito da
associacao entre os dois antifungicos testados, porém o teste de atividade in vitro
contra C. albicans ATCC 28367, C. parapsilosis ATCC 22019 e C. tropicalis ATCC
750 obtiveram CIM > 512Mg/mL. O mesmo resultado ocorreu para a
susceptibilidade das NE — ITZ, NC - TTO frente a estes isolados. A suspenséo
controle (NE-BR), ndo apresentou atividade inibitéria frente aos mesmos isolados,
mostrando que nao ha influéncia do PCL e dos tensoativos sobre técnica de
microdilui¢&o in vitro usando isolados de Candida.

Considerando a atividade do TTO, o nosso estudo corrobora com Rasteiro e
colaboradores (2014) que em varios estudos in vitro determinaram a Concentracao
Inibitéria Minima de TTO necessaria para erradicar biofilmes de C.albicans ATCC
18804 e os efeitos dessa concentragdo no tratamento da candidiase oral induzida
em um modelo de camundongo imonossuprimido, utilizando 24 camundongos.
Neste estudo os autores obtiveram uma CIM de 1,95mg/mL do oOleo essencial de
melaleuca frente a C. albicans ATCC 18804, sendo capaz de atingir o resultado

proposto pelo autor. Ainda, estudo realizado por Mondello e colaboradores (2006)
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avaliou a atividade do terpinen-4-ol (principal componente do 6leo essencial do TTO)
contra espécies de Candida patogénicas resistentes ao fluconazol e itraconazol
como Candida albicans ATCC 24433, Candida tropicalis ATCC 750,Candida
parapsilosis ATCC 22019 in vivo, usando um modelo de candidiase vaginal induzida
por estrogénio em ratos, onde se verificou que o componente majoritario do TTO
inibiu todos os isolados testados, obtendo CIM entre 0,015% a 0,06% para este
terpinen-4-ol. Ja Kengne e colaboradores (2017), em estudos com itraconazol,
fluconazol, miconazol, cetoconazol e nistatina, para determinar os padrdes de
susceptibilidade antifingica in vitro de espécies de Candida isoladas do trato genital
de 245 de mulheres no Hospital Yaoundé Bethesda, em Camardes, verificaram que
apenas 16,2% dos isolados de Candida coletados (Candida albicans, Candida
glabrata, Candida tropicalis, Candida dublinienses) eram sensiveis a acdo do
itraconazol, e 31,1% resistentes sob acdo deste antifiingico, obtendo o maior indice
de resisténcia em comparacao aos outros antifingicos testados.

Em relacdo as NC-TTO, Flores (2011) desenvolveu nanoemulsdo e
nanocapsulas poliméricas contendo TTO pelo método de deposicao interfacial do
polimero pré-formado, que frente a uma concentragdo inicial proxima a 3,7 log
UFC/mL de C. albicans, foram capazes de reduzir essa concentracdo para
aproximadamente 2,2 log UFC/mL em um periodo de 48 horas de incubacéo. Apés
esse periodo, a concentracdo de C.albicans exposta a nanocépsula contendo TTO
manteve-se constante, porém quando exposta a nanoemulsdo contendo TTO houve
uma variacao na concentracdo da C. albicans, aumentando para 2,8 + 0,1 log UFC
/mL e em 72 horas de incubacgéo para 3,1 + 0,2 log CFU/mL. Quando testadas a
nanoemulsdo e nanocapsula polimérica contendo TTO em uma concentracao de 5
log UFC/mL de C.albicans, a nanoemulséo contendo TTO néo foi capaz de reduzir o
crescimento do isolado, por outro lado a nanocépsula polimérica contendo TTO
reduziu o crescimento de C. albicans em 4,5 log UFC/mL em um periodo de 24
horas, ndo ocorrendo variagdes de concentragbes em fungdo do tempo, como visto
em nanoemulsdo contendo TTO. O efeito inibitério desses sistemas coloidais
contendo TTO frente aos isolados de C.albicans se da pela metodologia realizada
para o desenvolvimento desses sistemas, na qual as suspensodes coloidais tem um
periodo de evaporacdo menor, obtendo um volume final de 50mL da suspenséo,

sugerindo ser um volume adequado para n&o haver perda de TTO na formulacéo e
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consequentemente obter resultados inibitérios frente a C. albicans. Flores (2011),
sugere ainda, que as diferencas apresentadas nas formula¢cées desenvolvidas em
relacdo a sua composicao e tipo de estrutura, também favoreceram para um efeito
inibitério das nanocapsulas poliméricas contendo TTO melhor do que das
nanoemulsdes, considerando que as nanoemulsdes sdo dispersdes finas de 6leo em
dgua que ndo possuem uma camada protetora ao redor do 6leo, enquanto as
nanocapsulas poliméricas sdo compostas por um nucleo oleoso envolvido por uma

parede polimérica, favorecendo uma maior protecéo do 6leo contra a evaporacgao.

A tabela representa a Concentragdo Inibitéria Minima dos isolados de
Candida frente ao TTO

Tabela 3- Concentracao Inibitéria Minima de TTO, itraconazol e fluconazol
frente a Candida tropicalis ATCC 750,Candida albicans 28367 e Candida
parapsilosis ATCC 22019

ISOLADOS CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

(Mg/ML)
TTO ITZ FLZ
%t(;opicalis ATCC 18.75 >16 4
G 1
C.parapsilosis ATCC 37.5 >16 1

22019

Legenda. Técnica de microdilui¢cdo utilizando o meio de cultura RPMI. TTO = 6leo essencial de
Melaleuca alternifolia; ITZ=itraconazol; FLZ= fluconazol
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A tabela 4 mostra a relagédo entre as Concentracdes Inibitdria minima do TTO
e ITZ com o indice da Concentracéo Inibitéria Minima Fracionada frente aos isolados
de C.albicans ATCC 28367 e C. parapsilosis e 22019

Tabela 4- indice da Concentracdo Inibitéria Minima Fracionada do TTO e
itraconazol frente a Candida albicans ATCC 28367 e Candida parapsilosis ATCC
22019, obtendo como resultado indiferenca.

Leveduras FracOes Isoladas Fracbes Combinadas
isoladas Mg/MI Mg/mL

TTO ITZ TTO ITZ ICIF
C.albicans
ATCC 28367 20 >16 10 >16 1,5
C. parapsilosis
ATCC 22019 10 >16 10 2 1,6

Legenda. Técnica avaliada por microdiluicdo, utilizando meio de cultura RPMI, cuja formula
matematica utilizada é (CIM TTO associa¢ao/CIM TTO) + (CIM ITZ associa¢do/CIM ITZ). TTO= 6leo
essencial de Melaleuca alternifolia; 1TZ itraconazol; ICIF= indice da Concentragéo Inibitoria Minima

Fracionda
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O desenvolvimento das nanoparticulas poliméricas contendo ITZ e TTO
utlitizando poli- € caprolactona (PCL) pelo método de deposigcédo interfacial do
polimero pré-formado apresentou tamanho da particula e polidispersédo de acordo
com o escrito na literatura, indicando ser sistemas coloidais monomodais.

O teste de atividade antifungica utilizando 6leo essencial de M. alternifolia
apresentou inibicdo significativa dos isolados avaliados, propondo ser um potencial
antifingico contra isolados de Candida spp. Em contra partida o ITZ néo inibiu os
isolados de C.albicans ATCC 28367, C. parapsilois ATCC 22019 e C.tropicalis ATCC
750 indicando resisténcia destes isolados para este farmaco As suspensdes de
nanoesfera e nanocapsulas poliméricas desenvolvidas ndo obtiveram éxito quanto a
inibicdo dos isolados no teste de microdiluicdo em placas. Para uma melhor anélise
sobre o uso concomitante do Oleo essencial M. alternifolia com itraconazol, o método
de Checkerboard foi avaliado, demonstrando indiferenca.

Diante dos resultados apresentados neste trabalho e os encontrados na
literatura as perspectivas para continuidade dos estudos séo:

Testar isolados de Candida e dermatofitos resistentes ao fluconazol e outros
antifingicos;

Testar a associacdo de outros antifungicos com TTO e com outros farmacos
antifangicos com intuito favorecer um efeito sinérgico;

Alterar a metodologia de preparo das formulagées empregando menor tempo
ou forca de vacuo para evaporacdo, visando evitar perda de TTO que é volatil.
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