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RESUMO

As infeccOes micéticas que afetam os humanos apresentam-se fundamentalmente como
micoses superficiais e micoses sistémicas. As micoses superficiais, por sua vez, podem
manifestar-se em vdrias regides do corpo, inclusive no couro cabeludo, onde a caspa e
dermatite seborréica, relacionadas ao fungo Malassezia furfur, estdo entre as mais
prevalentes. Dentre os farmacos utilizados para o tratamento, destaca-se o cetoconazol,
derivado imidazdlico que atua inibindo a biossintese do ergosterol, exercendo acdo fungicida.
Os xampus de cetoconazol estdo entre as formas farmacéuticas mais utilizadas para tratar tais
infeccoes. Os avangos da tecnologia farmacéutica tém produzido inovadores sistemas
carreadores de farmacos visando incrementos na liberacdo, distribuicdo e/ou dissolucdo de
principios ativos, dentre eles, destacam-se as microemulsdes, que sdo sistemas liquidos
transparentes e termodinamicamente estdveis de dois liquidos imisciveis estabilizados por
agentes tensoativos e cotensoativos. Este trabalho foi focado no estudo da solubilizacdo do
cetoconazol por microemulsdo para incorporagdo em xampu. A metodologia empregada para
preparo dos sistemas microemulsionados e construcdo do diagrama de fases pseudoterndrio
consistiu em utilizar 90% da mistura tensoativo/cotensoativo PEG 400/Etanol, 4% de 6leo de
soja como fase oleosa e 6% de dgua destilada como fase aquosa. Formula¢des de xampu base,
xampu base com cetoconazol e xampu microemulsionado com cetoconazol foram
manipuladas e avaliadas quanto as caracteristicas organolépticas, pH e viscosidade,
apresentando resultados satisfatorios quanto a estes parametros. A determinacdo da taxa de
recuperagdo do ativo no xampu base e a taxa de incorporagdo do cetoconazol nas
microemulsdes e xampu microemulsionado foi realizada em espectrofotometria UV-Vis,
sendo a metodologia devidamente validada. Verificou-se uma taxa de incorporacdo de
cetoconazol nas microemulsdes de 82% e no xampu microemulsionado de 95%, enquanto o
xampu base com cetoconazol apresentou um percentual do ativo de 63%. Os sistemas
microemulsionados mostraram-se, portanto, eficazes na solubiliza¢do do principio ativo
cetoconazol.

Palavras-chave: Cetoconazol. Microemulsdes. Diagrama pseudoterndrio. Xampu
microemulsionado.



ABSTRACT

Mycotic infections affecting humans present themselves primarily as superficial mycoses and
systemic mycoses. Superficial mycoses in turn, can manifest itself in various parts of the
body, including the scalp, dandruff and seborrheic dermatitis, related to the fungus
Malassezia furfur, are among the most prevalent. Among the drugs used to treat, there is
ketoconazole, a imidazole derivative that acts by inhibiting ergosterol biosynthesis, exerting a
fungicide. The ketoconazole shampoos are among the most dosage forms used to treat such
infections. Advances in technology have produced innovative pharmaceutical drug carrier
systems in order to increment release, distribution and/or dissolution of active principles,
among which stands out the Microemulsions, systems that are transparent and
thermodynamically stable liquid of two immiscible liquids stabilized by agents surfactants
and co-surfactants. This work was focused on study of the solubility of ketoconazole
microemulsions for incorporation into shampoo. The methodology used for the
microemulsion systems and construction of the pseudo-ternary phase diagram consisted of
using 90% of the surfactant mixture PEG 400/Ethanol cosurfactant, 4% soybean oil as the oil
phase and 6% distilled water as the aqueous phase. Shampoo base formulations, shampoo
base with ketoconazole and ketoconazole microemulsion shampoo were manipulated and
evaluated for sensory characteristics, pH and viscosity, satisfactory results for these
parameters. The active shampoo base determination and the incorporation rate of
ketoconazole shampoo in the microemulsions and microemulsion was performed in UV-Vis
spectrophotometry methodology being properly validated. It is an incorporation rate of
ketoconazole in the microemulsions of 82% and 95% microemulsion shampoo, the shampoo
base as ketoconazole had a percentage of 63% active. The microemulsion systems shown,
therefore, effective in solubilizing the active ingredient ketoconazole.

Keywords: Ketoconazole. Microemulsions.  Diagram  pseudo-ternary.  Shampoo
microemulsion.
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1 INTRODUCAO

As infeccdes micéticas que ocorrem nos humanos incidem de formas diversas,
apresentando-se como micoses superficiais e de facil tratamento até micoses sistémicas,
disseminadas no organismo, as quais podem tornar-se potencialmente fatais (PONS JUNIOR,
2011). Superficialmente, os fungos atacam as mais diversas regides do corpo humano
incluindo cabelos, pele e unhas. No couro cabeludo, a dermatite seborréica e a caspa sdo as
principais manifestacdes atribuidas aos fungos, de maneira especial aos do género Malassezia,
tendo maior prevaléncia a espécie Malassezia furfur. O uso de antifingicos se faz necessério
para controle das infeccdes superficiais e sist€micas.

O cetoconazol é um antiftingico da classe dos imidazélicos. Possui como mecanismo
de acdo a inibicdo da biossintese do ergosterol, um importante componente para formagao da
membrana celular fingica, apresentando, portanto, atividade fungicida (PONS JUNIOR,
2011). O cetoconazol tem demonstrado efetividade contra pneumonia fiingica, infec¢des de
pele e mucosas, septicemias, profilaxia de micoses em pacientes imunodeprimidos, dermatite
seborréica e outras infec¢des abdominais (GOODMAN & GILMAN, 2006). Tem agdo
elevada contra leveduras (FONSECA E PRISTA, 2000), em infec¢des tdpicas ou sistémicas,
mas também pode ter acao contra dermatéfitos (CABRAL E VOEUX, 2001). O cetoconazol é
utilizado no tratamento de infeccdes fungicas superficiais e na foliculite por Malassezia
resistentes ao fluconazol, terbinafina ou itraconazol ou em pacientes intolerantes a estes
antifingicos; no tratamento da pitiriase, dermatite seborréica e caspa (FORMULARIO
TERAPEUTICO NACIONAL, 2010).

As formas de uso topico do cetoconazol como xampus, lo¢gdes capilares ou cremes sao
largamente empregados (FORMARIZ et al., 2005). E comumente veiculado em xampus ou
lo¢des capilares nas concentracdes de 1 e 2% (BULMER E BULMER, 1999), sendo, a
concentracdo de 2% a mais efetiva para o tratamento da caspa e dermatite seborréica
(PADILHA, 1995). O tratamento topico com cetoconazol exige aplicacdo regular deste
produto sobre a pele, para evitar as recidivas da doenca.

As formas farmacéuticas tidas como convencionais, nem sempre satisfazem os
requisitos de biodisponibilidade podendo ndo exercer o efeito farmacoldgico desejado, além
de possibilitar o aparecimento de efeitos toxicos (DAMASCENO, 2010). Neste contexto, 0s
avangos da tecnologia farmacéutica t€ém produzido inovadores sistemas carreadores de
farmacos visando incrementos na liberacdo, distribui¢do e/ou dissoluc@o de principios ativos,

bem como, elevar a seletividade e efetividade do fdrmaco e proporcionar um perfil de
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liberacdo mais uniforme e controlado do ativo (DURAN, MATOSSO E MORALIS, 2006).
Esses sistemas carreadores vém ganhando cada vez mais destaque.

As Microemulsdes sdo sistemas carreadores de alta estabilidade, baixa viscosidade, de
formagdo espontinea, limpidas, com grande poder de solubilizag@o. Tais atributos tornam as
microemulsdes sistemas extremamente mutdveis e de interesse, sobretudo, na drea
farmacéutica e cosmética. O interesse na aplicacdo das microemulsdes como veiculos de
preparagdes farmacéuticas se deve a capacidade desses sistemas de solubilizar substincias
hidrofilicas e lipofilicas ao mesmo tempo, e, também, de melhorar a solubilidade e
estabilidade de farmacos, como o cetoconazol.

As Microemulsdes (MEs) sdo definidas como dispersdes de dgua e 6leo estabilizadas
por um emulsionante e por um co-emulsionante. S3o sistemas transparentes,
termodinamicamente estdveis e isotropicamente translicidos de dois liquidos imisciveis
apresentando tamanho de particulas menor que 1,0um (CUNHA JUNIOR et al., 2003;
DAMASCENO et al., 2011).

O desenvolvimento desses sistemas exige a constru¢do de diagramas de fases
pseudoterndrios para identificar as vdrias regides geradas, assim como aquela que representa a
melhor combinagdo dos componentes da férmula em suas respectivas quantidades e que
produz o sistema microemulsionado de maior estabilidade (MACEDO, 2005), bem como a
caracterizacdo dos mesmos que envolvem parametros fisico-quimicos como determinagao do
pH, viscosidade, taxa de associagdo, potencial zeta, indice de polidispersdo, tamanho médio
de particula, avaliacdo morfoldgica, cinética de liberacdo e a determinacdo do teor do ativo,
visando também avaliar a estabilidade do sistema.

Alguns principios ativos apresentam problemas de solubilidade e/ou estabilidade,
especialmente em meio aquoso, dificultando sua incorporacdo em formas farmac€uticas que
utilizam dgua como veiculo. O cetoconazol é uma substincia ativa largamente utilizada para
preparo de xampus anticaspa, apresentando solubilidade dependente de pH. No entanto, a
solubilizacdo em meio dcido promove uma perda significativa do ativo. De tal modo, o estudo
da solubilizagdo deste farmaco em sistemas microemulsionados mostra-se como uma
promissora alternativa para resolver os problemas farmacotécnicos do principio ativo,
podendo, adicionalmente, melhorar a estabilidade e a eficdcia terapéutica do mesmo.

O presente trabalho objetivou estudar a solubilizacio do cetoconazol por

microemulsdo para incorporacdo em uma formulacdo de xampu.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 PATOLOGIAS FUNGICAS

As infeccdes micéticas que ocorrem nos humanos incidem de formas diversas,
apresentando-se como micoses superficiais e de fécil tratamento até micoses sistémicas,
disseminadas no organismo, as quais podem tornar-se potencialmente fatais (PONS JUNIOR,
2011).

Situagdes que envolvem casos de infeccdes flingicas invasivas aparecem como uma
importante causa de morbimortalidade em pacientes enfermos e imunossuprimidos, os quais
estdo sujeitos a infeccdes oportunistas causadas por leveduras e fungos filamentosos,
especialmente leveduras do género Candida spp. e fungos filamentosos do género Aspergillus
spp. (MORETTTI, 2007).

As infecgdes superficiais também denominadas dermatofitoses ocorrem nos tecidos
queratinizados, e por se originarem de fungos ou leveduras recebem a denominacdo de
dermatofitos. Possuem distribuicdo universal, porém a incidéncia das regides anatomicas das
infec¢des pode originar-se de fatores geograficos, socioecondmicos ou ambientais. Sendo
assim, os dermatdéfitos podem invadir e causar lesdes em qualquer regido do corpo humano,
incluindo unhas, pele, cabelos e couro cabeludo (DIAS et al., 2003).

Em se tratando do couro cabeludo, a dermatite seborréica e a caspa sdo as principais
manifestacdes atribuidas aos fungos, sobretudo aos do género Malassezia, tendo maior
prevaléncia a espécie Malassezia furfur. Apresentando caracteristicas lipofilicas, esses
microrganismos acumulam-se principalmente em dreas ricas em glandulas sebdiceas,
ocasionando eritema, prurido e descamacdo (HARDING, 2002). Embora a dermatite
seborréica e a caspa nio representem risco vital, como todas as micoses superficiais, sua
ocorréncia pode levar a uma baixa auto-estima, influenciando de forma negativa a qualidade
de vida do individuo (SHIH et al., 2004). Os xampus, destinados ao controle dessas afeccoes
cutaneas, sdo produtos de tratamento capilar prescritos com grande frequéncia (FERREIRA,
2008).

O tratamento das infec¢Oes fungicas, sejam elas, superficiais ou sistémicas se faz com
agentes antifungicos, destacando-se os imidazdlicos e os triazélicos, os quais incrementaram

importantes progressos na terapéutica destas infecgoes.
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2.2 CETOCONAZOL

Pertencendo a uma das diferentes categorias de antiflingicos atualmente utilizados, o
cetoconazol ¢ um farmaco da classe dos imidazdlicos, caracterizado por apresentar trés
atomos de carbono e dois dtomos de nitrogénio, formando um nicleo imidazol (Figura 1)

(GOODMAN & GILMAN, 2006).

-

Figura 1 — Nicleo imidazol do cetoconazol. Fonte: GOODMAN & GILMAN, 2006.

Os azdis sao compostos antiftiingicos totalmente sintéticos, divididos em dois grupos,
caracterizados por um anel pentagonal na estrutura molecular, contendo trés 4tomos de
carbono e dois de nitrogénio (imidazolicos) (Figura 2A), ou dois de carbono e trés de

nitrogénio (triazélicos) (Figura 2B) (MARTINEZ, 2006).

Figura 2 — Representacdo de heterociclos aromaticos azéicos: imidazol (A) e triazol (B). Fonte: PONS

JUNIOR, 2011.

A descoberta do cetoconazol (Figura 3) representou um avango na terapéutica das
micoses sistémicas, por apresentar atividade antimicitica ampla e mantendo-se em niveis
sanguineos de forma mais elevada. Sintetizado em 1979, foi o primeiro azol a ser

administrado oralmente para tratamento de infeccdes sist€émicas por fungos

(PANDEESWARAN E ELANGO, 2009).
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Figura 3 — Estrutura quimica do cetoconazol (CAS 65277-42-1). Fonte: PONS JUNIOR, 2011.

Nome quimico: cis-1-acetil-4-[4-[2-(2,4-diclorofenil)-2-(1H-imidazol- 1-ilmetil)-1,3-
dioxalan-4—ilJmetoxifenil]—piperazina.

Férmula: C26H28C12N4Oa.

DCB: Cetoconazol.

Temperatura de fusdo: faixa entre 148 a 152°C.

Peso molecular: 531,44.

Aparéncia: apresenta-se como um pé cristalino branco.

Solubilidade: € praticamente insolivel em 4gua, solivel em cloroférmio (1:2), metanol
(1:9); levemente solivel em etanol (1:54) e muito pouco solivel em éter (THE INDEX
MERCK, 2001), no entanto, apresenta uma solubilidade intrinseca em 4gua acidificada.

O farmaco puro deve conter no minimo 98% e no maximo 102% de C,sH23C1LN4O4
(ANTONIO, 2007).

Seu coeficiente de parti¢dao octanol-dgua (P,y) € de 3,547 a temperatura de 25°C. Para
sua solubilizacdo e absorcdo é necessario um pH géstrico inferior a 3. Pode ser administrado

por via oral ou tépica (SPOSITO, 2008).
2.2.1 Atividade terapéutica e toxicidade

O cetoconazol, como os demais derivados imidazdlicos antifingicos, exerce acao
fungicida por alterar a permeabilidade da membrana citoplasmética dos fungos sensiveis,
ocasionando a perda de cations, proteinas e outros elementos vitais, em decorréncia da
alteracdo na sintese dos triglicerideos e fosfolipideos que, em alta concentracdo, provocam a
morte celular por causarem acimulo de 4gua oxigenada ao bloquearem as enzimas
peroxidativas. Sobrevindo, por fim, o rompimento da membrana (PONS JUNIOR, 2011). Esta

acdo decorre de sua interferéncia na sintese de esterdis da membrana, inibindo a formagao do
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ergosterol a partir do seu precursor, o lanosterol. Esta atividade resulta da acdo inibitéria do
cetoconazol sobre a enzima citocromo P-450, a qual € responsdvel pela sintese e degradacao
dos dcidos graxos e esterdides endogenos nas células animais, vegetais e seres unicelulares.
Esta acdo sobre a membrana é varidvel de acordo com o fungo e a dose do medicamento,
agindo ndo sé sobre as células flingicas, mas, também, inibindo a sintese de estrogénios e
testosterona no homem (KATZUNG, 2003; FUCHS, WANNMACHER E FERREIRA, 2006;
GOODMAN & GILMAN, 2006).

Seu pico de concentracdo plasmatica € atingido em 2h (cerca de 3,5ug/mL) apds
administracdo oral de 200mg. A ligacdo as proteinas plasmadticas & superior a 90%,
principalmente a albumina. Apresenta pouca penetracdo no sistema nervoso central e sua
meia-vida de eliminagdo inicia-se em 2h e termina em cerca de 8h, sendo metabolizado
principalmente no figado. A dose de 200 a 400mg ao dia € varidvel de acordo com o tipo de
infeccdo a ser tratada, sendo muitas vezes necessdrio tratamento por varios meses, o que pode
aumentar o risco de toxicidade hepatica (MARTINDALE, 2009).

O cetoconazol tem ac¢do elevada contra leveduras (FONSECA E PRISTA, 2000), em
infec¢des tdpicas ou sistémicas, mas também pode ter acdo contra dermatéfitos (CABRAL E
VOEUX, 2001). O cetoconazol ¢ utilizado no tratamento de infeccdes flingicas superficiais e
na foliculite por Malassezia resistentes ao fluconazol, terbinafina ou itraconazol ou em
pacientes intolerantes a estes antifingicos; na candidiase mucocutdnea crOnica, cutdnea e
orofaringea, resistente ao fluconazol e itraconazol ou em pacientes intolerantes a estes
antifingicos e no tratamento da pitirfase, dermatite seborréica e caspa (FORMULARIO
TERAPEUTICO NACIONAL, 2010).

Foi relatada hepatotoxicidade com o tratamento oral com cetoconazol, e provou ser
fatal em alguns casos. A lesdo hepdtica pode ocorrer sem evidéncia clinica manifesta e pode
evoluir apds a interrup¢do da droga. Portanto, recomenda-se que qualquer beneficio potencial
desta droga seja avaliado contra o risco de lesdo hepatica. Outros efeitos colaterais sdao
disturbios gastrintestinais e prurido (RANG E DALE, 2004; SPOSITO, 2008). O cetoconazol
possui, também, a propriedade de bloquear transitoriamente a produgdo de testosterona e de
hormonios andrenocorticais; 0 bloqueio da testosterona com o consequente desequilibrio entre
esta e os estrogenos, no homem, leva a ginecomastia em alguns pacientes deste sexo
(GOODMAN & GILMAN, 2006). Pode haver interagdes adversas com outras drogas, em
particular rifampicina e ciclosporina (RANG E DALE, 2004).
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Com relacdo ainda a sua toxidez, o cetoconazol apresenta DLsy em camundongos,
ratos, porcos-da-india, cachorros (mg/Kg), respectivamente: 44, 86, 28, 49 (intravenoso); 702,

227, 202, 780 (oralmente) (THE INDEX MERCK, 2001).

2.2.2 Formas cosméticas

O uso tépico do cetoconazol na forma de xampus, logdes capilares ou cremes sio
largamente empregados (FORMARIZ et al.,, 2005). E comumente veiculado em xampus ou
lo¢des capilares nas concentracdes de 1 e 2% (BULMER E BULMER, 1999), sendo, a
concentracdo de 2% a mais efetiva para o tratamento da caspa e dermatite seborréica
(PADILHA, 1995).

Um estudo de comparacdo entre cetoconazol oral e topico no tratamento da Pitiriase
Versicolor mostrou que o uso topico apresenta melhor resposta antimicOtica € com menos
efeitos adversos do que a terapia oral. Um estudo aberto foi realizado para avaliar a eficicia
do cetoconazol creme 2% para o tratamento de dermatomicoses superficiais; pacientes
afetados por Tinea cruris e Tinea corporis foram admitidos para o estudo, desde que as lesdes
envolvessem menos de 5% da superficie corporal; foram tratados com cetoconazol creme a
2% uma vez ao dia durante 30 dias; concluiu-se que o creme de cetoconazol a 2% & agente
seguro e eficaz para o tratamento de dermatomicoses superficiais (FORMULARIO
TERAPEUTICO NACIONAL, 2010). O tratamento tépico com cetoconazol exige aplicacio

regular deste produto sobre a pele, para evitar as recidivas da doenga.

2.2.3 Estabilidade

Em situagdes nas quais a formulacdo de cetoconazol ndo esteja adequada, o mesmo
sofre processos de desestabilidade pela degradagdo, incluindo oxidacdo e hidrolise,
especialmente em meio aquoso, onde o controle de pH e a quantidade de antioxidante sdo
parametros importantes (SKIBA et al, 2000), da mesma maneira que o controle da
temperatura e sua exposicao a luz (ALLEN E ERICKSON, 1996).

Em geral, formulagdes de cetoconazol sofrem alteracdo muito rapidamente sugerindo
a formacao de produtos de degradagdao (STAUB et al., 2002; SKIBA et al., 2000). Conforme
Tonessen (2001), farmacos sensiveis a luz podem ser afetados pela luz solar (especialmente
radiacdo ultravioleta) e por fonte de luz artificial (lJampada fluorescente). A exposicao

inadequada a luz pode levar a fotodegradacdo da substancia ativa, podendo formar um
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produto inativo, bem como, alterar propriedades fisico-quimicas resultando em alteracdo na

coloracdo do produto.

2.3 TENSOATIVOS

Os tensoativos sao moléculas anfifilicas que possuem duas regides com caracteristicas
diferentes. Sua propriedade anfifilica decorre dos dois grupos funcionais presentes, sendo, um
grupo hidrofilico (com afinidade por componentes polares) ligado a um grupo hidrofébico
(com afinidade por componentes apolares) como ilustrado na Figura 4 (LUCENA NETO,
2005).

Grupo hidrofilico Grupo hidrofébico

Figura 4 — Esquema ilustrativo de uma molécula de tensoativo. Fonte: GOMES, 2009.

A dupla natureza quimica que a molécula tensoativa apresenta responde por suas
propriedades, dentre as quais, a adsor¢@o nas interfaces liquido-liquido, liquido-gés e liquido-
s6lido, diminuindo a tensdo interfacial. Estes grupos comportam-se de maneira distinta e s@o
usados para modificar o meio reacional, permitindo solubilizar espécies de baixa solubilidade

(LUCENA NETO, 2005; GOMES, 2009).

2.3.1 Classificaciao dos tensoativos

A carga dos tensoativos constitui importantes forgas eletrostaticas, dando origem a
interacOes 10nicas. Quando em solugdo, os tensoativos agregam-se como micelas ou se
adsorvem nas interfaces dos sistemas. Sao classificados de acordo com a carga do grupo polar
da molécula e sdo divididos em quatro classes: anidnicos, catidnicos, anféteros e nao-idnicos

(GOMES, 2009).
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2.3.1.1 Tensoativos anidnicos

Sao aqueles que possuem grupamentos funcionais que, ao se ionizarem em solucdo
aquosa, fornecem fons carregados negativamente. Destacam-se neste grupo, os sabdes,

compostos sulfonados e os sulfatados.

2.3.1.2 Tensoativos catiOnicos

Sao classificados como catidnicos, 0s tensoativos que possuem grupamentos
funcionais que fornecem ions carregados positivamente na parte polar, ao se ionizarem em
solu¢do aquosa. Os tensoativos catidonicos mais importantes sdo formados por nitrogénio

quaterndrio.

2.3.1.3 Tensoativos ndao-i0nicos

Os tensoativos ndo-idnicos tém estrutura semelhante aos anidnicos e catidnicos.
Entretanto, nao formam fons, quando em solucdes aquosas. Na falta de carga eletrostética, as
interacdes entre as cabecas dos tensoativos nao-idnicos sdo proporcionadas por impedimento
estérico. Estes tensoativos possuem poder hidrofilico em decorréncia da presenga de grupos
polares do tipo éter, dlcool, carbonila e amina. Em virtude da ndo formagao de ions em
solug¢do, os tensoativos ndo-idnicos comumente ndo apresentam repulsdes fortes entre as

cabegas polares, e assim a presencga do cotensoativo, € facultativa (GOMES, 2009).

2.3.1.4 Tensoativos anfoteros

Sdo tensoativos que apresentam em sua estrutura o radical dcido e o basico. Eles
ostentam caracteristicas anidnicas ou catidnicas dependendo das condi¢des de pH da solucao
aquosa. A combinacdo de grupos anidnicos e catidnicos coligados em uma mesma molécula
anfifilica confere-lhes carater anfétero, admitindo sua classificagio como moléculas
zwitteridnicas (LANGE, 1999).

Na maioria das vezes, para valores de pH inferiores a 4, os tensoativos atuam como
cationicos. Para valores de pH entre 4 € 9, eles atuam como ndo-10nicos, € para valores de pH
entre 9 e 10, eles apresentam-se como tensoativos anidnicos. As betainas representam uma

importante classe de tensoativos anféteros.
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2.4 MICROEMULSOES

Os avancos da tecnologia farmacéutica t€ém produzido inovadores sistemas carreadores
de farmacos visando incrementos na liberacdo, distribuicdo e/ou dissolucdo de principios
ativos. As formas farmacéuticas tidas como convencionais, nem sempre satisfazem os
requisitos de biodisponibilidade podendo ndo exercer o efeito farmacolégico desejado, além
de possibilitar o aparecimento de efeitos téxicos (DAMASCENO, 2010).

O termo microemulsdo foi introduzido por Hoar e Schulman em 1943. Eles
descreveram o processo de transicdo de uma mistura estdvel rica em 6leo para uma mistura
estavel rica em dgua. Ao se misturar um liquido organico imiscivel, 4gua e um tensoativo,
forma-se uma emulsao leitosa-turva, que, apds algum tempo separa-se em duas fases distintas,
porém, esta emulsdo turva e instivel pode ser convertida em uma mistura opticamente
transparente e termodinamicamente estdvel por adi¢do de um 4dlcool (SCHULMAN,
STOECKENIUS E PRINCE, 1959). Desde entdao, o nimero de publicagdes abordando este
tema tem crescido continuamente e as microemulsdes tém apresentado um incremento
significativo de aplicacdes, inclusive como sistema de liberacdo de firmacos em diversas vias
de administracdo (KARASULU, 2008).

As Microemulsdes (MEs) sdo definidas como dispersdes de dgua e 6leo estabilizadas
por um emulsionante e por um co-emulsionante. S3o sistemas transparentes,
termodinamicamente estdveis e isotropicamente translicidos de dois liquidos imisciveis
apresentando tamanho de particulas menor que 1,0um (CUNHA JUNIOR et al., 2003;
DAMASCENO et al., 2011). Elas demandam o acréscimo de grandes quantidades de
emulsionantes para estabilizar a grande 4rea interfacial criada pelos nanoglébulos e a adi¢do
de co-emulsionantes para garantir uma viscosidade adequada (DAMASCENO et al., 2011).
Elas sdo constituidas de dgua, um solvente hidrofébico que € chamado de fase oleosa, um
tensoativo e, freqiientemente, também de um cotensoativo, normalmente um dlcool de cadeia
curta. Estes sistemas comportam-se de forma similar aos solventes orginicos polares e, apesar
de aparentemente homogéneos sob observacdo visual, as microemulsdes sdo na verdade
micro-heterogéneas (melhor dizendo nano-heterogéneas). Sao sistemas formados de particulas
com diametro da ordem de 1 a 100nm (aproximadamente 100 vezes menores que o tamanho
médio das goticulas de emulsdes) dispersas em uma fase continua (MENDONCA, 2005). A
transparéncia mostrada por estes sistemas deve-se ao fato do tamanho das particulas dispersas

ser muito menor (inferior a %) que os comprimentos de onda da radiacdo eletromagnética na
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regido do visivel, de modo que, ndo espalham luz e o sistema mantém-se translicido
(FORMARIZ, 2004; KAWAKAMI et al., 2002).

As MEs sdo sistemas de alta estabilidade, baixa viscosidade, de formagdo espontanea,
limpidas, com grande poder de solubilizagdo. Tais atributos tornam as microemulsdes
sistemas de interesse, especialmente, na drea farmac€utica e cosmética. Este interesse é
oriundo, sobretudo, da capacidade de solubiliza¢do de substancias hidrofilicas e lipofilicas ao
mesmo tempo, e, ainda por melhorar a solubilidade e a estabilidade dos principios ativos
(CUNHA JUNIOR et al., 2003). A presenca de emulsionantes aumenta a permeabilidade da
membrana celular, facilitando a absorcdo do fairmaco e melhorando a biodisponibilidade

(BAGWE et al., 2001).

2.4.1 Teorias de formacao das Microemulsoes

Existem vdrias teorias propostas para a formagcdo de uma ME, destacando-se dentre
elas a teoria da solubilizagdo, a teoria da tensdo interfacial e a teoria da termodindmica

(TENJARLA, 1999).

2.4.1.1 Teoria da solubilizag¢ao

A teoria da solubiliza¢do profere que a formacdo de uma ME € oriunda do simples
intumescimento de micelas no qual a dgua € solubilizada nas micelas inversas ou o 6leo é

solubilizado em micelas normais.

2.4.1.2 Teoria da Tensao Interfacial

A teoria da tensao interfacial (yi) diz que para a formacdo de uma ME € necessaria
uma yi muito baixa, com isso, a absor¢ao do tensoativo na drea interfacial causa uma pressao
bidimensional (1) que diminui a pressdo interfacial. Por conseguinte, com o aumento da drea
interfacial, por um aumento de , a yi se aproxima de zero, favorecendo a dispersdo de uma

fase na outra para a formacao da ME (Equacdo 1).

Yi= (Yora)a— T 0
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2.4.1.3 Teoria da Termodindmica

A teoria da termodindmica diz que a energia livre de Gibbs (G) deve se tornar negativa
para a formagdo espontanea de uma ME termodinamicamente estavel. Como a yi tem uma
tendéncia para se aproximar de zero, a variacdo de energia livre também tende a zero e, com
isso, o sistema fica termodinamicamente estavel (AG — 0). Quando a yi for negativa, a AG

sera < 0 e a microemulsifica¢do sera espontanea (Equagdo 2) (DAMASCENO, 2010).

AG Vi X AS (2)

2.4.2 Estrutura das microemulsoes

As microemulsdes podem formar-se com vdérias configuracdes, dependendo de sua
composi¢ao. Em relacdo a polaridade da fase dispersa é possivel distinguir trés tipos de
microemulsdes: 6leo em dgua (O/A), dgua em Oleo (A/O) ou microemulsdo reversa e
microemulsdes bicontinuas, que apresentam uma estrutura intermedidria em que as fases
permutam uma através da outra (MENDONCA, 2005; GOMES, 2009). Estes tipos de

microemulsdes apresentam as seguintes caracteristicas:

a) Microemulsdes 6leo em dgua — Apresentam uma fase aquosa continua com
goticulas de 6leo dispersas, as quais estdo recobertas pelo tensoativo. O didmetro destas
goticulas mede em geral entre 10 e 100nm; ocorrem goticulas do tipo diretas, onde a cabeca
polar do tensoativo € voltada para a fase continua aquosa e a cauda apolar se dirige para o

interior hidréfobo da micela.

b) Microemulsdes de dgua em Oleo — Apresentam goticulas de dgua recobertas com
tensoativo dispersas em uma fase oleosa continua e sdo em geral pouco condutoras. O
didmetro das mesmas mede em torno de 1 e 100nm e neste dominio ocorrem as goticulas
inversas, em que as moléculas anfifilicas nas membranas s3o orientadas com a parte lipofilica

voltada para o 6leo e a parte hidrofilica voltada para a dgua.

¢) Microemulsdes bicontinuas — Tanto o 6leo como a dgua apresentam-se como fases

continuas, formando uma rede dindmica de canais de dgua e de 6leo com monocamadas do
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tensoativo nas interfaces. A funcio do tensoativo € separar as partes continuas em 6leo e dgua
em um caminho termodinamicamente estavel. As MEs O/A ou A/O podem ser invertidas
variando as condi¢cdes de emulsificagdo. As estruturas bicontinuas se formam provavelmente
nesse processo de inversdo de fases (LAWRENCE E REES, 2000). Em microemulsdes com
altas concentracdes de tensoativos pode-se observar uma estrutura do tipo bicontinua ou

lamelar. A Figura 5 representa estes tipos de estrutura:
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Figura 5 — Estrutura de microemulsdo direta (O/A), inversa (A/O) e bicontinua. Fonte: Adaptado de

GOMES, 2009; CUNHA JUNIOR et al., 2003.

As regides de microemulsdo dentro de um diagrama de fases apresentam estruturas
distintas em de acordo com sua posicdo no diagrama. Na Figura 6 verificam-se estas

estruturas.

Tensoativo

Figura 6 — Estruturas de microemulsdo em um diagrama pseudoterndrio. Fonte: GOMES, 2009.
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2.4.3 Diagrama de fases

O diagrama de fases delineia em que condicdo experimental € possivel se obter
microemulsdes e as regides limites de transicdo entre emulsdes, fases separadas e
microemulsdes O/A e A/O. O diagrama de fases ¢é definido para cada relacdo
tensoativo/cotensoativo. Para isso, é possivel preparar misturas bindrias dos componentes,
correspondentes a cada lado do tridngulo, como segue: Mistura tensoativa (MT) / fase oleosa
(FO) em varias proporcdes, titulando-se com a fase aquosa (FA). Essas titulagdes sdao
representadas, no diagrama, pelas linhas tracadas direcionadas ao vértice do tridngulo que
representa 100% de fase aquosa (Figura 7a). O mesmo procedimento pode ser utilizado para a
mistura tensoativa (MT) / fase aquosa (FA), a qual é titulada com a fase oleosa (FO). Na
maioria das vezes esses dois procedimentos sao satisfatérios para se definir o diagrama de
fases (Figura 7b). Os pontos da titulagao referem-se as modificagdes verificadas no sistema,
tais como, separacdo de fases, sistema transparente liquido, sistema transparente gel, sistema
opaco, etc. Esses pontos sdo calculados a partir das novas propor¢des entre os componentes

da ME depois da titulagdo (Figura 7b) (OLIVEIRA et al., 2004).
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Figura 7 — Diagramas de fases. (a) Titulacio com fase aquosa; (b) representagdo dos pontos de

titulacdo e regides do diagrama de fases. Fonte: OLIVEIRA et al., 2004.

A regido denominada de ME, na Figura 7b, representa o dominio da existéncia do
sistema opticamente transparente. As regidoes 1-5 da Figura 7b descrevem as condi¢Oes

experimentais da existéncia dos diferentes tipos de sistemas (OLIVEIRA et al., 2004).
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Regido 1: Existe grande predominio de fase aquosa. A concentra¢do de tensoativo é
pequena <20%. Representativa de ME O/A. Numa dilui¢do infinita com fase aquosa o sistema
tende a formacdo de micelas mistas da mistura emulsiva, contendo a fase oleosa dissolvida em
seu interior hidrofébico. O volume de fase interna € pequeno (Figura 7b).

Regido 2: Onde predomina a fase oleosa, é pobre em fase aquosa e em mistura
tensoativa. Representa MEs A/O. Numa dilui¢do infinita tende a formar micelas inversas,
compostas por grande parte de fase externa oleosa, com fase aquosa dissolvida nas micelas
inversas. O volume de fase interna da ME € pequeno (Figura 7b).

Regido 3: Rica em mistura tensoativa, contém muito pouca fase aquosa e fase oleosa
(Figura 7b). A estrutura que melhor representa essa regido consiste de uma fase continua onde
a mistura de tensoativo/cotensoativo, 6leo e dgua encontram-se em fase lamelar, na qual o
tensoativo e o cotensoativo organizam-se na interface continua 6leo/dgua, separando ambas as
fases.

Regido 4: E intermedidria entre as duas regides (1 e 2) que possuem estruturas bem
definidas (Figura 7b). A microestrutura do sistema corresponde a fases bicontinuas, as quais
podem explicar a passagem gradual de um sistema O/A para A/O. Esse fendmeno pode ser
acompanhado facilmente medindo-se a variacdo da condutividade, utilizando-se como
parametro a adi¢ao de 6leo numa microemulsdao A/O ou de d4gua numa microemulsdao O/A.

Regido 5: Corresponde a regido onde o sistema € muito instdvel e ocorre separacao
entre as fases aquosa e oleosa.

A constru¢do de diagrama de fases € uma ferramenta essencial para distinguir o
dominio das regides de ME, cuja interpretacdo descreve as estruturas presentes contidas neles,
podendo-se escolher a regido cuja viscosidade € mais apropriada para o firmaco ser

incorporado (SILVA et al., 2009a).

2.4.3.1 Sistemas ternarios

Os diagramas de fases sdo utilizados para representar sistemas formados por trés
constituintes, de modo que as regides de miscibilidade possam ser delimitadas e visualizadas
(DUARTE, 2001).

Sua representagdo € feita em um diagrama triangular onde cada constituinte puro
ocupa um vértice do triangulo, como mostrado na Figura 6a, que representa um diagrama com
regido de microemulsdo formada por tensoativo, dgua e 6leo. O diagrama triangular € uma

maneira de representar graficamente os sistemas ternirios microemulsionados, formados sob
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temperatura e pressdo definidas com a variacdo da composi¢do. Cada lado representa uma
mistura bindria € um ponto no interior do tridngulo € formado por um mistura terndria em

propor¢des especificas de cada um dos componentes (GOMES, 2009).

2.4.3.2 Sistemas pseudoterndrios

O sistema de equilibrio das fases em preparacdes contendo mais de trés componentes,
como é o caso das MEs, sdo representados classicamente por um Diagrama de Fases
Pseudoterndrio (SILVA et al.,, 2009a). Este diagrama permite identificar vérias regides
geradas, assim como aquela que representa a melhor combinacdo dos componentes da
formula em suas respectivas quantidades e que produz o sistema de maior estabilidade
(MACEDO, 2005). Possui aspecto de diagrama terndrio apesar de ser formado por quatro
constituintes, onde agrupam-se dois constituintes de modo que a relacdo dgua/tensoativo ou a
relacdo cotensoativo/tensoativo sejam constantes (ROSSI, 2007). Sistemas com quatro
constituintes necessitam de uma representacdo tridimensional do tipo tetraédrica, assim como
a representacdo da Figura 8b. Contudo esta representacdo oferece uma dificil construgao,
visualizacdo e interpretagdo ao estudo de sistemas de quatro constituintes. Para facilitar a
representacdo destes sistemas microemulsionados (4gua, Oleo, tensoativo e cotensoativo),
agrupam-se dois constituintes que sdo representados como um sé e diz-se que estes formam
um pseudoconstituinte puro, sendo caracteristicamente 2D, ja que hd ocorréncia de
agrupamentos (dgua/tensoativo ou cotensoativo/tensoativo) conforme exemplificado na

Figura 8¢ (GOMES, 2009).
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Figura 8 — Diagrama terndrio e pseudoterndrio. (a) representacdo de diagrama ternario, (b)
representacdo de diagrama pseudoternario em 3 dimensdes e (c) representacio de diagrama

pseudoterndrio em 2 dimensdes. Fonte: GOMES, 20009.
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Os diagramas pseudoterndrios podem ser obtidos a partir de dados de titulagdo ou pela
preparacdo de amplo nimero de amostras com diferentes propor¢cdes dos componentes

(FORMARIZ et al., 2005).

2.4.4 Sistemas de Winsor

Um método semiquantitativo de mensurar o equilibrio entre as caracteristicas
hidrofilicas e lipofilicas do tensoativo em um sistema particular foi criado por Winsor (1948).
As microemulsdes podem permanecer em equilibrio com uma fase aquosa e/ou oleosa em
excesso, formando compostos multifdsicos. Estes sistemas podem sofrer modificagdes pela
mudanca na estrutura do tensoativo, por ajustes na temperatura do sistema ou pela adicao de
cotensoativos. Desse modo, os sistemas podem ser classificados em quatro tipos: Winsor I, 11,
IIT e IV, de acordo com a quantidade de fases formadas em virtude da quantidade de 6leo e/ou
dgua em excesso.

Os sistemas bifdsicos, chamados Winsor I e Winsor II correspondem, respectivamente,
a uma emulsdo O/A coexistindo com uma fase 6leo em excesso € a uma emulsdo A/O em
equilibrio com uma fase aquosa em excesso. O sistema Winsor III é formado quando o
tensoativo concentra-se em uma fase intermedidria, a qual coexiste com uma fase aquosa e

uma oleosa. Na Figura 9 estdo descritos os sistemas classificados por Winsor.

4| ™ e [ 2 ™ %
Oleo Microemitsao
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Winsorl  Wingor | Winsar il Wingor 1y

Figura 9 — Classificagdo de Winsor para sistemas microemulsionados. Fonte: Adaptado de GOMES,

2009; OLIVEIRA et al., 2004.
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Sendo:

Winsor I (WI): Um sistema tipo Winsor I ocorre quando apenas uma pequena por¢ao
da fase oleosa estd em equilibrio com o sistema emulsionado, apresentando um excesso de
6leo na porcdo superior do sistema, formando um sistema bifésico.

Winsor II (WII): No tipo Winsor II, também bifdsico, uma pequena por¢cao da fase
aquosa estd em equilibrio com o sistema emulsionado, apresentando um excesso de dgua na
por¢do inferior do sistema.

Winsor III (WIII): No tipo Winsor III, o sistema homogéneo estd em equilibrio com
excesso tanto de 6leo quanto de dgua, formando um sistema trifdsico, com uma fase emulsao
intermedidria em equilibrio com uma fase superior oleosa e uma fase inferior aquosa.

Winsor IV (WIV): O tipo Winsor IV ocorre quando nio hé excesso de fase aquosa ou
oleosa, formando um sistema homogéneo e monofasico em escala macroscépica, constituido
por uma fase Unica.

O sistema tipo Winsor IV € o foco principal durante a preparacdo de um sistema
microemulsionado, pois a adi¢cdo de cotensoativos nido apenas diminui o valor do BHL dos
tensoativos empregados, mas também ajusta a conformacdo geométrica do tensoativo na

interface para facilitar a formag¢ao da ME (DAMASCENO et al., 2011).

2.4.5 Parametros que influenciam as microemulsoes

Para se formar uma microemulsdo pelo menos trés constituintes sao necessarios: um
solvente polar estruturado (dgua), um solvente apolar (6leo) e um tensoativo. Como as
microemulsdes somente ocorrem sob certas condig¢des, € necessario entender a influéncia que
alguns fatores exercem sobre suas propriedades (ROSSI, 2007). As microemulsdes sofrem
interferéncia de fatores como: influéncia do tensoativo, temperatura, salinidade, razao
cotensoativo/tensoativo (C/T), natureza do composto apolar, natureza e concentracio do

cotensoativo.
2.4.5.1 Influéncia do tensoativo
A escolha do tensoativo adequado a um sistema microemulsionado pode ser feita pelo

carater hidrofilico deste tensoativo. Quando se deseja uma microemulsdo do tipo A/O por

exemplo, deve-se utilizar um tensoativo mais hidrofébico; consequentemente, um tensoativo
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de carater hidrofilico deve ser utilizado para obtencdo de microemulsdes do tipo O/A

(DUARTE, 2001; CAPEK, 2004).

2.4.5.2 Influéncia da temperatura

O aumento da temperatura favorece o aparecimento da fase oleosa no sistema ao
mesmo tempo em que diminui a fase aquosa, pois o tensoativo contido no meio, com o
aumento da temperatura, tem sua capacidade hidrofébica reduzida e a hidrofilica aumentada.
Isto faz com que o tensoativo solubilize mais facilmente a dgua, dissolvendo-a cada vez mais

na microemulsdo (GOMES, 2009).

2.4.5.3 Natureza do composto apolar

De acordo com Barros Neto (1996), o aumento da cadeia hidrofébica promove a
diminui¢do da regido de microemulsdo, devido as intera¢des entre a molécula do d6leo e a
cadeia do tensoativo afetando a curvatura da interface 6leo-adgua. A estrutura da fase 6leo em
funcdo do tamanho da cadeia hidrocarbdnica pode influenciar nas propriedades da interface.
As moléculas de 6leo com pequeno volume molecular (hidrocarboneto de cadeia curta) ou
alta polaridade (aumento da aromaticidade, por exemplo), conduz a fortes efeitos de
solvatacdo tensoativo-6leo sobre a interface. Por outro lado, o aumento no comprimento da
cadeia do 6leo conduz a uma redu¢do das interacdes entre as microgoticulas diminuindo a

solubiliza¢do da microemulsao.

2.4.5.4 Influéncia da salinidade

O aumento da salinidade ocasiona inversdo de fases em um sistema
microemulsionado. Um exemplo representativo pode ser dado por um sistema constituido de
agua salina, um constituinte apolar (6leo), um tensoativo idnico € um cotensoativo alcodlico.
Neste caso, em um diagrama pseudoterndrio, se a quantidade de sal aumenta da esquerda para
a direita, a baixos teores de salinidade, a camada microemulsdo € uma solu¢do continua em
agua que se encontra em equilibrio com a fase oleosa (Winsor II) o aumento do teor salino
promove a formagdo de Winsor III, ou seja, a fase microemulsionada é continua em 6leo e
estd em equilibrio com a fase aquosa. Esta transi¢do ocorre em fun¢do da adi¢dao do sal, que

diminui a hidrofilia do tensoativo, a0 mesmo tempo em que aumenta sua afinidade pelo dleo.
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A valores intermedidrios de meio salino, a microemulsdo torna-se bicontinua, ou seja, possui
quantidades iguais de 6leo e dgua, formando um sistema trifdsico (Winsor III) (WATARAI,
1997). No entanto, microemulsdes contendo tensoativos ndo-idnicos sdo pouco sensiveis a

variagOes de salinidade (BARROS NETO, 1996).

2.4.5.5 Influéncia da razdo cotensoativo/tensoativo
A razdo cotensoativo/tensoativo é um fator fundamental para o aumento da
solubilizacdo do sistema. O dominio da existéncia das microemulsdes em diagramas

pseudoterndrios aumenta com a razao cotensoativo/tensoativo (LEUNG E SHAH, 1986).

2.4.5.6 Natureza e concentragao do cotensoativo

Com relacdo ao sistema pseudoterndrio, a estrutura molecular do cotensoativo
influencia significativamente a forma e a extensdo da regido de microemulsdo. A adi¢dao de
um cotensoativo diminui o tamanho das goticulas e amplia as regides de microemulsdes
(KUNEIDA, UMIZU, YAMAGUCHI, 1999). Desta forma, o tamanho da goticula é
fortemente afetado pela mistura de tensoativo no sistema, havendo tendéncia a diminui¢ao do
tamanho das goticulas com o aumento da concentracdo de cotensoativo, gerando sistemas

opticamente transparentes ou translicidos (LUNBERG, MORTIMER, REDGRAVE,1996).

2.4.6 Balanco hidréfilo-lip6filo (BHL)

O conceito de balanco hidrofilico-lipofilico foi introduzido por Griffin em 1949, e foi
derivado de forma empirica para fornecer uma descricdo semiquantitativa da eficacia do
tensoativo com respeito a emulsificacio de sistemas com dgua e Oleo. Esta escala foi
introduzida para caracterizar tensoativos nao-idnicos utilizando oligbmeros de Oxido de
etileno como grupo hidrofilico. O BHL de uma mistura de tensoativo € calculado por uma
regra linear baseada na porcentagem em peso de cada tensoativo. Esta escala empirica do
BHL, que é baseada no desempenho do tensoativo ndo-idnico, tem sido estendida a
tensoativos 10nicos. De acordo com os resultados obtidos a predomindncia do caréter
hidrofilico ou lipofilico do tensoativo, determina suas caracteristicas especificas, bem como

direciona o tipo de sua aplicabilidade.
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Um tensoativo ndo-idnico com BHL igual a 1 tem a mesma fracdo de 6xido de etileno
e cadeia lipofilica, por isso considera-se que tem afinidade aproximadamente igual por 6leo e
agua (GOMES, 2009). Especificamente, para que se tenha acido antiespumante, o valor tedrico
de BHL deve estar entre 1,5-3,0; acdo emulsionante para emulsdes do tipo A/O apresentam
BHL na faixa entre 3,0 — 6,0; acdo espumante apresenta BHL entre 7,0 — 9,0; emulsionante do
tipo O/A, BHL 8,0 — 18,0; detergentes, BHL 13,0 —15,0; solubilizante, BHL 15,0 — 20,0
(ROSSI, 2007). Davies e Rideal (1963) propuseram a seguinte aproximagao para o cdlculo do

BHL dos tensoativos:

BHL=Y H,-Y L +T (3)

Sendo Hi e Li os ndmeros de grupos hidrofilico e lipofilico, respectivamente.
Enquanto que o modelo de Griffin restringe os nimeros de BHL a uma escala de 0 a 20, os
nimeros calculados por Davies e Rideal podem ser menores que zero e sdo relacionados a
energia livre de transferéncia do tensoativo da dgua ao 6leo.

Um outro modelo para determinacdo do nimero de BHL foi proposto por Mashall e
Cruickshank (1973), com uma escala logaritmica baseada nas fracdes em peso de grupos

hidrofilico (hw) e lipofilico (Iw) do tensoativo, como mostrado pela equagao 4:

BHL =117 log—2 + 7 @)
W,

Becher (1984) sugeriu que o nimero de BHL fosse relacionado linearmente com a
energia livre de micelizacdo. Uma aproximagdo € relacionada com a equacido de Davies e
Rideal, onde as contribui¢cdes excedentes do grupo hidrofilico sdo obtidas como um meio
geométrico. A contribuicdo do grupo lipofilico € computada de forma semelhante a equacao

de Davies e Rideal.
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O BHL ¢ caracteristico de cada tensoativo e determina a regido de aplicacdo. Neste
contexto, quanto mais hidrofilico for um tensoativo maior serd o valor de BHL (geralmente
acima de 10) e tensoativos lipofilicos apresentam valores de BHL na faixa entre 1 — 10

(BOUCHEMAL et al., 2004).

2.4.7 Caracterizacao das microemulsoes

A determinacdo das caracteristicas das microemulsdes é de grande importancia para
qualquer trabalho que venha a utilizd-las, para tanto, vdrias técnicas podem ser empregadas
para sua caracterizacdo. Entre as técnicas mais difundidas, tém-se a microscopia de luz
polarizada para verificar a isotropia do sistema; o espalhamento de luz para determinar o
diametro da goticula ou da fase dispersa; os métodos espectroscopicos, como ressonancia
magnética nuclear, para determinar a estrutura interna (ROSSETI, 2006); A caracterizacao
envolve parametros fisico-quimicos que incluem entre outros a determinacdo do pH, taxa de
associagdo, potencial zeta, indice de polidispersdao, tamanho médio de particula, avaliacdao
morfoldgica, cinética de liberagdo e a determinagdo do teor do ativo, visando também avaliar
a estabilidade do sistema. As informagdes obtidas através da caracteriza¢do desses sistemas
podem conduzir a descricdo ao nivel molecular, levando-se em consideracio também a
composi¢do quali-quantitativa das formulagdes e do método de preparacio empregado
(DURAN, MATOSSO E MORAIS, 2006; SOUZA, 2007). Métodos mais classicos, como
aspectos macroscopicos, densidade, comportamento reolégico e viscosidade, indice de
refracdo, condutividade elétrica s@o significantes para determinar o tipo e caracterizar

fisicamente as microemulsdes (DAMASCENO et al., 2011).

2.4.7.1 Viscosidade

A viscosidade de um liquido mede a resisténcia interna oferecida ao movimento
relativo de diferentes partes desse liquido, ou seja, mede sua resisténcia em fluir (escoar) e
ndo esta diretamente relacionada com a densidade deste liquido. A resisténcia a0 movimento
de cada camada do fluido € atribuida a viscosidade (MASSEY, 2002). Para que um corpo
flua, deve-se realizar sobre ele uma tensdo de cisalhamento, que gerard um gradiente de
velocidade denominado velocidade de cisalhamento. Esta é dependente da resisténcia interna

da substancia, ou seja, de sua viscosidade. Através da viscosidade, os fluidos sdo divididos em
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duas classes: fluidos newtonianos ou de viscosidade ideal; e fluidos ndo newtonianos ou de
viscosidade estrutural (LAHOUD E CAMPOS, 2010).

Os fluidos newtonianos possuem a velocidade de cisalhamento diretamente
proporcional a tensdo de cisalhamento aplicada, sdo entdo, aqueles que cumprem a relacio de
proporcionalidade proposta por Isaac Newton. Consequentemente, o valor da viscosidade de
tais substancias apresentard sempre o mesmo valor, independente da velocidade de
cisalhamento ou da tensao de cisalhamento (MASSEY, 2002).

Os fluidos ndo newtonianos, por sua vez, nio obedecem a lei da equacdo de fluxo
proposta por Newton. Nestes fluidos a viscosidade depende de fatores como estrutura da
substancia, forma de preparo e tempo de repouso, de modo que, o quociente entre a tensdo e a
velocidade de cisalhamento ndo é uma constante (FERREIRA, 2008; AULTON, 2005). A
maioria dos fluidos farmacéuticos pertence a esta classe de substancias, pois ndo sdo formas
simples, como a dgua e xaropes, mas sim sistemas coloidais ou dispersos, incluindo emulsoes,
suspensoes, géis e xampus (AULTON, 2005). Segundo as caracteristicas de deformacao, os
sistemas nao newtonianos apresentam trés principais comportamentos: Pseudoplastico;
plastico e dilatante (ALMEIDA E BAHIA; 2003).

Nos sistemas com comportamento pseudopldstico, a relacdo entre a tensdo e a
velocidade de cisalhamento ndo € linear (MASSEY, 2002). Por conseguinte, a viscosidade
dos materiais pseudopldsticos € uma varidvel em relacdo a qualquer for¢a de cisalhamento
aplicada, ou seja, a viscosidade diminui com o aumento do cisalhamento (NETZ E ORTEGA,
2002; NEVES, 2006).

Os fluidos com comportamento plastico necessitam de uma tensdo de cisalhamento
minima para iniciar o escoamento. O comportamento plastico € encontrado em suspensdes
concentradas, especialmente se a fase continua for de alta viscosidade, ou se as particulas
estiverem floculadas (AULTON, 2005). Alguns géis unguentos e cremes concentrados
também sio exemplos de substincias que apresentam comportamento plastico (FERREIRA,
2008).

O comportamento dilatante € o tipo de fluxo oposto a pseudoplasticidade, que se
caracteriza pelo aumento da viscosidade decorrente do aumento da velocidade de
cisalhamento. Esse comportamento € tipico de pastas e suspensdes contendo grandes
quantidades de sélidos insoliveis suspensos. O efeito € progressivo com o aumento da
velocidade de cisalhamento, até que, por fim, o material adquire aparéncia de pasta e o fluxo
cessa. Este estado € reversivel, e a natureza fluida da substincia retorna com a remocado da

tensdo de cisalhamento (AULTON, 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a solubilizacdo do cetoconazol por microemulsdo para incorporacdo em

Xampu.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Validar a metodologia de dosagem do cetoconazol por espectrofotometria UV-Visivel;

= Avaliar a solubilidade do cetoconazol, utilizando diferentes agentes solubilizantes com
variacdo do pH;

= Preparar sistemas microemulsionados com construcio de diagrama de fases;

= Avaliar fisicoquimicamente xampu base, xampu base com cetoconazol e xampu
microemulsionado contendo cetoconazol;

= Determinar a taxa de incorporacdo do cetoconazol nos sistemas microemulsionados e

a taxa de recuperacio do cetoconazol no xampu base com cetoconazol.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Matérias-primas

»  Acido Citrico (Codossal)

»  Alcool Metilico (Dindmica)

= Cetoconazol 99,9% de pureza (Piramal Healthcare) obtido pela PharmaFace, Campina
Grande-PB, Brasil;

=  Cocoamidopropil betaina (Codossal)

= Dietanolamina do Ac. Graxo de coco (Codossal)

= EDTA (Codossal)

= Etanol 96% (Impex);

= Lauril Eter Sulfato de S6dio (Codossal)

=  Metabissulfito de sddio (Vetec)

= Metil parabeno (Proquimios)

= NaCl (Codossal)

* Oleo de Ricino (Codossal, Recife, PB, Brasil)

»  Oleo de Soja (Soya)

»  Oleo Mineral (Codossal)

= Polietilenoglicol 400 (PEG 400) (Vetec);

= Polissorbato 20 (Tween 20) (Isofar);

= Polissorbato 80 (Tween 80) (Isofar);

= Sepigel® (Pharmapele)

= Surfax Base perolada (Pharmaface)

= Trietanolamina (Codossal)

4.1.2 Equipamentos e Acessorios

= Agitador mecanico Fisatom 712;
= Agitador vortex Phonix AP-59;
= Balanca Analitica Bioprecisa FA 2104N

= Balanca semi-analitica Bioprecisa JH 2102;



41

= Centrifuga Centrifuga EEQ-9004/B;

= Cubetas de quartzo;

= Espétulas;

= Espectrofotometro UV-Vis Biospectro SP — 220;

= Estantes;

=  Filme PVC G-util;

= Papel aluminio Royalpacte;

= Papel filtro Qualy espessura 205um, poros 14um,;

= pHmetro Phtek modelo PHS-3B;

= Pipetas automadticas Digipet;

= Viscosimetro Rotativo Anal6gico Quimis, modelo Q-860A21;
= Vidrarias diversas (baldoes volumétricos, béqueres, erlenmayer, bastdes de vidro, funis,

célices, provetas, pipetas, tubos de ensaio, gral e pistilo, vidro de rel6gio).

4.2 METODOS

4.2.1 Varredura do espectro

Para a identificacdo do comprimento de onda mais adequado para as condigdes
experimentais, foram realizadas leituras de uma solugdo-padrdao de cetoconazol na
concentragdo de 150ug/mL em espectrofotometro UV-Visivel Biospectro SP — 220, na faixa
de 260nm a 310nm, sendo o comprimento de onda onde ocorreu o pico maximo de absorcao

considerado o mais adequado para a andlise do principio ativo cetoconazol.

4.2.2 Validacao da metodologia de dosagem

Para a validacdo do método foram seguidas as determinacdes da RE 899/2003 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) que dispde sobre a validagdo de
métodos analiticos e bioanaliticos, construindo-se a curva de calibracido e obtendo parametros
como exatiddo, precisdo, limites de detec¢do e de quantificac@o e robustez.

A curva de calibracdo foi construida utilizando-se solu¢des metandlicas em cinco
diferentes concentracoes de cetoconazol, 25ug/mL, 50pg/mL, 75ug/mL, 100pug/mL e

150pug/mL. A exatidao foi obtida pela relacio entre a concentracio média experimental
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dividida pela concentracdo tedrica média multiplicada por 100 de acordo com a equagdo 6. O

ensaio foi realizado empregando-se 15 determinag¢des dentro do intervalo linear obtido.

Exatiddo = (Valor médio obtido x 100)/Valor tedrico (6)

Para a determinacdo da precisdao, foi calculado o Coeficiente de Variacio (CV%)
expresso pelo valor de desvio padrdao dividido pela concentracio média determinada
multiplicando-se por 100, conforme a equacdo 7. Para tanto, utilizou-se uma solucdo

metandlica com concentracdo de 100pg/mL de cetoconazol em 6 determinagdes.

CV% = (DP x 100)/Concentracao média @)

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacio (LQ) foram determinados
matematicamente através da relacdo entre desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y da
curva de calibragdo, utilizando-se multiplicador apropriado e dividindo-se por IC que é a

inclinacdo da curva de calibrag¢do, como indicado nas equagdes 8 e 9 (Brasil, 2003).

LD =DP, x 3/IC €))

LQ =DP, x 10/IC ©))

Para a verificacdo da robustez, foram considerados os parametros solubilidade em
diferentes solventes, concentracdo do cetoconazol e variacao de pH.
Os resultados estatisticos foram analisados utilizando-se o programa GraphPad Prism

5 como ferramenta de estudo.

4.2.3 Estudo de solubilidade do cetoconazol

A solubilidade do cetoconazol a 2 e 4% p/v foi avaliada utilizando diferentes agentes

solubilizantes conforme esquema apresentado na figura 10.
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Agua (pH 2,5-5,5-7,0)

Metanol

2% plv Oleo de soja

Oleo mineral

Oleo de ricino
PEG 400
Tween 20 10%

Cetoconazol

4% plv Agua (pH 2,5-5,5-7,0)

Metanol

Figura 10 — Esquema representativo do teste de solubilidade do cetoconazol do presente estudo. Fonte:

Dados da pesquisa, 2012.

O pH das solug¢des aquosas foi ajustado com 4cido citrico (quando necesséario). As
preparacdes foram agitadas em agitador mecanico durante 30min a 700rpm e em seguida
filtrados em papel de filtro. As solu¢des contendo cetoconazol foram seladas com filme PVC
para evitar evaporacdo e embrulhadas com papel aluminio para evitar a possibilidade de
fotodegradacdo. A concentracdo de cetoconazol solubilizada foi determinada por

espectrofotometria. Todas as amostras foram feitas e analisadas em triplicata.

4.2.4 Preparo dos sistemas microemulsionados (Constru¢cido do diagrama

pseudoternario)

O diagrama de fases foi construido partindo-se de misturas compostas por 20 a 80% de
mistura tensoativa (MT) Etanol/PEG 400 (C/T = 0,30; 0,235:0,765). A essa mistura
adicionou-se o 6leo de soja como fase oleosa (FO) em concentracdes decrescentes de 80 a
20%, preparando-se amostras de 3,0 gramas. Cada amostra obtida foi titulada com &4gua
destilada como fase aquosa (FA), registrando volumes de 2 a 70%. Ap0s cada titulagdo a

amostra foi homogeneizada em agitador vortex e centrifugada a 3500rpm durante cinco
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minutos, tempo suficiente para ocorrer separacdo de fases ou formacdo do sistema
homogéneo.

Os pontos da titulac@o referiram-se as modificagdes verificadas no sistema, tais como,
separacdo de fases, sistema transparente liquido, sistema transparente gel, sistema opaco, etc.
Esses pontos foram calculados a partir das novas proporcdes entre os componentes da ME

depois da titulacdo (tabela I).

Tabela I — Proporc¢do dos constituintes para construcio do diagrama de fases.

FO (%) C/IT (%) FA (%)
3 27 70
3 77 20
4 36 60
5 45 50
5 80 15
9 51 40
12 58 30
10 80 10
20 75 5
25 55 20
25 45 30
40 48 12
50 30 20
50 40 10
60 32 8
70 25 5
80 18 2

Determinadas as regides no diagrama de fases, foi escolhido um ponto para preparo de
50 mL de microemulsdo, utilizando 90% de MT, 4% de fase oleosa e 6% de fase aquosa,

sendo adicionado 4% de cetoconazol sob agitacao.
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4.2.5 Preparo do xampu base e xampu base com cetoconazol 2% p/v

Para preparo dos xampus utilizou-se os componentes descritos na tabela II.

Tabela II — Composi¢do do xampu base e xampu base com cetoconazol 2% p/v.

Matérias-primas Funcao % (p/v)
Lauril Eter sulfato de Sédio (LESS) Tensoativo anidénico 30
Dietanolamida de Ac. Graxo de Coco ~ Sobreengordurante 6
Cocoamidopropil betaina Tensoativo anfétero 5
Base perolada Perolizante 1
EDTA Sequestrante 0,15
Metil parabeno Conservante 0,1
Metabissulfito de sddio Antioxidante 0,1
Acido Citrico Corretor de pH 3
Cetoconazol Ativo 2
Corante vermelho Melhorar coloragao gs
Esséncia Aromatizante gs
Trietanolamina Corretor de pH 5
Sepigel® Espessante gs
Agua destilada Veiculo gsp 100 mL

O modo de preparo seguiu o seguinte processo: pesagem do cetoconazol e
solubilizacdo em 4gua acidificada com 4cido citrico até pH 2,5; pesagem do EDTA,
metabissulfito e metil parabeno. Em um célice foi adicionado o LESS, o anfétero betainico, a
dietanolamina, a base perolada e metade da 4gua, homogeneizando lentamente com bastao de
vidro a cada novo componente acrescido. O metil parabeno anteriormente pesado foi
solubilizado em dgua sob aquecimento e acrescentado ao cdlice, seguido do metabissulfito e
EDTA ambos também solubilizados em 4gua. Adicionou-se a solu¢do de cetoconazol e o
restante da dgua. Verificou-se o pH, o qual foi corrigido para 5,5 com trietanolamina. O acerto
da viscosidade deu-se com Sepigel®.

O xampu base foi formulado com a mesma composi¢do, com exce¢ao do cetoconazol

e do acido citrico.
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Como amostra de referéncia foi adquirido um xampu de cetoconazol 2% p/v de uma
farmécia de manipulacdo da cidade de Campina Grande-PB, Brasil, contendo os seguintes
componentes: Cetoconazol, EDTA, Oxido de zinco, xampu base, corante vermelho e
esséncia, permitindo uma compara¢cdo mais legitima dos resultados encontrados na avaliacao

do pH e viscosidade.

4.2.6 Preparo do xampu microemulsionado contendo cetoconazol 2% p/v

25mL da microemulsdo contendo cetoconazol a 4% p/v foi incorporado no xampu
base g.s.p. S0mL sob agitacdo constante, utilizando algumas gotas de Sepigel® como agente

espessante.

4.2.7 Caracterizacao fisico-quimica do xampu base, xampu base com cetoconazol 2% p/v

e xampu microemulsionado contendo cetoconazol 2% p/v

4.2.7.1 Avaliacao macroscdpica e caracteristicas organolépticas

As amostras foram observadas visualmente quanto a cor, odor e homogeneidade, 24

horas ap0s a preparacao das formulagdes.

4.2.7.2 Determinagao do pH

A determinag¢ado do pH foi efetuada em pHmetro Phtek modelo PHS-3B, calibrados com
solugdes tampdo pH 4,0 e 7,0, inserindo o eletrodo diretamente na formulacdo. Todas as

determinacgdes foram realizadas em triplicata.

4.2.7.3 Determina¢ao das Viscosidades

As viscosidades foram determinadas utilizando-se um viscosimetro Rotativo
Analdégico Quimis, modelo Q-860A21, no qual foram selecionados, experimentalmente, os
spindles 2 e 4 nas velocidades de 12 e 30 rpm, respectivamente. A temperatura das amostras
foi padronizada em 25 + 2° C, obedecendo-se o tempo de 1 minuto para o ajuste do fator de

velocidade. Para validagdo do método todas as andlises foram feitas em triplicata.



47

4.2.8 Doseamento do farmaco

Para realizar o doseamento do cetoconazol nas formula¢des de xampu foi necesséria a
extracdo do mesmo das formulagdes, utilizando o metanol para este fim. As solucdes-padrao
foram preparadas usando o metanol como solubilizante do cetoconazol na mesma

concentragdo das formulacdes.

4.2.8.1 Extracdo do cetoconazol das formulagdes e preparo das solu¢des

Aliquotas de 10mL das amostras de formula¢des com cetoconazol 2% p/v (equivalente
a 200mg de cetoconazol) foram colocadas em um béquer onde receberam 70mL de metanol e
foram submetidas a agitacdo mecanica a temperatura ambiente durante 30min sendo em
seguida transferidas para baldo volumétrico de 100mL completando-se o volume com metanol
e a solucdo filtrada em papel. As solugdes-padrdo foram obtidas substituindo-se as
formulacdes por exatamente 200mg de cetoconazol. Para realizagdo das leituras em
espectrofotometria foi necessario o preparo de uma amostra branco, que € a amostra de uma
matriz na qual nenhum analito foi adicionado e é utilizada para avaliar a especificidade do
método analitico (BRASIL, 2003); O branco foi obtido pelo mesmo processo de extragao

empregando-se, no entanto, formulagao isenta de cetoconazol.

4.2.8.2 Doseamento das amostras utilizando o método de espectrofotometria UV-Visivel

As solugdes metandlicas obtidas das formulagdes de cetoconazol 2% p/v ou do
principio ativo foram colocadas em cubetas de quartzo e os valores de absorbancia detectados
em espectrofotdmetro apds exposi¢do a radiacdo ultravioleta no comprimento de onda de

266nm. As andlises foram realizadas em triplicata.

4.2.8.3 Determinacdo da taxa de incorporacdo do cetoconazol nos sistemas

microemulsionados e da taxa de recuperag@o do ativo no xampu base com cetoconazol

Os ensaios espectrofotométricos feitos para a determinagdo da taxa de incorporacao do
cetoconazol foram realizados utilizando solu¢cdo metandlica de cetoconazol 2% pl/v,

microemulsdo com cetoconazol 4% p/v, xampu base com cetoconazol 2% p/v, xampu
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microemulsionado com cetoconazol 2% p/v, solugdo aquosa acidificada com cetoconazol 2%
p/v, todos diluidos na concentracao de principio ativo de 100 pg/mL.
Os valores da taxa de incorporagcdo do cetoconazol nas microemulsdes e da taxa de

recuperacdo no xampu base com cetoconazol foram obtidos através das equacdes 10 e 11.

9 Incorporacdo = Asmc — AMEec ou xmc X 100/Asmc (10)

Onde:
Asmc: Absorbancia da solugdo metandlica de cetoconazol
Amgc. Absorbancia da Microemulsdo com cetoconazol

Axwmc: Absorbancia do xampu microemulsionado com cetoconazol

% recuperacdo = Asmc — Axsc ousac X 100/Asmc (11)

Onde:
Asmc: Absorbancia da solugao metandlica de cetoconazol
Axgc: Absorbancia do xampu base com cetoconazol

Asac: Absorbancia da solugdo aquosa acidificada com cetoconazol
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validacao da metodologia de dosagem

A validacdo tem como objetivo demonstrar que o método analitico é apropriado para a
finalidade pretendida, ou seja, a determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa
de farmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos (BRASIL, 2003).

A selecdo do comprimento de onda mais adequado para as condi¢des experimentais
foi realizada por meio da varredura do espectro da faixa de 260 a 310nm, utilizando uma
solu¢do metandlica de 150ug/mL de cetoconazol. De acordo com o espectro de varredura
(figura 11) a maior absorcdo da solu¢dao ocorreu em 266nm, sendo, portanto, o comprimento
de onda selecionado para as andlises do cetoconazol. Vdrios trabalhos utilizaram
comprimentos de onda na faixa especificada para andlise deste principio ativo. Proenca et al.
(2007) realizaram leituras de amostra de solu¢do-padrdo de cetoconazol em todo o espectro
para a identificagdo do comprimento de onda mais conveniente, sendo o comprimento de
267nm considerado o mais apropriado para a andlise. Spdsito (2008) utilizou o comprimento
de onda de 260nm para constru¢do da curva de calibracio do cetoconazol em
espectrofotometria ultravioleta. Santos et al. (2009) realizaram leituras na faixa de
comprimento de onda de 200 a 400nm, escolhendo o comprimento de 269nm como o ideal

para andlise deste principio ativo.
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Figura 11 — Espectro de varredura do cetoconazol (A = 266nm) a 150ug/mL em MeOH. Fonte: Dados
da pesquisa, 2012.
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A curva de calibragdo foi obtida empregando-se solucdes metandlicas de cetoconazol
nas concentracoes de 25ug/mL, 50ug/mL, 75ug/mL, 100ug/mL e 150ug/mL. Obteve-se a
equacdo da reta para a andlise dos resultados através de estudos de regressdo linear,
analisando-se as concentra¢des de cetoconazol e suas respectivas leituras. O coeficiente de
correlacdo obtido foi de 0,999, indicando uma regressdo linear significativa (p < 0,0001),
demonstrando uma linearidade aceitdvel na faixa estudada, uma vez que, o critério minimo
aceitdvel do coeficiente de correlacdo (r) deve ser 0,99 (BRASIL, 2003). Os respectivos
valores do coeficiente de variacdo obtidos na andlise apresentaram-se todos inferiores ao
limite maximo de 5% especificado pela RE 899 (BRASIL, 2003).

Sendo assim, € possivel visualizar graficamente na figura 12, a curva padrdo do
cetoconazol. A equacdo da reta para a mesma apresentou-se como: y = 0,00567x + 0,0306

onde x ¢ a concentracdo em pg/mL e y a absorbancia do espectro.

1.0+
0.8+
0.6+

0.4+

Absorbancia

0.2

0-0 1 1 1 1
0 50 100 150 200

Concentracao (ng/mL)

Figura 12 — Curva padrio de solugdes de cetoconazol obtida por espectrofotometria UV-Vis a 266nm

(n=3). Fonte: Dados da pesquisa, 2012.

A exatidao, que € a concordancia entre o valor real do analito na amostra e o estimado
pelo processo de andlise, constitui a chave para o propdsito da validagdo (BRITO et al., 2003).
O método apresentou exatiddao entre 98,8 e 101,1% conforme os resultados da tabela III.
Desta forma, o método pode ser considerado exato, pois segundo Brito (2001) quando a
concentragdo do analito ¢ > 0,1 e < 1% o intervalo de recuperacdo aceito é na faixa de 95 a
105%. As amostras em questdo possuiam concentragdo do analito entre 0,125 e 0,75%,

estando, portanto, os seus valores de recuperacdo dentro do limite preconizado.
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de cetoconazol em

Concentracao do cetoconazol (ug/mL)

Dados Estatisticos

Tedrica Experimental Média D.P.* C.V** (%) Exatidao (%)
25 25,46 24,93 23,88 24,76 0,804 3,2 99,0
50 48,57 51,92 50,33 50,27 1,676 3.3 100,5
75 71,85 73,61 76,79 74,08 2,504 3.4 98,8
100 99,54 101,48 102,18 101,07 1,368 1,4 101,1
150 149,1 148,21 151,04 149,45 1,447 1 99,6

*D.P. - Desvio padrdo

** C.V. - Coeficiente de variacio

A precisdo do processo analitico é o pardmetro que avalia a proximidade entre varias

medidas efetuadas na mesma amostra. Para a determinacdo da precisdo utilizou-se a

concentragdo de 100ug/mL em 6 repeticdes (tabela IV), obtendo-se um coeficiente de

variacdo de 1,3%, o que qualifica 0 método como preciso, pois, em funcdo da concentragao do

analito, o coeficiente de variacdo aceitavel deve ser inferior a 5,6% (BRITO et al., 2003) e a

5% (BRASIL, 2003).

Tabela IV — Valores experimentais obtidos para o ensaio de repetibilidade para a quantificacdo do

cetoconazol por espectrofotometria UV-Vis.

Absorbancias (266nm) Concentracao (ug/mL)
0,622 104,3
0,624 104,6
0,626 105,0
0,630 105,7
0,631 105,9
0,643 108,0
Média 105,6
D.P. 1,3
C.V (%) 1,3
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Os valores do Limite de detec¢do e Limite de quantificacdo foram, respectivamente,
2,67ug/mL e 8,9ug/mL. Os valores reportados sdo considerados satisfatorios, para o propdsito
do método, demonstrando sua aplicabilidade para andlise do cetoconazol nas concentragdes
avaliadas.

A avaliacdo da robustez que a medida da capacidade que o método apresenta em se
manter inalterdvel através de pequenas, mas deliberadas modificacdes em seus pardmetros, se
deu em relacdo a concentracdo, solubilidade em diferentes tipos de solvente e variacdo de pH
de solugdes contendo cetoconazol. Como disposto na tabela V, o método sofre interferéncia
em relacdo a tais parametros, pois a quantidade de cetoconazol solubilizada € varidvel em
relacdo ao solvente empregado e ao pH, sendo o método considerado robusto nas condi¢des

de solubilidade em metanol.

Tabela V — Anélise da robustez do método de dosagem do cetoconazol em espectrofotometria UV -

Vis.

Cetoconazol 2% (mg/mL) Dados Estatisticos
Solvente C. Teorica C. Experimental Média D.P. C.V (%)
Metanol 20 19,9 20,3 20,4 20,2 0,2646 1,3
Agua pH 2,5 20 11,3 11,4 12,0 11,6 0,37 3,2
PEG 400 20 6,5 6,4 6,6 6,5 0,095 1,4
Agua pH 5,5 20 1,0 1,01 1,01 1,0 0,020 2,0
Tween 20 10% 20 0,88 0,87 0,90 0,88 0,02 1,7
Tween 80 3% 20 0,057 0,058 0,055 0,057 0,002 35
Oleo de Soja 20 0,029 0,028 0,03 0,029 0,001 34
Oleo de Ricino 20 0,0069 | 0,0067 | 0,0068 | 0,0068 0,0001 1,4
Agua pH 7,0 20 0,0067 | 0,0069 | 0,0071 | 0,0069 | 0,0002 2,9
Oleo Mineral 20 0,0036 | 0,0037 | 0,0035 | 0,0036 | 0,0001 2,8
Etanol 15% 20 0 0 0 0 0 0
Cetoconazol 4% (mg/mL) Dados Estatisticos
Solvente C. Teodrica C. Experimental Média D.P. C.V (%)
Metanol 40 39,6 39,2 39,9 39,6 0,35 0,9
Agua pH 2,5 40 17,72 17,65 18,03 17,8 0,2022 1,1
Agua pH 5,5 40 0,6 0,58 0,6 0,59 0,0115 1,9
Agua pH 7,0 40 0,007 0,007 0,007 | 0,0071 0,0002 2,8
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5.2 Estudo de solubilidade do cetoconazol

Diante dos resultados da tabela V percebe-se a pouca solubilidade do cetoconazol na
maioria dos solventes empregados, apresentando-se solivel satisfatoriamente apenas em
metanol, o que justifica o uso de microemulsdes para melhorar os parametros de solubilidade
deste principio ativo, uma vez que a solubilizagcdo em metanol sé € considerada para fins
analiticos, ndo podendo, em nenhuma hipétese, ser utilizado como componente de uma
formulacdo, pela toxicidade que apresenta.

Devido a sua elevada capacidade de solubilizacdo, as microemulsdes, sdo importantes
alternativas para incorporacdo de grandes quantidades de farmacos (NAZAR, KHAN E
SHAH, 2009). Nemen e Lemos-senna (2011) utilizaram MEs para incorporar o resveratrol,
que apresenta solubilidade aquosa de unicamente 0,03 mg/mL sendo que a concentracgdo final
na ME foi cerca de 28 vezes maior que a solubilidade aquosa do mesmo. Nazar, Khan e Shah
(2009) empregaram MEs para aumentar a solubilidade de uma droga altamente hidrofébica, o

piroxicam, conseguindo solubilizar altas concentragdes do farmaco.

5.3 Preparo dos sistemas microemulsionados (Construciao do diagrama pseudoternario)

O procedimento empregado na construcdo dos Diagramas de fases Pseudoternarios,
em sua maioria, constitui-se de preparacdo de uma mistura bindria (tensoativos/6leo) com
posterior titulagdo de um terceiro componente (4dgua), avaliando-se a mistura a cada adi¢do
(MACEDO, 2005). As mudangas de composicdo traduzem importantes variacdes nas
propriedades termodindmicas dos compostos (OLIVEIRA et al.,, 2004). De tal modo, a
construcdo do diagrama pseudoterndrio é uma ferramenta fundamental para determinar as
regides de microemulsdo, bem como, em que propor¢do dos componentes outras estruturas
podem estar presentes (FORMARIZ, 2004).

Foi elaborado um diagrama de fases (figura 13) a partir da uma série de combinagdes
de mistura do Etanol (C)/PEG 400 (T) com o6leo de soja (FO), cujos pontos experimentais
obtidos através das titulacbes da FA, refletiram as regides de separacdo de fases e

estabeleceram as regides de dominio das ME:s.



54

FO

Figura 13 — Diagrama de fase pseudoternirio para o sistema Etanol/PEG 400 (C/T = 0,30;
0,235:0,765), dleo de soja e dgua destilada. Fonte: Dados da pesquisa, 2012.

Segundo Macedo (2005), as regides do diagrama, particularmente com composi¢ao
nas proximidades do eixo bindrio 6leo/dgua, onde a quantidade de tensoativo € insuficiente
para a formacdo de uma unica fase, podem existir sob a forma de multiplas fases, cuja
complexidade aumenta com o nimero dos componentes da mistura. Estes sistemas
multifasicos podem ser descritos pela classificagdo de Winsor.

No diagrama apresentado observa-se um predominio das regides de Winsor I, II e III.
Ocorreu a formag¢do de ME em uma pequena regido do diagrama com propor¢do de FO de no
maximo 10% e de FA inferior a 20%. As ME s6 se formaram com elevadas propor¢des de
MT acima de 80%, sendo a razdo C/T = 0,30 a que favoreceu esta formacao. Propor¢des
maiores de FO e menores de MT predispuseram a formacdo de sistemas multifasicos.
Segundo Barros Neto (1996), o aumento da cadeia hidrofébica da fase oleosa promove a
diminui¢cdo da regido de microemulsdo, devido as interagdes entre a molécula do 6leo e a
cadeia do tensoativo afetando a curvatura da interface 6leo-dgua. O dleo de soja por
apresentar uma cadeia longa de 18 atomos de carbono certamente contribuiu para a ocorréncia
deste fendmeno.

Para o preparo da microemulsdo empregada neste trabalho utilizou-se as propor¢oes

dos componentes descritos na tabela VI, conforme ponto indicado na figura 11.
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Tabela VI — Componentes e proporcdes utilizadas para preparo das MEs do presente estudo.

Fase Componentes Y0
Cotensoativo/Tensoativo Etanol/PEG 400 90
Fase Aquosa Agua destilada

Fase Oleosa Oleo de soja 4

Observa-se, na tabela correspondente, que a regido utilizada € rica em mistura
tensoativa e contém pouca fase aquosa e muito pouca fase oleosa. A estrutura que melhor
representa essa regido consiste de uma fase continua onde a mistura de
tensoativo/cotensoativo, 6leo e dgua encontram-se em fase lamelar, na qual o tensoativo e o
cotensoativo organizam-se na interface continua o6leo/dgua, separando ambas as fases
(OLIVEIRA et al., 2004).

A figura 14 mostra os resultados da classificacio Winsor desta pesquisa, a qual
possibilitou a determinacdo experimental das regides limites de transi¢do, ou seja, equilibrio
entre a fase emulsionada e a fase oleosa em excesso (Winsor I), equilibrio entre a fase
emulsionada e a fase aquosa em excesso (Winsor II), sistema trifisico 6leo/emulsdo/dgua

(Winsor III) e formagao de um sistema monofasico (Winsor IV), caracteristico das ME.

B |

LT

Figura 14 — Representacdo da classificacdo de Winsor, concebidos respectivamente por Winsor 1 (A),
Winsor II (B), Winsor III (C) e Winsor IV (D). Fotos: Maria da Gloéria Batista de Azevedo, Abril de
2012 (Laboratério de Farmacotécnica, UFCG/CES).
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A formacdo da microemulsdo foi confirmada através de sua transparéncia visual,
conforme evidenciado na figura 14-D.

Apbés o preparo da ME, 40mg/mL de cetoconazol foi adicionado ao sistema
microemulsionado apresentando uma excelente solubilizacdo, evidenciada pela alta taxa de

incorporacdo do ativo na microemulsdo, confirmada no subitem 5.6.

5.4 Preparo do xampu base, xampu base com cetoconazol 2% p/v e xampu

microemulsionado com cetoconazol 2% p/v

As formulacdes de xampu base, xampu base de cetoconazol 2% p/v e xampu
microemulsionado com cetoconazol 2% p/v (figura 15) foram preparados conforme subitens

4.2.5e4.2.6.

Figura 15 — Formulagdes de xampu desenvolvidas: 1 — Xampu base; 2 — Xampu base com cetoconazol
2% pl/v; 3 — Xampu microemulsionado com cetoconazol 2% p/v. Foto: Maria da Gléria Batista de

Azevedo, Abril de 2012 (Laboratério de Farmacotécnica, UFCG/CES).

5.5 Caracterizacao fisico-quimica do xampu base, xampu base com cetoconazol 2% p/v e

microemulsionado com cetoconazol 2% p/v

Alguns parametros fisicos e quimicos precisam ser verificados nos xampus, pois
refletem a qualidade do produto final. No presente estudo os parametros avaliados incluem a

andlise das caracteristicas organolépticas, o pH e a viscosidade.
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5.5.1 Avaliacdo macroscopica e das caracteristicas organolépticas

A formulacdo de xampu base de cetoconazol mostrou-se homogénea 24 horas apds o
preparo, ndo apresentando separacdo de fases nem formacgao de precipitados. A cor e o odor
mantiveram-se inalterados.

O xampu microemulsionado, no entanto, apresentou precipitacdo da base perolada
mostrando incompatibilidade da mesma com a microemulsido incorporada. A cor e o odor
permaneceram sem alteragao.

A utilizacdo de base perolada auxilia na conceituacdo dos produtos capilares, pois
permite que se relacione a aparéncia do xampu a sua funcao. O brilho pérola também agrega
valor ao produto e € utilizado para mascarar aspectos visuais nio atrativos como cor, turbidez
e presenca de ativos insoliveis em suspensdo (FERREIRA, 2008). No entanto, verificou-se
que no xampu microemulsionado desenvolvido ndo houve a necessidade de mascarar aspectos

visuais optando-se pela retirada da base pérola das futuras formulagdes.

5.5.2 Determinaciao do pH

Quando em boas condicdes, o pH do couro cabeludo estd entre 4 e 5. A utilizacdo de
tipos especificos de xampu pode ocasionar alteracdes nestes valores, promovendo
modificagdes na estrutura capilar. A tabela VII apresenta os valores de pH das amostras de

xampu analisadas.

Tabela VII — Valores de pH das amostras de xampu pesquisadas.

Amostras de Xampu Valores do pH + DP
Xampu base sem cetoconazol 5,56 + 0,06
Xampu base com cetoconazol 5,69 +0,14
Xampu microemulsionado com cetoconazol 5,53 £0,05
Xampu de referéncia 7,09 £ 0,03

De acordo com os resultados expostos na tabela VII, os xampus elaboradas neste
trabalho apresentaram um pH ligeiramente dcido enquanto o produto de referéncia apresentou

um pH neutro.
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E aconselhdvel que os xampus de uso didrio tenham o pH na faixa de 5 a 7, pois com
pH acima de 7, abrird as cuticulas dos cabelos mais profundamente (FEREIRA, 2008). Desta
forma, um xampu que apresente pH neutro, obviamente € melhor para os cabelos que um de
pH alcalino, porém o ideal € que ele possua um pH levemente dcido (BARBOSA E SILVA,
1995).

Formula¢gdes de xampu contendo suspensdes de nanocdpsulas e nanoparticulas de
cetoconazol e com o farmaco livre, preparadas por Pons Junior (2011) apresentaram faixa
semelhante de pH entre 5,2 — 5,9. Fujiwara et al. (2009), prepararam xampus de cetoconazol
com ajuste de pH para 5,5, 0 mesmo ocorrendo com xampu preparado por Staub et al. (2007).

Ainda com relacdo a importancia do pH em formulacdes contendo cetoconazol, Skiba
et al. (2000) estudaram a estabilidade do cetoconazol em formulacdes aquosas e os resultados
assinalaram uma maior estabilidade quimica para as formulagdes armazenadas a temperatura
ambiente em faixa de pH 5,0 a 9,0. Também € relevante ressaltar que um xampu levemente
dcido melhora a ag¢do antimicdtica do cetoconazol, servindo ainda como protecdo ao couro

cabeludo (PONS JUNIOR, 2011).

5.5.3 Determinacao das viscosidades

A viscosidade € outro parametro importante, que constantemente é relacionada com a
qualidade do produto, muito embora tal relacio nem sempre seja valida. Por essa razdo, o
comportamento reolégico deve ser adequado a formulacdo, de modo a garantir uma facil
espalhabilidade no couro cabeludo, sem escorrer das maos durante a aplicacdo (CASTELI et
al., 2008; FERREIRA, 2008). As viscosidades dos xampus analisados apresentam-se na
tabela VIII.

Tabela VIII — Resultados da viscosidade das amostras analisadas.

Amostra de xampu Viscosidade (cP) = DP
Xampu base sem cetoconazol 3100 = 100
Xampu base com cetoconazol 1150 + 25
Xampu microemulsionado com cetoconazol 887 17

Xampu de referéncia 14100 £ 100
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O pH 4cido das formulagdes de xampu pode provocar instabilidade dos tensoativos,
resultando em alteracdo da viscosidade do produto final (WILKINSON E MOORE, 1990),
informagao evidenciada quando se confronta os valores de pH e viscosidades presentes nas
tabelas VII e VIII. No entanto, esta alteracdo pode ser corrigida com o uso de agentes de
viscosidade sendo utilizado o sepigel® nas formulacdes desenvolvidas nesta pesquisa.

Outro fator importante na alteracdo da viscosidade pode ser a incorporagdo de ativos
como o cetoconazol, pois no momento do preparo da férmula contendo o farmaco livre notou-
se que houve uma redugdo da consisténcia do produto imediatamente apds sua adicdo, fato
que pode ser observado quando se compara o xampu base com o xampu base acrescido de
cetoconazol. No caso especifico do xampu microemulsionado, a alta concentragdo de etanol
presente na microemulsdo proporciona uma diminui¢do considerdvel da viscosidade, o qual
necessita de uma quantidade suficiente de espessante para ajustar a viscosidade em torno do
ideal.

Corroborando estas observacdes, Pons Junior (2011) desenvolveu xampus contendo
nanocdpsulas, microparticulas e cetoconazol livre, os quais apresentaram baixas viscosidades
estando em torno de 295 e 784 cP. Fujiwara et al. (2009) prepararam diferentes formulagdes
de xampu de cetoconazol tendo, em sua maioria, viscosidades abaixo de 1400 cP.

Os xampus de tratamento, em especial os anticaspa, devem apresentar uma
viscosidade que permita uma boa aderéncia ao couro cabeludo facilitando a acgdo
antimicrobiana, todavia deve permitir um facil escoamento da embalagem, o que ndo ocorre
quando a viscosidade é exageradamente alta. Para melhorar o desempenho do xampu ¢é
necessdrio que o consumidor deixe o produto agir por alguns minutos antes de enxaguar.

(CUNHA, SILVA E CHORILLI, 2009).

5.6 Determinacio da taxa de incorporacdo do cetoconazol nos sistemas

microemulsionados e taxa de recuperacio do ativo no xampu base com cetoconazol

Substituindo os valores de absor¢do da solucdo metandlica de cetoconazol
(0,603+0,007), da microemulsdo contendo cetoconazol (0,093+0,013) e do xampu
microemulsionado com cetoconazol (0,030+0,004) na equacdo 10, obteve-se uma taxa de
incorporacdo do cetoconazol na microemulsdo de 84,6% e no xampu microemulsionado de
95%. Este aumento na taxa de incorporagdo do cetoconazol no xampu em relacdo a

microemulsdo pode ser explicado pela presenca de agentes tensoativos em sua composi¢ao,
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havendo uma estabilizacdo adicional do sistema microemulsionado convergindo em uma
maior solubiliza¢cdo e consequente incorporagdo do cetoconazol.

Virios estudos encontrados na literatura revelam que as MEs conseguem incorporar
grandes quantidades de diversos farmacos. Em estudo realizado por Franzini (2006)
utilizando MEs e subemulsdes para incorporacao de Anfotericina B encontrou-se uma taxa de
incorporagdo do farmaco de 90,8%. Sposito (2008) conseguiu incorporar em torno de 95% de
cetoconazol em nanoemulsdes. Silva et al. (2009b) obtiveram uma eficiéncia de encapsulacao
do diclofenaco de dietilamonio de 101%, mostrando uma completa incorporac¢do do farmaco
numa ME em forma de gel. Nemen e Lemos-senna (2011) obtiveram uma taxa de
incorporacdo em torno de 80% de resveratrol em ME conseguindo uma eficiéncia de
encapsulacdo de 94%.

No caso especifico do xampu base com cetoconazol 2% p/v foi calculada a taxa de
recuperagdo do principio ativo uma vez que o mesmo encontra-se livre na formulacio.
Levando em consideragdo as absorbancias do espectro (0,382+0,014) e substituicdo na
equagdo 11, a taxa de recuperagcdo do cetoconazol foi de 63%, mostrando que a solubilizacdo
do cetoconazol em dgua acidificada para posterior incorporacdo no xampu promove uma
perda considerdvel do ativo. Tal comportamento foi evidenciado com o preparo de uma
solu¢do aquosa acidificada acrescida de cetoconazol (0,358+0,010) onde obteve-se o
resultado de 59% de recuperagdo do ativo.

A utilizacdo dos sistemas microemulsionados mostra-se como uma excelente
alternativa para solubilizacdo eficiente do cetoconazol, garantindo uma alta taxa de
incorporagdo. O presente trabalho demonstra que o xampu base com solubilizacio do
cetoconazol em meio 4acido, proporciona uma perda do ativo que pode interferir na sua
atividade terapéutica, uma vez que apresenta concentragdo final de cetoconazol de 1,2%.
Desta forma, o xampu microemulsionado mostra-se como uma promissora forma cosmética
para este principio ativo, por proporcionar solubilizacdo adequada do cetoconazol,
necessitando, no entanto, comprovar o teor de cetoconazol presente e a eficdcia
microbioldgica deste xampu.

As MEs podem ainda modificar intensamente a velocidade de liberagdo de farmacos,
oferecendo melhorias como aumento da solubilidade e absor¢do e controle da
biodisponibilidade. Podem alterar pardmetros farmacocinéticos diminuindo a toxicidade e
aumentando a eficicia terap€utica de farmacos (FRANZINI, 2006).

Experimentos conduzidos por Oliveira et al (2004) mostraram que ME O/A, contendo

miristato de isopropila como fase interna e mistura de brometo de hexadeciltrimetilamonio
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(CTAB)/etanol (1:1) como tensoativo, aumentam significativamente a solubilidade do
antiinflamatério ndo ester6ide naproxeno e sua atividade antiinflamatéria em ratos foi
expressivamente mais intensa com ME como veiculo, em relacdo ao naproxeno veiculado em
sistema tampao.

Chen et al. (2004) estudaram o uso das microemulsdes para a administracdao
transdérmica da triptolida, firmaco com atividade antidepressiva, anti-fertilidade e anti-
cancer. Vdrias formulacdes de microemulsdo foram preparadas usando o dcido oléico como
6leo, o tween 80 como tensoativo e o propilenoglicol como cotensoativo. A microemulsio
com a triptolida mostrou uma permeacdo in vitro por peles de rato compardavel a de uma
solu¢do aquosa de propilenoglicol a 20%, contendo 0,025% de triptolida, sem causar nenhum
irritacdo local. Os resultados indicaram que os sistemas estudados em microemulsido, podem
ser veiculos promissores para a administra¢do transdérmica da triptolida

Dalmora, Dalmora e Oliveira (2001) estudaram o perfil de liberacdo in vitro do
piroxicam em tampao fosfato pH 5,5, em ME e em ME contendo polimero carboxivinilico
(Carbopol 940®), demonstrando que a incorporagdo do piroxicam na ME catidnica interfere
muito significativamente no processo de liberacdo in vitro, produzindo inibi¢do significativa
da velocidade de liberagdo.

Franzini (2006), desenvolveu MEs acrescidas de Anfotericina B, as quais modularam

a velocidade de liberagdo do farmaco, tornando-a mais lenta e, portanto, prolongada.
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6 CONCLUSAO

Este estudo tem extrema importadncia no desenvolvimento tecnologico de formas

cosméticas e/ou farmacéuticas, visto que, diversas substincias ativas ndo apresentam

solubilidade desejada para incorporacdao em formas cldssicas. Os dados obtidos permitiram

concluir que:

A dosagem do cetoconazol por espectrofotometria propicia linearidade, exatidao e

precisdo suficientes, conforme os resultados da validacao divulgados;

O teste de solubilidade do cetoconazol revelou uma solubilizacdo suficiente do

ativo apenas em metanol;

O diagrama de fases pseudoterndrio apresentou-se como importante ferramenta

para delimitacdo das regides de ME;

O estudo de solubilizagdo do cetoconazol por microemulsdo mostrou-se valido,
pois, a formulacdo selecionada apresentou uma excelente eficiéncia na
solubiliza¢do do cetoconazol, obtendo-se uma solubilidade maxima de 40mg/mL
de principio ativo na microemulsdo contendo MT 90%, FO 4% e FA 6%,

resultando em uma concentra¢do de 20mg/mL no xampu microemulsionado;

Os parametros fisico-quimicos foram aceitdveis para as formulacdes de xampu
manipuladas, precisando de ajustes apenas na viscosidade do xampu

microemulsionado;

A taxa de incorporacio do cetoconazol na microemulsdo e xampu
microemulsionado fora satisfatoria, com valores de incorporacdo superiores a 80%.
Em contrapartida, a taxa de recuperacdo do cetoconazol no xampu base foi de
apenas 63%, mostrando que a solubilizacdo em meio dcido promove uma perda do

ativo, o que pode interferir na eficicia anticaspa do xampu.

Como perspectivas futuras, pretende-se avaliar a estabilidade acelerada e eficacia

microbioldgica do xampu microemulsionado, uma vez que, a microemulsdo pode influenciar
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na evolucdo estrutural da formulagdo durante o armazenamento. Bem como, utilizar novos
constituintes para preparo das microemulsdes e desenvolver a metodologia para determinagao

do teor de cetoconazol na microemulsdo e xampu microemulsionado.
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