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RESUMO

Nos ultimos anos, materiais poliméricos vém ganhando destaque nos estudos de sistemas de
liberagdo controlada para a obtencdo de melhorias na administracdo dos farmacos. Esses
sistemas apresentam inUmeras vantagens em comparacdo aos sistemas de liberacdo
convencionais, como a manutencao constante da concentracdo sanguinea de um determinado
farmaco, maior biodisponibilidade, reducdo de efeitos adversos, menor nimero de dosagens
requeridas, proporcionando maior adesédo do paciente ao tratamento. Diante do exposto, 0
presente trabalho teve como objetivo, sintetizar matrizes poliméricas capazes de promover a
liberacdo controlada do farmaco cetoconazol, com a finalidade de minimizar seus efeitos
adversos. Foram realizadas reacdes de modificacGes de acetilacdo, halogenacéo, esterificacdo
seguida de hidrolise e alquilacdo nas cadeias do polimero polietilenoglicol 4000 (PEG 4000).
Posteriormente o farmaco foi incorporado nas matrizes poliméricas. O polimero PEG 4000 e
derivados e incorporados com o farmaco foram caracterizados por microscopia de forca atbmica
(MFA), microscopia eletrénica de varredura (MEV) e potencial zeta (PZ). Os ensaios de
liberacdo controlada em solucdo tampéo de pH 7,3 foram realizados no intervalo de 0 a 360
min, utilizando a espectrofotometria UV-vis para quantificar o cetoconazol liberado. Por fim,
0 ensaio de viabilidade celular foi realizado pelo método MTT(3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difenil brometo de tetrazolina) . As técnicas de (MFA) e (MEV) demonstraram que o farmaco
exerce influéncia nas matrizes poliméricas, indicando que as reacdes de incorporacdo do
farmaco foram satisfatdrias. O potencial zeta das microparticulas de PEG 4000 e derivados e
incorporados sugerem que as superficies das microparticulas apresentaram baixa carga
eletrostatica. Com relacdo a liberacdo controlada, todos os polimeros incorporados obtiveram
o perfil adequado de liberacdo controlada em pH 7,3. Os resultados dos ensaios de viabilidade

celular foram satisfatorios, pois os polimeros ndo foram téxicos para as células.

Palavras-chave: Cetoconazol, Liberacdo controlada, Polietilenoglicol 4000, Viabilidade
Celular.



ABSTRACT

In recent years, polymeric materials have gained prominence in studies of controlled drug
delivery systems to obtain improvements in drug administration. Controlled drug delivery
systems offer numerous advantages over conventional dosage forms, including improved
therapeutic effects, minimized fluctuation of drug concentrations and maintenance of blood
levels within a desired range, improved bioavailability, reduced side effect, reduced dosage
frequency and increased patient compliance. The present work aimed to synthesize polymeric
matrices capable of promoting the controlled release of the drug ketoconazole, in order to
minimize its adverse effects. Polyethylene glycol 4000 (PEG 4000) had its chain modified by
organic reactions, such as acetylation, halogenation, esterification followed by hydrolysis and
alkylation. Posteriorly were also incorporated with ketoconazole. PEG 4000 and derivatives
and incorporated with the drug were characterized by atomic force microscopy (AFM),
scanning electron microscopy (SEM) and Zeta Potential (ZP). The controlled release in pH 7.3
was performed in the time from 0 to 360 min using the Ultraviolet Spectroscopy to quantify
ketoconazole released from the polymer matrix for these 6 hours. Finally, cell viability was
determined by the MTT reduction method 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide. The (AFM) and (SEM) techniques demonstrated that the drug
exerts an influence on the polymeric matrices, indicating that the drug incorporation reactions
were satisfactory. The zeta potential values suggest that the microparticles of PEG 4000 and
derivatives and incorporated with the drug showed a low electrostatic charge. Regarding
controlled release, the incorporated polymers obtained the appropriate controlled release profile

at pH 7.3. The results of cell viability were satisfactory, the polymers were non-toxic to cells.

Keywords: Controlled release, Cell viability, Ketoconazole, Polyethylene glycol 4000.
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1. INTRODUCAO

Polimeros sdo macromoléculas compostas por unidades de repeticdo denominadas
meros que sao ligadas por ligacdo covalente e podem ser classificados em homopolimeros ou
copolimeros. Os homopolimeros séo aqueles formados por uma Unica unidade repetitiva e 0s
copolimeros sdo aqueles que possuem mais de um mero em sua estrutura (CANEVAROLO
JR., 2006).

O Polietilenoglicol 4000 (PEG 4000) é um homopolimero sintético formado por
subunidades de oOxido de etileno (FRUIJTIER-POLLOTH, 2005). Possui excelentes
propriedades, incluindo a solubilidade em agua, biocompatibilidade, boa tolerancia (THI et al.,
2020), possui modificacdo simples do grupo final, além de ser ndo imunogénico e atoxico (LI1U
et al., 2020). Devido a essas propriedades quimicas, € comumente empregado no sistema de
liberacdo controlada de farmacos (BARKAT et al., 2018).

Para este trabalho, o farmaco selecionado foi o cetoconazol, um antifingico imidazélico
utilizado no tratamento de infecdes superficiais e sisttmicas (VENISHETTY et al.,2011). Seu
mecanismo de acdo baseia-se na inibigdo da enzima 14-a-desmetilase. Tal inibicdo prejudica a
biossintese do ergosterol, que é o componente principal do esterol das membranas plasmaticas
fangicas, levando ao acumulo de precursores 14- a-metilesterois, inibindo o crescimento e
replicacéo dos fungos (MAERTENS, 2004).

As formulagbes topicas com cetoconazol, ndo atingem a circulacéo sistémica, sendo
seguras e eficazes para condi¢cdes dermatoldgicas, sem efeitos adversos significativos. Desta
forma, o cetoconazol serve como tratamento de primeira linha para pitiriase versicolor e
dermatite seborreica (GUPTA; LYONS; 2015).

Entretanto, o cetoconazol, pela via oral, considerando a forma farmacéutica
comprimidos, pode provocar efeitos adversos como hepatoxicidade, com destaque para 0s casos
mais graves, e interferéncia na regulacdo endocrina. Portanto, é recomendado como tratamento
de segunda linha para as micoses sistémicas mais graves, quando alternativas viaveis ndo
estiverem disponiveis (GUPTA; LYONS; 2015).

Na terapia medicamentosa convencional, a concentracdo plasmatica do farmaco néo se
mantém dentro da faixa terapéutica, por um periodo prolongado. Ja na liberacdo controlada, a
concentracdo do agente ativo permanecera constante no plasma sanguineo, pois, a liberagdo do

farmaco ocorrera a uma velocidade praticamente constante (LYRA et al., 2007).
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Os sistemas de liberacdo controlada oferecem varias vantagens quando comparados aos
sistemas convencionais de administracdo de farmacos, tais como: aumento da eficacia
terapéutica através da manutencéo de niveis dos farmacos dentro da faixa terapéutica, minimiza
ou elimina efeitos adversos, reducdo do nimero de administracGes diarias, em relacdo ao
sistema convencional; administragdo noturna pode ser evitada e consequentemente melhor sera
a adesdo do paciente ao tratamento (KUSHAL et al., 2013).

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo desenvolver matrizes poliméricas a
partir do PEG 4000 que sejam capazes de carrear e liberar de forma controlada o farmaco

cetoconazol com a finalidade de diminuir ou até mesmo anular seus efeitos adversos.
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2. JUSTIFICATIVA

Os polimeros sdo materiais versateis disponiveis para aplicacdes em diversas areas,
inclusive a farmacéutica. Desta forma, sdo amplamente empregados como carreadores em
sistemas de liberacdo controlada (SLC), transportando o farmaco até o local de acdo ou
liberando pequenas doses de forma controlada ao longo do tempo.

Nas ultimas décadas, nota-se que houve um aumento expressivo de pesquisas sobre
(SLC). Isso pode ser atribuido pelas vantagens desses sistemas em comparagao com o0s sistemas
de liberacdo convencionais, como a diminuicdo dos efeitos adversos promovidos pelo farmaco
e consequentemente maior adesdo do paciente ao tratamento.

O polimero PEG 4000, do presente estudo, apresenta excelentes propriedades como
solubilidade em agua, biocompatibilidade, boa tolerancia, além de ser ndo imunogénico e
atéxico. Devido a tais propriedades, o polimero se torna tecnicamente viavel para ser utilizado
como veiculo no (SLC).

O farmaco utilizado neste estudo é o cetoconazol (CET), um derivado imidazélico,
utilizado para o tratamento de infec¢Bes fungicas superficiais e sistémicas. Seu mecanismo de
acdo baseia-se na inibicdo da enzima 14-a-desmetilase. Tal inibicdo prejudica a biossintese do
ergosterol, impedindo o crescimento e replicacdo dos fungos.

O (CET) era um tratamento sistémico disponivel para uma ampla gama de infec¢cdes
fangicas. Entretanto, o uso de comprimidos orais de (CET) foi limitado, devido ao risco de
lesdo hepatica e outros efeitos adversos severos. Desta forma, torna-se importante a realizagdo
de estudos de novas formulagdes, principalmente de liberagdo controlada, com a finalidade de

minimizar os efeitos adversos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Desenvolver matrizes poliméricas a partir do PEG 4000 que sejam capazes de carrear e liberar
de forma controlada o farmaco cetoconazol com a finalidade de minimizar seus efeitos

adversos.

3.2 Objetivos Especificos:

e Realizar as reacfes de acetilacdo, esterificacdo seguida de hidrélise, alquilagdo e
halogenag&o na cadeia do polimero PEG 4000.

e Realizar incorporacdes do farmaco cetoconazol nas matrizes poliméricas.

e Avaliar a influéncia da incorporagdo do farmaco cetoconazol nas matrizes poliméricas por
Microscopia de Forga Atdomica (MFA).

e Auvaliar todas as matrizes poliméricas por microscopia eletronica de varredura (MEV).

e Determinar o Potencial Zeta das amostras de PEG 4000 e derivados e incorporados com
cetoconazol por medidas de mobilidade eletroforética (Eletroforese) usando Zetasizer
(Malvern, modelo Zetasizer série Nano, Nano ZS).

e Realizar o ensaio de liberacdo controlada do farmaco cetoconazol através das matrizes
poliméricas.

e Analisar o perfil da curva de liberagdo para que esteja dentro dos requisitos de uma liberacao
controlada.

e Avaliar a viabilidade celular do polimero PEG 4000 e derivados e incorporados com o

cetoconazol.
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4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 Sistemas de liberacéo controlada

Por definicéo, Sistema de Liberagdo Controlada (SLC) ou Drug Delivery System (DDS)
é um sistema de administracdo desenvolvido para prolongar o tempo de liberacdo do farmaco
no organismo, sustentar sua concentracdo plasmatica e controlar a localizacdo temporal e
espacial das moléculas in vivo, por meio da aplicacdo de principios bioldgicos e quimicos.
(VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010). A aplicacdo de (SLC) é uma estratégia central
para aumentar a biodisponibilidade, eficacia terapéutica e seguranca do farmaco (SINGH et al.,
2019).

Na figura 1 estd representado um comparativo entre o método convencional de
multidosagem e o sistema de liberacdo controlada. No primeiro caso, a curva (a), representada
em azul, indica que a liberacdo convencional de farmaco proporciona variagfes consideraveis
na concentracdo do farmaco no plasma sanguineo, podendo resultar em baixa eficacia do
medicamento ou ocasionar intoxicagdo. Em contraste, a curva (b), representa os sistemas de
liberacdo controlada que sdo projetados para melhorar a cinética de liberacdo do farmaco. A
concentracdo do farmaco nivel no plasma sanguineo aumenta e entdo permanece constante na

faixa efetiva, entre niveis minimos efetivos e maximos desejados (HUYNH; LEE, 2014).

Figura 1: Comparagdo das concentracdes de farmacos administrados por métodos convencionais de

multidosagem (a) e sistema de liberagdo controlada (b).

liberagdao convencional
4 liberagao controlada Efeitos adversos

—————————— T Nivel téxico

Faixa terapéutica

= == «2* Nivel efetivo

Concentragao sanguinea

Sem efeito

',

Tempo

Fonte: (REBITSKI, 2015).
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Desta forma, os sistemas de liberacdo controlada apresentam vantagens quando
comparados as formas farmacéuticas convencionais, tais como: manutencdo do nivel
terapéutico com baixa oscilacao, impede niveis toxicos e efeitos colaterais locais e sistémicos,
evita subniveis terapéuticos, possibilitam maior seguranca na utilizacao de alguns farmacos de
elevada poténcia, proporcionam maior comodidade pela diminui¢do do numero de

administracdes diérias, facilitando a adesdo do paciente ao tratamento (LYRA et al., 2007).

Figura 2: LimitacGes dos sistemas de liberagdo convencionais.

,‘
% fml fly  Comprimidos e Ma absorcio do local alvo.
' P ,~ o= ~ o~

Clpsulas 2 e Baixa biodisponibilidade.
/

o Alto metabolismo de primeira
passagem.
e Flutuacdes indesejaveis na

sua concentragéo.
pomadas

xarope Supositrios e RepeticOes de dosagem.
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Fonte: Adaptado de (ADEPU; RAMAKRISHNA, 2021).

4.2 Polimeros para o uso na liberagao controlada

As pesquisas sobre a utilizacdo de materiais poliméricos em sistemas de liberacdo
controlada tém progredido nas ultimas duas décadas, através de abordagens multidisciplinares
gue buscam melhorar o indice terapéutico e a biodisponibilidade de farmacos (SUNG; KIM,
2020).

Esses materiais colocam-se em posicdo de destaque por causa da versatilidade estrutural
que permite adequacdo em termos de propriedades para cada aplicagdo. A possibilidade de
alterar os grupamentos quimicos pertencentes a arquitetura macromolecular das cadeias e

modificar a superficie das particulas pode viabilizar o estabelecimento de algumas interacdes
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especificas entre o polimero e o meio biolégico (PEIXOTO, 2013). Dentre os principais
sistemas de liberacdo poliméricos, em estudo atualmente, incluem as microparticulas,

nanoparticulas e os hidrogeéis (MELO et al., 2012).

Tabela 1: Lista representativa dos polimeros usados em sistemas de liberag¢do controlada de farmacos.

Classificacao Polimero

Polimeros naturais
Polimeros a base de proteinas Colageno, albumina, gelatina

Polissacarideos Agarose, alginato, carragenina, acido
hialurénico, dextran, quitosana,
ciclodextrinas

Polimeros sintéticos

Biodegradaveis

Poliéster Poli(acido lactico), poli(acido glicdlico),
poli(hidroxibutirato), poli(e-caprolactona),
poli(acido p-malico), poli(dioxanonas)

Polianidrido Poli(acido sebacico), poli(acido adipico),
poli(acido terftalico) e varios copolimeros

Poliamidas Poli(imino carbonatos), poliaminoacidos

Polimeros fosforosos Polifosfatos, polifosfonatos, polifosfazenos

Outros Poli(ciano acrilatos), poliuretanos, éster

poliorto, Polidihidropirans, poliacetais

Nao biodegradaveis

Derivados de celulose Carboximetil celulose, etilcelulose,
celulose acetato, celulose acetato
propionato, hidroxipropil metilcelulose

Silicones Polidimetilsiloxano, silica coloidal

Polimeros Acrilicos Polimetracrilatos, polilmetilmetacrilato),
poli hidro(etilmetacrilato)

Outros Polivinilpirrolidona, etilvinilacetato,
poloxameros, poloxaminas

Fonte: (PILLAI; PANCHAGNULA, 2001).

4.2.1 Nanoparticulas

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos que apresentam
didmetro inferior a 1 um. O termo nanoparticula inclui as nanocépsulas e as nanoesferas, as
quais diferem entre si segundo a composicdo e organizacdo estrutural. As nanocapsulas séo
constituidas por um involucro polimérico disposto ao redor de um ndcleo oleoso, podendo o

farmaco estar dissolvido neste nicleo e/ou adsorvido a parede polimérica. Por outro lado, as
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nanoesferas, que ndo apresentam 6leo em sua composic¢do, sdo formadas por uma matriz
polimérica, onde o fa&rmaco pode ficar retido ou adsorvido (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Os polimeros mais utilizados para esta aplicagdo sdo: polimeros naturais, como
albumina, dextrano, hialuronato e quitosana e polimeros sintéticos como PLGA, PLA,
policaprolactona (PCL), polietilenoglicol (PEG), acetato de polivinila (PVA),
poli(cianoacrilato) (PCA), Poli(N-(2-hidroxipropil) metacrilamida) (PHPMA) (LEE; YEO,
2015).

As vantagens da utilizacdo de nanoparticulas incluem a liberacdo controlada e/ ou
prolongada da substancia nelas encapsuladas, a reducdo de efeitos adversos associados a
substancia, a protecdo de compostos da inativacdo antes de atingirem o local da acdo e o
aumento da penetracdo intracelular (MELO et al., 2012).

Uma das areas mais promissoras na utilizacdo das nanoparticulas é a vetorizacdo de
farmacos anticancerigenos e de antibi6ticos, principalmente através de administracdo
parenteral, almejando uma distribuicdo mais seletiva dos mesmos e, assim, um aumento do
indice terapéutico (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Outra promissora aplicacao das nanoparticulas é a administracdo oftalmica de farmacos.
As nanoparticulas preparadas com polimeros muco-adesivos, como € 0 caso da quitosana,
tendem a permanecer em contato com a mucosa ocular por um periodo mais longo e aumentar
a biodisponibilidade de farmacos, além de reduzir a ocorréncia de efeitos adversos devido a
absorcéo sistémica da fracdo da preparacdo drenada pelo ducto nasolacrimal (MATOS et al.,
2015).

Figura 3: Representagdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas: a) farmaco dissolvido
no nucleo oleoso das nanocépsulas; b) farmaco adsorvido a parede polimérica das nanocapsulas; c)
farmaco retido na matriz polimérica das nanoesferas; d) farmaco adsorvido ou disperso molecularmente

na matriz polimérica das nanoesferas.
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Fonte: (SCHAFFAZICK et al., 2003).
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4.2.2 Microparticulas

As microparticulas apresentam didmetro de 1 a 100 um e sdo subdivididas em
microesferas e microcapsulas, segundo a sua estrutura. S&o denominadas microesferas as
particulas compactas constituidas por uma rede polimérica na qual a substancia ativa se
encontra distribuida no seu estado sélido ou molecular. Ja as microcapsulas sdo as particulas
constituidas por um nucleo interno contendo o agente ativo recoberto por uma camada de
polimero de espessura varidvel (SUAVE et al., 2006).

Figura 4: (A) microesfera- o agente ativo esta distribuido em uma matriz polimérica; (B) microcapsula-
0 agente ativo est4 envolvido pelo agente encapsulante (polimero).

A Membrana polimerica B

Agente ativo na matriz polimerica Agente ativc encapsulado

Fonte: (SUAVE et al., 2006).

Varios polimeros podem ser utilizados na producdo de microparticulas e sua escolha
depende da aplicacdo terapéutica requerida. Ao eleger o material a ser utilizado deve-se
observar as caracteristicas fisico-quimicas, como a viscosidade, higroscopicidade e
biocompatibilidade (SEVERINO et al., 2011).

Para a obtencdo de microparticulas, podem ser utilizados os polimeros como o
poli(metacrilato de metila), o poli(alcool vinilico), a poliacrilamida, o polietilenoglicol, o
poli(acido glicélico) (PGA), o poli(acido latico) (PLA), os copolimeros do &cido latico e do
acido glicélico (PLGA) e a policaprolactona (PCL) (MENDES, 2011).

As microparticulas polimeras sdo amplamente empregadas para a veiculagdo de
farmacos, proteinas e peptideos. As vantagens obtidas com o uso das microparticulas
poliméricas sintéticas sdo protecdo do principio ativo, mucoadesdo; gastrorresistencia;
reprodutibilidade e o fracionamento da dose, apresentando-se como fatores responsaveis para
melhorar a biodisponibilidade dos farmacos e consequentemente, promovendo maior adesdo do
paciente ao tratamento (SEVERINO et al., 2011).
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4.2.3 Hidrogéis

Os hidrogéis sao redes tridimensionais e interligadas de polimeros solUveis em agua.
Abrangem uma ampla gama de composic¢des quimicas e propriedades fisicas em massa. Esses
sistemas podem ser formulados em uma grande variedade de formas fisicas, incluindo
formulacdes de deposito, microparticulas, nanoparticulas, revestimentos e filmes (HOARE;
KOHANE, 2008).

Os hidrogeis podem ser formados por polimeros naturais, tais como &acido hialurénico,
alginato, quitosana; por polimeros naturais modificados, por exemplo dextrana reticulada,
galactomanana metacrilatada; e por polimeros sintéticos, como poliacrilamida (PAAmM),
poli(hidroxietil metacrilico) (HEMA), entre outros (MOURA; RUBIRA; MUNIZ, 2008).

Ademais, apresentam uma estrutura altamente porosa que pode ser facilmente modelada
pelo controle do numero de ligagdes cruzadas e pela hidrofilicidade do polimero. A porosidade
permite a liberacéo de farmacos a uma taxa dependente do coeficiente de difusdo das moléculas
no hidrogel. A biodegradacdo ou dissolucdo desses sistemas pode ocorrer por via enzimatica,
hidrolitica ou dependente de modificagdes do meio (pH, temperatura ou campo elétrico) (LEE;
YUK, 2007).

Em comparacdo com outros tipos de biomateriais, os hidrogéis tém as vantagens de
maior biocompatibilidade, biodegradabilidade ajustavel, resisténcia mecénica adequada e
estrutura porosa. No entanto, devido a baixa resisténcia mecéanica e a natureza fragil do
hidrogéis, a viabilidade de aplicacdo de hidrogéis ainda é limitada. Assim, novos hidrogéis com
e propriedades mais estaveis ainda sdo necessarias e continuam sendo uma importante direcao
para a pesquisa (CHAI; YANG; YU, 2017).

Figura 5: Representacéo da estrutura do hidrogel.

HIDROGEL

T Cadeia
polimérica

Fonte: (MELO et al., 2012).
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4.3 Polietilenoglicol

O Polietilenglicol (PEG) € um homopolimero sintético e linear que apresenta como
formula molecular H-(O-CH2-CH2),-OH, onde n é o nimero médio de grupos de Oxido de

etileno presentes na molécula, chamado grau de polimerizacdo (CORTES et al., 2013).

Figura 6: Estrutura quimica do Polietilenoglicol (PEG).
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Fonte: Adaptado de (THI et al., 2020).

Esse polimero pode ser encontrado em uma ampla faixa de pesos moleculares (200 a
10,000,000 g/mol). Os polietilenoglicéis com baixo peso molecular (200-700 g/mol) séo
liquidos ndo volateis a temperatura ambiente, de (800-2000 g/mol) se apresentam no estado
semi-sélido e acima de 3000 g/mol estdo no estado sélido (KHANH, 2022).

Estes adjuvantes farmacéuticos sdo amplamente utilizados em formulagdes destinadas
as vias parenteral, topica, oral e retal, como plastificantes, co-solventes ou ainda na preparacéo
de dispersdes solidas (ZANETTI; SOLDI; LEMOS-SENNA, 2002).

O PEG possui diversas propriedades que o tornam especialmente util em varias
configurac@es bioldgicas, quimicas e farmacéuticas, como biocompatibilidade, o fato de ser ndo
toxico (quimicamente inerte), ndo imunogénico, solivel em A&gua, a proteinas e outras
biomoléculas, como também altamente flexivel, com a capacidade de bioconjugacdo sem
impedimento estérico. Devido a essas propriedades, o PEG € amplamente utilizado no sistema
de liberacdo controlada de farmacos (VENKATASUBBU et al., 2013).

Desta forma, o PEG é utilizado para a obtencdo de hidrogéis, os quais séo aplicados
como matrizes para a liberagdo controlada de biomoléculas e como veiculos de entrega de
células para promover a regeneracdo de tecidos. A versatilidade quimica do PEG, juntamente
com sua excelente biocompatibilidade, estimulou o desenvolvimento de numerosos sistemas de
hidrogel projetados de forma inteligente para aplicaces em medicina regenerativa (LIN.;
ANSETH, 2009).
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Segundo WEI et al. (2009), o PEG e o (PCL) poli(acido latico), sdo utilizados para a
sintese do copolimero PCL-PEG, o qual é amplamente utilizado em sistemas de
micro/nanoparticulas ou hidrogéis, visto que sao materiais biocompativeis.

De acordo com AZEVEDO e colaboradores (2018), o PEG e o0 PMMA, podem ser
utilizados para a sintese do copolimero PMMA-PEG, combinando caracteristicas equivalentes
aos seus polimeros de origem, como transparéncia e resisténcia, baixa toxicidade e fécil
processamento, sendo um copolimero que apresentou potencial para ser utilizado em sistema
de liberacao controlada.

Neste trabalho, o PEG 4000 foi utilizado como polimero de partida, devido as suas
propriedades que permitem sua utilizagdo em sistemas de liberagdo controlada. Desta forma, o
PEG 4000 e derivados foram estudados na liberacédo controlada do farmaco cetoconazol, com

a finalidade de minimizar seus efeitos adversos.

4.4 Cetoconazol

O Cetoconazol (CET), quimicamente denominado cisl-acetil -4- [4-[[2 -(2,4-
diclorofenil) -2-(1H-imidazollil-metil) 1,3-dioxolan -4-il]metoxi] fenil]piperazina (Figura 7), é
um antifngico imidazélico. Apresenta formula molecular C2sH28CI2N4O4 e seu peso molecular
é 531,44 g.mol"* (VENISHETTY et al.,2011).

CET tem uma natureza lipofilica que é considerada pelo seu valor log P de 3,1,
praticamente insolivel em agua (0,05 mg/mL a 25 °C), e pertence a classe Il do Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), pois possui alta permeabilidade e baixa solubilidade
aquosa (DUDHIPALAA; AY; 2020).

Figura 7: Estrutura quimica do farmaco cetoconazol.
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Fonte: (WINNICKA et al., 2012).
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Nome comercial Forma farmacéutica Laboratorio
Candiderm® creme Aché
Candoral® comprimidos Aché
Cetoconazol® comprimidos Bergamo

Cetoconazol®

comprimidos, creme, xampu

Neo-Quimica

Cetonax® comprimidos, creme, xampu | Janssen-Cilag
Cetonil® comprimidos, creme, xampu | Stiefel
Cetozol® comprimidos, creme, xampu | Cazi
Ketocon® comprimidos Cibran
Ketonan® comprimidos, creme, xampu | Marjan
Miconan® comprimidos, creme, xampu | Ativus
Nizoral® comprimidos creme, xampu | Janssen-Cilag
Noriderm® comprimidos, creme EMS
Cetoconazol® comprimidos Davidson
Cetoconazol® comprimidos Ducto
Cetoconazol Bunker® comprimidos creme xampu | Bunker
Cetozan® comprimido creme xampu Royton

Cetoconazol®

creme

Teuto Brasileiro

Cetoconazol

comprimidos

Teuto Brasileiro

Cetoconazol®

comprimidos, creme

Green Pharma

Cetoconazol®

comprimidos, creme, xampu

Honorterapica

Fungoral® comprimidos, creme, xampu | Farmion
Cetoconazol® comprimidos, xampu Luper
Arcolan® creme Galderma

Fonte: (PERARO, 2001).

As associag0es com cetoconazol mais comercializadas no Brasil séo: Candicort®

(cetoconazol, betametasona) e Novacort® (cetoconazol, betametasona, sulfato de neomicina)
ambas produzidas por Aché Laboratérios S/A e Cetocort®(cetoconazol, betametasona) de
Laboratorio Teuto Brasileiro (PERARO, 2001).
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4.4.1 Mecanismo de ag¢éo

O ergosterol é um lipido responsavel pela fluidez e permeabilidade da membrana
fangica; sendo essencial para a viabilidade celular. Desta forma, 0 mecanismo de acdo dos
antifangicos azolicos baseia-se em inibir a enzima 14-o. desmetilase do citocromo P450, que
catalisa a conversdo de lanosterol em ergosterol. Consequentemente, esses farmacos afetam a
integridade das membranas fangicas, alterando sua morfologia e inibindo o crescimento
(SCORZONI et al., 2017).

Figura 8: Representacdo esquematica da alteracdo da composicéo e da organizagdo da membrana celular

e 0 mecanismo de ag&o dos az0is sobre a sintese do ergosterol.

Azdis - Ardis +

o

7 ¢

Ergosterol 14-metil-3,6-diol

e Agua

Ergosterol

Esqualeno

Antilingicos Axalicos

ﬂ [nibigdio da biossintese do Erzosterol

e -
CYPSI Ergd HO
Esgqualeno P-4350

—®—

Ergostenol

L[

ax  d-metil-36-diol

Fonte: (SOUZA, 2018).
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4.5.2 Atividade antifngica

A entrada dos derivados imidazélicos na terapéutica (década de 70) representou um
avanco no tratamento das micoses. Estes derivados imidazdlicos foram os primeiros compostos
a exercerem atividade contra o controle de leveduras; fungos que causam infecgdes em animais
e humanos. A partir da introducdo dos derivados imidazolicos na terapéutica, varios compostos
foram desenvolvidos por diversos laboratérios, sendo utilizados no tratamento de micoses
superficiais e sistémicas (causadas por fungos invasivos), visto que possui atividade
fungistatica e fungicida (BASTOS, 2016).

A partir de 1981, o FDA (Food and Drug Adminintration) aprovou o uso do cetoconazol.
O farmaco possui acdo sistémica e local, pode ser introduzido em diversas formulacdes
(BASTOS, 2016).

As infecgOes causadas por fungos estdo entre as causas mais comuns de doencas
cuténeas. Dentre elas, podem se citar as malassezioses, que séo as formas clinicas da infeccéo
causada pela levedura do género Malassezia: foliculite e alguns autores correlacionam o fungo
Malassezia furfur ao desenvolvimento da dermatite seborréica. Atualmente, o xampu de
cetoconazol é uma forma de tratamento eficaz e amplamente utilizada para combater estas
infeccdes (STAUB et al., 2007).

A pitiriase versicolor, também conhecida como tinea versicolor, € uma infecgdo flngica
superficial da pele que afeta principalmente o rosto, pescoco, bragos e tronco, causada
por espécies de Malassezia sp. Os medicamentos topicos que sdo considerados a terapia de
primeira linha para pitiriase versicolor incluem clotrimazol 1%, cetoconazol 2%, econazol,
isoconazol, miconazol, ciclopirox olamina 1% e alilamina (terbinafina 1%) (VILACA et al.,
2019).

A Candidiase é uma infeccdo fungica, causada principalmente pela espécie Candida
albicans (cerca de 85% dos casos), mas também pode ser causada pelas espécies C. Glabrata,
C. tropicalis, C. krusei e C. Parapsilopsis (VASCONCELOS et al., 2016). Dados da literatura
reportam que o cetoconazol é utilizado para o tratamento da candidiase vaginal
(SAMARANAYAKE et al., 2009).

A histoplasmose é uma micose causada por fungo dimérfico, o Histoplasma capsulatum.
O homem adquire a infeccdo através da inalacdo de conideos presentes na natureza. A
terapéutica da histoplasmose varia de acordo com a sindrome clinica e o estado imune do
hospedeiro. O H. capsulatum é sensivel a diversos antifingicos, tais como anfotericina B,
cetoconazol, itraconazol e fluconazol (FERREIRA; BORGES, 2009).
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4.5.3 Efeitos adversos

Em 26 de julho de 2013, a Food and Drug Administration (FDA), 6rgdo que faz o
controle de medicamentos nos Estados Unidos, emitiu uma Comunicacdo de Seguranca de
Medicamentos limitando o uso de comprimidos orais de cetoconazol (CET). Até entdo, o CET
era um tratamento sistémico disponivel para uma ampla gama de infeccGes flngicas
(GREENBLATT; GREENBLATT, 2014).

O aviso da FDA destacou, entre outros perigos, o risco de lesdo hepatica potencialmente
associada ao CET. A declaragdo concluiu que comprimidos orais ndo deve ser um tratamento
de primeira linha para qualquer infeccdo fungica e deve ser usado somente quando terapias
antifungicas alternativas ndo estdo disponiveis ou sdo toleradas. Desta forma, Itraconazol,
fluconazol, voriconazol e terbinafina sdo alternativas disponiveis ao cetoconazol para terapia
antifungica oral (GREENBLATT, GREENBLATT, 2014).

Deste modo, o desenvolvimento de novas formulacGes de sistemas de liberacdo
controlada séo estratégias para minimizar os efeitos adversos do CET, além de aumentar a
atividade terapéutica do farmaco (AHMED et al., 2021).

Em contrapartida, formulacdes topicas contendo cetoconazol apresentam baixa
toxicidade sistémica, possuindo acdo estritamente local, uma vez que o farmaco praticamente
ndo é absorvido através da pele e mucosa. Contudo, esse tipo de formulagdo é utilizado para o
tratamento de infeccBes cutaneas, apresentando um amplo espectro de acdo, sendo uma
alternativa eficaz (DUQUE et al., 2013).
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5. METODOLOGIA

5.1 Materiais utilizados

Baldo volumétrico, béquer, espatula, balanca analitica, provetas, term6émetro, cubeta de
quartzo, agitador magnético, condensador, aquecedor magnético, estufa. Poli(vinil &lcool)
(PVA), agua MiliQ, agua destilada, anidrido acético, acido acético, acido cloridrico, &cido
sulfurico, hidroxido de sddio, iodeto de etila, cloreto de sodio, sulfato de magnésio anidro,
cloroférmio, diclorometano, metacrilato de metila, polietilenoglicol 4000, cetoconazol
(farmaco).

5.2 Sintese dos derivados de PEG 4000

Reacéo geral:

Figura 9: Sintese dos derivados de PEG 4000.
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Polymer 1: i = HCl/reflux/NaHCO4(aq); (PEG 4000 HALOG)
Polymer 2: ii = CH;CO,H/(CH;CO),CO; (PEG 4000 ACET)
Polymer 3: iii = CH;CH,I/NaOH (aq)/T=40°C; (PEG 4000 ETIL)
Polymer4: iv = (‘ll;(‘();ll H,SO /refluxo: (PEG 4000 HIDROL)

Fonte: (NASCIMENTO et al. 2020).

5.2.1 Reacao de acetilagéo (PEG 4000 ACET)

Em um bal&o de fundo redondo foram adicionados 2,00g do PEG 4000 e foi solubilizado
em 10,00mL de diclorometano. Em outro béquer preparou-se uma solucdo de 5,00mL de

anidrido acético em 5,00mL de acido acético, que foi adicionado ao baldo contendo o polimero.
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A mistura reacional foi aquecida em um sistema de refluxo em banho-maria por 30 minutos.
Ao término da reagdo, a mistura foi vertida em um béquer com 100 mL de agua gelada. O
polimero modificado solidificou e foi separado por filtracdo simples. A fase organica foi
recolhida e ap0s a evaporacdo do solvente, obteve-se 1,00 g de um solido seco em forma de
filme (NASCIMENTO et al. 2020).

5.2.3 Reacéo de alquilacéo (PEG 4000 ETI)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 2,00 g do polimero, o qual foi
adicionado em 10,00mL de diclorometano. Em seguida, foi foram adicionados 10 mL de
hidréxido de so6dio a 10%. A mistura reacional foi aquecida em banho de 6leo com agitacdo
magnética por 45 minutos. Foram adicionados 2,40mL de iodeto de etila e a mistura reacional
foi mantida sob refluxo a uma temperatura de 40°C por 4 horas. Ao final da reacdo a mistura
foi transferida para um funil de separacédo e foram adicionados 10,00 mL de agua, 20,00mL de
diclorometano e 10,00 mL de NaCl saturado para a separacdo de fases. A fase organica foi
recolhida, seca com MgSOs anidro e filtrada. Apos completa evaporagdo do solvente em estufa
a 40°C, obteve-se 0,50 g de um solido seco em forma de filme (NASCIMENTO et al. 2020).

5.2.4 Reacao de halogenacéao (PEG 4000 HAL)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 2,00g do polimero e solubilizado em 10mL
de diclorometano. Foram adicionados 0,50mL de é&cido cloridrico a mistura. A mistura
reacional foi mantida em refluxo por 40 min. Em seguida a mistura foi vertida em um funil de
separacdo para gque a fase organica pudesse ser separada da aquosa. Apds a separacao de fases
foram adicionados 5,00mL de bicarbonato de sddio 5%. A fase organica foi recolhida e apos a
evaporacao do solvente em estufa a 40°C, obteve-se 0,87 g de um sélido seco em forma de filme
(NASCIMENTO et al. 2020).

5.2.5 Reacdo de esterificacdo seguida de hidrolise (PEG 4000 HIDROL)

Em um bal&o de fundo redondo 2,00g do polimero foram solubilizados em 10,00mL de
diclorometano. Em um béquer foi preparada uma mistura com 0,10 mL de acido sulfdrico
concentrado e 7,00 mL de &cido acético. Essa mistura foi adicionada ao baldo contendo o
polimero solubilizado que foi colocado em um sistema de refluxo e banho-maria a 40°C por 65

minutos. Depois de esfriar o conteddo do baldo foi transferido para um funil de separacao e
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foram adicionados 10,00mL de agua. A fase organica foi recolhida e seca com MgSO4 anidro.
A fase organica foi filtrada e ap6s completa evaporagdo do solvente em estufa a 40 °C, obteve-
se 1,50 g de um sélido seco em forma de filme (NASCIMENTO et al. 2020).

5.3 Teste de Solubilidade

Foi testada a solubilidade do farmaco e de todos os polimeros em agua e em solventes
organicos polares e apolares como: diclorometano, metanol, dimetilsulféxido e acetona
(AZEVEDO, 2019).

5.4 Incorporacdo do cetoconazol aos polimeros modificados

Para o processo de incorporacao, esquematizado na Figura 2, foram preparadas duas
fases: aquosa e organica (NASCIMENTO et al. 2020).

Fase aquosa: em uma chapa aquecedora, colocou-se um béquer de 100,00mL contendo
aproximadamente 40,00mL de &gua e quando esta atingiu a temperatura de aproximadamente
70°C, adicionou-se lentamente 0,12 gramas de polivinil alcool (PVA), sob agitacdo, até
completa dissolucdo (NASCIMENTO et al. 2020).

Fase organica: em outra chapa aquecedora, colocou-se aproximadamente 6,00mL de
diclorometano em um béquer de 25,00mL. Quando o solvente alcancou a temperatura de
aproximadamente 30°C, foram adicionados 0,3 gramas do polimero e 0,10 gramas de
cetoconazol. Esse sistema foi mantido sob agitacdo até completa dissolucdo (NASCIMENTO
et al. 2020).

Apos o preparo das duas fases, a fase aquosa foi vertida sobre a fase organica. A mistura
foi submetida a agitacdo magnética, por quatro horas a uma temperatura de 35°C, sob refluxo.
Em seguida, o produto foi levado a estufa a 40°C para evaporacdo (NASCIMENTO et al. 2020).

O processo de incorporacdo do cetoconazol em cada polimero é semelhante, de forma
que ocorre mudanca apenas na fase organica, substituindo-se o polimero em que se deseja
incorporar o farmaco (PEG 4000, PEG4000 HAL, PEG4000 ETI, PEG4000 HIDROL ou
PEG4000 ACET), nas mesmas condi¢Oes de reagéo e proporgdes dos reagentes e precursores.
Assim, essa reagdo foi reproduzida cinco vezes, com os diferentes polimeros, resultando nos
polimeros incorporados com cetoconazol: PEG 4000 INCORP; PEG 4000 ACET INCORRP,
PEG 4000 HAL INCORP, PEG 4000 ETI INCORP, PEG 4000 HIDROL INCORP.
(NASCIMENTO et al. 2020).
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5.5 Caracterizagoes

5.5.1 Microscopia de forca atbmica (MFA)

A caracterizacdo por AFM foi realizada através do equipamento BrukerMultiMode 8 SPM,
utilizando o modo de imagem Peak Force Quantitative NanoMechanical®. Cantilevers
(Bruker), com constantes de mola de 0,4 - 0,8 N m™ e um raio de curvatura da ponta ~ 10 nm,
foram usados ao longo do estudo. Todas as imagens AFM foram processadas (nivelamento,
perfil e renderizacdo 3D) usando o software Gwyddion (NECAS; KLAPETEK, 2012).

5.5.2 Microscopia Eletrénica de varredura (MEV)

As analises MEV foram realizadas em um equipamento JEOL, JSM6510, e a preparacao
da amostra foi feita em um evaporador Quorun (NASCIMENTO et al. 2020).

5.5.3 Determinacao do Potencial Zeta

O Potencial Zeta das particulas das amostras de PEG 4000 e derivados sem incorporacao
e incorporados com o farmaco foi determinado por medidas de mobilidade eletroforética usando
Zetasizer (Malvern, modelo Zetasizer série Nano, Nano ZS). As amostras foram diluidas em
agua ultrapura e inseridas em uma célula capilar. As medic¢Ges foram realizadas em triplicata
para dez amostras diferentes e os resultados foram expressos em milivolts (mV) (SOUZA et
al., 2021).

5.6 Analise Estatistica

Os resultados foram reportados como média + desvio padrdo. As analises estatisticas
foram determinadas usando ANOVA seguido pela comparagdo com o teste de Bonferroni
através do software Graphpad Prisma 5.01 (RADUSHEYV, 2007). O nivel de significancia foi p
<0,05.

5.7 Solucéo tampéo

Para a metodologia de liberagdo foram utilizadas duas solug¢des tampdo de pH 7,3, para
mimetizar o pH sanguineo (AZEVEDO, 2019).



34

5.7.1 Solucéo tampéo de pH 7,3

Para o preparo dessa solu¢do em um béquer foram solubilizados 6,89 de KH2PO4em
250mL de Agua MiliQ. Em outro béquer foram solubilizados 1,49 de NaOH em 175mL de
Agua MiliQ. Apos a solubilizagio de ambos eles foram misturados e o volume completado com
agua MiliQ até 1000mL. A solucdo foi vertida em um recipiente de vidro ambar, identificado e
estocado em geladeira. O pH foi aferido em pHmetro (AZEVEDO, 2019).

5.8 Curva Padrao

A curva padrdo foi realizada com o preparo de solug¢des contendo o farmaco cetoconazol
e a solucdo tampao de pH 7,3 em concentracdes crescentes (10 pg/mL, 20 pg/mL, 30 pg/m, 40
pug/mL,50 pg/mL) em balbes volumétricos de 10mL. Adaptado de (AZEVEDO, 2019). Cada
solucgéo foi analisada no espectrofotdmetro UV-Vis no comprimento de onda de 225 nm, de
acordo com o preconizado (BRASIL, 2019).

5.9 Liberacéo controlada

Para a liberagdo controlada foram feitas leituras de absorbancias no espectrofotdmetro
de UV e o comprimento de onda utilizado foi 225nm, de acordo com o preconizado (BRASIL,
2019). As solucdes de liberacdo foram preparadas em baldes de 10mL com concentracdes
crescentes. Durante o tempo de liberacdo as solugdes foram mantidas em estufa a 36,5°C com
agitacdo. Foram feitas leituras comecando no tempo O (zero) até 6 horas, sendo que nas
primeiras 4 horas foram lidas aliquotas a cada 30 minutos e posteriormente a cada 1 hora. Dessa
forma, as solucdes de cada polimero foram preparadas separadamente com a solucdo tampéo
de pH 7,3, gerando assim 10 soluges de liberacdo. Adaptado de (AZEVEDO, 2019).

5.10 Ensaio de Viabilidade Celular

Macrofagos RAW 264.7, cultivados em meio RPMI 1640 (Sigma®), foram distribuidos
em placa de microtitulagdo de 96 pocos utilizando densidade de 5 x 105 celulas/poco e apos,
foram incubados a 37°C com 5% de CO: por 24 h. As células foram tratadas com as amostras
dissolvidas em RPMI 2% dimetilsulfoxido (DMSO), em concentra¢des variando de 1000,00 a
7,81 pg/mL. A viabilidade celular foi avaliada usando o método de reducdo de MTT (brometo

de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio). O meio foi removido e os pogos lavados com
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RPMI. Em seguida, 100 pL de RPMI sem vermelho de fenol contendo 10% de soro fetal bovino
e 50 uL de MTT 2 mg/mL filtrado foram adicionados aos po¢os. As placas foram cobertas e
incubadas durante 4 horas. Apés esse tempo, a reacao foi interrompida com 100 uL. de DMSO
e a absorbancia das amostras foi lida em um leitor de microplacas (570 nm). A porcentagem de

viabilidade celular foi determinada usando o software GraphPad Prism 8.0.1.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Sinteses dos polimeros

De acordo com a figura 10, os polimeros modificados sem incorporacédo apresentam o
aspecto fisico de particulas solidas e de cor branca. J& os polimeros incorporados com
cetoconazol apresentaram aspecto de filme. Esses resultados s&o um indicativo de que ocorreu
0 processo de incorporacao do farmaco nas matrizes poliméricas.

Figura 10: Aspecto fisico dos polimeros. PEG 4000 (A), PEG 4000 ACET (B), PEG 4000 HIDROL
(C), PEG 4000 ETI (D), PEG 4000 HAL (E); PEG 4000 INCORP (F), PEG 4000 ACET INCORP (G),
PEG 4000 HIDROL INCORP (H), PEG 4000 ETI INCORP (1), PEG 4000 HAL INCORP (J).

6.2 Teste de solubilidade

Através da realizacdo dos testes de solubilidade verificou-se que todos os polimeros,
PEG 4000 e derivados e o cetoconazol tiveram melhor solubilidade no solvente diclorometano.
Contudo, este foi o solvente de escolha, uma vez que é necessario que todos 0s componentes
para a incorporacgdo sejam solGveis no mesmo solvente facilitando a incorporacao.
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6.3 Caracterizagoes

6.3.1 Microscopia de Forca Atémica (MFA)

Através da técnica de Microscopia de Forca Atdmica é possivel determinar a morfologia
da superficie, como parametros de rugosidade, parametros de amplitude ou altura, parametros
funcionais ou estatisticos e a topografia de uma determinada amostra (CHOUHAN; BAJPAI,
BHATT, 2019).

De acordo com a figura 11 € possivel observar mudancas consideraveis na organizacao

do filme polimérico, apds o processo de incorporacdo do farmaco.

Figura 11: Microscopia de forga atbmica dos polimeros. PEG 4000 (a), PEG 4000 ACET (b), PEG 4000
HIDROL (c), PEG 4000 ETI (d), PEG 4000 HAL (e), PEG 4000 INCORP (f), PEG 4000 ACET
INCORP (g), PEG 4000 HIDROL INCORP (h), PEG 4000 ETI INCORP (i), PEG 4000 HAL INCORP
-

2

21m 2um

o 2000m
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6.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

De acordo com as fotomicrografias (Figura 12), observa-se que ap0s 0 processo de
incorporacgdo ocorreu a formagdo de microesferas, as quais sdo sistemas que irdo carrear o
farmaco. Desta forma, é possivel visualizar que em todos os polimeros incorporados com
cetoconazol tiveram formacdes de microesferas, com destaque para o PEG 4000 HIDROL
INCORP (J) e PEG 4000 ETI INCORP (H) que aparentemente apresentaram maior quantidade de
microesferas. Aparentemente, nota-se que PEG 4000 HAL INCORP (I) ndo apresentou
microesferas de forma representativa, mas o farmaco exerceu influéncia nessa matriz

polimérica.

Figura 12: Fotomicrografias dos polimeros. PEG 4000 (A), PEG 4000 ACET (B), PEG 4000 ETI (C),
PEG 4000 HAL (D), PEG 4000 HIDROL (E), PEG 4000 INCORP (F), PEG 4000 ACET INCORP (G),
PEG 4000 ETI INCORP (H), PEG 4000 HAL INCORRP (I), PEG 4000 HIDROL INCORP (J).
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6.3.3 Potencial Zeta

Tabela 3: Potencial Zeta do PEG 4000 e derivados e incorporados. Os valores estdo
representados como meédia + desvio padrdo da média das medidas realizadas em triplicata.

Amostras Potencial Zeta (mV)
PEG 4000 -15,0 2,9 @
PEG 4000 ACET -11,5+0,2 &P
PEG 4000 HIDROL -6,945,5°2
PEG 4000 ETI -199+32°
PEG 4000 HALOG -9,9+1,5 %P
PEG 4000 INCORP -14,00,7 &P
PEG 4000 ACET INCORP -16,242,4 &P
PEG 4000 HIDROL INCORP +10,849,0 ¢
PEG 4000 ETI INCORP +4,6+1,3 ¢
PEG 4000 HALOG INCORP -15,9+4,7 &P

Diferentes letras minusculas, representam diferenca significativa (p<0,05) entre os resultados
encontrados analisados em triplicata.

O Potencial Zeta € um indicador de carga superficial, que determina a estabilidade das
particulas (VOGEL et al., 2017). De acordo com a literatura, um alto Potencial Zeta (negativo
ou positivo) significa que as particulas tendem a se repelir. Considera-se que valores de
Potencial Zeta entre -30 mV e 30 mV indicam instabilidade do sistema, e os demais valores
sugerem um sistema estavel (OLIVEIRA, 2014).

Em relacéo a tabela 2, nota-se que as amostras de PEG 4000 e derivados e incorporados
apresentam valores menores que |30| mV. Embora um valor maior que | 30 | mV seja
recomendado para formulacOes estaveis, a estabilizacdo estérica fornecida pelos grupos de
superficie volumosa do PEG seria suficiente para garantir a estabilidade (DIEHL, 2008). Além
disso, as particulas poliméricas podem ser estabilizadas por estabilizagdo eletrostatica e / ou

estérica usando surfactantes, como o poli (&lcool vinilico) (ACEVEDO-FANI, 2015).
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Em relacéo aos valores de potencial zeta do PEG 4000 HIDROL, PEG 4000 ETI quando
comparados com 0s seus respectivos polimeros incorporados, nota-se que houve uma variacao
significativa do Potencial Zeta apds a incorporacdo do farmaco, sendo estatisticamente
diferentes.

Os valores de Potencial Zeta positivos para 0 PEG 4000 HIDROL INCORP e PEG 4000
ETI INCORP podem estar associados com a influéncia das cargas positivas do grupo imidazol
presentes na estrutura quimica do farmaco (SIWACH; VERMA, 2021).

Os valores encontrados de Potencial Zeta para o PEG 4000, PEG 4000 ACET, PEG
4000 HAL, guando comparados com 0s seus respectivos polimeros incorporados, demonstram
que mesmo com a incorporacdo do farmaco, o valor do Potencial Zeta ndo alterou de forma
significativa. Os valores ndo sao estatisticamente diferentes. Assim, o sistema manteve-se com

0 equilibrio das cargas mesmo com a presenca do ativo.

6.4 Curva padrao

A curva de calibracéo foi obtida empregando-se cetoconazol em solucdo tampéo de pH
7,3 nas concentracdes de 10pg/mL, 20pg/mL, 30pg/mL, 40ug/mL e 50ug/mL. Obteve-se a
equacdo da reta através de estudos de regressdo linear, analisando-se as concentracdes de
cetoconazol e suas respectivas leituras.

Sendo assim, é possivel visualizar graficamente na figura, a curva padrdo do
cetoconazol. A equacdo da reta apresentou-se como: y = 0,0012x + 0,0378, onde X € a
concentracdo em pg /mL e y a absorbancia do espectro. Ademais, nota-se uma tendéncia linear,
confirmada pelo valor de R? préximo de 1 (KUMARI; YADAYV, 2018).

Figura 13: Curva padrdo do farmaco cetoconazol.
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6.5 Liberacao controlada

O célculo da concentracdo foi feito a partir da absorbancia obtida, utilizando os valores

da curva de calibracdo de cada amostra, seguindo a seguinte férmula:

Ca= AaxFC

Onde, Ca — concentracdo da amostra

Aa- absorbancia da amostra,

FC (fator de calibragcdo) — média dos valores de Cp/Ap
Ap — absorbancia do padrédo

Cp — concentracdo do padrdo

Figura 14: Gréfico de liberagdo controlada dos polimeros incorporados em pH 7,3.
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A partir das curvas de liberacdo obtidas no comprimento de onda de 225nm € possivel

avaliar o comportamento de cada polimero modificado. De acordo com a literatura, os sistemas
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de liberacdo controlada sdo caracterizados pela liberagdo bimodal ou sigmoidal, no qual
consiste em duas fases distintas. A primeira é caracterizada pela liberacdo acelerada, a fim de
que haja nas primeiras horas um “up grade” na liberacdo, fendbmeno este que ocorre para que 0
farmaco possa chegar até a faixa de concentracao terapéutica. A segunda fase consiste em uma
liberacédo lenta, para a manutencdo do farmaco na janela terapéutica (ALVES, 2011).

Desta forma, todos os polimeros incorporados utilizados na liberag&o controlada em pH
7,3 representados na figura 16, apresentaram perfil de liberacdo continuo, de acordo com o

resultado preconizado.

6.6 Ensaio de viabilidade celular

Os resultados obtidos no teste de citotoxicidade foram comparados com a norma
ISO2009 - 10993-5, que estabelece que uma substancia é considerada citotoxica quando a
viabilidade celular é inferior a 70% (ISO, 2009). Portanto, o ensaio MTT forneceu os dados
relacionados aos polimeros conforme Figura. Com base nos resultados obtidos (Figura 15),
observou-se que os polimeros sdo atdxicos para células em estudo nas concentracdes abaixo de
250,00 pg/mL, com excecdo do PEG 4000 ACET (ndo-toxico em concentracdes abaixo de
125,00 pg/mL), pois nestes casos, a viabilidade celular foi superior a 70%, portanto,
considerada de baixa toxicidade.

Figura 15: Gréfico de viabilidade celular dos polimeros.
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A citotoxicidade do cetoconazol puro foi determinada para comparar com a do
cetoconazol incorporado nos outros polimeros (Figura 16). Observa-se que o cetoconazol puro
foi citotoxico para as células na maioria das concentracfes testadas, sendo atoxico apenas em
concentragdes abaixo de 31,25 pg/mL.

Os perfis de citotoxicidade do cetoconazol incorporado aos derivados do PEG 4000
variam de acordo com o tipo de polimero utilizado para realizar a incorporacdo. Aparentemente,
0 cetoconazol incorporado ao PEG 4000 HIDROL apresentou perfil semelhante ao do
cetoconazol puro (ndo citotéxico em concentracdes inferiores a 31,25 pg/mL), sugerindo que
este material ndo foi capaz de reduzir a toxicidade do farmaco.

A citotoxicidade do cetoconazol incorporado ao PEG 4000 ACET e PEG 4000 HAL
apresentou melhora consideravel, uma vez que a viabilidade celular foi superior a 70% em
concentracdes abaixo de 125,00 pg/mL. No entanto, a maior reducdo na citotoxicidade do
farmaco foi observada quando o cetoconazol foi incorporado ao PEG 4000 ETI, uma vez que 0
percentual de viabilidade celular foi superior a 70% em concentrac6es abaixo de 250,00 pug/mL,
sugerindo que esta seria a matriz polimérica mais eficaz indicada para reduzir a toxicidade

inerente do farmaco.

Figura 16: Gréfico de viabilidade celular dos polimeros incorporados.

100+
90- I [
80+ A T Id " I

704----=HHH- - -——- a1 - - <IJHHHI- +f1HHHE
50

40+

30+

20+

10+

0 T 1

o

Concentracgdo (pg/mlL)

Viabilidade celular (%)
D
o
1

CETOCONAZOL

PEG 4000 ACET INCORP
PEG 4000 HIDROL INCORP
PEG 4000 ETI INCORP

PEG 4000 HAL INCORP
PEG 4000 INCORP

ooaomam



44

7. CONCLUSAO

* As reacdes de modificacGes realizadas na cadeia do polimero PEG 4000 exercem influéncia

na forca de interacdo entre farmaco-polimero.

« A incorporacdo do farmaco cetoconazol nas matrizes poliméricas foi efetiva devido a

formacéo de microesferas.

* O Potencial Zeta das amostras de PEG 4000 e derivados e incorporados apresentaram valores

menores que | 30 | mV indicando que esses polimeros apresentaram baixa carga eletrostatica.

« As matrizes poliméricas de PEG 4000 e derivados e incorporados ndo foram toxicas para as

células sugerindo que podem ser usadas em organismo Vvivo.

« As matrizes poliméricas de PEG 4000 e derivados apresentam potencial para a liberacdo

controlada do farmaco cetoconazol.
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