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RESUMO

Onicomicoses sao infecgbes fungicas ungueais causadas principalmente por
Trichophyton rubrum. Constituem uma doenca de dificil tratamento e requerem novas
alternativas terapéuticas, especialmente topicas. A Aniba canelilla (Kunth) Mez é uma
arvore aromatica oriunda da regido amazobnica. Seu Oleo essencial possui
propriedades antifungicas e apresenta o 1-nitro-2-feniletano e o metileugenol como
componentes majoritarios. Nesse sentindo, visando propor uma alternativa para o
manejo tépico de onicomicoses, n0sSso grupo de pesquisa desenvolveu previamente
um carreador lipidico nanoestruturado contendo o 6leo essencial de Aniba canelilla
(CLNoeac) e um esmalte aquoso contendo essa mesma nanoestrutura (E-CLNoeac).
Com vistas a dar continuidade a linha de pesquisa, os objetivos deste trabalho foram:
realizar o pedido de patente de invenc¢éo para as formulagdes nanotecnoldgicas; obter
uma metodologia bioanalitica confiavel para quantificacdo simultanea de 1-nitro-2-
feniletano e metileugenol; e executar estudos in vitro de permeacédo e de atividade
antifingica, ambos em modelo ungueal, para as formulacdes nanotecnolégicas. Um
pedido de patente de invencao foi redigido e depositado no Instituto Nacional da
Propriedade Industrial sob o nimero de processo BR1020220247790. Um método
analitico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com tempos de retencédo de 5,65
e 7,49 minutos foi desenvolvido por Delineamento Experimental e validado de acordo
com os parametros recomendados pelos Guias ICH M10 e ICH Q2(R1). O CLNoeac
foi produzido por homogeneizacdo a alta pressdo e o E-CLNoeac por liofilizacédo
seguido de redispersdo em base de esmalte aquosa. Ambas as formulagcdes
apresentaram tamanho nanométrico, monodisperséao, potencial zeta adequado e alta
eficiéncia de encapsulagéo. Nos estudos de permeacdo em modelo ungueal, o 1-nitro-
2-feniletano do CLNoeac e do E-CLNoeac foi capaz de atingir o fluido aceptor na ordem
de 854,2 + 82,9 ug/cm? e 244,1 + 23,7 pg/cm?, respectivamente, em 72 horas. O
CLNoeac apresentou 100,00 + 0,00% de remocéo de células fungicas em modelo
ungueal infectado com Trichophyton rubrum, enquanto o E-CLNoeac apresentou 86,77
+ 1,56%. Adicionalmente, 0 CLNoeac ndo mostrou crescimento fangico na analise da
recidiva. Tais achados demonstram que as formula¢des nanotecnoldgicas constituem

uma alternativa terapéutica potencial para o manejo topico de onicomicoses.

Palavras-chave: onicomicoses; patente; permeacao; atividade antifiungica; modelo

ungueal.






ABSTRACT

NANOTECHNOLOGICAL FORMULATION FOR THE TOPICAL MANAGEMENT OF
ONYCHOMYCOSIS: patent application, development and validation of a bioanalytical

method and in vitro permeation and antifungal activity studies in nail model

Onychomycoses are fungal nail infections caused mainly by Trichophyton rubrum. This
disease is difficult to treat and require new therapeutic alternatives, especially topical
ones. Aniba canelilla (Kunth) Mez is an aromatic tree from the Amazon region. Its
essential oil has antifungal properties and shows 1-nitro-2-phenylethane and
methyleugenol as major compounds. In this sense, aiming to propose an alternative
for the topical management of onychomycosis, our research group previously
developed a nanostructured lipid carrier containing Aniba canelilla essential oil
(NLCaceo) and an aqueous nail polish containing this same nanostructure (P-
NLCaceo). Therefore, the aims of this work were: perform an invention patent
application for the nanotechnological formulations; obtain a reliable bioanalytical
method for the simultaneous quantification of 1-nitro-2-phenylethane and
methyleugenol; and perform in vitro permeation and antifungal activity studies, both in
nail model, for the nanotechnological formulations. An invention patent application was
written and deposited at Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) under the
process number BR1020220247790. A High-Performance Liquid Chromatography
analytical method with retention times of 5.65 and 7.49 minutes was developed by
Design of Experiment and validated according to the parameters recommended by
ICH M10 and ICH Q2(R2) Guidelines. The NLCaceo was produced by high-pressure
homogenization and the P-NLCaceo by freeze-drying followed by redispersion in an
aqueous nail polish. Both formulations presented nanometric size, monodispersity,
appropriate zeta potential and high encapsulation efficiency. In nail model permeation
studies, 1-nitro-2-phenylethane from NLCaceo and P-NLCaceo was able to reach the
acceptor fluid in the order of 854.2 + 82.9 pg/cm? and 244.1 + 23. 7 ug/cm?,
respectively, at 72 hours. NLCaceo showed 100.00 + 0.00% of fungal cells removal in
the Trichophyton rubrum infected nail model, while P-NLCaceo showed 86.77 + 1.56%.
In addition, NLCaceo showed no fungal growth in the relapse analysis. These findings
demonstrate that the nanotechnological formulations are potential therapeutic
alternatives for the topical management of onychomycosis.

Key words: onychomycosis; patent; permeation; antifungal activity; nail model.
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1. INTRODUCAO

Onicomicoses sao infec¢gBes fungicas localizadas nas unhas dos pés ou das
mAaos, as quais impactam negativamente na qualidade de vida dos individuos
acometidos (LIPNER; SCHER, 2019a). Sao consideradas a principal doenca que afeta
as unhas e ocorrem principalmente em idosos e imunocomprometidos. Clinicamente,
causam o amarelamento, espessamento e descolamento da lamina ungueal. Fungos
dermatofitos, aqueles pertencentes as espécies Trichophyton spp., Epidermophyton
spp. e Microsporum spp., SAo 0s principais agentes etioldgicos da doenca (LEUNG et
al., 2019).

A terapia medicamentosa oral e/ou topica consiste no recurso mais comumente
adotado para o manejo de onicomicoses. Porém, esta atrelada a um longo tempo
requerido de tratamento, a altas chances de recidiva e a baixa adeséo pelo paciente
(BAROT et al., 2014). Além disso, o uso de medicamentos administrados oralmente
pode causar efeitos adversos e interacdes medicamentosas, 0 que € critico
principalmente para pacientes que fazem o uso continuo de outros medicamentos
(LIPNER; SCHER, 2019b).

Nesse sentido, a terapia medicamentosa topica contorna as desvantagens da
sistémica. Entretanto, considerando a alta quantidade de queratina na lamina ungueal,
a qual estabelece redes de interacBes intermoleculares fortes e estaveis,
principalmente através de ligacdes de dissulfeto e de hidrogénio, a unha exerce um
efeito barreira a entrada de substancias exdgenas (BASWAN et al., 2017). Sendo
assim, o tratamento topico geralmente perdura por mais tempo que 0 sistémico e
apresenta eficcia limitada, o que esta associado a dificuldade dos compostos ativos
em permear através unha (DHAMOON; POPLI; GUPTA, 2019).

Tendo em vista esse cenario, diversos sistemas que visam aprimorar a
permeacdo de compostos ativos através da unha estdo sendo estudados e
desenvolvidos, visando novas opc¢des terapéuticas tépicas para o tratamento das
onicomicoses (DHAMOON; POPLI; GUPTA, 2019). Dentre esses sistemas, ha um
destaque para as formulagbes que empregam a nanotecnologia, a qual é definida,
para produtos de saude, como o uso da matéria com pelo menos um componente na

escala nanométrica, geralmente variando de 1 a 1000 nm (ARAUJO et al., 2021).
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Formulacdes nanotecnolégicas que vém sendo desenvolvidas englobam:
nanoparticulas poliméricas, nanoemulsodes, nanoemulgeéis, lipossomas,
nanoparticulas lipidicas solidas e carreadores lipidicos nanoestruturados (ARAUJO et
al., 2021; FLORES et al., 2017; MAHTAB et al., 2016; ROCHA et al., 2017). Em geral,
para esses sistemas sado relatadas diversas vantagens, além do aprimoramento das
propriedades de permeacdo, dentre as quais as principais sdo: aumento da
estabilidade fisico-quimica, protecdo do composto ativo contra reagbes de
degradacéao e controle da liberacdo (DHAMOON; POPLI; GUPTA, 2019).

Além disso, 0 uso de extratos vegetais e de 0leos essenciais com propriedades
antifangicas vem sendo explorado para o tratamento tépico de infec¢cBes fungicas.
Esses produtos naturais compreendem uma alternativa para contornar os casos de
resisténcia fungica, os quais levam a inefetividade do tratamento e a recidivas com a
administracdo dos farmacos antifungicos convencionais (KHOSRAVI; SHOKRI,;
SAFFARIAN, 2020; TAMPUCCI et al., 2020). Diversos estudos demonstram o
potencial antifingico de extratos vegetais e de Oleos essenciais veiculados em
diferentes formas farmacéuticas, o que leva a crer que o emprego dessas substancias
€ uma abordagem promissora no delineamento de novas formula¢des antifingicas
(DEYNO et al., 2019; TAMPUCCI et al., 2020).

Aniba canelilla (Kunth) Mez, popularmente conhecida como casca-preciosa, é
uma arvore de porte médio presente na regido amazoénica, cujo 6leo essencial pode
ser obtido a partir da hidrodestilacdo de diferentes partes da planta, tal como cascas,
galhos e folhas (SOUZA-JUNIOR et al., 2020). O 6leo essencial de casca-preciosa
possui o 1-nitro-2-feniletano e o metileugenol como constituintes majoritarios e
apresenta diversas atividades terapéuticas descritas em literatura, como antioxidante,
anti-inflamatoria, anticolinesterasica, hipotensora e antifungica (DA SILVA et al., 2007,
DE SIQUEIRA et al., 2010; KREUTZ et al., 2021; SILVA et al., 2014; SOUZA et al.,
2020).

Considerando o exposto, Kreutz e colaboradores (2021), integrantes do nosso
grupo de pesquisa, desenvolveram um carreador lipidico nanoestruturado contendo o
Oleo essencial de Aniba canelilla (CLNoeac) e um esmalte agquoso contendo essa
mesma nanoestrutura (E-CLNoeac), visando propor novas alternativas para o manejo
topico de onicomicoses. O CLNoeac € produzido por homogeneizagéo a alta presséo,
enquanto o E-CLNoeac é obtido por liofilizagdo seguido de redispersdo em base de

esmalte aquosa (KREUTZ, 2021). Tendo em vista o potencial inovador dessas
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formulacdes, um pedido de patente de invencéo era requerido visando a protecéo da

propriedade industrial. Ademais, estudos de permeacao/retencdo e de atividade

antifingica em modelo ungueal se faziam necessarios para assegurar a eficicia das

formulactes (CLNoeac e E-CLNoEeac), 0 que fez parte do escopo desta dissertacéo de

mestrado.

1.1 OBJETIVOS

111

Objetivo Geral

Realizar o pedido de patente de invencdo e avaliar a eficacia in vitro em modelo

ungueal do carreador lipidico nanoestruturado contendo o 6leo essencial de Aniba

canelilla (CLNoeac) e do esmalte aquoso contendo essa nanoestrutura (E-CLNoeac).

1.1.2

a)

b)

f)

Objetivos especificos

Depositar um pedido de patente de invencéo para o CLNoeac € 0 E-CLNoeac
no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI);

Obter um método analitico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para
determinacao simultanea de 1-nitro-2-feniletano e metileugenol em amostras
de estudos in vitro de permeacao/retencdo em modelo ungueal;

Obter uma metodologia para a conducdo de estudos in vitro de
permeacao/retencdo em modelo ungueal;

Quantificar com confiabilidade o 1-nitro-2-feniletano e o metileugenol no fluido
aceptor e na matriz biolégica de modelo ungueal,

Avaliar o perfil de permeagé&o/retencéo in vitro em modelo ungueal do 1-nitro-
2-feniletano e do metileugenol para 0 CLNoeac e 0 E-CLNoeAc;

Verificar a atividade antifungica in vitro em modelo ungueal para CLNoeac € 0
E-CLNoeac.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 FISIOANATOMIA DA UNHA HUMANA

A unha humana consiste em uma estrutura rigida e altamente queratinizada
que compde a extremidade da superficie superior dos dedos das méaos e dos pés,
apresentado como principais funcdes a protecao das falanges distais e 0 aumento da
destreza. Além disso, representa um atributo estético (BASWAN et al., 2017).

O desenvolvimento das unhas inicia no Utero e seu crescimento ocorre
continuamente durante toda a vida. A taxa média de crescimento da unha madura é
de 0,1 mm ao dia e de 3,0 mm ao més, sendo que as unhas das maos crescem de
duas a trés vezes mais rapido do que a dos pés (BASWAN et al., 2017). J4 a sua
espessura média situa-se em torno de 0,6 mm (THATAI; SAPRA, 2014).

As principais partes que comp&em o aparato ungueal sdo: as pregas ungueais,
a lamina ungueal, a matriz ungueal, a linula, o leito ungueal, o hiponiquio e o
eponiquio (BAROT et al., 2014; WALTERS; ABDALGHAFOR; LANE, 2012). A Figura
1 abaixo apresenta uma representacdo esquematica dos componentes da unha

humana.
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distal ’ Lamina ungueal ‘

Eponiquio ‘

Lamina Teito 1 Prega ungueal
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Lunula | ungueal | :
Prega ungueal | ' — Prega ungueal |
lateral | i :J)roximal ventral
} Hiponiquio
P A [ Eponiqui |
‘ rega.unguea ~—— \1 Eponiquio
proximal < .
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distal |

Figura 1. Representacdo esquematica do aparato ungueal.
Fonte: adaptado de BAROT et al., 2014.

Anatomicamente, a lamina ungueal consiste em uma estrutura plana,
retangular e translicida, que cobre completamente o leito ungueal, originando-se a
partir da matriz ungueal; a matriz ungueal emerge da prega ungueal proximal e é
composta por um epitélio escamoso estratificado que contém as células precursoras
da lamina ungueal; a ldnula compreende a porcéo visivel da matriz ungueal,
apresentando-se em formato de meia lua de coloragdo esbranquicada; as pregas
ungueais, subdivididas de acordo com a sua localizagdo em proximal, lateral, distal,
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dorsal e ventral, sdo uma extenséo da epiderme e constituidas de tecido cornificado,
envolvendo a lamina ungueal em seus trés lados, compondo a regido em que a lamina
ungueal e a pele se encontram; o hiponiquio compreende a continuacdo da lamina
ungueal, ndo esta aderido ao leito ungueal e possui coloracdo esbranquicada; o
eponiquio, forma uma fina camada de material queratinoso denominado de cuticula
que contorna as pregas ungueais e fornece protecédo contra a entrada de agentes
quimicos e bioldgicos; o leito ungueal é a superficie de epitélio macio, fino e ndo
cornificado de cor rosada, na qual a lamina ungueal se deposita (BAROT et al., 2014,
BASWAN et al., 2017).

A lamina ungueal, principal estrutura da unha, € composta por células
gueratinizadas achatadas e cresce distalmente a partir da matriz ungueal. Durante o
processo de queratinizacdo, suas células sofrem alteragbes morfoldgicas e
estruturais, semelhante ao que ocorre com as células epidérmicas que formam o
estrato corneo da pele (BASWAN et al., 2017). Dessa forma, perdem seu nucleo e
suas organelas, sendo compostas principalmente por fibras de queratina. A lamina
ungueal, portanto, apresenta uma estrutura de epitélio cornificado, sendo dividida em
trés grandes camadas: dorsal, intermediaria e ventral, conforme representado na
Figura 2 (WALTERS; ABDALGHAFOR; LANE, 2012). Suas camadas estéo
firmemente aderidas umas as outras e, juntas, possuem em média 196 camadas de
células. A proporcdo de espessura €é de 352 para as camadas
dorsal:intermediaria:ventral (BASWAN et al., 2017; THATAI; SAPRA, 2017).

he

\"-.,\'

~a Camada dorsal
o5 (superior)

Camada
intermediaria

e
__ (nferior) |

Figura 2. Representacao esquematica das camadas da lamina ungueal.
Fonte: adaptado de BASWAN et al., 2017.

A lamina ungueal € composta majoritariamente por alfa-queratina, uma proteina
fibrosa que contém grande quantidade de enxofre em sua estrutura quimica e que se

apresenta em conformacgdo helicoidal (BASWAN et al., 2017). Os aminoacidos
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constituintes de uma cadeia de queratina interagem guimicamente, condensando-se
em conformacao helicoidal, o que resulta na alfa-queratina; quando duas cadeias
isoladas de alfa-queratina interagem, ocorre a formacgéo de dimeros espiralados com
ligacdes de dissulfeto reticuladas; esses dimeros de alfa-queratina podem se associar
através de interacdes cauda-cabeca, formando uma estrutura linear e originando as
protofibrilas; ainda, a interacdo entre oito unidades protofibrilas resulta na estrutura
chamada de filamento intermediario ou microfibrila (BASWAN et al., 2017).

Portanto, a rigidez da lamina ungueal é atribuida ao agrupamento das cadeias
de alfa-queratina, o qual ocorre por ligacdes cruzadas de dissulfeto, ligacbes de
hidrogénio e interacdes de Van der Waals. Todas essas interacfes, em conjunto,
permitem a formacao de uma matriz compactada e estavel (THATAI; SAPRA, 2017;
WALTERS; ABDALGHAFOR; LANE, 2012).

Os filamentos de alfa-queratina da camada intermediaria encontram-se bem
alinhados e orientados perpendicularmente ao eixo de crescimento da lamina ungueal,
enguanto os filamentos de alfa-queratina das camadas dorsal e ventral apresentam-
se sobrepostos e distribuidos aleatoriamente, sem uma orientagdo preferencial
(BASWAN et al., 2017), conforme pode-se observar na Figura 2 acima. As células da
camada dorsal apresentam uma membrana plasméatica espessada e sdo anucleadas,
enquanto a camada intermediaria possui restos nucleares. As células da camada
ventral, por sua vez, emergem do leito ungueal (THATAI; SAPRA, 2017).

Além da constituicdo proteica, a lamina ungueal € composta por 7 a 12% de
agua nas formas livre e ligada, sendo a ultima a mais predominante, e por 0,1 a 1%
de lipidios, dos quais o principal é o colesterol. Ademais, uma quantidade variada de
minerais, como sodio, potassio, calcio, zinco e ferro também esta presente (THATAI,
SAPRA, 2017).

O leito ungueal corresponde a uma superficie de epitélio fino, ndo cornificado e
desprovido de glandulas sebaceas, o qual se encontra abaixo da lamina ungueal e se
estende da matriz ungueal ao hiponiquio (BAROT et al., 2014). Apresenta coloracao
rosada devido ao enriquecido suprimento vascular que nos tecidos logo abaixo do leito
ungueal (BASWAN et al., 2017). Essa estrutura da unha é considerada uma zona de
transicdo, em que as células constituintes se queratinizam e, apdés, emergem para
integrar a lamina ungueal. Além disso, o leito ungueal possui terminacées nervosas
gue séo responsaveis pela sensibilidade ao toque e a pressao (BASWAN et al., 2017;
WALTERS; ABDALGHAFOR; LANE, 2012).
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2.2 ONICOMICOSES

Onicomicoses séao infecées de unha causadas por fungos dermatofitos, ndo-
dermatdfitos e leveduras, as quais apresentam como principais sintomas a
descoloracdo e espessamento da lamina ungueal (GUPTA et al.,, 2020). As
onicomicoses correspondem a cerca de 50% das doencas que afetam as unhas,
sendo consideradas a doenca ungueal mais comum. Sua prevaléncia mundial é de,
aproximadamente, 5,5% (LEUNG et al., 2019; LIPNER; SCHER, 2019a). Fatores de
risco para essa doenca incluem: idade avancada, traumas na unha, uso de sapatos
oclusivos e apertados, hiperidrose, predisposicdo genética, imunodeficiéncias,
diabete melito, obesidade, psoriase, tabagismo, dentre outros (LIPNER; SCHER,
2019a).

Aproximadamente 90% das onicomicoses de pés e 75% das onicomicoses de
maos sao causadas por fungos dermatofitos, destacando-se o agente Trichophyton
rubrum (LEUNG et al., 2019; LIPNER; SCHER, 2019a). Outros géneros e espécies de
dermatofitos causadores incluem: Trichophyton mentagrophytes, Epidermophyton
floccosum e Microsporum spp. (LEUNG et al.,, 2019). Fungos ndo dermatéfitos
correspondem a cerca de apenas 10% dos casos de onicomicoses e incluem espécies
de Aspergillus, Scopulariopsis e Fusarium. Onicomicoses causadas por leveduras sao
raras, porém, quando ocorrem, o principal agente causador € a Candida albicans
(LEUNG et al., 2019; LIPNER; SCHER, 2019a).

Os fungos causadores de onicomicoses produzem enzimas queratoliticas, as
quais sdo responsaveis por degradar a queratina da lamina ungueal, facilitando a
invasdo fangica (LIPNER; SCHER, 2019a). Clinicamente, as onicomicoses
caracterizam-se pela aquisicdo de coloragao esbranquicada ou amarelada das unhas,
hiperqueratose subungueal, descolamento da lamina ungueal do leito ungueal
(onicdlise) e espessamento da lamina ungueal (GUPTA et al., 2020), conforme
demonstrado na Figura 3. Em geral, as unhas dos pés sao afetadas de sete a dez
vezes mais frequentemente do que as unhas das méos. Portanto, essa doenca gera
implicag@es fisicas e sociais, como dor local e constrangimentos devido a estética
alterada das unhas, impactando negativamente a qualidade de vida do individuo
(BAROT et al., 2014; LIPNER; SCHER, 2019a).
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Figura 3. Unhas afetadas por onicomicoses.
Fonte: adaptado de LEUNG et al., 2019.

As onicomicoses podem ser subdivididas em cinco categorias de acordo com
o padrdo de invasdo do fungo e com as caracteristicas clinicas, sendo que um
paciente pode adquirir simultaneamente mais que um subgrupo. Os diferentes tipos
de onicomisoses sdo: (1) Onicomicose Subungueal Lateral Distal; (2) Onicomicose
Superficial Branca; (3) Onicomicose Subungueal Proximal; (4) Onicomicose Endonix;
(5) Onicomicose Distréfica Total (LEUNG et al., 2019).

O diagndstico dessa doenca é dado principalmente através da avaliacao clinica
e do exame fisico do paciente. Entretanto, testes laboratoriais confirmatoérios séo
recomendados, como a microscopia direta, a cultura fangica e ensaios de
histopatologia (GUPTA et al., 2020; LIPNER; SCHER, 2019a).

O tratamento das onicomicoses pode ser realizado pelo uso de medicamentos
antifangicos orais e/ou topicos, laser, terapia fotodinamica ou avulsdo cirdrgica da
lamina ungueal (GUPTA et al., 2020; LIPNER; SCHER, 2019b). O objetivo do
tratamento consiste em eliminar o agente infeccioso e restaurar o aspecto normal da
unha conforme o seu crescimento (LIPNER; SCHER, 2019b).

A terapia medicamentosa é o recurso mais empregado devido a acessibilidade
e maior conveniéncia para o paciente. Os medicamentos orais indicados incluem a
terbinafina, na dose diaria de 250 mg por 6 semanas para onicomicoses de maos e
12 semanas para onicomicoses de pés; o itraconazol, na dose diaria de 200 mg por
12 semanas para onicomicoses de pés e dois pulsos de tratamento de 200 mg duas
vezes ao dia por 1 semana seguido de 3 semanas sem a administracdo para
onicomicoses de méaos; e o fluconazol, na dose semanal de 150 mg por 12 a 18 meses

para onicomicoses de pés e por 6 a 9 meses para onicomicoses de maos (GUPTA et
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al., 2020; LIPNER; SCHER, 2019b). Terapias medicamentosas topicas compreendem
0 uso de ciclopirox a 8% e de amorolfina a 5% nas formas farmacéuticas de esmalte
ou solucdo por 12 meses para onicomicoses de pés e por 6 meses para onicomicoses
de maos (GUPTA et al., 2020; LIPNER; SCHER, 2019b).

Os medicamentos orais disponiveis estdo associados a efeitos adversos,
interacbes medicamentosas e hepatotoxicidade (LIPNER; SCHER, 2019b). Por outro
lado, apesar dos medicamentos topicos evitarem tais consequéncias pela
administracao diretamente sobre a unha, requerem um maior tempo de tratamento e
apresentam maiores chances de recidiva (GUPTA et al., 2020). Tais fatos resultam na
baixa adesdo a terapia medicamentosa pelos pacientes (LEUNG et al., 2019). Além
disso, ap6s o término da terapia medicamentosa oral e/ou tdpica, recidivas ou
reinfeccdes ocorrem em 20 a 25% dos casos (LIPNER; SCHER, 2019b).

A eficacia limitada da terapia topica é correlacionada a dificuldade dos farmacos
em permear através da lamina ungueal, devido a sua composicdo altamente
queratinizada que gera uma microestrutura rigida e compactada (DHAMOON; POPLI;
GUPTA, 2019). Nesse sentindo, as onicomicoses sdo consideradas de dificil
tratamento e necessitam de novas opc¢fes terapéuticas, especialmente topicas, que
visem otimizar a permeacdo de compostos ativos através da unha (BAROT et al.,
2014; DHAMOON; POPLI; GUPTA, 2019).

2.3 OLEO ESSENCIAL DE Aniba canelilla (Kunth) Mez

A Aniba canelilla (Kunth) Mez € uma arvore aromatica de porte médio
pertencente a familia Lauraceae (DA TRINDADE et al., 2021). Popularmente, é
conhecida como casca-preciosa, falsa canela, casca do Maranh&o ou folha preciosa,
apresentando um aroma semelhante ao da canela (SOUZA-JUNIOR et al., 2020).
Essa espécie é nativa de paises da Ameérica do Sul (Bolivia, Brasil, Coldmbia,
Equador, Peru e Venezuela), sendo encontrada principalmente na regido amazonica
(SOUZA-JUNIOR et al., 2020).

O 6leo essencial de Aniba canelilla (OEAC) pode ser extraido a partir do tronco,
galhos, folhas e cascas dessa arvore por destilacdo de arraste a vapor ou por
hidrodestilacao, fazendo-se o uso de um aparato do tipo Clevenger (TAVEIRA et al.,
2003). Tipicamente, o rendimento da extragéo varia de 0,2 a 1,3% (SOUZA-JUNIOR
et al., 2020; TAVEIRA et al.,, 2003). O OEAC apresenta como caracteristicas

organolépticas coloragcdo marrom-amarelada e odor caracteristico semelhante ao da
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canela. Além disso, possui uma densidade maior que a da agua (KREUTZ et al.,
2018).

A producéo de 6leo essencial é influenciada por diversos fatores, tais como
condicbes ambientais, especialmente umidade e incidéncia de luz, variacdes
genéticas e fisiologicas da planta e sua localizacdo geogréafica (MANHAES et al.,
2012; SOUZA-JUNIOR et al.,, 2020). Estudos demonstram, em geral, um maior
rendimento na extragcdo do OEAC em épocas chuvosas, nos periodos iniciais de
desenvolvimento dos 6rgdos da planta e em condigdes de maior incidéncia de luz (DA
TRINDADE et al., 2021; SOUZA-JUNIOR et al., 2020).

O OEAC apresenta dois principais constituintes, o 1-nitro-2-feniletano, o qual &
relatado como sendo o componente majoritario, e o metileugenol (TAVEIRA et al.,
2003), cujas moléculas estao representadas na Figura 4. Outros componentes ja
identificados em menores quantidades no OEAC incluem o eugenol, o safrol, a
anabasina, o alfa e o beta pineno, o beta felandreno, o beta cariofileno, o linalol, o alfa
copaeno, o spatulenol e o benzaldeido (DA TRINDADE et al., 2021; LIMA et al., 2004;
SOUZA et al., 2020).

N (B) ~

\

Figura 4. Estrutura quimica do 1-nitro-2-feniletano (A) e do metileugenol (B).
Fonte: adaptado de NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2023.

O 1-nitro-2-feniletano é um nitroderivado raramente encontrado em plantas,
sintetizado pela biotransformagdo da fenilalanina por enzimas da CYP (SOUZA-
JUNIOR et al., 2020). Possui formula massa molecular de 151,16 g/mol e logP de 2,1
(NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2023a). O
metileugenol, denominado quimicamente de 1-alil-3,4-dimetoxibenzeno, é formado
pela reacdo de metilacdo do eugenol, composto fendlico que também pode estar
presente no OEAC (SOUZA-JUNIOR et al., 2020). Apresenta massa molecular de
178,23 g/mol e logP de 2,5 (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY
INFORMATION, 2023b).
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A composicdo do OEAC varia pelos mesmos fatores relatados anteriormente
para o rendimento de sua extracdo, sendo influenciada principalmente pela
sazonalidade e pela localizacdo geogréfica da planta. Além disso, também varia
significativamente de acordo com a parte da planta utilizada para extragao (SOUZA-
JUNIOR et al., 2020; TAVEIRA et al., 2003).

Diversos estudos ja foram realizados para avaliar as propriedades terapéuticas
do OEAC. Atividades biologicas relatadas em literatura, investigadas por meio de
modelos in vivo ou in vitro, para 0 OEAC ou para seu constituinte majoritario incluem:
antifangica, antitripanocida, antioxidande, anti-inflamatoria, antiquimiotatica,
anticolinesterasica, hipotensora e bradicardica (DA SILVA et al., 2007; DE SIQUEIRA
et al., 2010; GIONGO et al., 2017; KREUTZ et al., 2021, 2023; OGER et al., 1994;
SILVA et al., 2014; SOUZA et al., 2020). Contudo, apesar das atividades terapéuticas
demonstradas, o emprego do OEAC no desenvolvimento tecnolégico de formulacdes

ainda é restrito.
2.4 CARREADORES LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS

Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) séo dispersdes aquosas nas
quais a fase dispersa, constituida por uma mistura de lipidios sélido e liquido a
temperatura ambiente, possui tamanho compreendido na escala nanométrica,
geralmente entre 10 a 500 nm (SHARMA; BALDI, 2018). A proporcdo entre lipidio
sélido e liquido tipicamente varia de 70:30 a 99,9:0,1 (SHARMA; BALDI, 2018). Além
disso, os CLN sao formados pela presenca de tensoativos na interface lipidio-agua
(MISHRA et al., 2018).

Os CLN sé&o descritos como a segunda geracdo de nanoparticulas lipidicas
sélidas, sistemas em que a fase lipidica € composta somente por lipidio(s) sélido(s) a
temperatura ambiente, o que resulta na cristalizacdo do lipidio sélido e pode gerar a
expulsdo do composto ativo do nucleo lipidico (FANG; AL-SUWAYEH; FANG, 2013).
Dessa maneira, os CLN podem contornar essa desvantagem pela adi¢cdo de um lipidio
liguido, 0 que evita a cristalizacdo da fase dispersa (FANG; AL-SUWAYEH; FANG,
2013).

Os CLN podem ser empregados tanto para veiculacdo de compostos ativos de
carater hidrofdbico, os quais situam-se aprisionados no nucleo lipidico, quanto para
veiculagdo de compostos ativos de carater hidrofilico, os quais, nesse caso,

encontram-se junto a camada de tensoativos, na interface lipidio-agua (SHARMA,
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BALDI, 2018). Diversas vantagens sao atribuidas ao emprego de CLN na area
farmacéutica, dentre as quais destacam-se: biocompatibilidade; controle da liberacéo
do composto ativo; estabilidade fisico-quimica; otimizacdo das propriedades de
permeacdo através da pele e anexos cutaneos; e aumento da biodisponibilidade
sisttmica (FANG; AL-SUWAYEH; FANG, 2013; MISHRA et al., 2018; SHARMA,;
BALDI, 2018; TAPEINOS; BATTAGLINI; CIOFANI, 2017).

Ademais, os CLN fornecem protecdo fisico-quimica para compostos ativos
labeis, especialmente aqueles susceptiveis a degradacao por fatores externos, como
luz, calor e oxigénio, e a volatilizacdo. Sendo assim, constituem uma alternativa para
veiculacao de produtos naturais, tais como os 6leos essenciais, de modo a aumentar
sua estabilidade (KATOPODI; DETSI, 2021).

Diferentes técnicas podem ser empregas para producdo de CLN, como, por
exemplo: homogeneizacéo a alta pressao; a homogeneizacgéo a alto cisalhamento; a
ultrassonicacdo; a microemulsdo; a emulsificacdo com evaporacdo de solvente; e a
inversdo de fases (MISHRA et al.,, 2018; SHARMA; BALDI, 2018; TAPEINOS;
BATTAGLINI; CIOFANI, 2017). Dentre as técnicas mencionadas, destaca-se a
homogeneizacéo a alta presséo pois evita o uso de solventes organicos (MARTINEZ-
MONTEAGUDO; YAN; BALASUBRAMANIAM, 2017; SCHULTZ et al., 2004).

O homogeneizador a alta pressdo contém um pistdo que opera sob alta
energia, forcando a passagem da formulacdo por um espaco anular. Dessa forma, o
equipamento realiza a subdivisdo das goticulas da fase lipidica de uma emulséo
previamente formada (denominada de pré-emulsdo ou emulsdo grosseira) em
goticulas de tamanho nanométrico. Outras vantagens atribuidas a essa técnica
compreendem a obtencdo de particulas com tamanho reduzido e padronizado, ou
seja, com baixo indice de polidispersdo (PATEL et al., 2013; TAPEINOS;
BATTAGLINI; CIOFANI, 2017).

Para caracterizagéo fisico-quimica de CLN, tipicamente sdo determinados o
tamanho, o indice de polidisperséo, o potencial zeta e a eficiéncia de encapsulamento,
0S quais sdo parametros capazes de predizer a estabilidade e a qualidade do
nanosistema (ROCHA et al., 2017; TAMJIDI et al., 2013). Em suma, um tamanho
reduzido (na escala nanométrica) € desejavel para as nanoparticulas, visando otimizar
a estabilidade fisico-quimica do sistema e as propriedades de permeacao; um baixo
indice de polidispersdo (< 0,3) é requerido pois indica que as nanoparticulas do

sistema apresentam um tamanho aproximado, estando monodispersas; um potencial
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zeta alto (> 30 mV em mdédulo) é desejavel pois contribui para a estabilidade do
sistema pela repulséo eletrostéatica entre as nanoparticulas, evitando sua agregacao;
uma alta eficiéncia de encapsulamento € requerida pois aponta a quantidade de
composto ativo aprisionada na nanoestrutura (TAMJIDI et al., 2013).

2.5 PROPRIEDADE INDUSTRIAL NO BRASIL

No Brasil, a Lei 9.279 de 1996 regula os direitos e obrigacbes relativos a
propriedade industrial. Esta abrangido no escopo da propriedade industrial o conjunto
de protecdo de direitos sobre marcas, patentes, desenhos industriais, indicacdes
geograficas, assim como a represséo as falsas indicacdes geograficas e a repressao
a concorréncia desleal (BRASIL, 1996).

No ambito das patentes, essas sdo divididas em patentes de invencao e de
modelo de utilidade. Uma patente de invencdo, que pode abranger produtos e/ou
processos, deve atender a trés requisitos basicos: novidade, atividade inventiva e
aplicacdo industrial. Novidade € aquilo que ndo esta compreendido no estado da
técnica, ou seja, que néo foi publicado ou tornado acessivel ao publico até a data de
depdsito do pedido de patente. Um produto ou processo possui atividade inventiva
quando sua concepcado nao € Obvia ou evidente para um técnico no assunto. Modelos
de utilidade s&o considerados patenteaveis quando consistem em um objeto que
apresente melhoria funcional envolvendo ato inventivo e possibilidade de aplicacéo
industrial. N&o sdo considerados patenteaveis, por exemplo: teorias cientificas, obras
artisticas, regras de jogo, métodos terapéuticos e de diagndstico, seres vivos ou parte
deles (BRASIL, 1996).

Uma patente concedida pelo Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI)
garante ao seu titular o direito de impedir terceiros, sem o0 seu consentimento, de
produzir, usar, colocar a venda, vender ou importar o produto objeto da patente ou,
ainda, o produto obtido por processo patenteado. Uma patente de invencédo vigora
pelo prazo de 20 anos contados a partir da data de seu depdésito, enquanto uma
patente de modelo de utilidade possui o prazo de 15 anos. Apos depositado, o pedido
de patente fica em sigilo por 18 meses, quando, entdo, € publicado. O requerente
possui um prazo de 36 meses, a partir da data do deposito, para solicitar o exame do
pedido de patente (BRASIL, 1996).

Um relatério descritivo de patente de invengdo deve conter os seguintes itens:

titulo, campo da invencgao, antecedentes da invencéo, descricao das figuras, sumario
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da invencao, descricdo detalhada da invencao e reivindicacbes (BRASIL, 2013). A
invencdo deve ser descrita suficientemente de modo que um técnico no assunto
consiga reproduzi-la. Na é&rea farmacéutica, os principais objetos de patente
compreendem: moléculas; sais, ésteres e isdbmeros; sintese; composicdo; processo
de fabricacdo; uso; polimorfos; tamanho de particulas; dentre outros (GUPTA et al.,
2010).

A redacédo de um pedido de patente requer habilidade pois dentre os trés
requisitos basicos para sua concessao, o atendimento da atividade inventiva é o mais
subjetivo em uma analise por parte do técnico do Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI). Em uma area como a nanotecnologia, na qual os sistemas
normalmente empregados ja séo apresentados em literatura hd muitas décadas, cabe
ao redator demonstrar que o invento ndo decorre de uma aplicacdo 6bvia de
conhecimentos ja descritos no estado da técnica ou que esta ancorada apenas em

um novo uso do sistema.

2.6 DESENVOLIMENTO DE METODOS ANALITICOS POR DELINEAMENTO
EXPERIMENTAL

O Delineamento Experimental (do inglés Design of Experiment ou DoE)
consiste em um conjunto de experimentos planejados a partir de critérios estatisticos,
nos quais os fatores de entrada (variaveis independentes, xi)) sdo combinados e
sistematicamente variados para verificar seu impacto sobre respostas de saida
(variaveis dependentes, yi), por meio do estabelecimento de modelos matematicos e
de andlises estatisticas (FUKUDA et al., 2018). Dessa maneira, é possivel: identificar
guais fatores de entrada sdo de fato significativos, ou seja, capazes de alterar as
respostas de saida; avaliar a interacdo entre diferentes fatores de entrada; e, ainda,
otimizar os fatores de entrada para gerarem as respostas de saida desejaveis
(DHOOT et al., 2019; FUKUDA et al., 2018).

O Delineamento Experimental € um integrante da abordagem Analytical Quality
by Design (AQbD), a qual contraria a abordagem empirica de desenvolvimento
analitico, baseada na tentativa e no erro e nos experimentos univariados, denominada
de Quality by Testing (PERAMAN; BHADRAYA; PADMANABHA REDDY, 2015;
VERCH et al.,, 2022). Com o emprego do Delineamento experimental, &€ possivel

reduzir o tempo e o0s custos atrelados ao desenvolvimento e obter métodos
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otimizados. Por essas razdes, essa ferramenta tem sido cada vez mais empregada
na area analitica (PERAMAN; BHADRAYA; PADMANABHA REDDY, 2015).

No desenvolvimento de um método analitico por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), por exemplo, possiveis fatores de entrada compreendem:
constituicdo da fase organica ou fase aquosa; quantidade de fase organica ou fase
aguosa; pH da fase aquosa; fluxo da fase mdével; volume de injecéo; tipo de coluna
cromatografica; temperatura do forno da coluna cromatogréfica. Por outro lado,
potenciais respostas de saida sao: tempo de retencédo; resolucao de pico; pureza de
pico; fator de simetria de pico (GURUMUKHI; BARI, 2022; PATEL et al., 2021; URMI;
NAWAZ; ISLAM, 2022). Dessa maneira, pode-se observar que os fatores de entrada
constituem variaveis relacionadas as condi¢des de operacdo do método, enquanto os
fatores resposta constituem variaveis relacionadas a qualidade do método, as quais
podem ser afetadas por modificacdes nos fatores de entrada (VERCH et al., 2022).

Existem dois principais tipos de Delineamento Experimental: os de Triagem e
os de Otimizacdo (PERAMAN; BHADRAYA; PADMANABHA REDDY, 2015). Os
Delineamentos de Triagem mais utilizados sdo: Fatorial Completo de Dois Niveis,
Fatorial Fracionario e Placket-Burman. J4 os Delineamentos de Otimizacdo mais
empregados compreendem: Fatorial Completo de Trés Niveis, Box-Behnken e
Composto Central. A escolha do Delineamento a ser empregado dependera do
objetivo do estudo e do nimero de fatores de entrada requeridos (FUKUDA et al.,
2018). Para geracdo da matriz de experimentos e analise matematica e estatistica do
Delineamento Experimental se faz necessario o uso de um software, sendo que os

comumente utilizados sdo: Design Expert® e Minitab® (DHOOT et al., 2019).

Em geral, Delineamentos de Triagem s&o utilizados com o intuito de verificar
ou confirmar quais fatores de entrada séo, de fato, criticos para uma ou mais resposta
de saida (DHOOT et al., 2019). Sendo assim, os fatores de entrada vistos como nao
criticos ndo necessitam ser estudados mais afundo, uma vez que nao possuem
impacto sobre a(s) resposta(s) de saida(s). Esse tipo de Delineamento permite
estudar um amplo nimero de fatores com um menor numero de experimentos a serem
conduzidos. Geralmente, requerem dois niveis para cada fator de entrada (alto e
baixo). Entretanto, os Delineamentos de Triagem apresentam algumas limitacoes,

como a impossibilidade de modelar respostas de superficie de segunda ordem e,
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adicionalmente, a impossibilidade de modelar a interacdo entre os fatores de entrada
a depender do tipo de Delineamento de Triagem empregado (FUKUDA et al., 2018).

Delineamentos de Otimizagédo, por sua vez, sdo empregados objetivando
determinar os melhores valores ou condi¢cbes para os fatores de entrada, os quais
fornecem os resultados desejaveis para os fatores resposta. Em outras palavras, os
Delineamentos de Otimizagcdo séo utilizados visando otimizar os fatores de entrada
(DHOOT et al., 2019). Esse tipo de Delineamento requer um maior nimero de
experimentos, tendo em vista que sd0 necessarios no minimo trés niveis para 0s
fatores de entrada (exemplo: baixo, médio e alto), o que permite a obtencdo de uma
reposta de superficie. Os Delineamentos de Otimizacdo podem permitir a obtencao
de um modelo de regressdo completo, o qual inclui termos lineares, termos
quadréticos e termos de interacdo. Sendo assim, pode-se primeiramente empregar
um Delineamento de Triagem e, em seguida, um de Otimizacao utilizando apenas os
fatores de entrada relevantes detectados pelo Delineamento de Triagem, com o intuito
de otimizar esses fatores de entrada (FUKUDA et al., 2018).

Para andlise da significancia de cada fator de entrada, uma Andlise de
Variancia (ANOVA) deve ser conduzida, a qual compara a variabilidade proveniente
da variacdo dos fatores de entrada em diferentes niveis com a variabilidade
proveniente do erro residual. Dessa forma, o modelo de regressdo que melhor se
adequa aos dados experimentais pode ser selecionado incluindo ou excluindo termos
lineares, termos de interacdo e/ou termos quadraticos, o que é baseado nos
resultados da ANOVA. Além disso, a selecdo do modelo de regressao deve ser
realizada por meio da avalicdo do coeficiente de determinagdo (R?) e do coeficiente
de determinacdo ajustado (R?-aju), sendo que esse Ultimo é mais adequado para
comparacao de diferentes modelos. Os Delineamos de Otimizacdo fornecem,
adicionalmente, a analise estatistica da falta de ajuste do modelo de regressao, para
0 qual o erro oriundo da falta de ajuste deve ser significativamente menor que o erro
puro aleatério. Ainda, graficos de Pareto, de Efeitos Principais, de Interacdes, de
Superficie de Resposta e de Contorno podem ser gerados a depender do tipo de
Delineamento Experimental adotado, a fim de suportar a interpretacéo do efeito dos
fatores de entrada sobre as respostas de saida (BEZERRA et al., 2008; CANDIOTI et
al., 2014; FUKUDA et al., 2018).

Para otimizacdo multipla dos fatores de entrada diferentes abordagens podem

ser empregadas, dentre as quais destaca-se a Funcao de Desejabilidade. A Funcéo
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de Desejabilidade objetiva encontrar os valores ou condi¢des ideais para os fatores
de entrada com base nos critérios estabelecidos para as respostas de saida. Seus
valores variam de 0 a 1, onde O representa uma resposta indesejada e 1 representa
uma reposta ideal (BEZERRA et al., 2008; CANDIOTI et al., 2014). O processo de
otimizacao fornece, ainda, os valores preditos para as respostas de saida seus
intervalos de predicao, os quais devem ser confirmados pela condu¢édo de uma analise

empregando os fatores de entrada otimizados (CANDIOTI et al., 2014).
2.7 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS E BIOANALITICOS

Novos métodos analiticos ou bioanaliticos desenvolvidos devem ser validados
com o intuito de verificar se estdo adequados ao uso pretendido e se fornecem
resultados fidedignos e confiaveis (GONZALEZ et al., 2014; TAVERNIERS; DE
LOOSE; VAN BOCKSTAELE, 2004). Para tanto, diferentes Guias podem ser
adotados, dentre os quais destacam-se 0s Guias Q2 para validagdo analitica e o M10
para validacdo bioanalitica da Conferéncia Internacional de Harmonizagdo de
Requisitos Técnicos para Produtos Farmacéuticos de Uso Humano (do inglés:
International Council for Harmonization of Techinal Requirements for Pharmaceuticals
for Human Use ou ICH). Para validacdo de um método analitico ou bioanalitico, uma
Substancia Quimica de Referéncia deve ser utilizada para determinacdo dos
parametros requeridos (ICH, 2005, 2022).

Os Parametros de uma validac&o analitica a serem determinados dependerao
do objetivo do método. Parametros tipicamente avaliados em uma validacao analitica
de um método de teor, por exemplo, incluem: Exatiddo, Repetibilidade, Precisao
Intermediaria, Seletividade, Linearidade e Faixa. Ja para validacdo analitica de um
método de determinacdo de impurezas € necessario avaliar, além dos parametros ja
mencionados, Limite de Deteccdo (em alguns casos) e Limite de Quantificacédo (ICH,
2005). Os critérios de aceitacao para esses parametros devem ser definidos com base
no objetivo e na variabilidade intrinseca do método e nas caracteristicas do analito
(TAVERNIERS; DE LOOSE; VAN BOCKSTAELE, 2004).

Métodos bioanaliticos diferem de métodos analiticos pela determinacédo do
analito na presenca de uma matriz bioldgica, como sangue, plasma, urina e, até
mesmo, extratos de pele e unha (GONZALEZ et al., 2014; KOLIMI et al., 2022;
KREUTZ et al., 2018). Além disso, a determinacdo dos parametros geralmente ocorre

utilizando-se mais niveis de concentragdo e um maior numero de replicatas para cada
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nivel. Os parametros avaliados em uma validacdo bioanalitica de um método
cromatografico compreendem: Seletividade, Efeito de Matriz, Curva de Calibracao,
Faixa, Limite Superior de Quantificagéo, Limite Inferior de Quantificagdo, Exatidao,
Precisédo, Efeito Residual e Recuperac¢éo. Ainda, a depender da aplicagdo do método,
outros parametros podem ser requeridos, como Integridade de Diluicédo e Estabilidade
de Amostras. Os critérios de aceitacdo variam para cada parametro estdo descritos
no Guia M10 da ICH (ICH, 2022).

2.8 ESTUDOS DE PERMEACAO IN VITRO EM MODELO UNGUEAL

A efetividade da terapia topica ungueal esta atrelada a capacidade do composto
ativo em permear a unha, de modo que consiga atingir seu sitio de acao. Entretanto,
a lamina ungueal exerce um efeito barreira a entrada de substancias exdégenas, o que
atribuido a sua espessura e rigidez e ao alto grau de compactacédo das moléculas de
queratina que a compdem (BAROT et al., 2014; BASWAN et al., 2017). Além disso,
as propriedades fisico-quimicas do composto ativo, como peso molecular, logP, grau
de ionizacdo, carga e polaridade influenciam diretamente na sua capacidade de
permear através da unha, bem como as caracteristicas da forma farmacéutica
carreadora (SHIVAKUMAR et al., 2012; THATAI; SAPRA, 2014).

Tendo em vista que a lamina ungueal apresenta um comportamento de
“hidrogel” devido a formacdo de canais polares quando hidratada, substancias de
carater menos lipofilico ou mais hidrofilico possuem maiores chances de permear.
Além disso, substancias de baixo peso molecular também constituem permeantes
potenciais (THATAI; SAPRA, 2014).

Nesse sentido, modelos in vivo, ex vivo ou in vitro capazes de avaliar a
permeacdo ungueal de compostos ativos devem ser adotados durante o
desenvolvimento de novas formulacdes destinadas a aplicacao tdpica no tratamento
de doencas de unha, como as onicomicoses. Modelos in vitro podem fornecer
resultados que auxiliam no entendimento do perfil de permeabilidade de uma
substancia e da adequabilidade da formulacdo desenvolvida. Além disso, sdo mais
acessiveis e adequados a rotina laboratorial em relacdo aos modelos in vivo ou ex
vivo (THATAI; SAPRA, 2014; THATAI; TIWARY; SAPRA, 2016). Dessa maneira,
diversas metodologias in vitro para avaliagdo de permeacdo ungueal vém sendo
exploradas. No entanto, essas metodologias empregam diferentes membranas

biologicas, aparatos e condi¢des, resultando em uma falta de padronizacdo na
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literatura para conducdo de ensaios de permeacdo ungueal (BHUPTANI;
DESHPANDE; PATRAVALE, 2016; ELSAYED, 2015).

Recortes de unhas humanas doadas por voluntarios ou recortes de unhas
humanas de cadaveres séo consideradas o padrdo-ouro para estudos de permeac¢ao
ungueal. Contudo, o0 uso dessas membranas € dificultado devido aos seus recortes
serem pequenos e curvados, sendo requerido o uso de adaptadores especializados
de alto custo para o acoplamento ao aparato do ensaio. Além disso, ha os aspectos
éticos envolvidos (BHUPTANI; DESHPANDE; PATRAVALE, 2016; THATAI; SAPRA,
2014). Dessa forma, pesquisadores tém feito o uso de recortes de cascos animais,
principalmente bovinos e suinos, em tamanhos e formatos adaptaveis ao aparato de
permeacéo a ser utilizado (MONTI et al., 2005; MYOUNG; CHOI, 2003; ROCHA et al.,
2017).

Casos bovinos e suinos apresentam facilidade de obtencdo por serem um
subproduto de frigorificos, ndo necessitando da aprovacdo por um comité de ética.
Apesar da composicdo dos cascos desses animais nao ser idéntica a da unha
humana, é semelhante no que tange a estrutura queratinizada (THATAI; TIWARY;
SAPRA, 2016). Cascos bovinos sdo modelos de unhas mais bem estabelecidos na
literatura, porém, alguns estudos também sugerem uma boa correlacdo entre unhas
humanas e cascos suinos (BHUPTANI; DESHPANDE; PATRAVALE, 2016; KIM; LEE;
CHOI, 2001).

Independentemente da membrana biol6gica a ser utilizada, diversos aspectos
devem ser estabelecidos, como o modo que sera fixada no aparato de permeacéo, o
seu preparo, a padronizacdo da sua espessura e se sera hidratada previamente ao
ensaio. Nesse sentido, deve-se considerar que o grau de hidratacdo e a espessura da
membrana biolégica influenciardo nas suas caracteristicas de permeabilidade
(ELSAYED, 2015; THATAI; TIWARY; SAPRA, 2016).

Células de difusédo sao geralmente utilizadas como aparato em estudos in vitro
de permeacao ungueal, as quais se subdividem em estaticas e de fluxo. Nas células
de difusédo estaticas, o fluido aceptor é reposto manualmente; enquanto nas células
de difusdo de fluxo, o fluido aceptor € bombeado continuamente a um determinado
fluxo e reposto automaticamente (THATAI; TIWARY; SAPRA, 2016).

Dentre os modelos estéticos, destaca-se a Célula de Difusdo de Franz, que
contém dois compartimentos, um doador e outro aceptor, 0s quais podem estar

dispostos horizontalmente (lado a lado) ou verticalmente (em pé). Existem diversos
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modelos de Células de Difusao de Franz, os quais apresentam diferentes dimensdes
externas e internas e desenhos, geralmente adaptados de acordo com as
particularidades de cada estudo (SHIVAKUMAR et al.,, 2012; THATAI; TIWARY;
SAPRA, 2016). A Figura 5 ilustra a estrutura basica de uma Célula Difusdo de Franz

estatica vertical encamisada.

Compartimento
doador
S
Circulacao — - ,
o e cepior
aquecida S— P
—= Barra de agitacio

417 magnéetica

‘ Encamisamento |

Figura 5. Esquema representativo de uma Célula de Difuséo de Franz estatica
vertical encamisada.

Fonte: elaborada pelo préprio autor, 2023.

Conforme pode ser observado na Figura 5, o compartimento doador € o local
no qual a formulacéo a ser testada é inserida. Caso o composto ativo seja permeavel
a membrana bioldgica, atingira o compartimento aceptor. Tipicamente, para estudos
de permeacao ungueal a area de difusdo do compartimento doador corresponde a 0,2
cm? (KOLIMI et al., 2022; ROCHA et al., 2017). A membrana biolégica é fixada entre
os dois compartimentos, podendo-se utilizar adaptadores de teflon ou outras técnicas
para auxiliar no seu posicionamento (SHIVAKUMAR et al., 2012).

O compartimento aceptor geralmente possui um volume de 5 mL e é
preenchido por uma solugéo tampéao de pH igual ou préximo ao fisiolégico (7,4), a qual
pode ser acrescida de um promotor de solubilidade do composto ativo, como um
tensoativo ou etanol (AMICHAI et al., 2010; GOMEZ et al., 2018; KOLIMI et al., 2022).
O composto ativo deve ser soluvel no fluido aceptor, mantendo-se a Condicéo Sink,
gue prega que o volume de meio deve ser, no minimo, trés vezes o volume necessario
para se obter uma solugao saturada do composto ativo (PHILLIPS et al., 2012).

Aléem disso, o fluido aceptor deve ser mantido em agitacdo constante,

comumente empregando-se a agitacdo magnética. O encamisamento da Célula de
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Franz permite manter constante a temperatura do fluido aceptor pela circulacéo de
agua aquecida, comumente a 32 °C. Em intervalos de tempo determinados, uma
amostra do fluido aceptor € recolhida para a quantificagdo do composto ativo
permeado, devendo-se repor o volume retirado com fluido aceptor fresco caso se
trabalhe com um aparato estatico (MONTI et al., 2005). Ao final do ensaio, 0 composto
ativo € extraido da membrana bioldgica para quantificacdo, de modo a verificar a sua
retencdo (AHN et al., 2013).

Diferentes procedimentos sao descritos em literatura para realizar a extracéo
do composto de interesse da membrana biol6gica em estudos de permeacao ungueal.
A maioria dos estudos utiliza a digestdo alcalina com hidroxido de sédio e/ou o
tratamento com solventes organicos, como etanol, metanol e cloroférmio (AHN et al.,
2013; MONTI et al., 2005; ROCHA et al., 2017). Além disso, o tempo total de ensaio
varia para cada estudo, podendo durar de 24 até 168 horas ou mais, a depender das
caracteristicas de permeabilidade do composto ativo, da membrana biologica
empregada, da forma farmacéutica e do uso clinico pretendido (GOMEZ et al., 2018;
KOLIMI et al., 2022; NGUYEN; BANGA, 2018). Sendo assim, pode-se constatar que

diversos aspectos devem ser definidos.
2.9 ESTUDOS DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA EM MODELO UNGUEAL

No desenvolvimento de uma nova formulacdo farmacéutica se faz necessario
avaliar sua eficacia, de modo a levantar evidéncias de que esta adequada a finalidade
terapéutica pretendida. No caso de formulacdes tdpicas que visam tratar infeccdes
fungicas ungueais, diversos ensaios para avaliacdo da sua atividade antifingica
podem ser executados, sendo 0 mais corriqueiro 0 ensaio in vitro de Concentracao
Inibitéria Minima (do inglés Minimum Inhibitory Concentration ou MIC) pelo método de
microdiluicdo em caldo descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
(BORMAN et al., 2017).

No entanto, os ensaios de Concentracdo Inibitéria Minima ndo apresentam as
interferéncias fisiologicas e a microestrutura do local da infeccdo e ndo séo capazes
de simular o uso clinico da formulacdo que estad sendo testada. Nesse sentindo,
Quatrin e colaboradores (2020) desenvolveram uma nova metodologia para avaliacdo
da atividade antifungica de formulacdes destinadas a administragdo ungueal, a qual
emprega modelos de unha infectados com o principal fungo dermatéfito causador de
onicomicoses (QUATRIN et al., 2020).
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Para esse ensaio, membranas de 9,5 mm de diametro e de 1 mm de espessura
sao formadas a partir de cascos suinos e posteriormente autoclavadas para remocéo
da contaminacdo microbiolégica. Em seguida, em meio de cultura agar Batata
Dextrose, as membranas obtidas sé&o infectadas com 100 pL de uma suspensao
fangica de Trichophyton rubrum a 10° UFC/mL e incubadas por 5 dias a 32 °C. Apés,
sao transferidas para meio de cultura agar Sabouraud Dextrose para iniciar o periodo
de tratamento, no qual uma quantidade apropriada da formulagéo teste é aplicada
diariamente sobre as membranas infectadas por 7 dias. Decorrido esse periodo, o
percentual de remocao das células fungicas € calculado para formulacdo teste em
relacdo ao crescimento fungico obtido para o controle positivo, o qual é infectado com
Trichophyton rubrum sob as mesmas condi¢des, porém nao recebe nenhum tipo de
tratamento. Para tanto, as membranas sao transferidas para tubo contendo solucéo
salina, submetidas ao vortex e, em seguida, a ultrasonicacdo. Sao pipetados, entao,
20 uL da suspensdao fungica obtida para o meio de cultura 4gar Batata Dextrose, 0
qual é incubado a 32 °C por periodo especifico para permitir a contagem das unidades
formadoras de colonia (UFC) (QUATRIN et al., 2020).

Além disso, uma andlise de recidiva também é conduzida com o objetivo de
verificar se as células fangicas sobreviveram dentro das membranas. Para esse
propésito, apds o procedimento de lavagem em solucédo salina conforme descrito
acima, as membranas sao transferidas para agar Batata Dextrose e incubadas de
modo a verificar visualmente a presenca ou a auséncia de crescimento fangico
(LUSIANA; REICHL; MULLER-GOYMANN, 2013; QUATRIN et al., 2020).

Quatrin e colaboradores (2020) aplicaram o ensaio desenvolvido para avaliacdo
do potencial antifingico de esmalte contendo terbinafina e de esmalte contendo 3-
selenocianato-indol, para os quais resultados promissores foram obtidos. Esse ensaio
em modelo ungueal simula uma situacao real de infec¢do, propiciando obter uma
condicao semelhante a das onicomicoses. Os cascos suinos possuem uma estrutura
queratinizada que atua como suporte nutricional para o crescimento fungico, assim
como ocorre nas unhas humanas infectadas (BRAGULLA; HOMBERGER, 2009).
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3. ARTIGO CIENTIFICO - Development by Design of Experiment and validation
of a HPLC-UV method for simultaneous quantification of 1-nitro-2-
phenylethane and methyleugenol: Application to nail permeation/retention
studies

O texto deste capitulo, que na versdo completa da dissertacdo defendida ocupa
o intervalo de paginas compreendido entre 48 — 91, foi suprimido por tratar-se de
manuscrito de artigo cientifico submetido para publicagdo ao periodico Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis. Este artigo aborda: o desenvolvimento de
um método analitico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para
determinacdo simultanea de 1-nitro-2-feniletano e metileugenol, empregando os
Delineamentos Experimentais (DoE) Fatorial Completo 22 e Box-Behnken; a validagdo
desse método para quantificacdo dos composto de interesse em amostras de fluido
aceptor e de extrato metandlico de casco suino; estudos de permeacédo/retencao
utilizando membranas obtidas a partir de cascos suinos como modelo de unha para o
Oleo essencial de Aniba canelilla (Kunth) Mez veiculado em blend contendo 6leo
mineral e Span 80. O método analitico desenvolvido apresentou baixos tempos de
retencdo para os analitos e foi validado em uma ampla faixa, atendendo aos
parametros preconizados pelos Guias ICH Q2(R1) e ICH M10. Nos estudos de
permeacao/retencao verificou-se que o 1-nitro-2-feniletano atingiu o fluido aceptor,

enguanto o metileugenol permaneceu retido na membrana biolégica.
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4. ARTIGO CIENTIFICO - Aniba canelilla (Kunth) Mez essential oil entrapped in
nanostructured lipid carrier and aqueous nail polish containing this
nanostructure for the management of onychomycosis: ungual/transungual

delivery and antifungal activity by a novel infected nail model

O texto deste capitulo, que na versdo completa da dissertacdo defendida ocupa
o intervalo de paginas compreendido entre 96 — 125, foi suprimido por tratar-se de
manuscrito de artigo cientifico a ser submetido para publicagdo em periddico de
circulacao internacional. Este artigo aborda: a producéo e caracterizacdo de carreador
lipidico nanoestruturado contento o 6leo essencial de Aniba canelilla (Kunth) Mez e
de esmalte aquoso contendo essa mesma nanoestrutura; estudos de
permeacéao/retencdo em modelo ungueal para as formulagdes; estudos de atividade
antifangica em modelo ungueal infectado com Trichophyton rubrum para as
formulacdes. Foi verificado que o 1-nitro-2-feniletano permeou para o fluido aceptor,
enquanto o metileugenol permaneceu retido na membrana biolégica. Ambas a

formulagbes apresentaram atividade antifungica.
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5. DISCUSSAO

As onicomicoses constituem uma doenca de dificil tratamento e que requerem
novas alterativas terapéuticas (DHAMOON; POPLI; GUPTA, 2019). Os medicamentos
orais atualmente disponiveis apresentam efeitos adversos e interacbes
medicamentosas. Por outro lado, os medicamentos topicos requerem um longo
periodo de tratamento e estdo associados a chances de recidivas (LIPNER; SCHER,
2019b).

Considerando esse cenario, nosso grupo de pesquisa desenvolveu
previamente um carreador lipidico nanoestruturado contento o 6leo essencial de Aniba
canelilla (CLNoeac) e um esmalte aquoso contendo essa mesma nanoestrutura (E-
CLNoeac) visando propor novas alternativas para o manejo topico de onicomicoses. O
desenvolvimento dessas formulacdes foi realizado no ambito de uma tese de
doutorado (KREUTZ, 2021). Ja os estudos de efetividade da terapia topica em modelo
ungueal infectado com Trichophyton rubrum foram realizados no ambito desta
dissertacdo de mestrado. Tendo em vista os excelentes resultados obtidos, e que as
formulagbes nanotecnologicas (CLNoeac € E-CLNoeac) cumpriam com 0S requisitos
de novidade, atividade inventiva e aplicacdo industrial (BRASIL, 1996), um pedido de
patente de invencao foi redigido e depositado no Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI), sob nimero de processo BR1020220247790 (KOESTER et al.,
2022).

Para que pudessem ser investigadas as propriedades de permeacéo ungueal
dos compostos majoritarios presentes no 6leo essencial de Aniba canelilla, fazia-se
necessario implementar um protocolo para conducdo de estudos de permeacdo em
modelo ungueal, assim como desenvolver uma metodologia analitica capaz de
guantificar com confiabilidade o 1-nitro-2-feniletano e o metileugenol em amostras de
fluido aceptor e de extrato proveniente da membrana biologica.

O desenvolvimento de um novo método analitico por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) requer a determinagdo de diversas variaveis, especialmente
quando se visa a quantificacdo simultdnea de dois compostos. Nesse sentindo, o
Delineamento Experimental (DoE) se mostra uma ferramenta util, auxiliando a reduzir
0S custos e 0 tempo associados ao desenvolvimento, assim como a atingir um método
otimizado (POLITIS et al., 2017).
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Dois Delineamentos Experimentais foram empregados visando o
desenvolvimento de um método analitico por CLAE para quantificacdo de 1-nitro-2-
feniletano e metileugenol: Fatorial Completo 23 para triagem de variaveis e Box-
Behnken para otimizacdo. A partir do Fatorial Completo 23 pode-se definir a
constituicdo da fase organica e o pH da fase moével. Apds a conducdo do Box-Behken,
as seguintes variaveis foram otimizadas: percentual de fase organica, fluxo da fase
movel e volume de inje¢do. O método desenvolvido gerou um baixo tempo de retencao
para os analitos, 5,65 minutos para o 1-nitro-2-feniletano e 7,49 para o metileugenol,
resultando em um tempo de corrida inferior a 10 minutos.

Aposs o desenvolvimento do método, duas validacdes foram realizadas visando
a quantificagcdo dos compostos de interesse em amostras de estudos de permeacao
em modelo ungueal. Uma validacdo analitica foi realizada para quantificacdo dos
analitos nas coletas de fluido aceptor, seguindo-se 0s seguintes parametros
recomendados pelo Guia ICH Q2(R1): Seletividade; Limites de Deteccdo e
Quantificagéo; Linearidade e Faixa; Preciséo e Exatidao (ICH, 2005).

Ja para quantificacdo dos analitos no extrato metandlico de casco suino, uma
validacéo bioanalitica foi conduzida tendo em vista a matriz biolégica presente nessa
amostra. Para tanto, seguiu-se o preconizado pela diretriz ICH M10, adotando-se os
seguintes parametros: Seletividade; Efeito de Matriz; Curva de Calibracdo e Faixa;
Exatiddo e Preciséo; Efeito Residual e Recuperagédo (ICH, 2022). Os resultados de
todos os parametros das validagBes analitica e bioanalitica foram satisfatorios e o
método foi considerado validado em uma ampla faixa, de 0,6 a 200,0 ug/mL para o 1-
nitro-2-feniletano e de 0,2 a 40,0 para o metileugenol.

Ha uma falta de padronizacdo na literatura acerca de estudos in vitro de
permeacdo em modelo ungueal. Sendo assim, diversos parametros devem ser
determinados, como a escolha da membrana biolégica e seu preparo, o aparato a ser
utilizado, o modo de fixar a membrana bioldégica no aparato e o tempo de ensaio
(THATAI; SAPRA, 2014). Cascos suinos foram escolhidos como modelo ungueal pois
estudos demonstram uma correlacdo adequada com a unha humana (KIM; LEE;
CHOI, 2001). Adicionalmente, cascos suinos possibilitam a formacdo de membranas
com didametro e espessura adequados a colocagdo entre os compartimentos doador
e receptor de uma célula de difusédo de Franz, sem a necessidade da utilizacdo de um
adaptador especifico (BHUPTANI; DESHPANDE; PATRAVALE, 2016; THATAI,
TIWARY; SAPRA, 2016).
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Células de difusdo de Franz foram confeccionadas sob demanda, contendo 0,2
cm? de diametro de difusdo e 5 mL de volume de compartimento receptor, com base
em dados de literatura (KOLIMI et al., 2022; ROCHA et al., 2017). Para fixacao da

membrana biol6gica na célula de Franz, utilizou-se cola de silicone e Parafilm®. Além

disso, previamente ao estudo de permeacdao, foi necessario realizar a hidratacdo das
membranas bioldgicas por 12 horas em tampao fosfato-salino (pH 7,4) para reduzir a
sua rigidez e sua curvatura. Dessa forma, uma metodologia para conducéo de estudos
in vitro de permeacdo em modelo ungueal foi concebida.

Com o intuito de aplicar o método analitico desenvolvido, estudos in vitro de
permeacdo/retencdo utilizando membranas preparadas a partir de cascos suinos
foram realizados para o 6leo essencial de Aniba canelilla diluido em 6leo mineral (10%
p/p, sendo acrescido 2,5% p/p de Span 80). Foram considerados trés tempos de
duracdo diferentes para os ensaios: 24, 48 e 72 horas. Foi observado um possivel
mecanismo de saturacdo da membrana biologica ja nas primeiras 24 horas, tendo em
vista que ndo houve diferenca estatistica entre a quantidade de analito retida na
membrana nos tempos de 24, 48 e 72 horas, tanto para o 1-nitro-2-feniletano, quanto
para o metileugenol. Além disso, o 1-nitro-2-feniletano foi quantificado no fluido
aceptor jA em 24 horas, sendo observado uma quantidade crescente permeada nos
demais pontos de coleta. Um efeito promotor de permeacéo € atribuido ao Span 80,
uma vez que € sabido que tensoativos apresentam essa propriedade por serem
capazes de interagir com a queratina (MALHOTRA; ZATZ, 2002).

A efetividade da terapia tdpica de onicomicoses depende da capacidade do
composto ativo em permear a unha para atingir seu sitio de acao (BAROT et al., 2014).
Sendo assim, estudos in vitro de permeacédo/retencao em modelo ungueal foram
realizados para o carreador lipidico nanoestruturado contendo o 6leo essencial de
Aniba canelilla (CLNoeac) e para o0 esmalte aquoso contendo essa nanoestrutura (E-
CLNoeac). Além disso, o Oleo essencial de Aniba canelilla bruto foi considerado como
grupo controle. Foram realizados trés experimentos para cada grupo, considerando-
se os tempos de duracéo de 24, 48 e 72 horas.

Verificou-se que o 1-nitro-2-feniletano do CLNoeac foi capaz de atingir o fluido
aceptor em apenas 8 horas, apresentando uma quantidade crescente permeada ao
longo de 72 horas. A permeacao para o fluido aceptor é interessante sob o ponto de

vista de tratar onicomicoses pois pode indicar que o composto ativo é capaz de atingir
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o leito ungueal, sitio de infeccéo de diversos subtipos clinicos dessa doenca (BAROT
et al., 2014; LEUNG et al., 2019). Em 72 horas, a quantidade cumulativa de 1-nitro-2-
feniletano permeada para o fluido aceptor proveniente do CLNoeac foi mais que o
dobro da quantidade cumulativa do grupo controle, justificando o emprego da
nanotecnologia para otimizar as propriedades de permeacao.

Por outro lado, foi constatado um perfil de retencdo na membrana biolégica
semelhante para CLNoeac e para o grupo controle, o que é atribuido as propriedades
fisico-quimicas favoraveis a penetracdo do 1-nitro-2-feniletano e metileugenol. O 1-
nitro-2-feniletano apresenta massa molecular de 151 Da e logP de 2,1, enquanto o
metileugenol apresenta massa molecular de 178 Da e logP de 2,5 (NATIONAL
CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2023a, 2023b).

Uma menor quantidade de 1-nitro-2-feniletano e metileugenol retida na
membrana biolégica e de 1-nitro-2-feniletano permeada para o fluido aceptor foi
observada para o E-CLNoeac em comparacao aos demais grupos. A base de esmalte
empregada para redispersdao do CLNoeac liofilizado apresenta uma composicéo
polimérica, a qual, possivelmente, controla a liberacdo das nanoparticulas, explicando
os resultados obtidos. No entanto, um esmalte constitui a forma farmacéutica ideal
para aplicacdo sobre as unhas, uma vez que forma um filme e aumenta o tempo de
residéncia do composto ativo no local da aplicacao (THATAI; SAPRA, 2018).

No desenvolvimento de formulacdes tépicas que visam o tratamento de
onicomicoses, estudos de atividade antifingica em modelo ungueal mostram-se mais
eficientes do que estudo de Concentracdo Inibitéria Minima pois sdo capazes de
simular a microestrutura da unha humana e de propiciar uma condicao real de infeccéo
(QUATRIN et al., 2020). Estudos de atividade antifiungica em cascos suinos infectados
com Trichophyton rubrum foram conduzidos para o0 CLNoeac € 0 E-CLNoeac. Além
disso, as formulagdes brancas, produzidas sem o Oleo essencial de Aniba canelilla, e
o0 Oleo essencial de Aniba canelilla diluido em 6leo mineral (10%, p/p) foram
considerados como grupos controle.

Ambas as formulacdes (CLNoeac € E-CLNoeac) apresentaram alto percentual
de remocéo das células fungicas, demonstrando seu potencial frente a onicomicoses.
Além disso, ndo houve crescimento fungico na andlise da recidiva para 0 CLNogac. O
Oleo essencial de Aniba canelilla diluido em 6leo mineral também apresentou alto

percentual de remocdo das ceélulas fungicas, sem a presenca de recidiva,
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comprovando sua atividade antifingica e justificando seu emprego nas formulacdes
como composto ativo.

Por outro lado, houve crescimento fungico na andlise da recidiva para o E-
CLNoEeac, 0 que é atribuido, novamente, a composic¢ao polimérica da base de esmalte,
a qual controla a liberacdo das nanoparticulas e, possivelmente, retarda seu contato
com as células fungicas. Sendo, assim, é sugerido um maior periodo de tratamento
com a formulagao, tendo em vista que foi realizado um tratamento das membranas
infectadas por apenas 7 dias.

As formulacdes brancas também apresentaram percentuais de remocéo de
células fangicas, apesar de que consideravelmente menores quando em comparacao
aos percentuais obtidos para as formulacdes, o que € atribuido a sua capacidade de
dificultar o aporte nutricional do fungo quando aplicadas sobre a membrana de casco
suino. Além disso, todas as formula¢des brancas apresentaram crescimento fungico

na analise da recidiva.
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6. CONCLUSAO

Um pedido de patente de invenc¢do para o carreador lipidico nanoestruturado
contendo o 6leo essencial de Aniba canelilla (CLNoeac) e para o esmalte aquoso
contendo essa nanoestrutura (E-CLNoeac) foi redigido e depositado no Instituto
Nacional da Propriedade Industrial (INPI). Um método analitico rapido foi desenvolvido
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para quantificagdo simultanea de 1-nitro-
2-feniletano e metileugenol em amostras de estudos de permeacgao/retencdo em
modelo ungueal. O método foi completamente validado de acordo com os parametros
recomendados pelas diretrizes ICH Q2(R1) e ICH M10, em uma ampla faixa. Estudos
in vitro de permeacao/retencdo em modelo ungueal demonstraram que o 1-nitro-2-
feniletano proveniente do CLNoeac e do E-CLNoeac foi capaz de atingir o fluido
aceptor. Além disso, uma quantidade consideravel de 1-nitro-2-feniletano e
metileugenol permaneceu retida na membrana biolégica em 24, 48 e 72 horas.
Estudos de atividade antifingica em modelo ungueal demonstraram o potencial
antifingico de ambas as formulac¢des, as quais apresentaram alto percentual de
remocao das células fungicas de Trichophyton rubrum. Tais achados demonstram que
as formulag6es nanotecnolédgicas (CLNoeac e E-CLNoeac) apresentam potencial para
0 manejo topico de onicomicoses. Estudos futuros sdo necessarios para avaliar a

eficacia clinica dessas formulacdes.
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