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DESENVOLVIMENTO, CAE{ACTERIZAQAO E ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE
MICROEMULSOES O/A CONTENDO ANFOTERICINA B

BARROS, Alana Rafaela Albuquerque; ARAUJO, Gabriela Muniz Felix; DAMASCENO, Bolivar
Ponciano Goulart de Lima.
RESUMO
Microemulsdes (ME) sdo sistemas semelhantes a solu¢bes com um interior formado por
goticulas nanométricas estabilizadas por um conjunto de agentes tensoativos. As ME séo
liquidos termodinamicamente estaveis e excelentes veiculos para solubilizagdo e transporte de
compostos ativos insolveis em agua e/ou em 6leo. Esta propriedade bioldgica permite o uso
de ME como transportadores para diversas moléculas, tais como a anfotericina B (AmB), pela
via intravenosa. AmB é um farmaco que apresenta carater anfifilico, sendo altamente eficaz
no tratamento antiflngico, no entanto, apresenta toxicidade importante. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver e caracterizar um novo sistema de transporte microemulsionado
contendo AmB no seu interior, além de avaliar sua atividade antifungica. As ME foram
formuladas pelo método de sonicacdo, atraves do emprego da mistura dos tensoativos
Kolliphor® HS 15 e Brij® 52 com o 6leo miristato de isopropila. Adicionou-se a AmB
diretamente nas amostras, sob agitacdo magnética, com o emprego de solugdes basicas e
acidas para solubilizacdo do farmaco e ajuste do pH final. Todas as ME tiveram pH neutro e
condutividade condizente com sistemas 6leo em agua, além de comportamento isotropico. As
ME apresentaram potencial zeta negativo. O didametro médio das goticulas com o farmaco
variou de 33 a 132 nm. A analise térmica revelou que a AmB ndo foi capaz de alterar o
comportamento térmico do sistema, possivelmente por estar dispersa na fase interna. A
AmB-ME mostrou eficacia antifungica estatisticamente igual a da formulacdo de AmB
micelar. Consequentemente, a constru¢do do diagrama de fases pseudoternario foi bastante
util para a identificacdo das regiGes de microemulsdo, a incorporagdo da AmB ndo alterou o
sistema e a AmB-ME apresentou atividade antiflngica frente as espécies de Candida

utilizadas.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de novos sistemas transportadores de farmacos tem aumentado nos
ultimos anos. Inimeros destes produtos apresentam a finalidade de melhorar o tratamento das
doencas, no que diz respeito ao aumento da eficicia e reducdo da toxicidade dos farmacos,
facilitando a adesdo do paciente ao tratamento (DASMACENO, 2010).

Ao desenvolver sistemas de veiculacdo de moléculas com atividade terapéutica, a
comunidade cientifica pretende resolver duas questdes: por um lado, o transportador
constitui uma barreira fisica e quimica que protege a molécula, no seu interior ou aprisionada
na matriz, por outro, podera direcionar o transportador e com isso restringir a atividade
farmacoldgica ao ¢érgdo-alvo, limitando os efeitos adversos que podem advir da
administracdo da forma livre (FERRARI, 2005).

Estudos mostram que a forma farmacéutica em que sdo veiculados os farmacos € de
grande importancia e tem responsabilidade pelos efeitos terapéuticos dos medicamentos, em
razdo de poderem modificar favoravelmente ou ndo, a biodisponibilidade dos mesmos
(FRANZINI, 2006).

Microemulsdes podem ser definidas como sistemas termodinamicamente estaveis,
transparentes, nos quais um oOleo ou um farmaco lipofilico é disperso no meio aquoso,
contendo um tensoativo, associado ou ndo a um cotensoativo apropriado (OLIVEIRA et al.,
2004).

Concomitantemente com a pesquisa de novos sistemas de liberagdo, surge a
necessidade da pesquisa de novos farmacos antifingicos devido ao aumento da importancia
clinica de infecgbes fangicas, o aumento da resisténcia fingica e o reduzido nimero de
antifingicos disponiveis, que muitas vezes possuem apenas atividade fungistatica.

Segundo Klepser (2011), a populagdo de pacientes sob o risco de micoses invasivas
tem aumentado como resultado de infecces, neoplasias malignas e maior numero de
pacientes que se submetem a procedimentos de transplante, recebem terapias
imunossupressoras agressivas e, em geral, tornam-se mais susceptiveis.

Devido a todas as dificuldades encontradas na terapéutica antifungica, o0s
pesquisadores tem buscado outras armas contra esses microrganismos. A anfotericina B
incorporada em novas formas farmacéuticas apresenta-se como alternativa a ser estudada.

A anfotericina B (AmB), antibidtico poliénico produzido naturalmente pelo
actinomiceto Streptomyces nodosus, foi descoberta em 1953 e, até hoje, permanece como



substancia fungicida de escolha no tratamento da maioria das micoses sistémicas que
acometem pacientes imunocomprometidos. Ainda que a AmB apresente toxicidade
importante e mesmo com a introducéo de antifangicos azolicos sistémicos na década de 1980,
a poténcia, o espectro de acdo e os quase 50 anos de experiéncia clinica asseguram sua
efetividade tanto para o tratamento das infec¢fes fungicas, quanto para a profilaxia fungica
sistémica em pacientes neutropénicos. O nome anfotericina deriva da caracteristica anfotérica
de sua estrutura molecular, formando tanto sais sollveis em meio acido como em meio
basico. A AmB é pouco soltvel na maioria dos solventes. Com exce¢do do dimetilsulféxido
(DMSO) e da dimetilformamida, ela é praticamente insoldvel em solu¢Bes aquosas de pH
neutro (FILLIPIN; SOUZA, 2006).

Portanto, devido a toda essa problematica, procuramos desenvolver neste estudo
sistemas microemulsionados para incorporacdo da AmB, sua caracterizacdo e avaliacdo da

atividade antifungica.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Microemulsédo (ME)

As microemulsbes foram descobertas no ano de 1943 por Hoar e Schulman, sendo
definidas como sistemas termodinamicamente estaveis e isotropicamente transltcidos de dois
liquidos imisciveis (6leo e agua), estabilizados por um filme interfacial de tensoativos. A
formulacdo de ME geralmente envolve a combinagéo de trés a cinco componentes: 6leo, agua,
tensoativo, cotensoativo e eletrolito. O tamanho da goticula da ME é nanométrico, entre 10-
300 nm. Por este motivo, microemulsdes séo relativamente translicidas, ou seja, opticamente
limpidas, fato que pode ser explicado pelo didmetro médio das goticulas ser menor do que Y4
do comprimento de onda da luz incidente. Logo, as mesmas ndo espalham luz e o sistema fica
transparente (DAMASCENQO, 2011; LANGEVIN, 1988; ROSANO, 1974).

Para a formacdo de uma ME, é necessario que ocorra a mistura de dois liquidos
imisciveis, mantendo-se a agitacdo constante. Quando esses liquidos sdo agitados
mecanicamente, um deles € disperso no interior do outro. As duas fases tendem, inicialmente,
a formar goticulas dispersas de um dos liquidos no interior do outro. No entanto, quando a
agitacdo cessa, as goticulas tendem a coalescer e os liquidos separam-se novamente. Logo, se
um tensoativo for adicionado ao sistema, 0 mesmo tende a se estabilizar, formando assim um
sistema homogéneo com a formacdo de uma fase interna, dispersa ou descontinua circundada
por uma fase externa, dispersante ou continua. Sem a adi¢do do tensoativo, 0 sistema tende a
separar as fases, sendo possivel visualizar novamente os dois liquidos separados (OLIVEIRA
et al., 2004; DAMASCENO, 2011).

Numa abordagem microestrutural, as microemulsGes podem ser classificadas em trés
tipos: 4gua em 6leo (A/O), 6leo em agua (O/A) ou estruturas bicontinuas. As microemulsdes
do tipo A/O, estdo organizadas da seguinte maneira: 0 componente hidrofilico esta disperso
na forma de goticulas coloidais no componente lipofilico. Ja nas microemuls@es do tipo O/A,
esta organizacao se apresenta com o componente lipofilico disperso na forma de goticulas
coloidais no componente hidrofilico e ambas podem ser invertidas de A/O para O/A ou vice-
versa ao variar as condigdes de emulsificagdo. As microemulsdes bicontinuas estéo entre estes
dois tipos, sua formacéo pode ser percebida quando se aumenta gradativamente, por titulacéo,
o volume da fase interna do sistema. Estas microemulsdes sdo constituidas praticamente da
mesma quantidade de agua e 6leo (DAMASCENO, 2010; FORMARIZ et al., 2005).

A formacdo de uma ME esta baseada em trés teorias. A primeira delas é a teoria da

solubilizacdo, que é considerada a mais simples. Esta afirma que a formacdo de uma ME



ocorre por meio de um intumescimento simples de micelas, sendo a dgua solubilizada nas
micelas reversas ou o 0Oleo solubilizado em micelas normais. As outras duas teorias s&o
consideradas mais complexas: a teoria da tensao interfacial e a teoria termodindmica. A teoria
da tensdo interfacial relata que para a formacdo de uma ME € necessario que a tensao
interfacial esteja muito baixa, isto resulta em um aumento da absorcdo do tensoativo na area
interfacial resultando desta forma numa pressdo bidimensional que ocasiona a diminuicdo da
tensdo interfacial. Logo a aproximacdo da tensdo interfacial a zero resulta numa maior
dispersdo de uma fase na outra levando a formacdo da ME. A teoria termodinamica esta
relacionada com a energia livre de Gibbs (G). Esta teoria diz que para a formagéo espontanea
de uma ME termodinamicamente estavel a energia livre de Gibbs deve se tornar negativa.
Como a tenséo interfacial tende a zero, a energia livre de Gibbs tambem tende a zero, logo o
sistema se torna termodinamicamente estavel. Assim quando a tensdo interfacial for negativa,
a variacao da energia livre de Gibbs serd menor que zero e a formacdo da ME seréa espontanea
(DAMASCENO, 2010; DAMASCENGO, 2011; OLIVEIRA et al., 2004).

A escolha dos tensoativos é de extrema importancia para a formacdo de ME, logo é
necessario conhecer as caracteristicas dos tensoativos utilizados, como também suas
propriedades levando sempre em consideracdo quais tensoativos s@o mais adequados para
determinadas aplicagdes. O tensoativo pode ser utilizado puro, em forma de mistura ou em
combinacdo com outros componentes, sendo sua fungdo tornar uma ME estavel pela
diminuicdo da tensdo interfacial. A escolha, proporcdo e caracteristica do tensoativo a ser
utilizado apresentam grande relevancia dentro da formulacéo pretendida. Estes pontos podem
ser verificados através da andlise do equilibrio hidrofilo-lipéfilo (EHL) dos componentes. O
conceito de EHL foi introduzido por Griffin em 1948, quando ele classificou as propriedades
hidrofilicas-lipofilicas dos tensoativos segundo uma escala numérica de 1 a 50, onde o valor
de EHL aumenta conforme a hidrofilia da substancia (FRANZINI, 2006; PRISTA; ALVES;
MORGADO, 1990).

Os tipos de tensoativos comumente utilizados em uma ME sdo 0s ndo i6nicos e 0s
anfotéricos, por estes apresentarem baixa toxicidade as membranas, baixa irritabilidade, maior
estabilidade, grande permeabilidade do farmaco incorporado e boa tolerancia a mudancas de
pH (DAMASCENO, 2010; FORMARIZ et al., 2005).



2.2 Anfotericina B (AmB)

A AmB, desde sua descoberta em 1953 por Gold e colaboradores, tem se tornado um
dos farmacos mais utilizados no tratamento de infecgdes fungicas, sendo considerada a
melhor opg¢do para o tratamento de infec¢Bes fungicas sistémicas e da leishmaniose visceral
(BENNETT, 2005; CHATTOPADHYAY; JAFURULLA, 2011; COHEN, 1998).

A molécula da AmB apresenta uma estrutura quimica complexa. Ela exibe um carater
lipofilico devido & cadeia constituida de sete duplas ligagdes conjugadas ndo-substituidas e
um carater hidrofilico relacionado a presenca de sete hidroxilas livres em sua estrutura.
Portanto, a AmB exibe propriedades anfifilicas. Em uma das extremidades da molécula,
encontra-se um residuo micosamina, ligado ao anel principal por uma ligacdo glicosidica,
com um aminogrupo livre. Por outro lado, € anfotérica devido & existéncia dos grupos
carboxila e amina, que apresentam carga em pH neutro. A AmB possui uma solubilidade
dependente do pH, fato este relacionado a sua complexidade molecular que faz com que
ocorra uma variacdo interna do pKa (5,7 para —-COOH e 10 para NH,;) (BARRATT;
BRETAGNE, 2007; DAMASCENO, 2010; FILIPPIN; SOUZA, 2006; MAZERSKI,
GRZYBOWSKA; BOROWSKI, 1990).

Figura 1 — Estrutura quimica da molécula de AmB

Fonte: DAMASCENO, 2010.

Na agua, a AmB se agrega, primeiramente, pela formacdo de dimeros por aposi¢do de
duas faces hidrofébicas, e assim, progressivamente, formando agregados maiores
(MAZERSKI; GRZYBOWSKA; BOROWSKI, 1990). Esta insolubilidade em meio aquoso é
a causa de sua baixa biodisponibilidade por via oral. Por isso, seu uso é limitado a infusdo
intravenosa e aplicacdo tépica. A formulacdo convencional de anfotericina B (Fungizone®),
comercializada desde 1956, consiste em um sistema micelar associado ao desoxicolato de
sodio, tensoativo capaz de aumentar a solubilidade do farmaco. O medicamento, na forma de

po liofilizado, € reconstituido em 10mL de soro glicosado 5%, formando uma dispersao



micelar. Entretanto, o sistema ndo é homogéneo, podendo apresentar em sua constituicao trés
formas estruturais diferentes: monomeérica, oligomérica e agregados de anfotericina B e
desoxicolato. A administracdo intravenosa deve ser lenta, de 4 a 6 horas de duragdo, para
prevenir reacdes adversas associadas a propria infusdo. As doses administradas variam de 0,5
a 1 mg/kg/dia. A AmB ap0s reconstituicdo é estavel por 24 horas a 25°C e por uma semana a
4°C. Contudo, efeitos colaterais limitantes de dose s&o frequentes, sendo a nefrotoxicidade um
dos mais graves (BARRATT; BRETAGNE, 2007; FILIPPIN; SOUZA, 2006; PESTANA,
2009).

Ambos os efeitos terapéuticos e toxicos da anfotericina B advém de sua interagdo com
os esterois das membranas celulares: ergosterol nos fungos e colesterol nos mamiferos,
resultando na formacao de estruturas semelhantes a canais (poros) transmembrana que alteram
a permeabilidade celular, permitindo o escape de ions e metabdlitos, principalmente ions
potéssio, provocando um desequilibrio eletrolitico e homeostatico, resultando em morte
celular (BOLARD et al., 1991; BRAJTBURG et al., 1990). O complexo AmB-esterdides tem
sido descrito como um arranjo circular de, aproximadamente, oito moléculas de AmB
interagindo com igual nimero de moléculas do esterdide. A parte externa do complexo é
hidrofébica e o seu interior é hidrofilico devido a presenca dos grupos hidroxila das moléculas
de AmB (CHATTOPADHYAY; JAFURULLA, 2011).

Em estudo com membranas bilamelares, comparou-se a capacidade de formacdo de
canais ionicos de anfotericina B frente a membranas contendo ergosterol, colesterol e na
auséncia destes esterdides. Constatou-se que AmB, tanto na forma monomeérica quanto
agregada, pode formar canais em membranas contendo ergosterol, mas somente a forma auto-
associada originou tais canais em membranas contendo colesterol. Bolard et al. (1991)
afirmam que os mondémeros de AmB séo muito curtos para interagir com o colesterol e formar
canais transmembrana, por sua vez o0 arranjo cabega-cauda dos oligbmeros aumenta o
comprimento do conjunto e permite a formagdo dos poros. Portanto, a forma estrutural da
anfotericina B apresenta um papel-chave na formacao de canais nas membranas (FILIPPIN;
SOUZA, 2006; HUANG et al., 2002).
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Figura 2 — Modelo estrutural do canal AmB-esterol de membrana

Fonte: BAGINSKI et al.,2005.

Colesterol e ergosterol sdo moléculas muito semelhantes, diferindo apenas pela
presenca, no ergosterol, de um grupo metila adicional, além de uma dupla ligacdo na cadeia
lateral e outra dupla ligacdo no ndcleo esterdide (HUANG et al., 2002).

A maior afinidade da AmB por ergosterol € explicada pela existéncia da ligacdo dupla
no carbono 22 do esterdide, o que Ihe confere uma forma plana, que favoreceria o contato
com o antibiotico, através das forgas de van der Waals. Em contraste, a forma plana é apenas
uma das possiveis conformacfes assumidas para o colesterol, j que a inexisténcia da dupla
ligacdo na sua cadeia lateral torna a molécula mais flexivel, dificultando as interacdes entre 0s
compostos (BARRATT; BRETAGNE, 2007; BRAJTBURG et al., 1990).

Figura 3 — Estruturas quimicas das moléculas do colesterol e ergosterol

Fonte: Adaptado de PENCER et al., 2005

Sabendo que a forma de associacdo monomérica da anfotericina B apresenta uma
capacidade muito pequena de formar poros em membranas constituidas de colesterol,

podemos inferir que a AmB no estado de associagdo monomeérico deve apresentar menor
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toxicidade. Portanto, uma formulagdo que assegure que o farmaco seja liberado apenas como
mondmeros, certamente, promovera um indice terapéutico maior.

A baixa solubilidade da AmB em meio aquoso, sua alta toxicidade nas dispersdes
convencionais e 0s elevados custos das formulagdes lipidicas tem  estimulado o
desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo deste farmaco. Diante disto, muita atencéo
tem sido dada as microemuls@es. Estes sistemas sdo capazes de compartimentalizar farmacos
nas goticulas da fase interna, as quais possuem propriedades fisico-quimicas bastante
diferentes das do meio dispersante, induzindo modificacbes nas propriedades

biofarmacéuticas dos farmacos incorporados (FORMARIZ, 2004).

2.3 Atividade Antifangica

Desde sua descoberta, a AmB continua sendo o farmaco fungicida de escolha no
tratamento da maioria das micoses sistémicas que atacam pacientes imunocomprometidos e
imunocompetentes e na profilaxia fungica sistémica em pacientes neutropénicos. No final dos
anos 1950, a AmB ja era utilizada em alguns casos clinicos sendo o primeiro agente
antifungico a ser aprovado pela U.S. Food and Drug Administration (FDA) em 1956. A AmB
é um farmaco que ao longo dos anos tem acumulado um histérico de toxicidade que acarretou
no estudo e desenvolvimento de novos meios de se reduzir sua acdo toxica. O tratamento de
micoses sistémicas, por requerer o uso de altas doses, levou ao desenvolvimento de novos
veiculos para a administragdo de AmB (FILIPPIN; SOUZA, 2006).

A AmB faz parte de um grupo complexo de compostos macrociclicos bem
conhecidos, pois em concentracdes muito baixas eles induzem um efeito letal contra fungos e
protozoarios parasitas, tais como Leishmania sp. (COHEN, 1998). A terapéutica antifingica
da AmB esta relacionada a sua atividade na membrana plasmatica celular. Diversos dados
experimentais revelam a capacidade de formar poros transmembranares, que acabam por
alterar a permeabilidade da membrana, levando a saida de pequenos ions e metabdlitos,
principalmente ions potassio, 0 que acarreta em morte celular (OLIVEIRA, 2008).

Os fungos sdo, de uma forma geral, organismos presentes no meio externo
excetuando-se algumas espécies de Candida. Desta forma, os fungos que entram em contato
com o ser humano e animais podem causar alguns danos, os quais podem variar de micoses
superficiais benignas (e.g. piedra nigra) até micoses mais severas (e.g. murcomicoses) (LIMA
et al., 2006)
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Os fungos apresentam estrutura tipica das células eucarioticas: complexo citosol que
contém microvesiculas, microtubulos, ribossomos, mitocondrias, complexo de Golgi,
nucleo, reticulo endoplasmatico com dupla membrana, além de outras estruturas. O nucleo
apresenta um nucléolo e contém praticamente todo o DNA. O citosol é envolvido por uma
membrana: o plasmalema, composta de glicoproteinas, fosfolipidios e ergosterol. A presenca
de ergosterol nos fungos é de extrema importancia, j& que a maioria das estratégias
antiflngicas se baseia em sua presenca nas membranas. A parede celular complexa, do ponto
de vista estrutural e bioguimico, contém quitina, um homopolimero da N-acetilglicosamina
como sua base estrutural. Sobre esta base de quitina existem camadas de glucanos,
manoptroteinas e outros polissacarideos complexos associados a outros polipeptideos
(FILHO, 2011).

Dentre as infec¢bes humanas de natureza fungica, a candidiase é a que apresenta uma
maior predominancia, sendo descrita como uma infec¢do oportunista, que esta frequentemente
envolvida com a alteracdo da microbiota, doengas sistémicas e reducdo da imunidade do
hospedeiro. As leveduras do género Candida sdo as responsaveis pela colonizacdo, por
infeccbes flangicas superficiais em imunocompetentes e por infecgbes sistémicas em
imunodeprimidos. Logo a variedade de apresentagdes da doenca leva a necessidade de
utilizacdo de diferentes métodos de diagndsticos e esquemas terapéuticos. A Candida
albicans é o patdégeno mais comum nas candidiases, porém as espécies ndo albicans tém
aumentado em namero e em importancia ao decorrer dos anos (CAVALCANTI; ALMEIDA;
PADILHA, 2011; CROCCO et al., 2004).

Uma vez rompido o equilibrio bioldgico entre a microbiota e o organismo hospedeiro,
as espécies de Candida apresentam a capacidade de provocar infec¢des, levando a quadros
agudos, subagudos ou crénicos, superficiais ou profundos. A Candida albicans é reconhecida
por sua alta patogenicidade, pois estas secretam proteinases e fosfolipases que sdo capazes de
degradar, destruir ou transformar constituintes da membrana celular do hospedeiro, induzindo
a uma disfuncdo e/ou destruicdo fisica. Esta levedura apresenta dimorfismo: variacdo de
antigeno de parede, expressdao de adesinas na superficie e switching - variacdo fenotipica. A
formacdo de micélio ou pseudo-micélio pelas espécies de Candida tem sido relacionada ao
aumento da viruléncia em decorréncia da variabilidade antigénica da superficie e do formato
micelial que favorece maior aderéncia, dificultando a fagocitose extra e intracelular pelo
sistema imune. O fungo manifesta maior poder invasivo em pacientes debilitados pelo

tratamento com antimicrobianos e drogas imunossupressoras e no decurso de doengas
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cronicas, ou em pacientes com deficiéncia nutricional e imunodeprimidos (SANTANA et al.,
2010).

A maioria das espécies de fungos que causam infeccdo em seres humanos sao
sensiveis a AmB, de modo que o farmaco permanece com um espectro de atividade mais
abrangente entre todos os antifingicos disponiveis. Como excecles, algumas espécies de
Candida como C. lusitaniae, C. guillermondii, C. lipolytica ou C. tropicalis Pseudalescheria
boydii, e algumas estirpes de Fusarium e Trichosporon tém resisténcia clinica e/ou elevados
valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) para AmB (LUBRERAS; LIZASOAIN;
AGUADO, 2003).

Este farmaco ocupa uma posicdo de destaque frente aos outros agentes antifungicos
devido suas propriedades quimioterapicas unicas e a falta de outras alternativas melhores. As
propriedades quimioterdpicas Unicas da AmB incluem: alta atividade e um largo espectro
antifungico. Embora este farmaco apresente grandes vantagens, seu uso ainda é limitado
devido & alta toxicidade (OLIVEIRA, 2008).

Ao longo dos anos, varias estratégias tém sido desenvolvidas em um esforco para
superar as desvantagens associadas com a utilizacdo clinica de AmB (BRAJTBURG, et al.
1990).
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3 REFERENCIAL METODOLOGICO

3.1 Construcdo dos Diagramas de Fases Pseudoternarios (DFPT)

A partir da mistura dos tensoativos Kolliphor® HS 15 (KHS15) e Brij® 52, nas
proporcOes de 1:9; 3:7; 5:5; 7:3; 9:1, foram preparadas amostras de 5g, compostas de 10 a
90% da mistura. A esta combinacdo, foi adicionada a fase oleosa, miristato de isopropila
(MIP) em concentragcdes decrescentes correspondentes de 90 a 10%. A fase aquosa (&gua
destilada) foi adicionada com uma pipeta automatica, a temperatura ambiente. Em seguida, o
sistema foi homogeneizado com bastdo de vidro. Apés cada adicdo da fase aquosa, 0 produto
final era homogeneizado e submetido a ciclos de agitacdo no sonicador, com poténcia de 250
Watts, durante 1min, seguido de banho de ultrassom, por 1min, a temperatura ambiente.

As alteracBGes ocorridas nos sistemas ap0s adicdo de cada aliquota de agua foram
analisadas visualmente. Considerando as propor¢des dos componentes (tensoativos, fase
oleosa e fase aquosa), foi possivel plotar todas as alteracfes do produto final em diagrama de
fases, por meio do Software Origin® Pro 8.

Esse diagrama em forma de tridngulo equilatero apresenta em cada um de seus
veértices as seguintes proporcdes: 100% em massa de fase oleosa, 100% em massa de fase
aquosa e 100% em massa de mistura de tensoativos.

A partir destes dados foram selecionados sistemas microemulsionados, em fungéo do
volume de fase interna (fase oleosa), da percentagem de tensoativos e de fase externa (fase
aquosa), para caracterizacdo fisico-quimica, incorporacdo da AmB e testes de atividade

antifangica.

3.2 Determinacdo do equilibrio hidrofilo-lipofilo (EHL) dos diagramas de fases
pseudoternarios
Foi determinado o EHL dos diagramas de fases pseudoternarios, adotando-se EHL
igual a 15 para Kolliphor® HS 15 e EHL igual a 5 para o Brij® 52, através da seguinte

férmula;

(EHL Tensecativo Ax % Tansoative A) + (EHL Tensoativo B x % Tansoativo B)

EHLmistura = 100
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3.3 Incorporacdo da AmB nas MEs

AmB, na concentracdo de 2,5mg/mL foi incorporada nas MEs sob agitacdo continua,
em agitador magnético, a temperatura ambiente. Apés 1min, o pH da ME foi aumentado
através da adicdo de uma solugdo de hidroxido de sodio 1N, até completa dissolugdo da AmB,
0 que ocorre por volta do pH 12. Subsequentemente, o pH foi reduzido a 7,0-7,5, usando uma
solucéo de acido cloridrico IN (DAMASCENO et al., 2012).

3.4 Caracterizacdo fisico-quimica dos sistemas formados

3.4.1 Determinacgéo do pH e condutividade

O pH das formulagdes foi determinado sem diluicdo prévia, através do mergulho do
eletrodo diretamente na amostra. O equipamento havia sido previamente calibrado com
solugdes padrdo pH 4,0 e pH 7,0. Os resultados foram expressos como a média de trés
determinagoes.

A condutividade das formulac@es foi determinada através do mergulho da célula de
vidro diretamente na amostra. O equipamento havia sido previamente calibrado com solucgéo

padrdo 146,9 uS/cm. Os resultados foram expressos como a média de trés determinacdes.

3.4.2 Determinacao do diametro, indice de polidispersado e potencial Zeta das goticulas
por espalhamento dindmico de luz

O diametro médio das goticulas, o indice de polidispersdo e o potencial Zeta foram
obtidos através de analise por espalhamento dindmico de luz (DLS - Dynamic Light
Scattering) usando o equipamento ZetaPlus (Brookhaven, Holtsville, NY, USA), localizado
no Ndcleo de Ensino e Pesquisa em Petréleo e Gas (NUPEG) da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte (UFRN).

Cinco gramas de cada formulacdo foram preparados e armazenados em frascos de
cintilagdo isentos de poeira. Antes do teste, as amostras foram diluidas em agua destilada na
proporcao de 1:20. Cada amostra foi transferida para uma cubeta, a qual foi colocada na
camara de analise, onde as determinacgdes do tamanho das goticulas foram realizadas sob um
angulo fixo de 90° e com correlator operando em modo paralelo. A temperatura do sistema foi
mantida a 25°C, o comprimento de onda do laser foi de 659 nm. Foram realizadas 5

determinacfes do diametro, indice de polidispersdo e potencial Zeta das goticulas, com
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duracdo de 2min e 30s para cada amostra de acordo com a técnica descrita por Silveira
(2009).

3.5 Analise Térmica

Os ensaios da anélise térmica foram realizados no Laboratorio de Analise Térmica da
unidade do Laboratdrio de Certificacdo e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste,
localizado no Departamento de Farmécia da Universidade Estadual da Paraiba —
CERTBIO/UEPB.

3.5.1 Termogravimetria (TGA)

As curvas termogravimétricas (TG) foram obtidas em um moddulo termogravimétrico
TG modelo Q600 (TA - Instruments), na razdo de aquecimento de 10°C.min™* até 900°C. Foi
utilizada atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 20mL.min* e massa de 5,00+0,05mg
acondicionada em cadinho de alumina para cada amostra.
A calibracdo do SDT TG/DTA Q600 foi realizada com padrdo de oxalato de calcio.

3.5.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas em um modulo Calorimétrico Exploratério Diferencial
DSC modelo Q20 (TA - Instruments). Foram utilizadas amostras de 2,00+0,05mg,
acondicionadas em cadinho de aluminio hermeticamente fechados. A razdo de aquecimento
variou da seguinte forma:

- Para os tensoativos Brij® 52 e KHS15: razdo de 5°C.min™ até 200°C;

- Para 0 MIP: as amostras foram inicialmente submetidas ao resfriamento (25 a -
50°C) a uma taxa de 5°C.min*, mantidas por 3min a -50°C. Em seguida, foram aquecidas até
a temperatura de 250°C (a uma taxa de aquecimento de 10°C.min™);

-Para a AmB: razéo de 10°C.min™ até 400°C;

-Para as ME (Blank-ME e AmB-ME): as amostras foram inicialmente submetidas ao
resfriamento (25 a -70°C) a uma taxa de 5°C.min™, mantidas por 1min a -70°C. Em seguida,
foram aquecidas até a temperatura de 250°C (a uma taxa de aquecimento de 10°C.min™);

O DSC Q20 foi calibrado para a temperatura utilizando como padrdes os pontos de fuséo do
indio (PF= 156,6°C) e zinco metalico (PF= 419,5°C) com pureza de 99,99°C. A calibracéo

para energia foi feita com base na entalpia de fusdo do indio metalico (AHgys30 = 28,54Jg'1).
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3.6 Estudo de eficacia antifungica
3.6.1 Avaliagédo da atividade antifungica

3.6.1.1 Microorganismos

Para este estudo foram utilizadas 10 cepas leveduriformes do género Candida como
descriminadas a seguir: uma cepa de Candida albicans ATCC 76485 recomendada para testes
de suscetibilidade aos antimicrobianos (CLSI, 2009) e outras nove cepas do género Candida
obtidas da colecdo do laboratério de Pesquisa de Atividade Antimicrobiana da UEPB, sendo
estas, C. albicans LM 94, C. albicans LM 410, C. albicans LM 70, C. albicans LM 520, C.
albicans LM 11, C. albicans LM 14, Candida tropicallis LM 32, C. tropicallis LM 282 e C.
tropicallis LM 190.

3.6.1.2 Meios de cultura

Para garantir a viabilidade dos microorganismos em estoque, foi utilizado o Caldo
Sabouraud. E para o cultivo foi utilizado o meio Agar Sabouraud, preparado em placas de
Petri, contendo uma camada de agar de 4 mm de espessura. Os meios de cultura foram

preparados de acordo com as especificacdes do fabricante DIFCO®.

3.6.1.3 Preparacéo dos in6culos

Apobs o enriquecimento em Caldo Sabouraud, uma aliquota de cada crescimento foi
semeada através da técnica de esgotamento por estrias em Agar Sabouraud e incubado a 35°C
por 24/48 horas, permitindo dessa forma que 0s microorganismos estivessem em crescimento
exponencial, 0 que garante seguranga maior durante a realizacdo da analise. Apds esse
periodo de incubacdo, algumas coldnias foram diluidas em solucdo salina estéril 0,85% até

atingirem a turbidez correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mac-Farland (CLSI, 2009).

3.6.2 Determinacédo da atividade antifiingica

3.6.2.1 Difusao em disco

Por meio desta técnica foi realizada uma triagem da atividade antimicrobiana da AmB-
ME. Utilizando swabs estéreis que foram mergulhados na solucédo salina contendo o inoculo
previamente padronizado, sendo posteriormente semeados por toda a superficie do meio de

cultura em diversas direcbes o que permitiu um crescimento uniforme e confluente. Em
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seqguida foram adicionados discos de papel de filtro (Whatman — tipo 3), de 6 mm de
didmetro, previamente impregnados com 20 uL do produto, sendo distribuidos uniformemente
sobre a superficie do meio (Vlietinck, 1991), garantindo que haja espaco para formacao de
halos. Ap6s o semeio e distribuicdo dos discos, as placas foram incubadas a 35°C por 24/48
horas, sendo observada a formagdo de halos de inibi¢do, que foram medidos com auxilio de
um halémetro (BAUER et al., 1966; CLSI, 2009).

O estudo foi realizado em duplicata, tendo os resultados expressos pela média
aritmética dos halos obtidos nos ensaios e, considerado como suscetivel, o halo com uma
dimensdo igual ou superior a 8 mm de didmetro (PAREKH; CHANDA, 2007; CATAO,
2007).

3.6.2.2 Determinacédo da concentracao inibitéria minima

A determinacdo da CIM da AmB-ME também foi realizada pela técnica de difusdao em
disco (CLEELAND; SQUIRES, 1991; CLSI, 2009).

Tomando como a concentracao inicial equivalente a 100%, o produto foi diluido nas
concentragdes de 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,125%, 1,56%, 0,78% e 0,39% sendo
novamente testados. A CIM foi considerada como a menor concentracdo dos produtos
testados capazes de inibir o crescimento fungico (presenca de halo de inibicdo do
crescimento), apOs incubacdo por 24-48h/35°C (FABRY; OKEMO; ANSORQ, 1998;
COSENTINO et al., 1999; ALVES, 2000; CATAO, 2007).

Os halos de inibicdo de crescimento formados foram medidos com auxilio de um
haldmetro, tendo os resultados expressos pela média aritmética dos halos obtidos nos dois
ensaios e, considerado como suscetivel, o halo com uma dimensdo igual ou superior a 8 mm
de diametro (PAREKH; CHANDA, 2007; CATAO, 2007).

3.7 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio-padrdo e analisados através do
emprego da analise de variancia (ANOVA), seguido do teste t de Student. As diferencas entre
as médias foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p foi inferior a
0,05.
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4 DADOS E ANALISE DA PESQUISA

4.1 Construcdo dos Diagramas de Fases Pseudoternérios (DFPT) e Determinacéo
do EHL

Os tensoativos podem ser classificados conforme seu valor de EHL. Substancias de
EHL muito baixo, ou menor que 3, sdo acentuadamente lipofilicas, apresentando apenas
propriedades antiespumantes. Substancias de EHL entre 3 e 9 j& apresentam propriedades
emulsificantes dando origem a emulsdes do tipo A/O. Substancias de EHL entre 9 e 16
comecam a apresentar caracteristicas hidrofilicas dando origem a emulsdes do tipo O/A.
Substancias de EHL acima de 16 ja apresentam caracteristicas acentuadamente hidrofilicas
passando a atuar como solubilizantes (PRISTA; ALVES; MORGADO, 1990).

Do mesmo modo que as substancias emulsionantes, também s&o atribuidos valores de
EHL aos 6leos e substancias oleosas. Por consequéncia, para cada emulsdo pode-se atribuir
um valor particular de EHL, que é dependente da sua composicdo e do tipo de emulsdo
formada: O/A ou A/O, e serve para orientar a escolha do tensoativo a ser utilizado. O
escolhido deve possuir EHL igual ou o mais proximo possivel da fase oleosa, podendo-se
fazer a combinacdo de dois ou mais tensoativos de modo a obter-se um EHL resultante
semelhante ao da fase oleosa (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000).

Para sistemas emulsionados com fase externa aquosa, um valor de EHL entre 8 e 14 é
primordial. Valores menores ou maiores induzirdo a solubilidade do tensoativo no dleo ou na
agua, respectivamente (MACEDO et al., 2006).

A fase oleosa desempenha um papel importante tanto na formacdo da ME como na
solubilizacdo do farmaco. Nem sempre o mesmo tipo de 6leo gera condi¢des favoraveis para
ambos os casos (SOUZA, 2007).

Com base no conceito de EHL da fase oleosa, podemos direcionar a procura pelo
sistema de tensoativos ideal para estabilizar a formulacdo pretendida (DALTIN, 2011). A
partir da selecdo dos tensoativos, diferentes formulagdes sdo preparadas, variando-se a
concentracdo de cada componente, de modo a conhecer e avaliar as consequéncias dessas
combinag0es.

Sabendo que autores, como Brime et al. (2002) e Qing-Ping, Peng e Ke-Chang (2009)
obtiveram sucesso na incorporagdo de AmB em seus sistemas microemulsionados contendo
MIP como fase oleosa, 0 presente trabalho optou pelo mesmo o6leo.

Ja que o valor de EHL do MIP é igual a 12, foi determinada a escolha de um

tensoativo que tivessem um EHL mais alto, ou seja, com carater mais hidrofilico, e outro
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tensoativo com EHL mais baixo, mais lipofilico. De forma que, ao serem misturados
pudessem resultar no EHL ideal da formulacdo, mais préximo do EHL da fase oleosa,
teoricamente.

Apd6s ampla pesquisa na literatura, apoiando-se, especialmente, em dados de seguranca
para administracdo parenteral e de eficacia na formacdo de sistemas microemulsionados,
foram selecionados os tensoativos KHS15 (EHL: 14-16) e Brij® 52 (EHL: 5,3). Sendo essa
associacdo de tensoativos inédita para formulacéo de nanocarreadores.

Definidos os componentes necessarios, diagramas de fase pseudoternarios foram
construidos para identificar as regifes de formacdo de ME e, consequentemente, para
selecionar as proporgdes ideais de tensoativos e 6leo da formulacéo.

Através das Figuras 4 e 5, pode-se observar uma relacdo diretamente proporcional
entre a 4rea de ME formada e a proporcdo do tensoativo KHS15 em relagdo ao Brij® 52.
Nota-se também que a medida que a proporcdo de KHS15 aumenta, em detrimento da
concentracdo de Brij® 52, a regi&o de ME cresce em direcdo a maiores concentracdes de fase
aquosa. ObservacOes coerentes com a propriedade de solubilidade dos tensoativos. KHS15
por ter maior valor de EHL e, portanto, ser mais hidrofilico, tem mais afinidade pela fase
aquosa do sistema, sendo o oposto valido também para o Brij® 52, que tem um baixo valor de
EHL. Logo, a fase em que o tensoativo é mais soluvel tende a ser a fase continua ou externa

da emulsio.
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Figura 4 — Diagramas de fases pseudoternarios dos sistemas contendo Kolliphor® HS 15/Brij®
52 nas proporgoes 1:9 (A), 3:7 (B), 5:5(C) e 7:3 (D)

's v T v T T '8 Ow
0.00 028 050 075 1,00
Miristato de Isopropda

- 0,00

050 0,75 1,00
Miristato de Isopropda

-
0,00 025

aL
7 4 4 4 T 0,00
0.00 025 0,50 0.7% 1.00
Miristato de Isopropita

v L4 v 4 7
0,00 025 0,50 0.75 1,00
Miristato de Isopropila

Legenda: SO — sistema opaco; ELO — emulséo liquida opaca; ELL — emulsédo liquida leitosa; EMG — emulgel;

ESO - emulsédo semissdlida opaca; ESL — emulsdo semissolida leitosa; ME — microemulséo.
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Figura 5 — Diagrama de fases pseudoternario do sistema contendo Kolliphor® HS15/Brij® 52
na propor¢do 9:1 destacando os pontos selecionados numerados
delab

30,00

£ i o+ - i v F R
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Miristato de Isopropila

Legenda: SO — sistema opaco; ELO — emulséo liquida opaca; ELL — emulsdo liquida leitosa; EMG — emulgel;

ME — microemulséo.

Para célculo do EHL de um sistema emulsionado, conforme a teoria de Griffin, sdo
levados em consideracdo o valor de EHL de cada tensoativo e sua percentagem em massa no

sistema, através da seguinte férmula:

(EHL Tensoative Ax % Tensoativo A) + (EHL Tenseativo B x % Tensoative B)

EHLmistura = 100

Para facilitar os calculos, estabelecemos o valor de EHL do KHS15 em 15 e 0 EHL do
Brij® 52 igual a 5 e obtivemos o EHL de cada diagrama de fases pseudoternario, apresentados

na Tabela 1.
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Tabela 1 — Valor de EHL para cada proporcao de tensoativos utilizada nos diagramas de fase
pseudoternarios

Kolliphor® LSt | Brii® 52 EHL
1:9 6
3:7 8
5:5 10
7:3 12
9:1 14

A teoria da cunha orientada prop8e que 0s tensoativos se orientam na superficie e no
interior de cada fase conforme as suas propriedades quimicas. Como o tensoativo possui na
mesma molécula uma porcdo hidrofilica e outra porcdo lipofilica, serd preferencialmente
soltvel em uma das fases, penetrando com maior profundidade na fase pela qual tem maior
afinidade. Dependendo da forma, do tamanho da molécula e de suas caracteristicas de
solubilidade, o tensoativo formard uma estrutura com arranjo em cunha, que circundara as
goticulas da fase dispersa estabilizando a emulsdo. Tensoativos cuja porcdo hidrofilica seja
maior que a porcao lipofilica penetrardo mais profundamente na fase aquosa, que se curvara
envolvendo a fase oleosa, formando uma emulsdo O/A. J& os tensoativos cuja porcao
lipofilica é maior que a porgao hidrofilica penetrardo mais profundamente na fase oleosa, que
se curvara envolvendo a fase aquosa, formando uma emulsdo A/O (ANSEL; POPOVICH,;
ALLEN, 2000; PRISTA; ALVES; MORGADO, 1990).

Assim, os valores de EHL encontrados para os diagramas de fase e as respectivas
regides de ME formadas estdo em concordancia com a literatura. Para o diagrama de fases
KHS15/Brij® 52 1:9, com EHL igual a 6, muito inferior ao EHL do MIP que é 12, no foi
possivel consolidar o filme interfacial necessario para formacdo das MEs. O diagrama 3:7
com EHL igual a 8 apresentou uma regido de microemulsdo mais localizada no vértice que
representa a fase oleosa, indicando que os sistemas formados tem o éleo como fase externa.
Fato que pode ser explicado pela maior afinidade da mistura de tensoativos desse diagrama
pela fase oleosa, devido ao seu baixo valor de EHL. A localizagdo centralizada da regido de
microemulsdo observada no diagrama de fases 5:5 corresponde, provavelmente, a sistemas
com microestruturas bicontinuas, as quais podem indicar uma area de transi¢cdo gradual de
sistemas A/O para O/A, devido ao EHL do diagrama ser igual a 10, proximo do EHL 12 do
MIP e, nesse caso, favorecendo a formacéo daquelas estruturas. Maiores regides de ME foram

formadas nos diagramas que empregaram misturas de tensoativos com EHL maior ou igual ao
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do 6leo, correspondendo aos diagramas KHS15/Brij® 52 7:3 e 9:1, indicando a eficiéncia
desses sistemas na formacgdo do filme interfacial e estabilizacdo das ME contendo o MIP
como fase oleosa.

O diagrama de fases composto pelos tensoativos KHS15/Brij® 52 na proporcéo 9:1,
por ter a maior regido de ME O/A, foi escolhido para selecdo dos pontos a serem formulados
e caracterizados (Figura 5 e Tabela 2).

Tabela 2 — Composicdo percentual (p/p) das formulacdes de microemulsdes

ME 1 ME 2 ME 3 ME 4 ME 5

Fase aquosa 75 67,6 71,6 75 67,6

Miristato de isopropila 51 8,5 8,5 8,5 12,5
Kolliphor® HS15/

Brij® 52 (9:1) 19,9 23,9 19,9 16,5 19,9

Razao 6leo/tensoativo 0,25 0,35 0,42 0,51 0,62

4.2 Incorporacdo da AmB nas MEs

Devido ao carater anfotérico da molécula de AmB, a sua incorporacdo nos sistemas
representa um desafio, pela sua insolubilidade tanto em meio aquoso como oleoso. Contudo,
alguns trabalhos tem descrito o uso de pH alcalino para solubilizad-la (DAMASCENO et al.,
2012; SILVEIRA, 2009).

A adicdo da AmB as Blank-ME reduziu drasticamente a transparéncia das
formulacdes, situacdo que foi revertida ap6s adicdo da solucdo de NaOH 1N aos sistemas,
indicando o favorecimento da incorporacdo da AmB.

Uma vez que o farmaco foi dissolvido, os sistemas foram neutralizados para faixa de
pH entre 7,0-7,5 por meio da adicdo de solucdo de HCI 1N. Este ajuste diminuiu um pouco a
transparéncia das formulacgdes, em virtude, provavelmente, de alguma interferéncia na tenséo
interfacial, ja que em pH neutro, a molécula de AmB ¢ anfotérica, pois apresenta uma
carboxila e um grupamento amino na sua estrutura, com pKa de 5,5 e 10, respectivamente
(PESTANA, 2009).

4.3 Eficiéncia de incorporacdo da AmB nas MEs

A eficiéncia de incorporacdo (EI) da AmB nas ME foi avaliada atraves de dois
métodos: filtracdo e centrifugacdo. A EI, expressa em percentagem, foi obtida pela
comparacdo da concentracdo da AmB antes e ap0s cada teste.
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No primeiro método, a determinacéo da El foi baseada na leitura das absorbancias das
amostras em espectrofotdmetro UV-Vis antes e apds passagem pelos filtros com porosidade
de 0,45 um (membrana de celulose regenerada, Minisart® RC 25, Sartorius, Alemanha) e de
0,22 um (membrana de polietersulfona, Minisart® High Flow, Sartorius, Alemanha). Os
resultados mostram que ha perda de AmB (Tabela 3). A analise de variancia ratificou que as
diferengas nas leituras antes e ap6s cada filtracdo séo significativas (p<0,05).

Tabela 3 — Eficiéncia de incorporacdo (EI) da AmB nas microemulsdes ap0s filtracdo
Amostra El (%) 0,45um Desvio Padréo (%) El (%) 0,22um Desvio Padréo (%)

AmBi-ME 73,83 14,94 33,79 1,05
Aml32-ME 72,91 4,27 32,94 1,79
Am%—ME 68,92 6,21 25,71 3,17
AmIi—ME 71,59 9,00 29,78 5,12
Aml?:_’-ME 60,72 6,82 51,06 1,92

O objetivo do teste de centrifugacdo na avaliacdo da El ndo era desestabilizar as MEs;
pelo contrario, a proposta era separar os cristais de AmB ndo incorporados aos sistemas.
Todavia, como podemos perceber na Tabela 4, a centrifugacdo das ME provocou uma

reducdo drastica do contetdo de AmB.

Tabela 4 — Eficiéncia de incorporacdo (EI) da AmB nas microemulsdes antes e depois da
centrifugacdo
AMOSTRA

SECHEWES El (%) depois Desvio Padrao (%)

AmB-ME 1 100 7,43 0,51
AmB-ME 2 100 7,06 0,2
AmB-ME 3 100 8,81 0,22
AmB-ME 4 100 10,8 1,72
AmB-ME 5 100 7,19 0,57

4.4  Caracterizacdo fisico-quimica dos sistemas formados
4.4.1 Determinacgédo do pH e condutividade
Tanto as formulagbes Blank-ME como as AmB-ME apresentaram pH neutro (Tabela

5), que é o pH ideal para administracdo parenteral (FLOYD, 1999). Além disso, a AmB
possui maxima atividade terapéutica na faixa de pH entre 6,0 e 7,5 (KAUR; KAKKAR,
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2010). N&o houve diferencas significativas (p > 0,05) no pH das ME ap0s incorporacdo da
AmB, resultado concordante com outros estudos (COHEN et al., 1996; NARS; NAWAZ,;
ELHISSI, 2012).

Tabela 5 — pH das microemulsdes antes (Blank-ME) e ap6s incorporacdo da AmB (AmB-ME)

AMOSTRA pH antes £ DP pH AmB-ME + DP Valor de p
BLANK-ME 1 7,2%0,6 7,01+ 0,08 0,66
BLANK-ME 2 7,05+ 0,4 7,34+ 0,29 0,08
BLANK-ME 3 6,97 £ 0,64 7,43+ 0,08 0,28
BLANK-ME 4 7,02 +0,75 7,06 + 0,02 0,93
BLANK-ME 5 7,13+£0,5 7,24+ 0,3 0,83

DP: desvio-padrédo

De acordo com os valores obtidos para condutividade das amostras (Tabela 6)
podemos classifica-las como ME O/A (MASMOUDI et al., 2005). Houve diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05) entre a condutividade das ME antes e ap6s adicdo do
farmaco. O aumento dos valores na condutividade ap6s adicdo da AmB pode ser explicado
pela uso das solucgdes idnicas (NaOH e HCI), necessarias para incorporar o farmaco nos
sistemas (SILVEIRA, 2009).

Tabela 6 — Condutividade das microemulsdes antes (Blank-ME) e ap6s incorporacdo da AmB
(AmB-ME)

Condutividade AmB-ME +

AMOSTRA

Condutividade antes + DP DP Valor de p
BLANK-ME 1 235,07 £ 6,31 1561,33 £ 122,74 0,0029
BLANK-ME 2 256,67 + 12,05 1542 + 195,95 0,0075
BLANK-ME 3 233,77 +9,48 1339,67 £ 92,2 0,0019
BLANK-ME 4 216,63 + 8,66 1464,33 + 55,08 0,0006
BLANK-ME 5 229,73 £ 14,82 1376,33 £ 94,13 0,0016

DP: desvio-padrao

4.4.2 Determinacéo do diametro, indice de polidisperséo e potencial Zeta das goticulas
por espalhamento dindmico de luz
A andlise do tamanho das goticulas é feita para verificar se as formulagcfes apresentam
tamanho nanométrico. O indice de polidispersdo revela a homogeneidade da populacdo de

goticulas, caracterizando uma distribuicdo de tamanho monomodal ou polimodal. O potencial
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Zeta, por sua vez, ¢ um fator importante na previsdo da estabilidade das amostras e na
interagdo com as células.

A técnica para determinacdo do diametro das ME, o espalhamento dindmico de luz,
utiliza a flutuacdo da intensidade da luz espalhada por goticulas em suspensdo, sob
movimento Browniano no tempo, para se obter a distribui¢do hidrodinamica do tamanho (XU,
2008). A partir desse principio, as goticulas maiores movimentam-se mais lentamente e,
consequentemente, a intensidade da luz flutua lentamente, enquanto que goticulas menores
movimentam-se mais rapidamente, resultando na flutuacdo mais rapida da intensidade da luz.
O equipamento é responsavel pela correlacdo desses dois pardmetros para o célculo do
didmetro médio das goticulas (SOARES, 2009).

O tamanho médio, o indice de polidispersdo e o potencial Zeta das amostras de ME

estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Determinacdo do tamanho, indice de polidispersdo e potencial Zeta por
espalhamento dinamico de luz

DIAMETRO + INDICE DE POTENCIAL
AMOSTRA DP (nm) POLIDISPERSAO +DP  ZETA + DP (mV)
Blank-ME 1 21,6 £0,2 0,167 + 0,011 -14,07 + 3,79
Blank-ME 2 26,2 £0,3 0,206 + 0,009 -11,83 + 1,58
Blank-ME 3 31,2+ 0,4 0,241 % 0,009 -146+3,35
Blank-ME 4 31,8+0,8 0,243 £ 0,019 -10,49 + 2,28
Blank-ME 5 54,6 + 0,3 0,25 + 0,008 13,27 + 4,34
AmB-ME 1 1325+ 133 0,384 + 0,011 18,79+ 1,5
AmB-ME 2 33,1+0,4 0,274 % 0,003 10,57 + 1,21
AmB-ME 3 49,2 +0,7 0,317 % 0,002 -16,14 + 2,91
AmB-ME 4 53,7+ 1,3 0,323 * 0,006 -4,49 + 0,62
AmB-ME 5 62,9 £0,3 0,29 + 0,004 -2,07 + 1,04

DP: desvio-padrédo

O tamanho nanométrico pode ser explicado pela submissdo das formulagGes ao
processo de emulsificacdo por ultrassom, método de alta energia para o desenvolvimento de
ME. Este método tem sido documentado como rapido e eficiente na producdo de ME estaveis,
com pequeno diametro de goticulas e baixa polidispersio (DAMASCENO et al., 2012;
GHOSH; MUKHERJEE; CHANDRASEKARAN., 2013a; NAKABAYASHI et al., 2011).

Anélise mais aprofundada do didmetro das ME mostra que os resultados estdo em
consonancia com a literatura, que afirma que o tamanho das goticulas é inversamente
proporcional a razdo Oleo/tensoativo (GHOSH; MUKHERJEE; CHANDRASEKARAN,
2013a).
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As Blank-ME 1, Blank-ME 3 e Blank-ME 5, que possuem a mesma cOmposi¢éo
percentual de tensoativos, apresentaram didmetro médio de goticulas de 21,6; 31,2 e 54,6 nm,
respectivamente, o que se correlaciona com a percentagem de 6leo na formulacdo, que é
maior na Blank-ME 5 (12,5%), seguida da Blank-ME 3 (8,5%) e da Blank-ME 1 (5,1%).

A formulacdo Blank-ME 2 apresentou menor didmetro de goticulas (26,2 nm)
comparando-se com a Blank-ME 4 (31,8 nm). Essas ME possuem a mesma quantidade de
oleo (8,5%), diferenciando-se na proporcdo de tensoativos, que é de 23,9% na primeira,
contra 16,5% da segunda.

Sabendo-se que, matematicamente, para qualquer razdo, quanto maior o valor do
denominador, menor serd o valor desta razdo e comparando-se as razdes 6leo/tensoativo das
ME formuladas, percebe-se que 0s menores valores se correlacionam com as maiores
percentagens de tensoativos nas formulagdes, o que por sua vez, resultou em um menor
tamanho de goticulas.

Comparacao estatistica pelo teste t de Student para os valores de didmetro médio
revelou que as ME com e sem AmB apresentaram diferenca significativa de tamanho
(p<0,05), sugerindo que a incorporacdo do farmaco alterou o tamanho das goticulas.

Além do didametro, foi obtido o indice de polidispersao (IP) das amostras. O calculo do
IP considera o tamanho médio da goticula, o indice de refracdo do solvente, o angulo de
medida e a variacdo da distribuicdo. Embora ndo exista uma correlacdo linear entre um valor
de IP e uma monodispersdo da amostra verdadeira, em uma escala de 0 a 1, IP menor que 0,1
tem sido associado a um sistema monodisperso, com alta homogeneidade na populacdo de
goticulas, sugerindo uma distribuicdo de tamanho monomodal. Por outro lado, valores altos
de IP sugerem uma distribuicdo de tamanho mais ampla ou polimodal. De modo geral,
conforme exposto na Tabela 7, os sistemas preparados apresentaram uma distribuicdo de
goticulas moderadamente homogénea (CALVO; VILA-JATO; ALONSO, 1996; GAUMET et
al., 2008; GOVENDER et al., 1999; SOARES, 2009).

O aumento no diametro das goticulas e no indice de polidispersdo das AmB-ME
guando comparadas com as Blank-ME indica a incorpora¢do do farmaco nas ME. AmB, por
ser uma molécula anfifilica, interagiria fortemente com a camada emulsionante do sistema,
provocando esse aumento (NARS; NAWAZ; ELHISSI, 2012; ZHANG et al., 2011). De fato,
Washington, Taylor e Davis (1988), por meio de técnicas baseadas no fendémeno da
fluorescéncia, identificaram a localizacdo da AmB na regido interfacial das emulsdes.

Damasceno et al. (2012) afirmam que devido ao carater anfotérico da molécula de AmB em
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pH neutro, o farmaco também poderia ser particionado no 6leo, sendo considerada, portanto,
uma fragdo adicional da fase oleosa do sistema, aumentando o volume das goticulas.
Mesmo apresentando indices de polidispersdo mais elevados, as AmB-ME revelaram

uma distribuicdo de tamanho monomodal e a presenca de apenas uma populacéo de goticulas,
como mostrado nas Figuras 6 a 10.

Figura 6 — Distribuicdo do tamanho de goticulas da AmB-ME 1
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Figura 7 — Distribuicdo do tamanho de goticulas da AmB-ME 2
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Figura 8 — Distribuicdo do tamanho de goticulas da AmB-ME 3
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Figura 9 — Distribuicdo do tamanho de goticulas da AmB-ME 4
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Figura 10 — Distribuicdo do tamanho de goticulas da AmB-ME 5
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O desenvolvimento de um sistema de liberacdo enfrenta alguns desafios, pois apds
serem administrados no organismo, devem alcancar o sitio-alvo, permanecer no local de acéo
para liberar o farmaco, preferencialmente de forma controlada, limitando os efeitos adversos e
garantindo biocompatibilidade (GAUMET et al., 2008).

Tem sido enfatizado que o perfil de eliminacdo e a distribuigdo tissular dos sistemas
carreadores de farmacos sdo amplamente influenciados por seu tamanho e caracteristicas de
superficie (GAUMET et al., 2008; MOGHIMI; HUNTER; MURRAY, 2001).

Os sistemas de liberacdo, ao serem administrados pela via intravenosa, antes de
alcancar o sitio-alvo, passam por um processo de biodistribuicdo, logo apds atravessarem as
barreiras do epitélio e viajarem pelo leito vascular. A literatura afirma que, ap6s a
administracdo, particulas/goticulas pequenas (<20-30 nm) sdo, quase que prontamente,
eliminadas por excrecdo renal. Enquanto que, particulas/goticulas maiores podem ser
rapidamente capturadas pelas células do sistema fagocitario-mononuclear presentes no figado,
baco e, em menor extensdo, na medula 6ssea (MOGHIMI; HUNTER; MURRAY, 2001,
NAKAOKA et al., 1997).
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O potencial elétrico em torno da goticula no plano de cisalhamento é chamado de
potencial Zeta, e pode ser quantificado através da observacdo da mobilidade eletroforética das
goticulas submetidas a um campo elétrico (XU, 2008). De certo modo, o potencial Zeta é um
indicador para prever e controlar a estabilidade dos sistemas coloidais. Quanto maior for o
valor absoluto deste potencial, mais carregada estara a superficie da goticula. Portanto, pode-
se inferir que essa concentracdo de cargas favorecera as interagdes repulsivas entre as
goticulas, levando a formacdo de sistemas mais estaveis, por diminuir a tendéncia a
agregacdo, resultando em uma distribuicdo do tamanho das goticulas em suspensdo mais
uniforme (HANS; LOWMAN, 2002).

He et al. (2010) afirmam que a presenca de cargas, positivas ou negativas, na
superficie dos sistemas carreadores, ¢ um fator favoravel a captacdo pelos macréfagos, devido
as interacOes eletrostaticas.

Todas as ME preparadas neste estudo (com e sem AmB) apresentaram valores de
potencial Zeta negativos. Schaffazick et al. (2003) relatam que os fosfolipideos, os
poloxamers e 0s polimeros constituintes dos nanocarreadores sdo 0s principais componentes
presentes nas formulacdes capazes de influenciar o potencial Zeta, e que 0s tensoativos nao-
iGnicos tendem a reduzir o valor absoluto deste parametro. Valores negativos e relativamente
baixos de potencial Zeta também foram encontrados por Cai et al. (2012) e Gao et al. (2011),
que desenvolveram microemulsdo de propofol e nanoemulsdo de candesartana,
respectivamente, utilizando KHS15 como tensoativo. Jumaa e Muller (2002), no estudo de
estabilidade de emulsdes, concluiram que a diminuicdo da proporcdo de KHS15 leva ao

aumento nos valores de potencial Zeta.

45 Analise Térmica

45.1 Termogravimetria (TGA) e Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

A andlise térmica compreende um grupo de técnicas, na qual a propriedade fisica de
uma substancia e/ou seus produtos de reacdo € medida, enquanto a amostra é submetida a uma
programacéo de temperatura (MACKENZIE, 1979).

Dentre as técnicas termoanaliticas mais utilizadas encontram-se a termogravimetria, na
qual se acompanha a variagdo de massa da amostra em funcdo da temperatura e/ou tempo,
enquanto a amostra é submetida a uma programacdo controlada de temperatura, e a
calorimetria exploratoria diferencial (DSC - do inglés “Differential Scanning Calorimetry”),

na qual se acompanha a variagcdo da energia entre a amostra e a referéncia, em funcéo da
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temperatura, também de acordo com uma programacdo controlada (MATOS; MERCURI;
BARROS, 2009).

Estas técnicas tém sido amplamente utilizadas na area farmacéutica para o
desenvolvimento, a producdo e o controle de qualidade de medicamentos. As principais
aplicacdes estdo relacionadas aos estudos de interacdo entre principio ativo e excipientes,
avaliacdo da estabilidade de formas farmacéuticas e na caracterizacdo de matéria-prima e de
produtos acabados (ARAUJO et al., 2010; BOONME et al., 2006; DAS; SURESH, 2011;
SANTANA et al., 2008).

A Figura 11 ilustra as curvas DSC (A) e TG (B), respectivamente, do tensoativo
KHS15:

Figura 11 — Curva DSC (A) e curva TG (B) do KHS15

N

Temperature (“C)

Na curva DSC (Figura 11 A), pode-se observar um evento endotérmico a 25°C,
correspondente ao ponto de fusdo do KHS15 (SEO et al., 2012; SIGMA-ALDRICH, 2013b).
O segundo evento endotérmico, compreendendo a faixa de temperatura entre 40-55°C, pode
estar relacionado a desidratacdo do composto, o qual resulta em pequena perda de massa, ja
que o processo de decomposicao s6 teria inicio acima dos 350°C, como pode ser observado na
curva TG (Figura 11 B).

Os gréficos da anélise térmica do tensoativo Brij® 52 estdo expostos na figura abaixo:
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Figura 12 — Curva DSC (A) e curva TG (B) do Brij® 52
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Na Figura 12, curva DSC (A), observa-se dois picos endotérmicos bem proximos e um
terceiro pico por volta dos 130°C. O primeiro pico corresponderia a temperatura de transicdo
de fase (ou vitrea) do Brij® 52, que Pardakhty, Varshosaz e Rouholamini (2007)
reconheceram ocorrer em suas andlises a temperatura de 32,5°C. Nesta temperatura, as
cadeias poliméricas passam de um estado mais organizado para um mais frouxo, no qual
adquirem mais mobilidade. Portanto, pode-se inferir que o proximo pico corresponderia ao
ponto de fuséo do tensoativo, que encontra respaldo na publicacdo de Tagami, Ernsting e Li
(2011). O pico endotérmico mais acentuado, por volta dos 132°C, estaria relacionado ao
processo de vaporizacdo do composto (SIGMA-ALDRICH, 2013a). A curva TG (Figura 12
B) mostra um decaimento mais pronunciado da variacdo de massa a partir de 150°C, quando
se inicia a decomposicao do tensoativo, o que poderia acontecer apés a etapa de vaporizagao.

A analise térmica do MIP por DSC (Figura 13 A) revelou um pico endotérmico por
volta dos 10°C, correspondente ao seu ponto de fusdo (ROOHPOUR et al., 2009). O éleo
demonstrou ser termicamente estadvel até temperaturas préximas a 150°C, quando
possivelmente comecaria a se decompor, como mostra a curva termogravimétrica abaixo
(Figura 13 B):
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Figura 13 — Curva DSC (A) e curva TG (B) do miristato de isopropila
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Analisando a curva DSC da AmB (Figura 14 A), observa-se um largo pico
endotérmico, compreendendo a faixa de temperatura que vai dos 160°C até 210°C,
aproximadamente. Esse largo pico parece englobar dois eventos. A literatura relata que a
AmB pode comecar a se decompor antes do seu ponto de fusdo, que é por volta dos 170°C,
fato corroborado pelo decaimento em duas etapas da sua curva termogravimétrica (Figura 14
B) (CHUEALEE et al., 2010; ESPUELAS et al., 1997; SIGMA-ALDRICH, 2013c).

Figura 14 — Curva DSC (A) e curva TG (B) da AmB
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Quando a proporcdo de fase aquosa de um sistema disperso é aumentada
gradualmente, observa-se que 0s tensoativos, instantaneamente, interagem com a agua
adicionada e apenas depois de se hidratarem é que ha a formacdo da agua livre do sistema.
Assume-se que a agua livre possua propriedades fisico-quimicas similares aquelas da agua
pura. J& a agua ligada ou interfacial apresenta alteracbes nas suas propriedades
termodinamicas, como ponto de congelamento, ponto de fusdo, entalpia e capacidade
calorifica, sendo essas variacOes detectadas por DSC. Desse modo, a presenca de agua livre

no sistema pode ser visualizada através do pico endotérmico caracteristico do seu ponto de
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fusdo, ou seja, evento que ocorre na temperatura de 0°C (BOONME et al., 2006; GARTI et
al., 2000).

Ambas as ME, formuladas com e sem farmaco, apresentaram pico endotérmico em
0°C e pico exotérmico por volta dos -20°C (Figura 15), que correspondem aos pontos de fusdo
e de congelamento da &gua livre do sistema, respectivamente (PODLOGAR et al., 2004). O
que esta concordante com a proporc¢do de dgua nos sistemas formulados (75%p/p), indicando
a existéncia de agua livre em altas concentracdes, representando a fase externa ou continua do

sistema, 0 que caracteriza a formacgdo de uma microemulséo O/A.

Figura 15 — Curvas DSC da Blank-ME (A) e da AmB-ME (B)

Fonte: Arquivo pessoal

Tanto as curvas DSC como as curvas termogravimétricas (Figura 16) das ME com ou
sem AmB (Blank-ME e AmB-ME) sdo praticamente idénticas. Tal fato poderia predizer que a
AmB ndo foi capaz de alterar o comportamento térmico do sistema no qual foi incorporada,
possivelmente por estar dispersa na fase interna da microemulséo (MILOVIC et al., 2012;
PARDAKHTY; VARSHOSAZ; ROUHOLAMINI, 2007; SEO et al., 2012).

Figura 16 — Curvas TG da Blank-ME (A) e da AmB-ME (B)
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4.6 Eficacia antifungica

A AmB é um farmaco utilizado no tratamento de grande parte das infec¢des fungicas
sistémicas, principalmente em pacientes imunocomprometidos. Este farmaco apresenta um
largo espectro de acdo agindo em fungos leveduriformes tais como: espécies de Candida,
Malassezia, Saccharomyyces e Trichosporon, além de filamentosos como Histoplasma,
Coccidioides, Blastomyces, Paracoccidioides, Aspergillus, Scedosporium, Sporothrix,
Paecilomyces, Penicillium, Fusarium, Bipolaris, Exophiala, cladophialophora, Absidia,
Apophysomyces, Cunninghamella, Mucor, Rhizomucor, Rhizopus e Saksenaea. No entanto
algumas cepas de Candida albicans, C. tropicalis,C. parapsilosis, C. lusitaniae, T. beigelli,
Malassezia furfur, Scedosporium apiospermum e S. prolificans, Fusarium ssp. e Sporothrix
schenckii apresentarem certa resisténcia a AmB, contudo, grande parte destas raramente s&o
vistas clinicamente (DAMASCENO, 2010).

De acordo com o tamanho dos halos de inibicao obtidos (tabela 8) pode-se afirmar que

todas as leveduras se mostraram sensiveis a AmB-ME.

Tabela 8: Concentragdes das diluicbes e didmetro dos halos de inibicdo promovidas pela
AmB-ME frente a cepas de Candida
CONCENTRACOES DAS DILUICOES (%) E MEDIA DOS DIAMETROS

DOS HALOS DE INIBICAO

MICROORGANISMOS 100% 50% 25% 12,5% 6,25% 3,125% 1,56% 0,78% 0,39%

C. albicans ATCC 76485 12 10 11 9 8 0 0 0 0
C. albicans LM 94 16 145 145 125 12 10 9,5 8,5 0
C. albicans LM 410 13,5 115 125 11 11 10 8 8 0
C. albicans LM 70 15 14 13 12 12 11 8,5 8,5 0
C. albicans LM 520 14 14 125 12 12 12 9,5 8,5 0
C. albicans LM 11 15,5 14 125 12 12 11,5 10,5 8,5 0
C. albicans LM 14 13,5 135 12 11 11 10 10 8 0
Candida tropicallis LM 32 12 125 12 10 10,5 9,5 9,5 8 0
C. tropicallis LM 282 15 13 125 11 10,5 10 9,5 0 0

C. tropicallis LM 190 14 14 115 115 10 9,5 9,5 8 0
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A Candida albicans ATCC 76485 mostrou-se resistente a AmB-ME a partir da
diluigdo de 3,125%. J& em relagdo a todas as outras Candidas, estas se mostraram sensiveis a
todas as proporc¢des das diluicdes de AmB-ME, com excecdo das diluicdo de 0,78% para a
Candida tropicallis LM 282 e da 0,39% para todas as leveduras, que se mostraram resistentes
para esta diluicéo.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) obtida foi de uma diluicdo de 0,79% para
todas as Candidas, com excecbes da Candida albicans ATCC 76485 que mostrou uma CIM
na diluicdo de 6,25% e da Candida tropicallis LM 282 que mostrou uma CIM na dilui¢éo de
1,56%.

A comparagdo do perfil de suscetibilidade de todos os isolados de Candida albicans
com o grupo nomeado Candida ndo albicans nao indicou diferengas significativas. Estudos
de suscetibilidade de Candidas a antifungicos, como a anfotericina B, tém sido realizados por
todo o Brasil. Logo todos os isolados evidenciaram a anfotericina B com CIMs < 1ug/mL,
portanto, estes foram considerados sensiveis. Ja nos Estados Unidos, um estudo multicéntrico
sobre candidemias, contendo aproximadamente 2000 isolados detectaram 0,8% de resisténcia
envolvendo as espécies Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis e
Candida krusei (BOFF et al., 2008).
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5 CONCLUSAO

Em virtude dos resultados obtidos pode-se concluir que a construcéo de diagramas de
fase pseudoternérios é uma ferramenta bastante simples e de grande utilidade na identificacdo
das regides de ME e posterior selecdo dos pontos para caracterizagdo. O metodo de sonicacao
das formulagBes constituidas de KHS15, Brij® 52, MIP e agua mostrou-se favoravel a
obtencdo dos sistemas microemulsionados. As goticulas das AmB-ME apresentaram formato
esférico, com didmetro médio de 33 a 132 nm e distribuicdo de tamanho monomodal,
potencial Zeta negativo, além de pH neutro, condutividade condizente com sistemas 6leo em
agua e comportamento isotropico, caracteristicas adequadas para administracdo intravenosa.
A analise térmica revelou que a AmB ndo foi capaz de alterar o comportamento térmico do
sistema, possivelmente por estar dispersa na fase interna. AmB-ME mostrou-se eficaz frente

aos testes antifingicos em cepa ATCC e cepas clinicas de espécies de Candida.
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DEVELOPMENT, CHARACTERIZATION AND ANTIFUNGAL ACTIVITY OF O/
W MICROEMULSIONS CONTAINING AMPHOTERICIN B

BARROS, Alana Rafaela Albuquerque'; ARAUJO, Gabriela Muniz Felix; DAMASCENO, Bolivar
Ponciano Goulart de Lima.

ABSTRACT
Microemulsions (ME) are systems similar to solutions with an interior formed by nanosized
droplets stabilized by a range of surfactants. ME are thermodynamically stable liquid and
excellent vehicles for solubilization and transport of insoluble active compounds in water or
oil. This biological property allows the use of ME as carriers for various molecules such as
amphotericin B (AmB), by intravenous route. AmB is a drug with amphiphilic character and
highly effective in antifungal therapy, however has significant toxicity. The aim of this work
is to develop and to characterize a new microemulsion transport system containing AmB and
to evaluate its antifungal activity. ME were made by sonication method, using a mixture of
surfactants Kolliphor® HS 15 and Brij® 52 with isopropyl myristate. AmB was directly added
to the samples, under magnetic stirring, using acidic and basic solutions for solubilizing the
drug and for final pH adjustment. All ME had neutral pH and conductivity consistent with oil
in water systems, and isotropic behavior. ME had negative zeta potential. Average diameter of
droplets with the drug ranged from 33 to 132nm. Thermal analysis showed that AmB was not
able to modify the thermal behavior of the system possibly to be dispersed in internal phase.
AmB-ME showed antifungal efficacy statistically equal to the micellar formulation of AmB.
Therefore, the construction of the pseudoternary phase diagrams was useful for identification
of microemulsion regions, the incorporation of AmB did not change the system and the AmB-

ME showed antifungal activity against Candida species used.

Keyword: Amphotericin B. Antifungal Activity. Microemulsion.
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