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RESUMO

MICROEMULSAO COMO CARREADOR LIPIDICO DO CIPROFLOXACINO:
DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

1Camila Beatriz Barros Araujo; 2Bolivar Ponciano Goulart de Lima Damasceno
L2Universidade Estadual da Paraiba- UEPB
Tcamilabsbeatriz@hotmail.com
O ciprofloxacino (CIPRO) é um potente antibiotico utilizado para tratamento de uma ampla
variedade de infeccGes bacterianas. A fim de diminuir a acdo dos efeitos indesejaveis do
CIPRO ¢é preciso controlar sua permeacdo. Neste contexto, inovadores sistemas carreadores
de farmacos surgem com 0s avangos no ramo da tecnologia farmacéutica, objetivando o
incremento na solubilizacdo, no perfil de liberagdo e distribuicdo de principios ativos, visando
aumentar a eficacia terapéutica. Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento, caracterizagdo fisico-quimica, a avaliagdo da estabilidade preliminar e a
atividade antimicrobiana de uma ME contendo CIPRO (ME-CIPRO) para administracdo
parenteral. A construcdo do diagrama de fases pseudotérnario (DFPT) foi a primeira etapa
desse trabalho. Ele foi construido utilizando a mistura de 4 componentes: triglicérides do
acido caprico-caprilico [TACC (como fase oleosa)], Kolliphor® HS 15 e Span®60 como uma
mistura de tensoativos na proporcao de 9:1 e &gua destilada (como fase aquosa). Apoés a
identificacdo das regides do DFPT, foi selecionado um ponto classificado como ME. Com o
intuito de preparar a ME-CIPRO, foi necessério retirar o sal do CIPRO, tornando a molécula
mais lipofilica, o que facilitou a sua incorporacao na goticula de 6leo da ME na concentracao
de 2,0 mg/mL. ApoOs essa incorporacao, efetuou-se a caracterizacdo fisico- quimica da ME-
CIPRO quanto ao seu aspecto macroscépico, pH, condutividade elétrica, indice de refracdo e
tamanho médio das goticulas. Realizou-se o estudo de estabilidade preliminar através dos
ensaios de centrifugacdo, ciclo de resfriamento/aquecimento e estresse térmico. E, por fim,
realizou-se também a avaliacdo da atividade antimicrobiana frente a cepas de bactérias Gram-
positivas (Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa). Macroscopicamente o sistema apresentou-se como liquido, transparente, limpido
e homogéneo. A formulacgdo apresentou um pH de 6,0 (adequado para uso parenteral), elevada
condutividade devido ao processo de incorporagdo do CIPRO na ME (1754 pS/cm),
confirmando a formacédo de ME do tipo O/A. A ME-CIPRO apresentou um tamanho médio das
suas goticulas de 17,8+ 0,35 nm. A formulagdo de ME-CIPRO 2,0 mg/mL apresentou-se estavel
apos todo o teste de estabilidade preliminar.Com relacdo a atividade antimicrobiana, a
concentracdo inibitéria minima para as cepas de S. aureus e P. aeruginosa foi de
0,48ug/mL(diluicdo até 0,048%) e para a cepa da E. coli foi de 31,25 pg/mL(diluicdo até
0,78%). Portanto, foi possivel desenvolver uma ME contendo o CIPRO de maneira que 0
farmaco foi eficaz contra as cepas de bactérias utilizadas, tornando-se uma alternativa
promissora de para o tratamento infeccdes sistémicas.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana; Diagrama de fases pseudoternario; Estabilidade
preliminar; Parenteral; Novos sistemas de libera¢éo de farmacos.
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ABSTRACT

MICROEMULSION AS A CIPROFLOXACINE LIPID CAREER: DEVELOPMENT
AND PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION

1Camila Beatriz Barros Araujo; 2Bolivar Ponciano Goulart de Lima Damasceno
L2State University of Paraiba- UEPB
Tcamilabsbeatriz@hotmail.com

Ciprofloxacin (CIPRO) is a potent antibiotic used to treat a wide variety of bacterial infections.
In order to reduce the action of CIPRO's undesirable effects its permeation must be controlled. In
this context, innovative drug carrier systems appear with advances in the field of pharmaceutical
technology, aiming at increasing solubilization, release profile and distribution of active
ingredients, aiming to increase therapeutic efficacy. Thus, this work aimed at the development,
physicochemical characterization, evaluation of preliminary stability and antimicrobial activity of
a CIPRO-containing ME (ME-CIPRO) for parenteral administration. The construction of the
pseudoternary phase diagram (DFPT) was the first stage of this work. It was constructed using
the 4-component mixture: capric-caprylic acid triglycerides [TACC (as an oil phase)],
Kolliphor® HS 15 and Span®60 as a 9: 1 mixture of surfactants and distilled water (as phase
water). After identifying the DFPT regions, a point classified as ME was selected. In order to
prepare ME-CIPRO, it was necessary to remove CIPRO's salt, making the molecule more
lipophilic, which facilitated its incorporation into the ME oil droplet at a concentration of 2.0
mg/mL. After this incorporation, the physicochemical characterization of ME-CIPRO was
performed regarding its macroscopic appearance, pH, electrical conductivity, refractive index and
average droplet size. Preliminary stability study was performed by centrifugation, cooling /
heating cycle and thermal stress tests. Finally, the antimicrobial activity against Gram-positive
(Staphylococcus aureus) and Gram-negative (Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa)
strains was also evaluated. Macroscopically the system was presented as liquid, transparent, clear
and homogeneous. The formulation had a pH of 6.0 (suitable for parenteral use), high
conductivity due to the process of incorporation of CIPRO in the ME (1754 pS / cm), confirming
the formation of O/W type ME. ME-CIPRO had an average droplet size of 17.8 + 0.35 nm. The
ME-CIPRO 2.0 mg/mL formulation was stable after the whole preliminary stability test.
Regarding antimicrobial activity, the minimum inhibitory concentration for S. aureus and P.
aeruginosa strains was 0.48ug/mL (dilution up to 0.048%) and for E. coli strain was 31.25 pg /
mL (dilution up to 0.78%). Therefore, it was possible to develop an ME containing CIPRO so
that the drug was effective against the strains of bacteria used, making it a promising alternative
for treating systemic infections.

Keywords: Antimicrobial Activity; Pseudoternary phase diagram; Preliminary stability;
Parenteral; New drug delivery systems.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas decadas, os antibidticos tém sido vastamente utilizados como produtos
farmacéuticos potentes em humanos e animais para controlar terapeuticamente doencas
infecciosas que causam incapacitacdo prolongada e, assim, proteger a salde. Eles podem ser
descritos como compostos naturais, sintéticos ou semissintéticos, distribuidos em
aproximadamente onze diferentes classes, diferenciando-se por sua estrutura quimica ou
mecanismos de acdo. As quinolonas, antimicrobianos sintéticos, sdo eficientes no tratamento de
infeccBes por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (LIN;LEE, 2020; DE LIMA,
TOLEDO, 2016).

Incluso na classe das fluorquinolonas, o ciprofloxacino (CIPRO) é um potente
antibiotico utilizado para tratamento de uma ampla variedade de infeccdes, principalmente
aquelas causadas por patégenos Gram-negativos (CAO et al., 2019). Pode ser usada no
tratamento de infeccBGes respiratérias, como faringite, sinusite, bronquite, pneumonia e
tuberculose, bem como para infec¢des do trato urinario, pele, ossos e tecidos (ALMEIDA et al.,
2019). Sem uma cuidadosa avaliacdo das suas indicacdes pode levar ao crescimento de cepas
resistentes e induzir, em aproximadamente 1 a 2% dos pacientes, a ocorréncia de reacdes
adversas. Essa resisténcia parece ocorrer tanto por mutagdo no alvo, quanto por alteracdo da
permeacdo do farmaco através da membrana externa da célula (LIU et al., 2019; ARCA-
SUAREZ et al., 2018).

A fim de diminuir a acdo dos efeitos indesejaveis do CIPRO é preciso controlar sua
permeacdo. Neste contexto, inovadores sistemas carreadores de farmacos surgem com 0S
avancos no ramo da tecnologia farmacéutica, objetivando o incremento na solubilizacdo, no
perfil de liberacdo e distribuicdo de principios ativos, visando aumentar a eficacia terapéutica
(POH, 2019; AZEVEDO, 2018).

O desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de farmacos tornou-se uma via
importante na promogdo das acOes terapéuticas, tendo em vista a redugdo das limitacGes nas
terapias existentes (SOUSA et al., 2018). Os nanocarreadores mostram-se promissores na
entrega de medicamentos, estabilizacdo e distribuicdo do composto para atingir o alvo, além de
reduzir a toxicidade. Empregados potencialmente para melhorar as caracteristicas de

distribuicdo de substancias bioativas pouco soltveis em &gua (KAPSE et al., 2020).



12

As microemulsdes (ME) estdo inseridas nesses novos sistemas de liberacdo de
farmacos (NSLF) e podem ser conceituadas como sistemas termodinamicamente estaveis e
isotropicamente transparente de dois liquidos imisciveis geralmente Oleo e agua, envoltas e
estabilizadas por tensoativos na interface Oleo/agua (O/A) (DAMASCENO et al., 2011;
SUBONGKOT et al., 2017).

Dessa maneira, a formagdo de um sistema microemulsionado para incorpora¢do do
CIPRO tem como finalidade aumentar a sua estabilidade, solubilidade e biodisponibilidade,
tornando um meio promissor para tratamento de infec¢Ges sistémicas, como também o maior

direcionamento do farmaco reduzindo possiveis reacdes adversas e resisténcia bacteriana.
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OBJETIVOS

Objetivo geral
Desenvolver e caracterizar um sistema microemulsionado contendo ciprofloxacino para

administracdo parenteral.

2.2

b)

d)

f)

Objetivos especificos

Os objetivos especificos desse trabalho séo:
desenvolver e utilizar um diagrama de fases pseudoternario (DFPT) para obtencédo de

possiveis regides de formacdo de sistemas opticamente transparentes;

realizar a conversao do sal do CIPRO em base a fim de incorporar na ME dleo em agua
(O/A);

selecionar pontos do DFPT da regido opticamente transparente para incorporar 0
CIPRO;

caracterizar fisico-quimicamente e morfologicamente os sistemas obtidos, contemplando
as andlises de: aspecto macroscopico, pH, condutividade elétrica, indice de refracéo,

tamanho médio das goticulas;

avaliar a estabilidade preliminar dos sistemas obtidos, através dos ensaios de

centrifugacdo, ciclo de resfriamento/aquecimento e estresse térmico;

avaliar a atividade antibacteriana e determinar a concentracao inibitéria minima do

sistema microemulsionado.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Histdrico dos antibioticos
A introducdo de antibioticos na pratica clinica representou uma das intervenc¢des mais

importantes para o controle de doencas infecciosas, como também foi um marco na medicina.
Com a grande ascensdo dessa classe de farmacos, as manifestacdes de infecgbes bacterianas
juntamente com a resisténcia adquirida de microbios patogénicos representaram desafios
expressivos para muitos agentes antimicrobianos (ALOS, 2015).

A descoberta e o desenvolvimento da primeira quinolona com propriedades
terapéuticas foi o &cido nalidixico, sintetizado e patenteado por Lescher em 1962, a partir dele
desencadeou o interesse de diversos investigadores em sintetizar e testar compostos desta
familia, sendo alvo de inimeras modificacdes com o intuito de melhorar as suas propriedades
farmacologicas, levando a um aumento de atividade, a0 mesmo tempo em que as suas
propriedades farmacocinéticas foram otimizadas e a sua toxicidade reduzida (MARTINS, 2014;
SILVA et al., 2012).

A adicdo do atomo de fllor na estrutura das quinolonas aumentou sua poténcia contra
uma ampla gama de infec¢des bacterianas, como também aumentou a capacidade de penetracao
celular, englobando o sistema nervoso central. As moléculas de quinolona de segunda geracdo
com inclusdo de atomo de fluor (norfloxacina, CIPRO, levofloxacina) sdo agentes bactericidas
clinicamente potentes com um espectro de atividade para bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas. Os alvos dessa classe de antibidticos sdo as topoisomerases do tipo Il. As bactérias
tém dois conjuntos relacionados de enzimas do tipo Il, DNA girase e topoisomerase V. A
girase de DNA ¢é a principal enzima que regula o estado de superenrolamento do DNA nos
cromossomos bacterianos circulares. As fluoroquinolonas estabilizam os complexos clivados de
fita dupla nos locais ativos da topoisomerase, de modo que ndo sejam selados com eficiéncia. A
falha na vedacdo leva a quebras de fita dupla, causando morte celular bacteriana
(BHATTACHARYA, 2019).

3.2 Ciprofloxacino

Incluso na classe das fluorquinolonas, o CIPRO (acido3-quinolino-1-ciclopropil-6-
flaor-1,4-dihidro-4-oxo-7-(1-piperazinil) carboxilico) conforme a Figura 1, € um po cristalino
quase branco a amarelo claro, ligeiramente higroscopico. Praticamente insolivel em agua.
Soluvel em é&cido acético diluido, muito pouco solivel em etanol e em cloreto de metileno
(FARMACOPEIA
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BRASILEIRA ..., 2019). Foi aprovada em 1987 como antibiotico oral e posteriormente como
intravenosa, pela Food and Drug Administration (FDA-EUA) (SOUZA et al.,2004).

Figura 1- Estrutura quimica do ciprofloxacino
o] 0

-

HO

Fonte: autoria prépria (2019)

Baseado no sistema de classificacdo biofarmacéutica, o CIPRO possui baixa
solubilidade e sua permeabilidade pode ser baixa ou alta, classificando-a como uma substancia
das classes 1l e V. E muito solivel em pH abaixo de 6 e pouco soltvel quando em pH acima de
8 (LINDENBERG et al., 2004).

O CIPRO possui duas constantes de dissociacdo (pKa), por apresentar em sua estrutura
dois sitios de ionizacdo. O primeiro sitio é representado pelo grupo do acido carboxilico com
pKa de 6,09, e 0 segundo sitio corresponde ao grupo basico oriundo da amina tercidria com
pKa de 8,80. A desprotonacdo do grupo carboxila e do nitrogénio do anel piperazilina resulta
na propriedade anfotérica do CIPRO. Assim como todos os compostos anfotéricos, o CIPRO
pode originar quatro espécies quimicas, de acordo com o pH da solucdo aquosa: a espécie
monoprotonada, a espécie ndo ionizada, a espécie zwitteridnica e a espécie aniénica. Em meios
neutros, como por exemplo o pH sanguineo, a forma zwitteriénica predomina a forma nao
ionizada. O aumento da solubilidade do CIPRO em sua forma neutra pode aumentar seu
potencial para o tratamento humano (JALIL et al., 2015; MARTINS, 2014; SILVA et al, 2012).

O desenvolvimento de formulagdes para administragdo parentérica de quinolonas deve
ter em conta que a pH fisioldgico a espécie que domina € a zwiteridnica, onde a solubilidade é
minimizada. Essa estrutura € fundamental na ligacdo a DNA girase, e consequentemente sua
atividade antimicrobiana (MARTINS, 2014).

Os antibidticos devem atender a uma série de critérios para que seja possivel a

obtencédo de um tratamento eficiente, como por exemplo a capacidade de penetrar e ser retida
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pela célula, atingir o alvo intracelular, e a exibicdo de atividade contra bactérias
residentes no ambiente intracelular. Com o objetivo de aperfeigoar o efeito terapéutico o uso de
sistemas de administracdo seguros e eficientes, sdo capazes de administrar agentes terapéuticos
em uma concentracdo adequada dentro do compartimento intracelular, como também € uma
estratégia promissora para superar a resisténcia microbiana. Neste contexto estd inserido o
conceito dos sistemas transportadores de farmacos, 0s quais sao capazes de compartimentalizar a
substancia ativa e direciona-la para os sitios onde devera exercer o efeito farmacoldgico (ISA et
al., 2016).

3.3 Microemulsoes

As microemulsbes (ME) sdo conceituadas como dispersdes transparentes, opticamente
isotropicas e termodinamicamente estaveis, com baixa tensdo superficial e goticulas
nanométricas (5-200 nm). Esse tipo de sistema pode ser considerado um bom veiculo para o
transporte de substancias hidrofilicas através do meio aquoso e para transportar as substancias
hidrofébicas através do meio lipidico (RASHID et al., 2019).

A ME pode ser considerada um dos mais importantes sistemas de administracdo de
medicamentos para via parenteral, devido a sua estabilidade e alta capacidade de solubilizacédo
para substancias polares e ndo polares. Além disso, 0 tamanho nanométrico das ME diminui a
possibilidade de formacdo de émbolos apds administracdo intravenosa, como também fornece
liberacdo sustentada de medicamentos (ABOUMANEI et al., 2018).

As ME podem ser classificadas em: agua em oleo (A/O), 6leo em agua(O/A) e
bicontinua. Quando as moléculas hidrossollveis estiverem situadas internamente nas goticulas
de agua, envoltas por tensoativos, em um meio continuo de 6leo, o sistema é conhecido como
sendo do tipo A/O. Em contrapartida, no caso do sistema O/A, as moléculas lipossollveis estdo
localizadas no interior das goticulas esféricas de 6leo, envolvidas por tensoativos em um meio
continuo de agua, conforme a Figura 2 ( XIAO et al., 2019; DAMASCENO et al., 2011).
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Figura 2 —Tipos de microemulsdes esquematizadas quanto a fase dispersa e dispersante

Fonte: adaptado de Conceicéo, 2016.
Legenda: Imagem A representa a goticula A/O, imagem B ilustra a goticula O/A e C representa a
estrutura bicontiuna.

As vantagens das ME incluem sua propriedade anti-agregacédo, excelente estabilidade,
liberacdo controlada, protecdo contra a degradacdo e aprimoramento da sua biodisponibilidade,
além da diminuicdo de toxicidade (RAHDAR et al., 2019).

Uma ferramenta essencial para caracterizar o dominio das regides de ME, é o diagrama
de fases, geralmente sdo do tipo pseudoternarios. Através dele, é possivel identificar os
componentes mais adequados e suas proporcOes relativas para a obtencdo de sistemas
fisicamente estaveis ( SILVA et al., 2015; DAMASCENO et al., 2011).

Sistema de Winsor
Winsor propds um sistema de classificacdo definindo os equilibrios presentes entre a
ME e as fases aquosa e oleosa. Quando a dgua e um liquido organico sdo misturados em
quantidade adequada de um componente anfifilico, pode proporcionar 4 tipos de equilibrio
desse sistema (CRUZ, 2013; KUMAR, 2020):
a)  Winsor I-transcorre quando apenas uma pequena porcao da fase oleosa esta em
equilibrio com o sistema microemulsionado, apresentando um excesso do 6leo na parte
superior do sistema.
b)  Winsor Il — Ocorre quando a &gua ou uma solugcdo aquosa salina estd em excesso,
contendo apenas pequenas proporcdes de outros componentes no sistema.
¢ Winsor Il — Tanto a fase aquosa como a oleosa estdo em equilibrio com uma
terceira fase solubilizada. Formando um sistema trifasico, podendo ser do tipo
bicontinua.
d)  Winsor IV — Estdo mutuamente solubilizados, ocorre quando ndo ha excesso de
fase aquosa ou oleosa, formando um sistema homogéneo e monofasico. Trata-se

apenas de uma ME, que pode ser de qualquer tipo.
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Figura 3 — Representacédo do sistema de Winsor
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Fonte: adaptado de Menezes, 2017.

Legenda: WI- representacao do sistema winsor com excesso de 6leo; WII- sistema de winsor
com excesso de agua; WII- sistema de winsor com excesso de dleo e dgua; WIV- sistema
homogeneo.

3.3.1 Constituicao das microemulsées

Comumente, as ME sdo constituidas de agua, 6leo, tensoativo e, frequentemente, de um
cotensoativo. A agua é um solvente anfiprético neutro estruturado, apresenta auto associacdo
entre as moléculas via ligacdo hidrogénio, mantendo a estrutura cristalina do estado sélido a
distancias da ordem de grandeza molecular. O tamanho da cadeia alquilica do 6leo influencia
vigorosamente a distribuicdo do co- tensoativo nas fases 6leo e &gua, como também nas
propriedades fisico-quimicas das ME. Os triacilglicerdis de cadeia média ou longa sdo
preferidos ao invés de 6leos com certa polaridade, devido a melhor solubilizacdo dos principios
ativos (SILVA et al., 2015).

Os tensoativos sdo considerados compostos anfifilicos, como grupos Tween® e Span®,
que podem simular uma conexdo estavel entre as moléculas lipofilicas e a fase aquosa. Para
aumentar a solubilidade dos medicamentos lipofilicos, sdo adicionados ao sistema compostos
chamados cotensoativos. A combinacdo de tensoativos ndo idnicos lipofilicos e hidrofilicos
pode ajudar a ajustar o valor do equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) (DEHGHANI et al.,
2017).

3.3.2 Formacdao das microemulsdes

A técnica da emulsificacdo consiste no modo de preparo de uma ME. Envolve a
mistura de dois liquidos imisciveis, juntamente com tensoativo e um cotensoativo na qual séo
usados para minimizar a tensdo interfacial entre esses dois liquidos e através de rapida agitacao

formar uma emulséo estavel (KUMAR et al., 2020).
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Existem trés teorias que explicam a formagdo de uma ME s&o elas: a teoria da
solubilizacéo explica que a ME ¢é formada por meio do intumescimento das micelas, na qual a
agua é solubilizada nas micelas inversas (O/A) ou o 6leo é solubilizado em micelas diretas
(A/O).

A segunda é a teoria da tensdo interfacial, uma tensdo muito baixa é pré-requisito na
formacéo de ME e os tensoativos de muita hidrofilicidade ou lipofilicidade s&o inapropriados
para formulacdo desses sistemas (SANTIAGO, 2018). Por fim, a teoria da termodindmica diz
que a formacao e estabilidade desses sistemas conseguem ser explicada pela variacdo da energia
livre de Gibbs (AG). O processo espontaneo ocorre na dire¢do da diminui¢do da energia livre
do sistema, ou seja, 0 processo serd espontaneo quando AG < 0. A energia livre de formacéo de

uma ME pode ser representada pela Equacao 1:

AG=7yAA—-TAS Q)

Onde:
AG: energia livre de Gibbs
v: tensdo superficial O/A
AA: érea superficial da goticula
T: temperatura
AS: variagdo de entropia

De acordo com essa equagdo, AG depende da capacidade do tensoativo de reduzir a
tensdo superficial na interface agua-6leo ou O/A, da variagdo da entropia do sistema e da
variacdo da area superficial da goticula, a temperatura constante. A formacgdo de uma ME €
acompanhada por um grande aumento da entropia do sistema e da area superficial da goticula.

O principal parametro que define a formacdo da ME é a tensdo superficial. Com o
intuito de minimizar a tensdo superficial da goticula faz-se necessario o uso de tensoativos e
cotensoativos. Com isso, 0 processo sera termodinamicamente esponténeo e estavel. Contudo,
esse processo € lento devido a ocorréncia de barreiras cinéticas, e a fim de suprir essas
barreiras, aplica-se energia ao sistema, como por exemplo, energia mecéanica ou térmica
(SILVA etal., 2015).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material
O material utilizado no estudo foi:
a) ciprofloxacino (HCL monohidratada), Fragon, Brasil;
b) triglicerideos do acido céprico e caprilico, All Chemistry, Brasil;
c) Kolliphor® HS 15, Sigma Aldrich, USA;
d) Span® 60, Sigma Aldrich, USA;
e) agua destilada
f) acido acético glacial P.A, Dindmica Quimica Contemporanea Ltda, Brasil;
) hidroxido de s6dio em micropérola P.A, Neon, Brasil;
h) agar Muller Hinton, Himedia, Brasil;

i) microplaca 96 cavidades, Global Plast, China.

4.2 Meétodos

4.2.1 Determinacédo do equilibrio hidréfilo lipofilo do Kolliphor® HS 15

O EHL do Kolliphor® HS 15 foi determinado, pois de acordo com sua ficha técnica,
ocorre uma variagdo entre 14 e 16. Com isso, foram preparadas emulsdes utilizando Kolliphor®
HS 15, Span®60, TACC e agua destilada, variando os componentes para obter emulsdes em que
0 EHL do Kolliphor® HS 15 possuisse valores de 14; 14,5; 15; 15,5 e 16. Em um bécker
adicionou os tensoativos e a fase oleosa submetendo ao aquecimento em banho maria (SOLAB
SL155/10, Brasil) até a temperatura de 60 °C. Posteriormente, em outro bécker adicionou a fase
aquosa e aqueceu até mesma temperatura. Adicionou-se a fase aquosa sobre a fase oleosa e
deixou sob agitacdo durante 5 min. Depois do um periodo de 24 h foram analisadas

macroscopicamente quanto a presenca de separacéo de fases.

4.2.2 Construcdo do diagrama de fases pseudoternario

A construcdo do DFPT ocorreu com a mistura de 4 componentes: agua destilada (fase
aquosa), triglicérides do acido caprico-caprilico (TACC - fase oleosa), Kolliphor® HS 15/Span®
60 (tensoativos). Foi determinada a proporcao dos tensoativos apos a determinacao do EHL do
Kolliphor® HS 15, com a finalidade de se obter o EHL da mistura de tensoativos o mais proximo
possivel do EHL do TACC de acordo com a Equagdo 2:
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_ _Ypxoliiphor@nsis X EHLspan® 60+ %Pspan® 60 X EHLspan® 60,
EHL i 2)
mistura tensoativos — 100 {

A mistura de tensoativos Kolliphor® HS 15:Span® 60 (X:Y) foi adicionada a quantidade
de TACC com o intuito de resultar nas seguintes proporcdes: 1:9, 2:8, 3.7, 4:6,5:5, 6:4, 7:3, 8:2,
9:1. A mistura foi levada ao banho maria (SOLAB SL155/10, Brasil) e logo apds a &gua
destilada em volumes pré-definidos foi adicionada pelo o método de titulagdo. Submeteu-se a 2
ciclos de agitagdo em sonicador (DesruptorUltrasonico — Unique® DES 500, Brasil), por 3 min
em poténcia de 250 W e banho de ultrassom (Lavadora Ultrassonica — Unique® USC 2800A,
Brasil) pelo mesmo periodo de 3 minutos. Apos este processo foi realizada a classificacdo visual
dos sistemas obtidos em: separacédo de fases (SF), sistema liquido opaco (ELO), sistema liquido
leitoso (ELL), sistema transparente bicontinuo (STB) e sistema transparente (ST). Os resultados
da classificacdo dos sistemas serdo transferidos para o programa Origin® Pro 8.0 para obtencio

do modelo gréfico do diagrama.

4.2.3 Selecéo das formulacdes e incorporacdo do ciprofloxacino

Posteriormente a construcdo do DFPT, foi selecionado um ponto da regido ST, que é
caracteristico da regido de formacdo de ME e assim foi definida as proporcdes de cada
componente a ser utilizado na formulacdo. O CIPRO foi incorporado na concentracdo de 2,0
mg/mL.

O farmaco foi adicionado a mistura de tensoativos e Oleo e seguiu-se 0 mesmo
procedimento utilizado para a producdo do diagrama de fases pseudoternario. A mistura foi
levada ao banho maria e, posteriormente, foi realizado dois ciclos de 3 minutos no sonicador e

banho de ultrassom para remocao do excesso de bolhas.

4.2.4 Modificacdo do cloridrato de ciprofloxacino para sua forma basica

Foi realizada a solubilizacdo de 1,0 g do cloridrato de CIPRO em 50 mL de agua
destilada, seguida da titulagdo com solucéo de hidroxido de sodio 1,0 N até o pH 7,4 [pHmetro
digital (MS TECNOPON Instrumentacdo mPAZ210, Brasil)] ocorrendo a precipitacdo do
farmaco. Posteriormente, o precipitado foi filtrado e mantido em bancada por 48 horas. Para
comprovar a eficacia da obtencdo do CIPRO, testou-se a sua solubilidade nos seguintes
solventes: agua destilada, acetato de etila, acetona, alcool etilico, cloroférmio, acido acetico,
dimetilsulfoxido (DMSO) e tetraidrofurano (THF).
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4.2.5 Caracterizacdo fisico-quimica e morfoldgica do sistema microemulsionado

4.2.5.1 Anélise macroscopica

As formulacbes foram preparadas e apds 48 horas em temperatura ambiente (25°C),
avaliou-se as caracteristicas organolépticas, homogeneidade da formulacdo, separacdo de fases
ou presenca de precipitado (CAVALCANTI et al., 2016).

4.2.5.2 Determinacéo do pH

O pH das formulacbes foi aferido por meio de pHmetro digital (MS TECNOPON
Instrumentagdo mPA210, Brasil) com eletrodo de vidro e sensor de temperatura, previamente
calibrado com solucdes tampao pH 4,0 e 7,0 a temperatura de 25 + 0,5 °C (SAVIC et al., 2017).
A analise foi realizada em triplicata no Laboratdrio de Fisico-quimica da Farmécia Escola na
Universidade Estadual da Paraiba — UEPB.

4.2.5.3 Determinacao da condutividade elétrica

A condutividade das formulac@es foi aferida por meio de um condutivimetro digital (MS
TECNOPON Instrumentagdo, mCA 150, Brasil), calibrado com solucdo de calibracdo
apresentando condutancia especifica de 146,9 uS/-cm a temperatura de 25 + 0,5 °C (NEVES et
al., 2018). A analise foi realizada em triplicata no Laboratdrio de Fisico-Quimica da Farmacia
Escola da UEPB.

4.2.5.4 Determinagdo do tamanho médio das goticulas

A determinacdo do tamanho médio das goticulas foi realizada por espalhamento
dindmico de luz (DLS) através do equipamento Nanotrac Wave (Model MN401,EUA). As
medicOes foram realizadas com um angulo de dispersdo de 90° com temperatura constante
(25°C), as amostras foram colocadas diretamente nos sensores do equipamento (sem dilui¢éo)
(POOMANEE et al.,, 2017; NEVES et al., 2018). A analise foi realizada em triplicata no
Laboratorio de Desenvolvimento e Caracterizacdo de Produtos Farmacéuticos (LDCPF) da
UEPB.

4.2.5.5 indice de refracéo

O indice de refracdo foi medido utilizando refratbmetro de bancada tipo Abbé. O
equipamento foi aferido com agua deionizada (IR= 1,3333) a temperatura de 25 + 0,5 °C
(DAMASCENO et al., 2012).
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A analise foi realizada em triplicata no Laboratério de Quimica da UEPB.

4.3  AvaliacOes de estabilidade preliminar

4.3.1 Teste de centrifugacéo

Amostras de cada formulagéo (1,0 mL) foi submetida a centrifugacdo em micro tubo de
Eppendorf (Centrifuga Hettich — MIKRO 220 R, Alemanha), com ciclo de 13000 rpm (22760
g) por 30 min e por 1 h. Em seguida, foi observada a presenca de separacédo de fases ou qualquer
outra evidéncia de instabilidade nas amostras analisadas (XU et al., 2019). Esse experimento foi
realizado no LDCPF da UEPB.

4.3.2 Estresse Térmico

As amostras do estresse térmico foram submetidas a temperaturas na faixa de 40 a 80 °C,
com progressdo da elevacdo da temperatura de 5 °C a cada 30 min em banho-maria (SOLAB
SL155/10, Brasil). A presenca de separacdo de fases ou qualquer outra evidéncia de instabilidade
nas amostras analisadas foi avaliada ao final do experimento e ap06s retornar a temperatura
ambiente (25 £ 2 °C) (PATRIOTA, 2015). Essa analise foi realizada no LDCPF da UEPB.

4.3.3 Ciclo resfriamento/aquecimento

Para o ciclo resfriamento/aguecimento, as amostras foram submetidas a 5 + 2 °C, em
refrigerador (Consul Biplex, Brasil), por 24 h e 40 + 2 °C por 24 h em estufa (TECNAL TE-
394/2, Brasil). Ao final de 12 dias (6 ciclos) as formulacdes foram analisadas quanto ao pH,
condutividade elétrica e indice de refracdo apos o retorno a temperatura ambiente (25 + 2 °C)
(POOMANEE et al., 2017).

4.4 Analise microbiol6gica

4.4.1 Avaliacdo da atividade antibacteriana e determinacdo da concentracao inibitoria minima
Foram selecionadas cepas bacterianas padrdo ATCC de Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Escherichia coli (ATCC 25922) para

analisar a atividade antibacteriana. Posteriormente, foram preparados indculos em solugéo
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salina estéril (0,85%) tendo como parametro a escala de McFarlad 0,5 no comprimento de onda

de 530 nm, fornecendo uma suspensdo-padrao de 5,0 x 108 UFC/mL.

4.4.2 Teste de microdiluicdo

A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi determinada de acordo com os documentos
M272A2 e M27S3 do Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI), com adaptacdes.
Primeiramente foi efetuada a reativacdo das cepas, utilizando as placas de microdiluicdo com 96
pocos dispostos em 12 colunas e 8 linhas, no qual foram inseridos 100uL de caldo Muller
Hinton. A distribuicdo da analise consistiu em um microrganismo para cada placa, em que as 3
primeiras linhas foram atribuidas a analise da formulacdo e na quarta a microemulsdo branca
(ME-BR) para considerar possivel atividade antimicrobiana dos tensoativos presentes na
formulacdo. Dessa maneira, foram adicionados 100uL das formulacdes e, logo apds, foi
realizada a diluicdo seriada partindo da primeira linha (concentracdo inicial / 100%) sendo
retirado 100uL do poco anterior para o posterior, até completar a ultima linha (50%, 25%,
12,5%, 6,25%, 3,12%, 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,19%, 0,09%, 0, 048%, 0, 024%), descartando
0s 100puL da ultima linha (NEVES et al., 2018).

4.4.3 Incubacdo
As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 h. Ao final das 24 h, a
resazurina foi adicionada e as microplacas incubadas por mais de 4 horas para visualizacdo dos

resultados.
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S. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Estudo de pré-formulacao

O EHL de um tensoativo é uma propriedade importante no processo de emulsificacéo,
pois € um excelente indicativo do tipo de emulsdo que serd formada (OLIVEIRA, 2017). Ele
reflete a afinidade do emulsificante com o 6leo ou a agua. Quanto mais altos os valores de EHL,
maior a afinidade com a &gua. Geralmente, emulsificantes com EHL mais alto sdo mais
adequados para emulsées do tipo O/A (LIAN et al., 2019).

O estudo de pré-formulacdo iniciou a partir da escolha dos componentes, baseando-se em
obter formulacdes com EHL ideal, visando a formacdo ME O/A, além da adequacéo para via de
administracdo parenteral. A principio escolheu-se como tensoativos Kolliphor® HS 15 e Span®
60, como fase oleosa 0 TACC e como fase aquosa a agua destilada.

O Kolliphor®HS 15 é um tensoativo ndo idnico de baixo peso molecular (~963,25
g/mol) composto por mono e diésteres de poliglicol do acido 12-hidroxiestarico juntamente com
cerca de 30% do polietilenoglicol (PEG) livre e apresenta EHL variando de 14 a 16 (GROTZ et
al., 2017). E indicado para a fabricagdo de formulaces parenterais aquosas, estando presente na
Farmacopeia Alema, Americana e Europeia com essa propriedade, além de ser aprovado pelo
Food and Drug Administration como excipiente para injecdo. Sua alta capacidade de
solubilizacdo, termoestabilidade e boa biocompatibilidade o tornam um produto muito
promissor para injecdes (LU et al, 2015).

O monoestearato de sorbitano (Span®60) é um éster de sorbitano, derivado de sorbitol e
acido esteérico, utilizado principalmente como tensoativo ndo idnico, possui natureza lipofilica
com um EHL de 5. Considerado seguro para uso humano, ndo mostrou evidéncia de atividade
carcinogénica em humanos em diferentes niveis de dose, estd disponivel em alta pureza e
amplamente utilizado com a aprovacdo do FDA para a industria de alimentos e medicamentos
(LOY, 2017). Nos estudos de Hsu et al. (2018) utilizaram 0 Span® 60 como um dos excipientes
para o desenvolvimento de nanovesicula (fosfatiossomas) para administracdo intravenosa de
CIPRO tendo em vista o tratamento da pneumonia.

O TACC uma mistura de triglicerideos de acidos graxos de cadeia média obtido por
meio da esterificacdo dos acidos graxos Cg e Ci0 com glicerina. Engloba quatro triglicerideos de
acidos graxos, isto é, triglicerideos de conteudo Cs, dois triglicerideos de &cidos graxos mistos e
triglicerideo com baixo teor de C10 (ZHANG; WANG; LIU, 2016).


https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/triacylglycerol
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/triacylglycerol
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Tendo em vista a variagio do EHL do Kolliphor® HS 15, fez necesséaria a realizacdo do
experimento para determinar o seu EHL real e, consequentemente, obter-se a proporcdo de
tensoativo ideal, quando calculados pela a Equacdo 1 para a construcdo do DFPT. Preparou-se
as emulsbes a partir dos componentes com EHL conhecidos e ap6s 24 h foram avaliadas

macroscopicamente (Figura 4).

Figura 4 — Estudo do EHL do Kolliphor® HS 15

Fonte: dados da pesquisa.

Notou-se como resultado que a emulsdo em que o Kolliphor® HS 15 adotou EHL de 16
ndo ocorreu separacao de fases e a emulsdo permaneceu estavel, diferindo das outras emulsdes
com EHL mais baixo, na qual apresentaram processo de instabilidade e separacdo de fases.
Confirmando dessa maneira, 0 EHL de 16 para o Kolliphor® HS 15.

Os tensoativos escolhidos para as formulagdes sdo ndo i6nicos, considerados seguros,
atoxicos, livres de irritacBes e biocompativeis para via de administracdo parenteral, como
também ndo sdo afetados pelas mudancas de pH nos meios (MADHI et al., 2011; RASHID et
al., 2019). De acordo com o estudo de Pensado et al. (2016), esses componentes podem modular
0 sistema em termos de caracteristicas fisico-quimicas, favorecer a interacbes com polimeros,
estruturas biologicas ou alvos especificos e também facilitar a associagdo de insumos ativos

lipofilicos e hidrofilicos.

5.2 Construcéo do diagrama de fases pseudoternario
A construcdo do DFPT é uma das formas mais eficazes de obter estudos sobre todos 0s

tipos de formulagdes que podem ser formadas a partir da mistura de tensoativos, 6leo e agua
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e, a0 mesmo tempo, cobrir todas as probabilidades de proporg¢des de mistura em uma maneira
mais sistematica (PINERO et al., 2017).

O TACC, que consiste em uma mistura de triglicerideos saturados de cadeia média,
apresenta o6tima estabilidade e resisténcia a oxidagdo justamente por sua alta concentracdo de
acidos graxos saturados, 0s quais sdo quimicamente conhecidos por sua dificuldade de
degradacdo. Ele é indicado em produtos farmacéuticos de uso oral, topico e injetavel (ZHANG;
WANG,; LIU, 2016).

A proporcao dos tensoativos utilizados para a obtengédo de sistemas microemulsionados
ocorreu com base no EHL da fase oleosa para se obter uma mistura ideal do sistema de
tensoativos para estabilizar formulagdes (ARAUJO, 2013; GUIMARAES, 2013).

Iniciando-se a partir do valor requerido do EHL para o TACC (EHL.: 15,36), construiu-se
um diagrama de fases no qual a proporcao de tensoativos é capaz de fornecer um valor proximo
a este, favorecendo a formacéo de ME estaveis. Diante disso, utilizou-se a proporcao de 9:1 para
a mistura de Kolliphor® HS 15 (EHL: 16) e Span® 60 (EHL: 5). Nesta proporgdo foi possivel
obter formulagdes com EHL de 14,9 desejavel por estar bem proximo ao valor de EHL da fase

oleosa.

Figura 5— Diagrama de fases pseudoternario

Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: ELL- Emulsdo liquido leitosa, ELO- Emulséo liquido opaca, SF- Separacédo de fases, ST-

Sistema transparente, -@ Formacao de microemulséo
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5.3  Selecdo das formulagdes

Realizada a constru¢cdo do DFPT um ponto da regido ST foi selecionado e os percentuais
da sua composicdo esta presente na Tabela 1. A regido ST foi classificada como ME e escolhido
pontos do DFPT que possuiam alto teor de fase aquosa, sendo assim, um indicativo de
formulacdes de ME do tipo O/A eficaz para a incorporacdo do CIPRO, tendo em vista suas

caracteristicas lipofilicas.

Tabela 1 — Composic¢éo percentual (m/m) das formulacdes selecionadas

Componentes Composicéo centesimal (%)
Agua deionizada 75
TACC 5
Kolliphor® HS 15/Span®60 (9:1) 20

Fonte: dados da pesquisa.

5.4  Modificacdo do cloridrato de ciprofloxacino em sua forma basica

Com o objetivo de comprovar a eficacia da metodologia empregada para retirada do sal
do CIPRO, o teste de solubilizacdo demonstrou a insolubilidade do CIPRO em &gua,
comprovando que o farmaco ndo estd na forma de sal (Figura 6). Ele mostrou-se soltvel apenas
em &cido acético (FARMACOPEIA...,2019) e pouco soltuvel em cloroférmio, acetato de etila,
THF e DMSO (Figura 7).

Figura 6 — Comparacéo do cloridrato de ciprofloxacino e CIPRO basico em &gua

Fonte: dados da Pesquisa

Legenda: tubo A, representa a solubilizagdo do cloridrato de ciprofloxacino em &gua. Tubo B
representa o ciprofloxacino na sua forma basica insolGvel em agua.
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Figura 7 — Teste de solubilidade em diferentes solventes

Fonte: dados da pesquisa.

Legenda: demonstracéo de insolubilidade do CIPRO em &gua (H20), pouco soltvel em
tetraidrofurano (THF) acetato de etila (Ac.E) cloroférmio (CHCL3) dimetilsulféxido (DMSQO) e
solvel em acido acético (Ac.A).

5.5  Caracterizacao fisico-quimica e morfoldgica das formulacGes

Para a incorporacdo do CIPRO na ME é necessario modificar o pH da formagéo devido
ao seu ponto isoelétrico. Inicialmente, foi necessario acidificar o meio com &cido acéticoa 1,0 N
para que o CIPRO pudesse migrar para a fase oleosa da ME, com um posterior ajuste doseu pH
para préximo da neutralidade com hidroxido de sédio 1,0 N. Ap6s um periodo de repouso de 48
h de formacédo da ME-CIPRO, foi observando que ndo ocorreu nenhuma precipitagdo separagdo
de fases no sistemas e a formulacdo permaneceu limpida e homogénea como demonstrando na

Figura 8.

Figura 8 — Aspecto macroscépico das formulagdes

Fonte: dados da pesquisa
Legenda: aspecto limpido e homogéneo das formulacbes ME-BR e ME-CIPRO



30

A determinacéo do pH em ME é um indicativo de sua estabilidade e aplicabilidade para
via parenteral. A faixa de pH proposta pela Farmacopéia Brasileira para essa via encontra-se
entre 6 e 9. A reducdo do pH pode indicar presenca de &cidos graxos livres na formulacéo,
proveniente da hidrdlise de tensoativos. O ajuste do pH para preparac6es parenterais geralmente é
realizada com solugdo de hidroxido de sédio. (BRUXEL et al., 2012). Segundo Ciriaco et al.
(2019) ME com maior concentracdo de dgua pode apresentar pH mais &cido, porque esse maior
teor de agua resulta na ionizacdo dos &cidos organicos presentes na formacao e na liberacéo de
mais prétons (H*) no meio. Os valores de pH das formulacGes variaram entre 6,0 e 6,12 (Tabela2)

demonstrando que estdo dentro do limite aceitavel para essa via de administragéo.

Tabela 2 — pH, condutividade elétrica, indice de refracdo e tamanho médio das goticulas

Parametro ME-BRANCA ME-CIPRO
pH 6,12+ 0,41 6,00 £+ 0,00
Condutividade (uS/cm) 215,30 4,99 1754,00+ 141,00
Indice de Refracio 1,363 £ 0,000 1,366 £ 0,000
Tamanho médio de 17,40 +0,90 17,80 +0,35

goticulas (hm)

Fonte: dados da pesquisa.

A técnica da condutividade elétrica é utilizada para identificar mudancas estruturais nas
ME, importante meio para determinacdo de dominios continuos aquosos ou oleosos em um
sistema microemulsionado (POH et al., 2019). Quando as ME apresentam suas microestruturas
(A/O) a condutividade é baixa, isso deve-se ao fato das goticulas de dgua estarem isoladas pelo
filme de tensoativos. Em contrapartida, valores acima de 70% de fase aquosa, a condutividade
aumenta linearmente, indicando formacdo do sistema O/A. (NASCIMENTO, 2017; ASSIS,
2015). Os valores de 215,3 e 1754 uS/cm obtidos da condutividade das formulagdes em estudo
(Tabela 2) sugerem que se trata de sistemas do tipo O/A por sua predominancia de fase aquosa.
O alto valor de condutividade da ME-CIPRO pode ser justificado pelo método de incorporagédo
do farmaco na ME, em que é utilizado &cido acético e isso gera a ionizacdo da fase aquosa,

elevando assim a condutividade da preparacdo (CALLENDER et al., 2017).
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A determinacdo do tamanho médio de goticula (TMG) € indispensavel para a
caracterizagdo efetiva das ME. 1sso ocorre porque um tamanho pequeno de goticulas na faixa de
5 a 200 nm é um dos critérios para evidenciar e diferenciar ME de nanoemulsdes e emulsdes
comuns. (POH et al., 2019). Para obter goticulas com dimensdes inferiores a 1,0 um torna-se
necessario submeter a emulsdo a uma tensdo de cisalhamento elevada. Segundo Souto et al.
(2012) atraveés de ultrassons ou a homogeneizacao de alta pressao, € possivel reduzir o tamanho
das goticulas da fase interna e, consequentemente, aumentar a superficie de contato entre ambas
as fases.

Outros fatores limitantes para 0 TMG sdo a velocidade de agitacdo, tempo de sintese,
cadeia alquilica do tensoativo e do Gleo e a temperatura. Nas mesmas condi¢cfes de preparacéo,
quanto maior a velocidade, menor o TMG (MOURA et al., 2014). Além disso, baixos valores de
TMG sdo capazes de resistir a separagdo gravitacional e, consequentemente, aumentar a
estabilidade do sistema de microemulsionado(CALLENDER et al., 2017).

O TMG das ME obtidas apresentou pequenos diametros, entre 16 e 18 nm, sendo viavel
sua aplicacdo para via parenteral. De acordo com o estudo de Lamaisakul et al. (2019), as ME
tem se tornado um novo veiculo para administracdo parenteral de farmacos, tendo em vista, a
melhor especificidade com alvo e a atividade terapéutica. Nesse estudo, eles demonstraram que
o tamanho de goticula de 20-50 nm resultou em captacdo celular maxima e mais prontamente
absorvida pelo sistema linfatico e induziu com mais eficiéncia as células dendriticas.

Por fim, o indice de refracdo é um critério de relevancia na avaliacdo da estabilidade da
ME, no qual, permite a deteccdo de processos de inversdo de fase, monitorando mudancgas no
desvio do plano de luz incidente das ME (CIRIACO et al., 2019). Elas apresentaram um indice
de refracdo préximo a agua purificada (1,333), em torno de 1,366, portanto foram caracterizados
como formulagdes claras e transparentes, corroborando com o estudo de Dehghani et al (2017)
que obteve um resultado de 1,39, indicando a estrutura de goticulas de O/A.

5.6  Avaliacéo da estabilidade preliminar das formulacdes

5.6.1 Teste de centrifugacdo
O estudo de estabilidade é de suma importancia na formulacdo, sendo responsavel por
avaliar o periodo de tempo que o produto mantém suas caracteristicas fisicas, quimicas,

microbioldgicas e toxicologicas. A estabilidade pode ser afetada por alteragdes extrinsecas:
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tempo, temperatura, luz e oxigénio, como também alteragdes intrinsecas: pH, reacdes de dxido-
reducdo, reacdes de hidrdlise (MIRCO; ROCHA, 2015).

No teste de centrifugacado, a forca da gravidade atua sobre os produtos fazendo com que
as goticulas se movam no seu interior. Promove estresse na amostra, simulando aumento na
forca da gravidade, aumentando a mobilidade das goticulas e antecipando possiveis sinais de
instabilidade, como precipitacdo, separacdo de fases, formacdo de sedimento compacto,
coalescéncia, entre outras (FIGUEIREDO, 2014; ISAAC, 2009; SILVA, 2009).

As formulagbes foram submetidas ao teste de centrifugacdo por 30 min e 1 h. Como
resultado, as amostras de ME-CIPRO e ME-BRANCA n&o mostraram alteragdo, ndo houve

separacdo de fases, turbidez ou qualquer precipitacdo de farmaco.

Figura 9 — Formulacdes apds centrifugacéo

Fonte: dados da pesquisa.

5.6.2 Estresse térmico

No teste de estresse térmico sdo aplicadas condicGes extremas de temperatura em
periodos pré-determinados de tempo. As amostras foram expostas a uma faixa de temperatura
de 40 a 80°C, com aumento gradual da temperatura de 5 em 5 °C, por 30 min em cada
temperatura. Tanto as ME-BRANCA quanto as ME-CIPRO mantiveram a estabilidade até
80°C. Ao fim do teste, as formulagcdes permaneceram transparentes, limpidas e homogéneas

(Figura 9). Além disso, ndo apresentaram separacao de fases ou presenca de precipitado.



Figura 10 — Formulacdes apos estresse térmico

Fonte: dados da pesquisa.
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5.6.3 Ciclo resfriamento/aquecimento

O estudo de estabilidade dos farmacos € um fator minucioso para possibilitar uma
terapia medicamentosa apropriada, contudo, podem ser afetada pela ocorréncia de instabilidades
quimicas, fisicas e microbioldgicas, incluindo as reacgdes tipicas de degradacdo como, hidrolise,
oxidacio (ZILKER;SORGEL;HOLZGRABE, 2019). As amostras (Figura 10) submetidas aos 6
ciclos de resfriamento e aquecimento permaneceram estaveis. Isso comprovou a elevada

estabilidade do sistema desenvolvido.

Figura 11 — Formulagdes apos ciclo resfriamento/aquecimento

Fonte: dados da pesquisa.

Foi determinado o pH, condutividade elétrica, indice de refracdo (Tabela 3) apos estudo
de estabilidade preliminar para avaliar possiveis alteracdes nas formulacdes, e obteve- se como
resultado similaridade média do indice de refracdo e condutividade, porém uma diminui¢do no
pH das formulagGes para em torno de 5,5. Segundo Crepaldi et al (2010) a faixa de pH de risco
para as complicacbes da terapia intravenosa corresponde aos valores inferiores a 55 e
superiores a 8,0, em seu estudo foi determinado o pH dos antibidticos de administracdo
parenteral apds dilui¢do, obtendo como resultado para o cloridrato de vancomicina o valor de
pH 2,7 e para o sulfato de amicacina valores de pH inferiores a 5,5. Diferente deles, o pH das

ME permaneceram adequados para 0 uso intravenoso.
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Tabela 3 — pH, condutividade elétrica, indice de refracdo e tamanho médio das goticulas apds
estudo de estabilidade preliminar

Parametro ME-BRANCA ME-CIPRO
pH 5,48+0,39 5,52+0,11
Condutividade (uS/cm) 228,7£12,75 1.914+ 67,27
indice de Refracio 1,362+0,00 1,361+0,00

Fonte: dados da pesquisa.

5.7 Avaliacdo da atividade antibacteriana e determinacdo da concentracgdo inibitéria
minima

O teste de suscetibilidade antimicrobiana torna-se viavel para descoberta e previsao de
resultado terapéutico. A CIM é a menor concentracdo de agente antimicrobiano que inibe
completamente o crescimento do organismo em tubos ou pocos de microdiluicdo (BALOUIR,
2016).

E desejavel para a qualidade dos antimicrobianos, que este apresente eficacia na menor
concentracdo possivel de principio ativo. Quanto menor a concentragdo do fa&rmaco, menor sera a
incidéncia de efeitos indesejaveis (MORAES et al., 2018).

Foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo, as condic@es utilizadas propiciaram o
crescimento bacteriano, tendo em vista que o controle composto apenas com 0 meio de cultura e o
inoculo apresentaram crescimento. O TACC, Kolliphor® H15 e Span® 60 presentes na
formulacdo ndo possuem efeito antimicrobiano. Demonstrou-se (Tabela 4) CIM de 0,48 pug/mL
(diluigéo até 0,048%) para as cepas S. aureus (ATCC 25923) e P. aeruginosa (ATCC 27853). E
de 31,25 pg/mL (diluicdo até 0,78%) para E. coli (ATCC 25922). A formulacdo ME-BR
mostrou crescimento bacteriano, evidenciando que a mesma ndo possui atividade

antimicrobiana.
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Tabela 4- Concentracdo inibitdria minima em relac&o as dilui¢des (%) da microemulséo testada

frente as cepas bacterianas

Cepas bacterianas ME- CIPRO (CIM) ME- BRANCA
Staphylococcus aureus 0,48 pg/Ml (0,048%) R
Pseudomonas aeruginosa 0,48 pg/mL (0,048%) R
Escherichia coli 31,25 pg/mL (0,78%) R

Fonte: dados da pesquisa.

Legenda: R é a auséncia de efeito.

Segundo o estudo de Dong et al. (2019) foi possivel observar que o CIPRO pode ser uma

boa opcdo de tratamento para infeccGes bacterianas associadas a biofilme. Obteve como

resultados sub concentracdo inibitéria minima (sub-MIC) do CIPRO reduzindo a viruléncia de

isolados de E.coli e reducédo da patogenicidade de P. aeruginosa, corrobando dessa maneira com

0 presente estudo.



https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/pathogenicity
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pseudomonas-aeruginosa
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5 CONCLUSAO

A obtengdo do DFPT mostrou-se como uma ferramenta Util e pratica para identificar
a regido de formacéo de ME e para selecionar a formulagéo ideal, com propor¢6es adequadas
dos componentes, para incorporar o0 CIPRO. A caracterizacdo fisico-quimica demonstrou que
a formulacdo apresenta pH em torno da neutralidade, que a ME é do tipo O/A e que o tamanho
médio das goticulas estdo bem abaixo de 100 nm. Diante da exposicao ao estudo de estabilidade
preliminar, as formulagcdes mantiveram-se limpidas, homogéneas, sem qualquer indicio de
instabilidade e apresentaram atividade bem evidente contra S. aureus, P. aeruginosa e E. coli.
Portanto, todos esses resultados sugerem que a ME-CIPRO é uma alternativa muito promissora
para uso pela via parenteral (intravenosa), tendo em vista as vantagens desse sistema de
liberagdo quando comparado a forma convencional, reduzindo possiveis reagfes adversas e

resisténcia bacteriana.
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