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RESUMO

A pele é um érgdo complexo que apresenta fungbes fundamentais para os seres
humanos, dentre estas a peculiaridade de atuar como barreira bioldgica contra
patdgenos. Embora diversos patdgenos fagcam parte de sua microbiota natural,
algumas espécies oportunistas como, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Pseudomonas aeruginosa podem desencadear processos infecciosos
causando doencgas no tecido. Atualmente, a azitromicina tem-se destacado como
antibiético macrolideo semisintético da classe dos azalideos que apresenta amplo
espectro de agao, além de boa capacidade de penetragéo nos tecidos. A busca do
uso de farmacos em novos sistemas de liberagdo tem crescido nos ultimos anos,
nesse contexto, a nanotecnologia aparece com maior destaque. As inovagdes na
area buscam a vetorizagdo do farmaco para o seu alvo terapéutico. Desta forma, é
possivel diminuir a toxicidade, diminuir o numero de doses, controlar a liberagéo e
evitar a degradacgao ou inativagdo do mesmo. Dentre os novos sistemas de liberagéo
de farmaco, as microemulsdes (MEs) apresentam-se como boa alternativa para
administracdo de farmacos para uso topico. Diante disso, este trabalho teve como
objetivo desenvolver, caracterizar e avaliar a atividade de MEs contendo azitromicina
(AZ) para uso tépico contra cepas oportunistas que causam infecgdes bacterianas.
As formulagbes desenvolvidas a partir do diagrama de fases pseudoternario (DFPT)
foram caracterizadas por microscopia de luz polarizada, microscopia eletrdnica de
transmissédo, condutividade e medicdo de pH. A atividade antibacteriana foi avaliada
por microdiluicdo em caldo utilizando placas estéreis de 96 pogos. Por meio do
desenvolvimento de um DFPT foi possivel selecionar e reproduzir MEs do tipo 6leo
em agua (O/A) compostas por agua deionizada (fase aquosa), miristato de isopropila
(fase oleosa), LAS® e Brij®52 (tensoativos na proporgdo 9:1) para a incorporagdo de
AZ. As formulagbes sem e com a presenca do farmaco (MEB e MEAZ,
respectivamente) se apresentaram como sistemas limpidos e sem formagéo de
precipitados. Para a MEAZ, o valor de pH (6,75) indicou uma 6tima compatibilidade
para administracdo cutanea. Além disso, a sua elevada condutividade (630,1uScm™)
sugeriu um sistema do tipo O/A. O carater isotrépico foi confirmado pela técnica de
microscopia de luz polarizada. A microscopia eletrénica de transmissdao (MET)
indicou o tamanho de goticulas nanométrico dos sistemas e a técnica de
espalhamento de luz dindmica (DLS) foi capaz de medir um didmetro de 18,72+ 0,63
e 20,89+ 0,24 nm, para a MEB e MEAZ, respectivamente, com indice de
polidispersidade (IPD) de 0,172+ 0,005 e 0,166+ 0,008, respectivamente. Por ultimo,
foi atestada a atividade antimicrobiana da MEAZ contra as cepas de S. aureus,
S.epidermidis e E. coli. Estudos necessarios para tragar o perfil de liberagao seréo
conduzidos para que a ME desenvolvida possa representar uma nova alternativa
segura e eficaz no tratamento complementar das infecgdes bacterianas na pele.

Palavras-chave: Microemulsdes. Azitromicina. Infecgbes cutdneas oportunistas.
Diagrama de fases pseudoternario.



ABSTRACT

The skin is a complex organ that presents fundamental functions for humans, among
them the peculiarity of acting as a biological barrier against pathogens. Although
several pathogens are part of their natural microbiota, some opportunistic species
such as Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis and Pseudomonas
aeruginosa can trigger infectious processes causing disease in the tissue. Currently,
azithromycin has been highlighted as a semisynthetic macrolide antibiotic of the
azalide class, which has a broad action spectrum, as well as good tissue penetration
capacity. The search for the use of drugs in new release systems has grown in
recent years, in this context, nanotechnology appears more prominently. Innovations
in the area seek to vectorize the drug to its therapeutic target. In this way, it is
possible to decrease the toxicity, decrease the number of doses, control the release
and prevent degradation or inactivation of the same. Among the new drug delivery
systems, microemulsions (MEs) are a good alternative for administration of drugs for
topical use. The objective of this study was to develop, characterize and evaluate
the activity of ME containing azithromycin (AZ) for topical use against opportunistic
strains that cause bacterial infections. The formulations developed from the
pseudoternary phase diagram (DFPT) were characterized by polarized light
microscopy, transmission electron microscopy, conductivity and pH measurement.
The antibacterial activity was evaluated by broth microdilution using sterile 96-well
plates. Through the development of a DFPT it was possible to select and reproduce
oil-in-water (O / W) MEs composed of deionized water (aqueous phase), isopropyl
myristate (oily phase), LAS® and Brij®52 (surfactants in the proportion 9: 1) for the
incorporation of AZ. The formulations without and with the presence of the drug
(MEB and MEAZ, respectively) presented as clear and non-precipitated systems. For
MEAZ, the pH value (6.75) indicated an excellent compatibility for dermal
administration. In addition, its high conductivity (630.1uScm-1) suggested an O / W
type system. The isotropic character was confirmed by the technique of polarized
light microscopy. Transmission electron microscopy (MET) indicated the nanometric
droplet size of the systems and the dynamic light scattering (DLS) technique was
able to measure a diameter of 18.72 + 0.63 and 20.89 + 0.24 nm , for MEB and
MEAZ, respectively, with polydispersity index (PDI) of 0.172 + 0.005 and 0.166 *
0.008, respectively. Finally, the antimicrobial activity of MEAZ against the strains of
S. aureus, S.epidermidis and E. coli was attested. Studies necessary to trace the
release profile will be conducted so that the developed ME may represent a new safe
and effective alternative in the complementary treatment of bacterial infections in the
skin.

Keywords: Microemulsions.  Azithromycin.  Opportunistic  skin  infections.
Pseudoternario phase diagram.
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1 INTRODUGAO

A pele é considerada o maior orgao do corpo humano, sendo bastante
complexo, com no minimo cinco tipos diferentes de células que contribuem para a
sua estrutura, além, de outros tipos de células temporariamente presentes a partir
dos sistemas circulatério e imunoldgico (FORTES & SUFFREDIN, 2014). Possui
diversas fungbes consideradas vitais como regulacdo térmica e metabdlica,
sensacao de tato e de dor, atua como barreira biolégica contra patégenos e
agressdes ambientais, desta forma, € o 6rgao mais acessivel do corpo humano e,
por estar exposto, é o mais frequentemente traumatizavel, portanto € um dos érgéos
mais sujeitos a infecgdes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

As infecgGes cutdneas envolvem uma grande diversidade de agentes
etiolégicos e mecanismos patogenéticos multiplos, podendo ser classificadas em
primarias ou secundarias (dependendo da existéncia ou ndo de uma porta de
entrada anterior a infec¢cdo), aguda ou cronica (de acordo com a duragdo da
infecgdo), podendo ainda ser mono ou polimicrobianas (BRASIL, 2013). Essas
infecgdes ocorrem mais frequentemente, quando a pele ou barreiras de protegéo
sdo rompidas depois da insercdo de um corpo estranho, principalmente em
pacientes imunocomprometidos. Apesar de muitas vezes serem indicadas como
condi¢oes clinicas comuns, as infecgées podem evoluir para estados mais graves
aumentando o risco de morte (RAY, SUAYA & BAXTER, 2013). Ao ocorrer alguma
agressao que gere perda do tecido cutédneo é necessaria uma rapida intervencgao,
afim de que se regenere a viabilidade celular e as propriedades inerentes ao tecido
(SILVA et al., 2013).

Dentre os farmacos usados na clinica para o tratamento de infecgbes, a
azitromicina passou a destacar-se pela redugao dos efeitos adversos, com melhoria
no espectro de acao, quando comparada a outros farmacos, como a eritromicina,
sendo aplicado no tratamento de infecgdes por doengas sexualmente transmissiveis,
doencgas do trato respiratério e infecgdes da pele e dos tecidos moles (GANDHI,
2004). O entendimento de que este farmaco apresenta uma alta capacidade de
penetracdo nos tecidos, bem como possui um vasto espectro de acao contra
diversas espécies bacterianas torna essa molécula viavel ao tratamento de
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infeccbes topicas, mediante a sua encapsulagdo em uma forma farmacéutica
adequada (ZUCKERMAN, 2004).

O desenvolvimento de novos sistemas transportadores de farmacos tem
aumentado nos ultimos anos. Neste contexto se inserem os recentes avangos da
nanotecnologia farmacéutica e o conceito dos novos sistemas transportadores de
farmacos, sendo estes capazes de compartimentalizar uma substancia ativa e
direciona-la para os sitios onde deverdo exercer seu efeito farmacologico. Estes
produtos apresentam finalidade de melhorar o tratamento das doengas, aumentando
a eficacia da terapia, reduzindo a toxicidade dos farmacos e facilitando a adesédo do
paciente ao tratamento (DAMASCENO, 2010).

Dentre os novos sistemas de liberagdo, destacamos as microemulsdes pela
capacidade de permitir altas taxas de penetragdo do farmaco em camadas
profundas do estrato corneo quando comparada a formulagbes ditas convencionais,
sendo considerada como sistema terapéutico promissor que facilita a permeacgéao e o
direcionamento eficiente do ativo na pele (SILVA et al., 2010). As microemulsées
sdo consideradas dispersdes de aspecto isotrépico e transparente formada por dois
liquidos imisciveis, usualmente 6leo e agua, estabilizadas por um filme de tensoativo
e/ou co-tensoativos (GHOSH et al, 2013). Além disso, esses sistemas apresentam
como caracteristicas o tamanho reduzido de goticulas, estabilidade termodindmica,
capacidade de solubilizacdo de farmacos hidrofilicos e lipofilicos e baixar
viscosidade (KREILGAARD, 2002).

Assim, o presente projeto objetivou na encapsulagdo de AZ em sistemas
microemulsionados dirigido ao tratamento de infec¢des cutaneas, com a proposta de
uma terapia ndo invasiva, que seja segura baseada na diminuigdo de reagdes
adversas e no aumento da eficacia do farmaco veiculado sobre patologias
bacterianas.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 INFECCOES BACTERIANAS DA PELE

A pele (também chamada de tegumento ou cutis) € um 6rgédo complexo e
heterogéneo, responsavel pelo revestimento do organismo humano que isola os
componentes organicos do meio externo (MORAES et al., 2013). E considerada o
maior érgao do corpo humano, ocupa em média uma area de 2 m?, que corresponde
a cerca de 16% do peso corporal total. A pele é formada pela epiderme, a derme e
uma camada subcuténea, a hipoderme. A transmissao de estimulos e sensagdes, a
regulagcédo da temperatura corporal e a protecao sédo as principais fungées exercidas
por este orgao. (PAILLER-MATTEI et al., 2007; RIBEIRO, 2010).

Dentre as trés fungbes principais, a fungao barreira se destaca como a mais
importante, pois ela atua como uma fronteira ativa que se interpde entre o organismo
e 0 ambiente. Sendo um importante componente do sistema imune exercendo como
principal mecanismo de defesa o desencadeamento da inflamagdo, uma resposta
natural do organismo contra uma infecgdo ou lesdo, com o objetivo de destruir os
agentes agressores (ABBAS et al., 2011). Além disso, a pele possui fungées como
regulagao metabolica e a presencga de células queratinizadas que sao capazes de
evitar perda de agua transepitelial, retardando assim os processos de desidratagéao e
evitando processos bruscos de atritos (KENDALL & NICOLAQU, 2013).

Por ser a primeira barreira de protegdo contra patégenos, ficar mais exposta e
ser mais frequentemente traumatizavel, a pele é o 6rgdo mais susceptivel a
infecgdes. Doengas infecciosas ocorrem quando um patdégeno, microrganismo capaz
de promover doenga, invade o hospedeiro susceptivel, efetuando pelo menos uma
parte do seu ciclo de vida dentro ou sobre o corpo do hospedeiro que, com
frequéncia, resulta em uma doenga (TORTORA et al., 2016). Segundo Kish et al.
(2010), as infecgdes bacterianas da pele (IBP) sdo enfermidades causadas quando
bactérias invadem a epiderme e tecidos moles adjacentes e nela produzem
manifestagbes clinicas variadas a depender do tipo de agente bacteriano, sendo as
mais comuns a presenca de eritema, edema, calor e dor ou sensibilidade.
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As IBPs sdo causadas principalmente por bactérias pertencentes aos géneros
Staphylococcus e Streptococcus (BOUCHER et al, 2014). Além desses, é relatado
que algumas espécies pertencentes ao género Pseudomonas € capaz de formar
biofilme na superficie cutdnea (PEREIRA, 2014). Uma vez presentes, essas
bactérias podem levar ao surgimento de diversos tipos de IBPs desde as menos
complicadas, tais como, impetigo, celulite, erisipelas e furunculos, até doengas mais
graves, como a sindrome da pele escaldada e sindrome do choque téxico (RAJAN,
2012).

2.2 AZITROMICINA

A azitromicina (AZ) é um antibidtico azalideos obtido de forma semissintética
pertencente a classe dos macrolideo. Derivada da eritromicina diferencia-se pela
presenga de um nitrogénio incorporado ao seu anel lactona, ou seja, um membro a
mais se comparado com a eritromicina. Segundo a Farmacopeia Brasileira 5% Edi¢do
(2010), a AZ pura apresenta-se como um po cristalino branco e a sua forma
diidratada (C3sH72N2012.2H,0) possui massa molecular de 785,02 g/mol. Possui
pouca solubilidade em &agua e hidréxidos alcalinos, soluvel em cloroférmio, e
facilmente solivel em etanol e metanol. A formula molecular da AZ pode ser
observada na Figura 1.

Figura 1 - Férmula estrutural da azitromicina diidratada.
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Fonte: Yan et al, 2015.
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A AZ é comumente prescrita para pacientes ambulatoriais para tratamento de
infeccbes respiratorias, infecgbes do trato urinario, doengas sexualmente
transmissiveis e infecgbes da pele e dos tecidos moles (RAO & GOWTHAM A., et
al., 2014). Reconhecida como um dos antibidticos de largo espectro de agao mais
utilizado para o tratamento de uma variedade de infecgées comunitarias (SAMPSON
et al., 2014; SHARMA & JUN, 2014). O seu mecanismo de agéo antibacteriano esta
relacionado com a inibicdo da sintese proteica bacteriana através da sua ligagao
com a subunidade ribossomal 50S, impedindo a fixagdo do RNAt ao ribossomo,
bloqueando o aporte de aminoacidos (PARNHAM et al., 2014).

Em relagcdo as suas caracteristicas farmacocinéticas, absorcdo de AZ por via
oral é relativamente rapida, com largo volume de distribuicdo pelos fluidos e tecidos
infectados e liberacdo 6tima no sito de acdo da infecgdo. E fracamente
metabolizada e ndo possui metabdlitos ativos (KAUSS et al, 2012; PARNHAM et al,
2014).

Uma das principais caracteristicas que podem fazer da AZ uma molécula
promissora no tratamento de IBPs € a sua capacidade de penetracao nos tecidos.
Essa caracteristica € resultante da substituicdo de um grupamento carbonila do
nono carbono do anel lacténico por um nitrogénio ligado a um grupamento metil,
conferindo melhor estabilidade acida. Logo, a atividade da AZ ja foi comprovada no
tratamento de infecgdes da pele e tecidos moles (ZUCKERMAN, 2004). Além disso,
0s pacientes que se apresentam como alérgicos as penicilinas e pacientes
infectados com S. pyogenes podem recorrer aos macrolideos, tais como eritromicina
e AZ, como alternativa no tratamento de enfermidades cutaneas (KISH, CHANG &
FUNG, 2010).

Os efeitos colaterais mais comuns relacionados ao uso da AZ ocorrem no
trato gastrointestinal e incluem principalmente diarreia, nauseas, voOmitos,
desconforto abdominal, cefaleia branda e tontura. Os testes de fungédo hepatica
também podem apresentar discretas elevagdées (CARVALHO; CARVALHO 1998).

Apesar de varios estudos relatarem a utilizagdo topica da AZ para o
tratamento de enfermidades oculares, estudos que relatam a administragao topica
desse farmaco para o tratamento de infegdes cutaneas ainda é escasso, sendo mais

comumente utilizada a via oral (FOULKS et al, 2013).
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2.3 MICROEMULSOES

Nos ultimos anos, a tecnologia farmacéutica com o uso da nanotecnologia
tem despertado o aumento do interesse nas pesquisas em novos sistemas de
liberacédo de farmacos, buscando a vetorizacdo das moléculas, aumento da eficacia,
e diminuicdo dos efeitos indesejaveis para otimizar a terapia (WOLINSKY et al.,
2012).

Varios sistemas que visam controlar a velocidade de liberag&o e direcionar o
alvo terapéutico tém sido objetos de investigacdo na industria farmacéutica. Os
nanocarreadores destacam-se por apresentarem caracteristicas diferentes dos
carreadores convencionais (MONTENEGRO et al, 2016). Sistemas desenvolvidos na
ordem dos nanémetros permitem niveis de interagdo entre os farmacos e os alvos
terapéuticos em um grau de especificidade maior quando comparado as formas
convencionais, essa interagdes mais especificas permitem a diminuicdo da
toxicidade (SILVA, 2004). Dentre os nanocarreadores podem-se citar as
nanoparticulas, lipossomas, dendrimeros, nanoemulsées e microemulsées
(McCLEMENTS, 2012; MUKHERJEE et al, 2015).

As microemulsdées (ME) foram citadas inicialmente em 1943 por Hoar e
Schulman, estes a descreveram como sistemas translucidos, isotropicos,
termodinamicamente estaveis, nao irritantes a pele e com baixa tensdo interfacial
(DAMASCENO et al, 2011; CASTRO, 2014; SANTOS 2015). Atualmente pode-se
descrever uma ME como sendo uma dispersdo de dois liquidos imisciveis
(polaridades opostas) estabilizados por um filme de tensoativos, sendo estes os
responsaveis por se organizarem entre os liquidos de acordo com sua afinidade
permitindo assim a diminuicdo na tensdo interfacial, desta forma o sistema
apresenta-se como isotropicamente limpido e termodinamicamente estavel (OKUR
et al, 2011; ALKRAD, MRESTANI & NEUBERT, 2016; HOU, XU, 2016).

Os sistemas microemulsionados sdo excelentes veiculos, pois possibilitam o
transporte de compostos lipofilicos e hidrofilicos, desta forma, oferecem diversas
vantagens para uso farmacéutico, incluindo a facilidade de preparagao, estabilidade
termodinamica e elevada capacidade de transportar farmacos por meio das barreiras
biolégicas (ACOSTA, 2010).
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Do ponto de vista farmacotécnico, as MEs sado formadas por uma fase
aquosa, uma fase oleosa, tensoativos e eventualmente, um co-tensoativo. Existem
trés tipos de ME: Oleo-em-agua (O/A), agua-em-dleo (A/O) e sistemas bicontinuos
(DAMASCENO et al., 2011). No primeiro caso, o componente lipofilico se encontra
disperso em pequenas goticulas coloidais no componente hidrofilico. Nas MEs A/O,
a fase interna é composta pelo componente hidrofilico, onde as goticulas de agua
ficam dispersas na fase externa (componente lipofilico). As ME do tipo bicontinuas
se caracterizam pela formacgéo de canaliculos ao invés de goticulas (FORMARIZ et
al., 2005; DAMASCENO et al., 2011). Ressaltando que, a fase dispersa apresenta
didmetro na ordem dos nandémetros (r <100 nm), o que confere uma maior
estabilidade contra a agregacgao das proprias goticulas. (KIM et al., 2008).

A Figura 2 mostra a representagao esquematica dos trés tipos de MEs.

Figura 2 - Classificagéo dos tipos de microemulsées de acordo com a fase dispersa e dispersante.
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Fonte: (Adaptado de Lawrence et al., 2000)

Os diagramas de fases sdo comumente utilizados no desenvolvimento das
MEs. Esta ferramenta permite a expressdo grafica das propor¢cées de cada
componente, assim como o aspecto e o numero de fases de uma ME. Sua
interpretacdo permite uma avaliagdo e escolha de uma regido cujo aspecto e a
composigdo seja mais favoraveis ao tipo de farmaco a ser veiculado e do local de
aplicacdo (GUIMARAES, 2013). Os diagramas de fases podem ser obtidos por
titulagdo ou por preparo de varias amostras com diferentes percentuais de
composicdo. O método de titulagdao apresenta-se como mais pratico e rapido,
possibilitando também a analise de um numero maior de preparagdes
(DAMASCENO, 2011).
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Os diagramas de fase representam graficamente por meio de vértices de um
tridangulo a quantidade em percentual (0 a 100%) da fase oleosa, fase aquosa e
tensoativo, sendo assim chamado de diagrama de fases ternario. Quando a esta
composi¢gdo adiciona-se um segundo tensoativo, chamado de cotensoativo,
denominamos a representagao de diagrama de fases pseudoternario (SILVA et al.,
2009).

Tendo como base as informagdes levantadas, passaremos a expor 0s
objetivos desse trabalho.



22

Objetivos
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar um sistema microemulsionado contendo AZ

visando a sua aplicagdo como adjuvante no tratamento das IBPs.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

[0 Construir um diagrama de fases pseudoternario (DFPT) para obtencgao regides

opticamente transparentes, presumivelmente, os sistemas microemulsionados.

[0 Selecionar e reproduzir os pontos de ME mais apropriados para a incorporagao
da AZ.

[l Caracterizar as propriedades fisico-quimicas das MEs na presenga e auséncia
do farmaco através de pH, condutividade elétrica, indice de refragdo e
centrifugacao.

[0 Avaliar a estrutura morfolédgica da fase dispersa a partir das andlises de
microscopia de luz polarizada, tamanho de goticulas, indice de polidispersao

(IPD), potencial zeta e microscopia eletrénica de transmisséo.

LI Realizar estudo de atividade antimicrobiana in vitro.
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Material e Méetodos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Matérias-primas, reagentes, solugdes e solventes

[0 Agua deionizada (proveniente do equipamento de osmose reversa GEHAKA®,

L
O

Séo Paulo, Brasil)
Brij® 52- Eter hexadecilico de polietilenoglicol (Sigma-Aldrich®, Alemanha)

LAS® - PEG-8 caprico/caprilico glicerideo (Brasquim®, Brasil)

[0 Azitromicina (Pharma Nostra®, Brasil)

L

Miristato de Isopropila (Via Farma®, Brasil)

4.1.2 Equipamentos e vidrarias

[l Analisador de particulas (Zetasizer, modelo Nano-ZS90, Malvern®, Reino

O 0O O0O0O06o0-cC

C O

Unido)

Balanga Analitica (Adventurer®, Ohaus, México)

Banho de Ultrassom (Unique®, Brasil)

Condutivimetro mCA 150 (MS Tecnopon®, Brasil)

Desruptor de células ultrassénico - sonicador (Unique®, Brasil)

Medidor de pH (Instrutemp®, ITmPA 210, Brasil)

Microcentrifuga de bancada NI11801 (Nova Instruments®, Brasil)
Microscopio petrografico de luz polarizada (Carl Zeiss®, Jena, Alemanha)

Microscépio Eletrdnico de Transmissao, modelo Tecnai Spirit Biotwin G2 ( FEI,
Estados Unidos)

Refratémetro de Abbé (Biobrix® , Brasil)

Sistema purificador de agua OS10LX (Gehaka®, Brasil)
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4.2 METODOS

4.2.1 Selegao dos componentes da microemulsao

A selecdo dos componentes que iriam compor o0s sistemas
microemulsionados foi realizada com base nos seus valores de equilibrio hidrofilo-
lipdfilo (EHL) e caracteristica de irritabilidade cutédnea. Além disso, propriedades
como capacidade de solubilizacdo de farmacos hidrofébicos e utilizacdo dos

componentes em sistemas nanoestruturados também foram analisadas.

4.2.2 Construgao do diagrama de fases pseudoternario

Os sistemas microemulsionados foram obtidos pela utilizagdo da ferramenta
diagrama de fases pseudoternario (DFPT) a partir da mistura de quatro
componentes: agua deionizada (fase aquosa), miristato de isopropila (fase oleosa),
LAS/Brij®52 (tensoativos) em proporgdes definidas. A proporcdo de 9:1 para
LAS/Brij® 52 foi definida apés a realizagdo dos calculos de EHL para equiparar ao
valor de EHL dessa mistura de tensoativos em fungéo do valor de EHL do MIR
baseados na equagédo 1 (WEERAPOL et al, 2014):

0, 0, .
mistura tensoativos — 100

Onde, %m é a porcentagem em massa para os tensoativos e EHL € o valor
do equilibrio hidrofilo-lipofilo especifico para cada tensoativo.

A essa mistura de tensoativos na referida propor¢gdo foram adicionadas
quantidades de miristato de isopropila (MIR) a fim de resultar nas seguintes
propor¢ées: 1:9, 2:8, 3.7, 4.6, 5.5, 64, 73, 8:2, 9:1, respectivamente.
Posteriormente, a agua deionizada foi adicionada a cada uma dessas propor¢oes
pela titulacdo de volumes pré-definidos, sendo que a cada titulagdo a mistura foi
submetida a agitagdo em desruptor de células ultrassénicos (sonda de ultrassom)
por 1 minuto em poténcia de 250 Watts e levada ao banho de ultrassom por um
periodo de 1 minuto (CAVALCANTI et al, 2016). Apds todo esse processo, ocorreu a

classificagao visual dos sistemas obtidos em: separagcdo de fases (SF); sistema
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liquido leitoso (SLL); sistema liquido opaco (SLO); sistemas transparentes (ST). Os
resultados da classificagdo dos sistemas foram transferidos para o programa Origin®
Pro 8.0 onde se obteve o modelo grafico do diagrama. A representagéao
metodoldgica da construgédo do diagrama de fases pode ser visto na Figura 3.

Figura 3 - Representacdo esquematica da construcdo do diagrama de fases pseudoternario.

1 | Mistura de tensoativos - T/T (9:1) 3 | Titulagio de fase aquosa a mistura
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) sistemas

Fonte: Dados da pesquisa.

4.2.3 Selegao das microemulsées e incorporagao da azitromicina

Considerando a identificagdo de regides de sistemas transparentes no DFPT,
foi selecionada uma formulagcdo para a incorporagao da AZ. Essa formulacao foi
preparada por agitacdo dos componentes em sonda de ultrassom por trés ciclos de
1 minuto sendo que a cada ciclo a formulagao foi submetida ao banho de ultrassom
por 1 minuto. Para a formulagdo na presenga do farmaco, este foi inicialmente
disperso na mistura de oleo e tensoativos antes da adicdo de agua e inicio dos
ciclos.
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Uma vez reproduzidas as formulagdes, decorreu-se o prazo de 48 horas — no
intuito de se constatar a sua estabilidade sob repouso e a temperatura ambiente —

para iniciar os testes de caracterizagéo do referido sistema.

4.2.4 Caracterizagao fisico-quimica das microemulsdes
4.2.4.1 Determinagéo do pH

O pH das formulagdes foi mensurado utilizando pHmetro digital com eletrodo
e sensor de temperatura previamente calibrado com solugdo tampéo pH 4,0 e 7,0, a
temperatura de 25+0,5°C. O eletrodo foi introduzido diretamente em um volume de
10 mL de cada formulagao. Todas as analises foram feitas em triplicata. As analises
foram realizadas no Laboratério de Desenvolvimento e Caracterizagdo de Produtos
Farmacéuticos (LDCPF) — UEPB.

4.2.4.2 Condutividade elétrica

A condutividade elétrica das formulagbes foi avaliada por meio de
condutivimetro digital, previamente calibrado com solugdo de calibragdo
apresentando condutividade de 146,9 pS cm’ a temperatura de 25+0,5°C. O
eletrodo foi introduzido diretamente em um volume de 10 mL da formulagdo. Todas
as analises foram feitas em triplicata. As analises foram realizadas no LDCPF —
UEPB.

4.2 4.3 indice de refracédo

O indice de refragéo foi mensurado utilizando refratdbmetro de bancada do tipo
Abbé, previamente calibrado com agua destilada (indice de refragdo=1,3325) a
temperatura de 2410,5 °C. Todas as analises foram feitas em ftriplicata. As analises
foram realizadas no LDCPF — UEPB.

4.2.4.4 Estudo de estabilidade preliminar (centrifugacéo)

A presenca de modificagées na estabilidade das MEs foi estudada quando
estas foram submetidas a uma forga centripeta. Para isso, uma aliquota de 1 mL das
formulag6es foram colocadas em tubos do tipo Eppendorf e submetidas a rotacdo de
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14000 rpm durante trinta minutos em microcentrifuga. As formulagbes foram
classificadas em limpidas (para a auséncia de modificagdes visuais) e separacao de
fases. Todas as analises foram feitas em triplicata. As analises foram realizadas no
LDCPF — UEPB.

4.2.5 Caracterizagao morfolégica das microemulsées

4.2.5.1 Microscopia de luz polarizada

Para confirmar as caracteristicas isotrépicas, as formulagées foram
analisadas pela técnica de microscopia de luz polarizada. Para isso, uma gota das
formulagbes na auséncia e presencga do farmaco foi colocada sobre uma lamina de
vidro e cobertas com uma laminula para serem analisadas no microscopio
petrografico de luz polarizada Carl Zeiss®. Essa andlise foi realizada no Laboratério
de Geologia da UFCG.

4.2.5.2 Tamanho de goticulas, indice de polidisperséo e potencial zeta

A determinagao do tamanho de goticulas dos sistemas microemulsionados foi
realizada por meio de um analisador de particulas (Zetasizer Nano-ZS9 Malvern,
Reino Unido) pela técnica de espalhamento de luz dindmico (Dynamic Light
Scattering — DLS) no Laboratério de Sistemas Dispersos (LASID- UFRN). A leitura
foi realizada em temperatura ambiente com é&ngulo fixado em 173°.
Simultaneamente a analise descrita, as medidas de IPD e potencial zeta também

foram mensuradas. Todas as analises foram feitas em triplicata

4.2.5.3 Microscopia eletronica de transmissao

Os sistemas microemulsionados foram submetidos a analise em microscépio
eletrébnico de transmissao operando com tensdo de aceleracdo de 80 kV para
observagdo da morfologia das goticulas dos sistemas. Volumes de 5-10 pL das
amostras foram adicionados em grades de cobre (Ted Pella Inc, Califénia, USA)
revestidas com filme de holey carbon e abertura de 200 mesh. A leitura ocorreu 24 h

apods a fixagdo por secagem ao ar das amostras nas grades. As anadlises foram
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realizadas no Nducleo de Plataformas Tecnoldgicas, localizado no Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhaes - FIOCRUZ Pernambuco.

4.2.6 Determinagéo da atividade antibacteriana
4.2.6.1 Preparo do inéculo

Culturas de cepas bacterianas padrdo ATCC (American Type Culture
Collection) de Staphylococcus aureus (25923), Staphylococcus epidermidis (12228)
e Escherichia coli (25922) foram utilizadas para avaliar a atividade antibacteriana
das MEs em estudo. Os indculos foram preparados em solugao salina estéril (0,85%)
de acordo com a escala 0,5 de Mac Farland, equivalente a 5x10° células/mL. Os
microrganismos foram obtidos do Laboratério de Analises Clinicas (LAC) — UEPB,
sendo a analise realizada no mesmo local.

4.2.6.2 Ensaio in vitro

A avaliagdo antibacteriana da MEB e MEAZ foi testada pelo método de
microdiluicdo em caldo utilizando placas estéreis de 96 pogos de fundo chato como
preconizado pelo Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI) (BALOUIRI,
SADIKI & IBNSOUDA, 2016). Inicialmente foram dispensados nos pog¢os uma
quantidade de 100 uL de caldo Mueller Hinton, seguido de 100 yL da MEAZ em
concentragdo de 1024 ug/mL que foram diluidas sucessivamente até 1 ug/mL. Apds
as diluicdes, foram adicionados 10 pyL do indculo de cada cepa de bacteriana
utilizada. Foi utilizada uma coluna para o meio contendo cada cepa com o caldo
Mueller Hinton e caldo Mueller Hinton sem indculo. Apds as diluigbes, as placas
foram levadas a incubagéo por 24 h a 37°C e ao final deste tempo o crescimento
bacteriano foi visualizado por meio da adi¢gao de 20 pL do corante resazurina (0,1%)
em cada pogo.
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Resultados e discussao
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SELECAO DOS COMPONENTES DA MICROEMULSAO

A selegao dos componentes que irdo formar o sistema microemulsionado é de
grande importancia no desenvolvimento de formulagdes. Para MEs de uso topico a
escolha de componentes que nao provoquem irritacdo da pele e que permitam um
aumento na permeacdao do farmaco é fundamental. Desta forma, estas
caracteristicas foram adotadas como critério de selegdo dos componentes.

Com base em levantamento literario, o MIR é largamente citado como
componente no desenvolvimento de MEs para veiculagdo de farmacos,
principalmente destinados a via topica e transdérmica por agir como promotor de
permeacao, e ainda em aplicagdes bioldgicas (BARDHAN et al, 2013; LANE, 2013).
Dentre as diferentes classes de tensoativos, os tensoativos ndo iénicos sdo
conhecidos por exibir uma menor capacidade de promover irritagdo ou hemolise em
superficie celulares, além de ndo alterar o pH fisiolégico, quando utilizado como
agente solubilizante (KUMAR & RAJESHWARRAO, 2011; MAHALE et al, 2012). O
LAS®, tensoativo ndo idnico, merece destaque pela sua utilizagdo no aumento da
solubilidade de farmacos hidrofébicos por meio de sistemas de liberagdo
nanoestruturados (DJEKIC et al, 2012; LI, YI & LAM, 2013; SILVA et al, 2014;
CAVALCANTI et al, 2016; DAS, PARTA & MITRA, 2016). Além do LAS®, o Brij®52
pode ser citado como tensoativo nao-ibnico empregado em formulagbes topicas
(GUPTA et al, 2011; PRAJAPATI et al, 2012; CAVALCANTI et al, 2016).

Outro fator importante para a formacao de sistemas microemulsionados € a
consideragao do valor de EHL. Segundo Damasceno et al (2011) esse dado revela a
contribuigao relativa da fragao hidrofilica e hidrofobica da molécula dos tensoativos.
O EHL do dleo tem influéncia direta sobre a escolha e propor¢do da mistura dos
tensoativos, de forma que, este dado influencia em maior éxito no preparo das
formulagées, em que, sistemas estaveis estdo diretamente ligados a aproximagao
dos valores de EHL entre a fase oleosa e tensoativos empregados. (ORAFIDIYA &
OLADIMEJI, 2002).

Assim, segundo os fabricantes, considerando o valor de 11,5 como sendo o
valor EHL para o MIR, foi utilizada a proporcdo de 9:1 para a mistura de LAS® (EHL:
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12) e Brij®52 (EHL: 5), respectivamente. Mediante essa proporgéo, o EHL final dessa
mistura foi de 11,3, valor desejavel uma vez que estava bem préximo ao valor de
EHL da fase oleosa. Dessa forma, por atenderem todas essas necessidades, os
tensoativos LAS® e Brij®52, juntamente com o MIR, foram selecionados para seguir

o estudo com a construgao do diagrama de fases pseudoternario.

5.2CONSTRUCAO DO DIAGRAMA DE FASES PSEUDOTERNARIO

Apds definir os componentes, seguiu-se parar a construgao do DFPT, sendo
esta técnica uma das ferramentas mais utilizadas para estudar o comportamento de
dispersdes, como as MEs, constituidas por varios componentes. Por meio desse
metodo, uma representagao grafica dos dominios de regidées de ME pode ser obtida,
tendo como vantagem a escolha da regido cuja viscosidade (dentre outras
caracteristicas) sdo mais apropriadas para a incorporagdo do farmaco
(DAMASCENO et al, 2011; MA et al, 2015). Pelo fato de ser um método simples,
reprodutivel e eficaz na obtencao de sistemas microemulsionados, a técnica de
titulacdo de fase aquosa foi a de escolha para a constru¢ao do DFPT.

A Figura 4 representa o DFPT construido pela mistura de LAS® e Brij®52
(9:1), MIR e agua deionizada.

Figura 4 - Diagrama de fases pseudoternario para o sistema LAS®BRIJ®52 (9:1), miristato de
isopropila e agua deionizada.
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Legenda: ST = sistema transparente; SLO = sistema liquido opaco; SLL = sistema liquido leitoso; SF
= separacgao de fases; ® MEB.

Ao analisar o diagrama obtido, pode ser observada a ocorréncia de quatro
diferentes regibes: sistema liquido opaco (SLO); sistema liquido leitoso (SLL);
separagdo de fases (SF) e sistemas transparentes (ST). Sendo este ultimo,

caracterizados como sistemas homogéneos, limpidos e translucidos.

5.3SELECAO DAS MICROEMULSOES E INCORPORAGAO DA AZITROMICINA

A partir da regido ST foi selecionado um ponto do diagrama correspondente a
ME do tipo O/A. A proporcdo de cada componente do sistema tanto para a
formulagéo branca (MEB), com para a formulagéo na presenga do farmaco (MEAZ)
pode ser observada na Tabela 1. Essa propor¢cdo de tensoativos adotada se
enquadra no estabelecido no Handbook of Pharmaceutical Excipients (ROWE,
SHESKY & QUINN, 2009), que preconiza um valor maximo de até 55% de LAS®
para aplicagdo topica como agente auto-emulsificante. Dessa forma, trabalhamos
com valores abaixo desse valor referenciado.

Apés a selecao da formulagdo, a AZ foi incorporada na ME (MEAZ) de modo

a se obter uma concentragéo de 20 mg/mL.

Tabela 1 - Composi¢éo em porcentagem das MEs 6leo-em-agua na presencga e auséncia de AZ.

ME (auséncia de AZ)(%) | ME (presencga de AZ)(%)
Componentes (p/p) (p/p)
MEB MEAZ
Miristato de isopropila 5 5
Agua deionizada 55 54,8
LAS® e Brij®52 (9:1) 40 40
AZ - 0.2

Fonte: dados do autor.

A incorporacdo da AZ foi realizada mediante agitagdo por ultrassom
(sonicagao), o farmaco foi incialmente disperso na mistura de MIR e tensoativos
antes da adigéo de agua.
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5.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS MICROEMULSOES

Os parametros fisico-quimicos sdo fundamentais para formacgao, estabilidade,
comportamento e uso das formulagées (ROSSI et al., 2007).Desta forma, alguns
paradmetros foram avaliados para servirem como base no desenvolvimento das MEs.
Decorridas 48 horas do periodo da incorporagdo da AZ e estabilizagao dos sistemas,
ndo foram observadas modificagbes na aparéncia macroscépica das MEAZs,
mantendo-se como um liquido incolor, limpido e com aspecto levemente viscoso
(Figura 5). Uma das caracteristicas macroscopicas das MEs é a sua transparéncia.
Segundo Damasceno e colaboradores (2011), essa caracteristica se da devido ao
tamanho de goticula ser menor do que 74 do comprimento de luz incidente, o que

evita o espalhamento da luz.

Figura 5 - Aparéncia macroscopica das MEs antes e apos a incorporagéo do farmaco.

Fonte: Dados da pesquisa.

Na tabela abaixo, encontram-se os valores referentes a pH, centrifugagéo,

condutividade elétrica e indice de refracdo das MEs.

Tabela 2 - Caracterizagao fisico-quimica das MEs na presenga e auséncia de AZ.

Cédigo da Aspecto pH Centrifugagdo  Condutividade indice de

Formulagdo  macroscopico elétrica (uS/cm) refragao
MEB Limpida 3,160,01 Instavel 127,3+1,39 1,3910,001
MEAZ Limpida 6,75+0,02 Estavel 630,1+4,30 1,40£0,008

Fonte: dados da pesquisa.
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A determinacao do pH das formulagGes € de suma importancia uma vez que
estes dados podem influir no grau de ionizagdo dos farmacos, além de serem
levados em conta na avaliagdo da compatibilidade dos valores com o local destinado
ao uso. Para uso topico, os limites aceitaveis de tolerancia do pH variam entre 5,5 e
8,0 (SILVA et al., 2009), portanto, como pode-se observar na Tabela 2, os valores de
pH das MEs com a presenga da AZ (MEAZ) sdo aceitaveis, atendendo a proposta
do uso das MEs desenvolvidas. E importante observar que os valores do pH para a
ME sem o farmaco (MEB) foram incompativeis para administragdo tépica, o que
sugere que a presenca da AZ esta influenciando no aumento do pH final, o que,
desta forma, viabiliza seu uso.

A provavel explicacdo para o aumento do pH das MEs com a adicdo do
farmaco & devido ao seu carater dibasico. A AZ é um derivado semisintético da
eritromicina pela adicao de um metil ligado a um nitrogénio na posi¢cao C-9 do anel
lactonico (Figura 6), sendo esse processo responsavel pela caracteristica dibasica
unica dentre os macrolideos, uma vez que a molécula ja possui um grupamento
amino (GUALDONI et al, 2015).

Figura 6 - Estrutura do processo semisintético de produgéo de azitromicina a partir da eritromicina.

Adigdo de nitrogénio ligado a um grupamento metil

Eritromicina Azitromicina

Fonte: Adaptado de KESS, SPANGLER & WELLENHOFER, 1998.

Legenda: (A) = lactona na posigdo C-14 para eritromicina e C-15 para azitromicina; (B) = N-Metil
substituido.

Na analise de estabilidade preliminar por centrifugagcéo, p6de-se observar que
as MEAZ se mantiveram estaveis depois de submetidas a forga centrifuga, o que
ndo aconteceu com as MEB. Este resultado sugere que o farmaco melhorou a
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estabilidade da formulacdo. Uma das explicagdes possiveis para isso € que devido a
presenca dos tensoativos nao iénicos, que possuem a caracteristica quimica de
formacao de cargas parciais negativas e positivas. Essas cargas sao geradas pelo
seu arranjo molecular que possui moléculas de oxigénio intercaladas a atomos de
carbono da cadeia de oxido de eteno. (TUMMALA, SHI & STRIOLO, 2011;
VITIELLO et al, 2014). Desta forma, provavelmente a azitromicina pode estar
interagindo com as cargas negativas principalmente do LAS®, provocando maior
estabilidade pela neutralizagdo das cargas.

A condutividade elétrica é utilizada para investigar a estrutura das ME, assim
como alteragbes na mesma (ROSSI et al., 2007). Essa caracteristica € importante
para determinar os dominios continuos aquosos ou oleosos, podendo-se a partir
disso avaliar o tipo de ME quanto a fase dispersa e dispersante. Sistemas O/A
possuem efeito condutor, ou seja, denota altos valores de condutividade. De modo
contrario, sistemas A/O possuem um efeito isolante, caracterizados por baixos
valores de condutividade (NAOUI et al, 2011). Os resultados corroboraram com o
citado anteriormente na literatura, logo que os altos valores indicam um sistema O/ A
para a ME na presencga e auséncia do farmaco.

Segundo Gaudin e colaboradores (2010), a AZ apresenta log P=4,0, tendo
assim aspecto lipofilico, desta forma, o sistema microemulsionado do tipo O/A é
preferivel, pois em um sistema com essas caracteristicas espera-se que o farmaco
fracamente soluvel em agua fique retido na fase dispersa. Essas informagbes sdo
importantes também para as caracteristicas de liberagdo e permeacao do farmaco,
uma vez que, a mudancga das fases dispersantes podem alterar esses parametros.

Outra analise simples e acessivel que atesta a caracteristica isotropica de um
sistema microemulsionado é a medigdo do seu indice de refragdo. Ainda de acordo
com a Tabela 2, pode-se observar que para ambas as formulagdes os indices de
refracdo mensurados foram unicos e sem variagbes significativas entre as MEs na
auséncia e presenga do farmaco. A confirmagdo da isotropia foi confirmada
posteriormente pela analise de microscopia de luz polarizada.
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5.5CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS MICROEMULSOES

As formulagées MEAZ e MEB foram avaliadas por meio de inspegéo visual na
microscopia de luz polarizada, esta técnica € de grande importancia para elucidar as
caracteristicas de isotropia ou anisotropia das formulagdes. Apds as analises,
observou-se sob o plano de luz polarizada, a presenga de um campo escuro nas
MEs (com e sem o farmaco), descartando a possibilidade de sistemas estruturados,
como cristais liquidos, e confirmando os seus comportamentos isotropicos.

Para determinar o comportamento isotropico € necessario perceber que o
plano de luz polarizado n&do sofre dupla refragdo, todo o campo avaliado apresenta
as mesmas propriedades 6pticas. Desta forma, o raio de luz incidente do polarizador
nao sofre alteragdo ao atravessar o sistema, por isso a formagdo do campo escuro
como resultado da analise. De modo contrario, materiais anisotropicos exibem
diferentes indices de refragdo (birrefringéncia) promovendo uma mudanga na
orientagdo da luz incidente gerando imagens conhecidas como “cruzes de malta”
(CHORILLI et al, 2011; FRANZINI et al, 2012).

O tamanho de goticulas, o indice de polidispersao e o potencial zeta foram
mensurados para caracterizagdo morfoldgica, os resultados podem ser observados

na Tabela 3.

Tabela 3 - Pardmetros de tamanho de goticulas, IPD e potencial zeta com e sem a azitromicina

incorporada.
Cddigo da Tamanho IPD Potencial Zeta
Formulagdo  de goticulas (mV)
(nm)
MEB 18,72 +0,63 0,172 £0,005 -0,3307 £0,1690
MEAZ 20,89 0,24 0,166 +0,008 -0,1653 +£0,0290

Fonte: dados da pesquisa.

A técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS), também denominada
espectroscopia de correlagdo de fétons, foi utilizada para analisar o tamanho de
goticulas das MEs em estudo, por se mostrar uma técnica util, acessivel e rapida
para a determinagdo do tamanho de goticulas de MEs (ACHARYA & HARTLEY,
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2012). Como visto na Tabela 3, o tamanho médio das goticulas das MEB e MEAZ
atenderam ao tamanho previsto para sistemas microemulsionados, ou seja, entre 10
e 100 nm (DJEKIC et al., 2012). Notou-se também um discreto aumento do tamanho
meédio das goticulas apds a incorporagao da AZ, este fato pode ser justificado pela
interagcao existente entre o farmaco e a membrana de tensoativos das goticulas da
ME, fato que ja foi sugerido pelo aumento do pH e da condutividade elétrica,
conferindo assim o aumento do seu tamanho. A distribuicdo do tamanho de
goticulas da fase interna foi classificada como do tipo monomodal e homogéneo
mediante a ocorréncia de um pico unico de alta intensidade para todas as leituras
dos sistemas em estudo, fato comprovado pelo IPD apresentado (para ambas
formulagdes o IPD foi abaixo de 0,2).

Esses valores servem para indicar o grau de uniformidade do tamanho de
goticulas presentes no sistema disperso desenvolvido. Desse modo, quanto mais
proximo de zero for o valor do IPD, mais homogénea serda a distribuicdo das
goticulas (CHUDASAMA et al, 2011; MOGHIMIPOUR, SALIMI & EFTEKHARI,
2013). Assim, para ambas as formulagées os valores de IPD mensurados estdo em
concordancia com o discutido na literatura, revelando goticulas de distribuicdo
uniforme.

Em relagdo ao potencial zeta, sua medigdo determina justamente a diferenga
de potencial presente na interface entre essas duas camadas (sendo essa
denominada de plano de deslizamento/cisalhamento) (DALTIN, 2011;
BHATTACHARJEE, 2016). Segundo Dai e colaboradores (2014), valores elevados
acima de +25 mV ou menor que -25 mV sado considerados ideais para que seja
formado um bloqueio que impega a coalescéncia das goticulas.

Os baixos valores de potencial zeta medidos, podem estar relacionados com
a utilizagédo de tensoativos do tipo ndo-iénicos (CHHIBBER et al, 2015). Apesar
disso, as formulagdes apresentaram-se como estaveis dias apds a sua preparagao e
mediante ao teste de centrifugagdo como visto anteriormente. .

A microscopia eletrénica de transmissdo (MET) €& uma ferramenta
imprescindivel para avaliagdo morfoldgica de estruturas micro e nanométricas. A
utilizacdo desse método possibilita uma leitura de parametros de estabilidade para

formulagbes como MEs. Diferentemente da microscopia optica, a MET permite
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aumentos maiores e fixacao superior do material, de moto que utiliza feixes de
elétrons como fonte de luz, o que permite uma elevada resolugdo ja que o
comprimento de onda de um feixe de elétrons é muito menor do que o da luz
(DUDKIEWICZ et al, 2011).

Apesar das vantagens, a coloragdo e secagem das estruturas a serem
analisadas requerem muito cuidado para evitar alteragdes que comprometam a
interpretacédo da leitura, de forma que, estes fatores ndo possam interferir nas
caracteristicas das amostras. Levando em conta isto, optou-se por realizar a uma
secagem simples (ao ar seco) e sem a utilizagédo de nenhum tipo de corante uma
vez que, tanto o processo de secagem e coloragédo podem criar falsas interpretagdes
durante a leitura da imagem devido a alteragdes estruturais que os sistemas podem
sofrer, quando submetidos a essas duas técnicas citadas (KUNTSCHE, HORST &
BUNJES, 2011; KLANG et al, 2012).

A Figura 7 mostra as fotomicrografias das MEB e MEAZ, onde, a partir disso,
puderam-se avaliar as estruturas.

Figura 7 - Fotomicrografias das microemulsdes selecionadas por microscopia eletrénica de
transmissao.

MEB : MEAZ
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Fonte: Dados da pesquisa.

Como visto, as goticulas (circuladas em vermelho) apresentaram distribuicdo
uniforme nos dois casos, este, por sua vez, sugere boa estabilidade a formulagéo.
As goticulas apresentam-se com formatos esféricos heterogéneos, tamanho
nanomeétrico e boa distribuigdo no campo, corroborando os resultados do DLS.
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5.6 DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Dentre os métodos utilizados para avaliar a susceptibilidade de cepas
bacterianas, o método de microdiluicdo em caldo foi o teste de escolha por ser um
método simples e eficaz, além de ser apropriado para evidenciar a menor
concentragdo do agente submetido ao teste que é capaz de inibir o crescimento
bacteriano, para confirmar os resultados obtidos e aumentar a confiabilidade do
teste, amostras foram recolhidas das placas de microdiluigdo para leitura em
semeadura em placa.

Na Tabela 4 podemos observar os resultados da concentragdo inibitéria

minima para cada microrganismo.

Tabela 4 - Determinagao da Concentragdo Minima (CIM) das formulagdes produzidas.

Microorganismos CIM (pg/mL)
MEAZ  ME-BRANCA
S.aureus 1 pg/mL R
S.epidermidis 128 pg/mL R
E.coli 16 pg/mL R

Fonte: dados da pesquisa.

Legenda: R= resistente.

Para evidenciar que as condi¢des de realizagdo da analise eram adequadas
foi realizado um controle negativo contendo apenas o meio de cultura, onde se p6de
observar o crescimento bacteriano em todos os pogos. Como esperado, a MEAZ
apresentou atividade contra todas as bactérias testada, de modo a apresentar-se
mais eficiente na inibicdo do crescimento do S. aureus, de forma que, todos os
pocos, desde a primeira e maior concentracdo até a ultima e menor, que
corresponde a 1 pg/mL. Ja para as MEB ndo houve inibi¢cdo, ficando evidente o

crescimento do microrganismo em todos 0s pog¢os, sugerindo que 0s componentes
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nao apresentam atividade antimicrobiana contra as cepas testadas. Para o S.
epidermidis, a inibicdo do crescimento deu-se até a terceira diluicdo, portanto, a
formulagdo demonstrou-se eficaz até 128 pg/mL.

Por ultimo, para a E. coli, as MEAZ apresentaram atividade até a sexta
diluicdo, determinando assim sua CIM em 16 pg/mL. Todas as analises foram
confirmadas por semeadura em placa. Faz-se necessario outra analise com um
controle positivo utilizando uma solugdo de AZ nas mesmas concentragdes, desta
forma sera possivel uma avaliagdo comparativa da atividade das MEAZ e MEB. Com
os resultados obtidos ficou evidente que a menor CIM encontrada foi contra as
cepas de S.aureus, seguidas de E.coli e S.epidermidis.
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Conclusao
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos podemos concluir que a técnica de DFPT
mostrou-se simples e util para desenvolver um modelo grafico de regides de
sistemas opticamente transparentes e por meio desta, selecionar as MEs do tipo
O/A para a encapsulagédo da AZ. A encapsulagédo de AZ foi conseguida mediante a
auséncia de precipitados ou turvagao apos a adigao do farmaco ao sistema, além da
auséncia de aglomerados que poderiam indicar farmaco nao encapsulado pela
técnica do MET. Entretanto, estudos de doseamento e eficiéncia de encapsulagao
devem ser conduzidos para confirmar esse pressuposto.

A analise de pH confirmou a compatibilidade das MEs na presenca de AZ com
a pele, logo que o pH dessas formulagbes se encontraram dentro da faixa
especificada para aplicagao cutanea. A estabilidade preliminar das formulagdes foi
atestada pela centrifugacao e os indicativos dos sistemas O/A foram conseguidos a
partir da condutividade. As caracteristicas isotropicas foram evidenciadas pelo indice
de refracdo, sendo posteriormente confirmados a partir da microscopia de luz
polarizada. Por meio da MET foi possivel a visualizagdo nanométrica das goticulas
da fase interna. Enquanto que, a técnica de espalhamento de luz dindmica mostrou-
se acessivel, simples e eficiente para a mensuragdo do tamanho das goticulas. Por
fim, a atividade antibacteriana da MEAZ foi comprovada contra cepas das espécies
S.aureus, S.epidermidis e E.coli.

Como perspectivas futuras, é importante destacar, que estudos posteriores
serdao conduzidos para desenvolver e validar um método para quantificagcdo de AZ
no sistema proposto. Uma vez possivel essa quantificagdo, estudos para tragar o
perfil de liberagdo do farmaco das MEs também serdo conduzidos.
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