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RESUMO

DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E AVALIACAO
DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE UM SISTEMA MICROEMULSIONADO
CONTENDO OLEO ESSENCIAL DE Melaleuca alternifolia Cheel

1Beatriz Patricio Rocha; 2Bolivar Ponciano Goulart de Lima Damasceno
12 Universidade Estadual da Paraiba- UEPB
'beatrizpattricio@gmail.com

Lesbes cutaneas podem resultar em um quadro infeccioso, havendo necessidade de
tratamento com antimicrobianos. Com o crescente aumento da resisténcia microbiana, uma
mudanca de paradigma no tratamento de doencas infecciosas é necessaria para evitar que 0s
antibidticos se tornem obsoletos e 0 uso de produtos naturais € uma alternativa que deve ser
considerada. O 6leo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel (OEM) possui propriedade
antimicrobiana e é bastante incorporado como ingrediente ativo em formulacdes tdpicas
para o tratamento de lesbes cutédneas. As microemulsdes (ME) sdo sistemas capazes de
compartimentar ativos de diferentes solubilidades, e assim possibilitam a incorporagdo de
6leos esséncias, os direcionando para sitios de acdo farmacoldgica e contornando pontos
como solubilidade e volatilidade. Este trabalho teve como objetivo desenvolver,
caracterizar e avaliar a atividade antimicrobiana de ME contendo OEM. As formulagdes
foram obtidas a partir do desenvolvimento do diagrama de fases pseudotérnario (DFPT) e
caracterizadas pelas andlises de aspecto macroscopico, pH, indice de refracdo (IR),
condutividade e tamanho médio das goticulas (TMG). Também foram realizados testes de
estabilidade preliminar, contemplando as anélises de centrifugacdo, estresse térmico e ciclo
resfriamento/aquecimento. Por ultimo foi avaliado seu potencial antimicrobiano utilizando
a técnica de microdiluicdo para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) de
cepas ATCC de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Candida albicans. O DFPT foi construido utilizando a mistura de tensoativos (Kolliphor®
HS15 e Span® 80), na proporcdo de 9:1, como fase oleosa o miristato de isopropila e como
fase aquosa a agua destilada. A partir dele, foi selecionada uma formulacéo classificada
visualmente como ME e incorporado o0 OEM na concentracdo de 5%. As formulacGes sem
e com o Oleo essencial (ME-BR e ME-OEM) apresentaram-se como sistemas limpidos e
estaveis. Os valores encontrados de pH das formulacdes desenvolvidas foi em torno de 6,0
para as ME com e sem o0 OEM, o que indica compatibilidade para administracdo cutanea.
Além disso, a condutividade de 195,56 + 8,2 uS/cm e 199,0 + 0,49 uS/cm e o indice de
refracdo 1,382 £+ 0,00 e 1,385 + 0,00 para ME-BR e ME-OEM, respectivamente, sugerindo
um sistema O/A. O TMG dos sistemas foi de 24,96 + 0,10 nm e 24,58 + 0,41 nm para ME-
BR e ME-OEM, respectivamente, demonstrando ser de fato ME. As formulagdes
apresentaram boa estabilidade diante dos testes de centrifugacdo e ciclo
resfriamento/aquecimento. Foi verificado que a ME-OEM demonstrou ser eficaz in vitro
contra E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e C. albicans, com CIM de 25 mg/mL; 12,5
mg/mL; 25 mg/mL e 1,56 mg/mL, respectivamente. Portanto, a ME-OEM como um
sistema estavel e adequado para uso topico, pode oferecer uma nova alternativa ao
tratamento de infec¢Bes cutaneas.

Palavras-chave: Diagrama de fases pseudoternério; Infeccdes cutaneas; Microemulsdes;
Produtos Naturais.



ABSTRACT

EVALUATION OF ANTIMICROBIAN ACTIVITY OF A MICROEMULSIONED
SYSTEM CONTAINING ESSENTIAL OIL OF Melaleuca alternifolia Cheel

1 Beatriz Patricio Rocha; 2 Bolivar Ponciano Goulart de Lima Damasceno
12 State University of Paraiba - UEPB
'beatrizpattricio@gmail.com

Skin lesions may result in an infectious condition, requiring antimicrobial treatment. With
increasing microbial resistance, a paradigm shift in the treatment of infectious diseases is
needed to prevent antibiotics from becoming obsolete and the use of natural products is an
alternative that should be considered. Melaleuca alternifolia Cheel (OEM) essential oil has
antimicrobial properties and is widely incorporated as an active ingredient in topical
formulations for the treatment of skin lesions. Microemulsions (ME) are systems capable of
compartmentalizing assets of different solubilities, thus enabling the incorporation of
essential oils, directing them to pharmacological action sites and bypassing points such as
solubility and volatility. This work aimed to develop, characterize and evaluate the
antimicrobial activity of ME containing OEM. The formulations were obtained from the
development of the pseudo-ternary phase diagram (DFPT) and characterized by the
analysis of macroscopic aspect, pH, refractive index (IR), conductivity and average droplet
size (TMG). Preliminary stability tests were also performed, including centrifugation,
thermal stress and cooling/heating cycle analysis. Finally, their antimicrobial potential was
evaluated using the microdilution technique to determine the minimum inhibitory
concentration (MIC) of ATCC strains of Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus and Candida albicans. The DFPT was constructed using a 9: 1
surfactant mixture (Kolliphor® HS15 and Span® 80) as the oily phase isopropyl myristate
and the distilled water as aqueous phase. From it, a formulation visually classified as ME
was selected and the OEM incorporated at a concentration of 5%. The formulations without
and with the essential oil (ME-BR and ME-OEM) presented themselves as clear and stable
systems. The pH values found in the formulations developed were around 6.0 for ME with
and without OEM, which indicates compatibility for cutaneous administration. In addition,
the conductivity of 195.56 + 8.2 uS/cm and 199.0 £ 0.49 pS/cm and the refractive index
1.382 £ 0.00 and 1.385 + 0.00 for ME-BR and ME- OEM respectively suggesting an O/A
system. The GMT of the systems was 24.96 + 0.10 nm and 24.58 + 0.41 nm for ME-BR
and ME-OEM, respectively, proving to be in fact ME. The formulations presented good
stability in the centrifugation and cooling/heating cycle tests. ME-OEM was found to be
effective in vitro against E. coli, P. aeruginosa, S. aureus and C. albicans, with MIC of 25
mg/mL; 12.5 mg/mL; 25 mg/mL and 1.56 mg/mL, respectively. Therefore, ME-OEM as a
stable system suitable for topical use may offer a new alternative to treating skin infections.

Keywords Pseudoternary phase diagram; Skin infections; Microemulsions; Natural
products.
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1. INTRODUCAO

A pele atua como barreira fisica, imunoldgica e microbiana muito eficaz na
protecdo do corpo contra desidratacdo e injurias ambientais constantes. Rupturas na barreira
da pele podem resultar em feridas e infec¢cdes, que sdo secundarias a incisdes cirurgicas,
queimaduras, injurias, abrasdes, laceragdes dentre outras causas (LACERDA, 2018;
TORRES et al., 2017).

Os tecidos cutaneos expostos garantem ambiente propicio para a proliferacéo
bacteriana. A presenca de bactérias nas feridas, provoca uma série de respostas locais e
sistémicas no hospedeiro que conduzem a um retardo na cicatrizagdo, o que resulta em
maior exposi¢cdo a contaminacdo por diferentes espécies bacterianas. Entre estas, estdo as
produtoras de toxinas que podem estimular a producdo de mediadores inflamatorios locais,
potencializando a proliferacdo bacteriana de varias outras espécies, e como um agravante:
reducdo da efetividade na terapia antimicrobiana (COHEN et al., 2016; RUDKIN et al.,
2017).

Diversas doencas microbianas de origem bacteriana ou flangica sdo relatadas na
literatura. O tratamento dessas infeccbes é realizado através do uso de farmacos
antimicrobianos. Em muitos casos, os responsaveis pelas infec¢des adquirem resisténcia ao
medicamento quando o agente antimicrobiano ndo é capaz de inibir o crescimento do
microrganismo ou mata-lo (SERRA et al., 2018). Paralelamente, a busca de novos farmacos
ou aperfeicoamento de antimicrobianos de origem natural que apresentem atividade sobre
grande espectro de microrganismos e que possam ser usados como alternativa aos
antibidticos convencionais tem despertado o interesse da classe cientifica como uma das
formas de evitar o surgimento de novos mecanismos de resisténcia e de combate aos ja
existentes (PERRICONE et al., 2015).

Com isso, as plantas medicinais estdo sendo amplamente empregadas para o
tratamento de diversas doencas. A Melaleuca alternifolia Cheel é uma espécie rica em
6leos essencial, e nos dltimos anos é amplamente utilizada na producdo de formas
farmacéuticas, devido a suas inimeras atividades, destacando-se a sua acdo antimicrobiana
contra patégenos como Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae.
Desse modo, possui a capacidade de fornecer uma alternativa barata para o tratamento de
infeccbes cutaneas seja como agente Unico ou na forma associado a outros medicamentos
(ASSIS, 2017; RAMADAN et al., 2019).

12



Além disso, a busca por alternativas terapéuticas que minimize reacfes adversas e
que reduza as altas doses diarias de farmacos tem levado ao desenvolvimento de novos
sistemas de liberacdo de farmacos (NSLF), pois consiste em metodos e formulagdes
tecnoldgicas capazes de retardar, prolongar, controlar ou redirecionar a liberacdo em sitios
especificos de um insumo farmacéutico ativo, melhorando o indice terapéutico e
aumentando a adesdo do paciente a farmacoterapia (ROBERTS et al., 2017; NASTITI et
al., 2017).

Como um desses NSLF, as microemulsées (ME) emergiram como um poderoso
transportador de farmacos devido as suas propriedades Unicas. Elas sdo dispersdes
opticamente isotrdpicas, transparentes e termodinamicamente estaveis, que possuem
pequenas goticulas e baixa tensdo interfacial, o que pode resultar em permeacdo
aprimorada, alta absorcdo de farmacos e, consequentemente, melhor biodisponibilidade.
(NEVES et al., 2018; REIS et al., 2017).

Atualmente, o desenvolvimento de ME utilizando 6leos vegetais tém sido eficiente
em aplicacGes tdpicas, por melhor aproveitar as atividades benéficas devido a composicdo
quimica presentes nesses 6leos (YADAV et al., 2017). Neste contexto, a incorporacao do
6leo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel (OEM) em um sistema microemulsionado
para o tratamento de infeccbGes cutaneas é favoravel, pois visa superar alguns pontos

negativos da terapéutica convencional.
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2.

2.1

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Desenvolver, caracterizar fisico-quimicamente e avaliar a atividade antimicrobiana

de ME contendo OEM para administragdo topica.

2.2

Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste projeto foram:

a)

b)

desenvolver e utilizar um diagrama de fases pseudoternédrio (DFPT) para
obtencdo de possiveis regides de formacdo de sistemas opticamente
transparentes;

selecionar ponto do DFPT da regido opticamente transparente para incorporar o
6leo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel;

caracterizar fisico-quimicamente e morfologicamente os sistemas obtidos,
contemplando as analises de: aspecto macroscopico, pH, condutividade elétrica,
indice de refracdo e 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 antimicrobiana dos sistemas utilizando a técnica de

microdiluicdo.

14



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Infec¢bes Cutaneas

Feridas cutaneas sdo rupturas da estrutura e funcdo anatdbmica normal da pele e
resultam de processos patoldgicos. A quebra da integridade da pele pode resultar em feridas
classificadas de diversas maneiras. De acordo com o tempo de cicatrizagdo, as feridas
cutaneas podem ser classificadas em agudas ou cronicas Tais feridas podem ser
superficiais, envolvendo tanto a epiderme como a camada superficial da derme, ou até a
espessura total da pele, onde a camada subcutanea é comprometida. Lesfes deste tipo séo,
geralmente, ocasionadas por incisdes cirurgicas, queimaduras, abrasbes ou laceragdes
alteracdes vasculares, defeito metabodlicos e neoplasias (ZHANG et al., 2017).

A perda da integridade cutanea proporciona um ambiente propicio para
desenvolvimento de microrganismos. Estes podem ser resultantes do proprio hospedeiro ou
adquiridos do meio ambiente. A infeccdo ocorre decorrente do desequilibrio entre o
sistema imunoldgico do hospedeiro, as condi¢bes no interior da ferida e bactérias,
resultando na proliferacdo bacteriana. Os microrganismos que invadem a ferida e causam
danos sdo em especial, bactérias, mas também fungos e virus. Entre as bactérias mais
frequente em feridas estdo Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
estreptococos beta-hemolitico (ASSIS, 2017).

Além de estar relacionada com a resposta imune do hospedeiro, a variedade de
agentes microbianos envolvidos na etiologia da infeccdo da ferida é influenciada pela sua
localizag&o no corpo, pela profundidade dos tecidos afetados e pela qualidade e intensidade
da perfusdo tecidual. Adicionalmente, embora muitas vezes seja necessario 0 emprego de
antimicrobianos, estes, podem remover microrganismos comensais importantes, como € o
caso do S. epidermidis, permitindo que organismos potencialmente patogénicos colonizem
a ferida mais efetivamente (LACERDA, 2018).

3.2  Resisténcia Microbiana

Um desafio global emergente bem reconhecido é a disseminacdo de bactérias
resistentes a multiplas drogas, isto devido a alta taxa de mortalidade e a falta de opgoes
terapéuticas ativas (VENTOLA, 2015). A escassez de opcdes terapéuticas € dada pela falta
de investimentos da industria farmacéutica, uma vez que o custo elevado para a produgédo

de um novo antimicrobiano é o mesmo para producdo de outros medicamentos de classes
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mais lucrativas, como antineopléasicos e medicamentos para tratamento de doencas crénicas
(BLASKOVICH; BUTLER; COOPER, 2017).

Segundo Sousa (2013) o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia dos
microrganismos ocorre através do processo de selecdo natural; quando uma populacdo de
cepas é exposta a um determinado antibidtico, aquelas que possuem mecanismos
adaptativos conseguem sobreviver as a¢Ges do farmaco e aqueles que sdo susceptiveis
morrem. Entre as bactérias frequentemente associadas ao desenvolvimento de
multirresistentes estdo: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosas e Klebsiella
pneumoniae (HOLMES et al., 2015).

O uso indiscriminado dos farmacos antimicrobianos, como a automedicagéo,
prescricdo inadequada, uso abusivo e 0 uso de maneira off label, € ainda um agravante para
0 surgimento de cepas multirresistentes que tem como consequéncia 0 aumento da
mortalidade e a elevacdo dos custos de tratamento e internagdo (SAMPAIO; SANCHO;
LAGO, 2018).

Com relacéo a resisténcia fungica, o desenvolvimento de resisténcia em Candida
spp., a partir da terapia com anfotericina B, contra drogas do grupo azol, equinocandina e
fluconazol tem causado preocupacdo, com relatos de casos de multirresisténcia de
diferentes regides do mundo, como Asia e Oriente Médio e algumas areas da América do
Sul. Esses dados sdo alarmantes porque essa resisténcia se desenvolveu contra
medicamentos antifungicos amplamente utilizados no combate a doencas fungicas em todo
o0 mundo (FELIPE et al., 2018).

Para Perricone et al. (2015) alternativas como substéncias naturais sdo propostas
interessantes para enfrentar o problema de cepas multirresistentes. Os produtos naturais sao
amplamente utilizados na sociedade e entre as suas propriedades medicinais, encontram-se
além da antibacteriana, propriedades antifingicas, antiespasmaddicas, anti-inflamatérias,
antimutagénicas e antivirais (MARTINS et al., 2015).

3.3 O oleo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel

H& um crescente interesse em estudar compostos isolados de extratos de plantas e,
em particular, de 6leos essenciais (OE), decorrente de seu potencial uso multifuncional.
Geralmente seus ingredientes ativos sdo terpenos, metabolitos secundarios excretados para

expulsar predadores ou agentes nocivos (KASKATEPE et al., 2016).
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Documentado como sendo usado na comunidade ha mais de 90 anos, 0 OEM tem
sido usada na medicina popular aprendida com aborigines ao norte de Nova Gales do Sul
na Australia. As folhas eram maceradas em agua por periodos longos e depois empregadas
para o tratamento de dor de garganta, resfriado, feridas ou infec¢des fungicas da pele e
picadas de insetos (ZHANG et al., 2018).

Tradicionalmente, o0 OEM conhecido como dleo da arvore do cha, é uma mistura
complexa de aproximadamente 100 compostos, produzida pela planta australiana
homonima, que apresenta inimeras aplicacdes em virtude das suas propriedades medicinais
e aromaticas, sendo amplamente utilizadas em formulagGes farmacéuticas e cosméticas,
atuando também como conservante natural. Tais atividades associam-se a riqueza de mono
e sesquiterpenos (HOMEYER et al., 2015).

Pertence a familia Myrtaceae que se subdivide em duas subfamilias: Myrtoideae de
ampla ocorréncia na América Tropical, e Leptospermoideae, encontrada principalmente na
Austrdlia, Polinésia e Malasia. O género Melaleuca pertence a esta ultima subfamilia, inclui
cerca de 100 espécies nativas da Australia e das ilhas do oceano indico, apesar de serem
encontradas diversas espécies de Melaleuca, a nomenclatura tea tree oil, diz respeito
apenas, a espécie Melaleuca alternifolia Cheel, oficialmente reconhecida pelo Australian
Therapeutic Goods Administration (MIRANTE, 2015; OLIVEIRA, 2015).

A planta apresenta uma casca fina e folhas pontiagudas e longas que, quando
partidas, exalam um aroma forte. Em geral florescem proximas de rios e em areas de
pantano, podendo atingir cerca de sete metros de altura, sendo cortada apds 5 meses do
cultivo e recortadas a cada ano, devido ao seu réapido crescimento (ANDRADE et al.,
2018). Na Figura 1, estdo representados arbustos de Melaleuca alternifolia Cheel, folhas e

flores.

Figura 1 - Fotografias de Melaleuca alternifolia Cheel.

Legenda: planta inteira (A), destaque para as flores (B).
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Fonte: ANDRADE et al., 2018

O OEM foi obtido pela primeira vez em 1925 por Arthur Penfold, curador do
Museu Australiano de Artes e Ciéncias Aplicadas, que o destilou e avaliou suas
propriedades antimicrobiana com ampla acdo antifungica e bacteriana (MIRANDA, 2014).

Quando comegou a grande procura pela planta durante a Segunda Guerra Mundial,
o OEM foi utilizado em grandes quantidades como agente antisséptico. A principio, para o
tratamento de doengas nos pés e na assepsia de feridas, para isso suas folhas eram
esmagadas e colocadas diretamente no local da lesdo. Nos Gltimos anos, transp6s barreiras
chegando a Europa e América do Norte, onde é comercializado para o tratamento de vérias
doengas (SOUZA et al., 2018).

Desde a sua introducdo na década de 1920, a resisténcia ao OEM ainda nédo foi
relatada. E provéavel que sua natureza multicomponente possa reduzir o potencial de
resisténcia ocorrer espontaneamente, uma vez que multiplas mutacdes simultaneas seriam
necessarias para superar todas as a¢des dos componentes individuais. Além disso, como é
conhecido que o OEM presumivelmente afeta multiplas propriedades e funcGes associadas
a membrana celular, semelhante ao caso dos biocidas ativos na membrana. Isso significa
que varios alvos teriam que se modificar para superar os efeitos do 6leo (CUNHA, 2019;
TURCHI et al., 2018).

3.3.1 Composicao fitoquimica

A composi¢do do OEM, resumida por monoterpenos, sesquiterpenos e seus alcoois
correspondentes, é regulada pelo padrdo internacional (ISO 4730), que descreve as
concentragdes minimas e maximas dos seus componentes majoritarios (BACOLLI et al.,
2015; LAHKAR; DAS; BORA, 2013). Como esta descrito na Tabela 1.
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Tabela 1 - Componentes majoritéarios do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel.

Composicéo (%)
Componente 1SO 4730° Corrlppsigéo

tipica

Terpinen-4ol =30° 40,1
y-Terpineno 10-28 23,0
a-Terpinen 5-13 10,4
1,8-Cineole =15° 5,1
Terpinoleno 1,5-5 3,1
p-Cymene 0,5-12 2,9
a-Pinene 1,6 2,6
a-Terpineol 1,5-8 2,4
Aromadendrene Minimo-7 1,5
d-Cadinene Minimo-8 1,3
Limoneno 0,5-4 1,0
Sabineno Minimo-3,5 0,2
Globulol Minimo-3 0,2
Viridiflorol Minimo-1,5 0,1

Fonte: adaptado de Mertas et al., 2015.
Legenda: *1SO 4730, Organizagdo internacional para padronizacdo. "Nenhum limite superior esta

definido. “Nenhum limite inferior esta definido.

Em relacdo aos seus compostos quimicos, 0os componentes que participam do
padrdo internacional foram escolhidos devido a sua composi¢cdo quimica e sua atividade
bioldgica, sendo os principais constituintes o terpinen-4-ol, seguido do y-terpineno e a-
terpineno, responsaveis pelo seu vasto espectro de atividade antisséptica, anti-inflamatoria,
antiviral e antibacteriana (MIRANTE, 2015).

O Terpinen-4-ol esta presente em 30-40% da composic¢do, sendo 0 componente que
detém a principal atividade antimicrobiana, pois induz perda da membrana, interferindo na
integridade e fisiologia bacteriana (FELIPE et al., 2018).



3.3.2 Atividade farmacoldgica

O OEM tem uma longa histéria como antisséptico de uso topico. Recentemente
ganhou uma reputacdo como antisseptico seguro, eficaz e natural. Isso gerou um
ressurgimento de sua popularidade e atualmente é incorporado como antimicrobiano
principal ou como conservante natural em produtos farmacéuticos e cosméticos de uso
externo (ANDRADE et al., 2018).

Além disso, o 6leo reduz a taxa de reproducdo de patdgenos, e intensifica a
resisténcia contra esses agentes agressores, por esse motivo é Util nas afec¢bes do couro
cabeludo, como a caspa, e de pele, como a acne grau I e grau Il. Apresenta amplo espectro
em atividades antiviral e antiprotozoaria, neste caso frente a Leishmania major,
Trypanosoma brucei e Trichomonas vaginalis (BRUN et al., 2019; PIRES,2019).

Possui incrivel capacidade bactericida tanto nas espécies Gram-positivas quanto nas
Gram-negativas, como Escherichia coli, Staphylococcus aureus sensivel a meticilina, cepas
clinicas de S. aureus resistente a meticilina, K. pneumoniae resistente a carbapenem,
Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa. Além disso, 0 OEM vaporizado pode
inibir bactérias, incluindo Mycobacterium avium, Haemophilus influenzae, Streptococcus
pyogenes e Streptococcus pneumoniae (ELMI et al., 2019; PIRES, 2019; OLIVA et al.,
2018).

Apresenta atividade antiflngica potente contra variedade de leveduras,
dermatofitos e outros fungos filamentosos suscetiveis a sua acdo como Aspergillu spp.,
Cryptococcus neoformans, Epidermophyton floccosum,Cladosporium spp. e Candida spp.
Sendo considerada uma alternativa promissora no tratamento de estomatites causadas por
dentaduras, podendo ser usado para revestir dentaduras e reduzir as feridas causadas por
Candida, sendo também usado no tratamento de candidiase vulvovaginal. Pesquisas in vivo
demonstraram que o OEM quando aplicado em nanoemulsdes demonstra efeito antifingico
mais satisfatério do que os farmacos utilizados convencionalmente (FELIX; RODER;
PEDROSO, 2018; MIAO et al., 2016; PACHAVA et al., 2015).

O uso local contra acne vulgar foi mencionado na medicina tradicional tailandesa. O
uso de um gel para acne com OEM a 5% demonstrou menos efeitos colaterais quando
comparada ao uso de locdo com perdxido de benzoila a 5%. O efeito do peroxido de
benzoila néo é tdo intenso e duradouro como 0 OEM e causa maior intoleréncia ao produto
(ANDRADE et al., 2018).
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Com outras acfes, também reduziria a inflamacdo local talvez por diminuir a
liberacdo de histaminas. As propriedades antiinflamatérias contribuem com a cura de
feridas cronicas e sdo baseadas na supressdo da producdo de mediadores inflamatérios pela
ativacdo dos mondcitos. Em estudo in vitro o OEM se mostrou indutor de apoptose em
linhagem de células cancerigenas, sendo indicado seu uso em formulas farmacéuticas de
uso topico contra melanomas e cancro em células escamosas da pele (RAMADAN et al.,
2019; ASSIS, 2017)

3.4 Nanotecnologia e novos sistemas de liberacéo de farmaco

As formas farmacéuticas convencionais sdo necessariamente utilizadas em doses
diarias repetidas para manutencdo da concentracdo plasmatica do farmaco na faixa
terapéutica, o que consequentemente diminui a adesdo mesmo sendo uma tecnologia de
facil acesso, além de aumentar as chances de reacfes adversas e limitar seu uso no
tratamento de doencas cronicas (GUIMARAES, 2013).

Para Jain, Mehra e Jain (2015) existe diversas limitagdes dos farmacos veiculados
em sistemas convencionais, como a solubilidade em meio aquoso, toxicidade e
biodisponibilidade podem ser corrigidas utilizando-se estratégias que melhorem as
propriedades biofarmacéuticas e modifiquem a liberacdo do farmaco, com ganho na
especificidade direcionando-o para 0s seus sitios de acao.

A nanotecnologia nos Ultimos anos tem gerado um grande impacto em varias areas
de pesquisa com o aumento do desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de
farmacos baseados em nanocarreadores ganhando destaque principalmente por sua
versatilidade, uma vez que existe uma infinidade de &reas onde possa oferecer
contribuicdes significativas como seus potenciais usos na prevencdo, diagndstico e
tratamento de doencas (ZHANG et al., 2016).

Os matérias e dispositivos desenvolvidos ao nivel nanométrico pode interagir com
as celular e tecidos a um nivel molecular com elevado grau de especificidade de integracdo
aumentando a eficacia terapéutica e reduzindo a toxicidade dos farmacos, por diminuicéo
da incidéncia de efeitos adversos permitindo assim a interacéo entre tecnologia e sistemas
biologicos nunca antes atingivel (DING; LI, 2017).

De acordo com Leite (2017) entre os principais nanosistemas de carreamento e
liberacdo de farmacos estdo as microemulsdo, nanoemulsdo, lipossomas, micelas,

nanocristais e nanoparticulas. Com relagcdo a microemulsdo (ME), pesquisas examinaram a

21



caracterizacgéo, formacéo e aplicagdo destes sistemas pelo seu vasto campo de uso como na
fabricacdo de medicamentos e cosmeticos, tecnologia de alimentos, preparagdo de

nanomateriais e ciéncia ambiental (RASHID et al., 2019).

3.5  Microemulséo

O conceito de ME foi introduzido por volta de 1940, a partir da titulagdo de uma
emulsdo com hexanol, sendo descrita por Hoar & Schulman como uma solucéo
transparente e transllcida. Diferentemente das emulsdes, as ME sdo sistemas de baixa
viscosidade, geralmente constituidos de agua e altas concentracbes de 6leo, estabilizados
por agente tensoativo podendo ser associado algumas vezes por um co-sufactante adicional,
apresentam uma baixa tensao interfacial, combinada com uma area interfacial alta entre os
fluidos nao misciveis (CALLENDER et al., 2017).

As ME possuem sua principal aplicagdo nas industrias farmacéuticas e de
cosmeéticos. No campo farmacéutico como carreador de farmacos atuam incrementando a
solubilizacdo, dissolucdo e biodisponibilidade de farmacos, permitindo também uma
liberacdo prolongada de farmacos pela via oral, parenteral, pulmonar, ocular, topica e
vaginal. Essa elevada taxa de difusdo pode ser justificada pelo tamanho das goticulas,
aproximadamente 100 vezes menor que as de uma emulsdo tornando assim, o sistema
isotropico porque possui um didmetro médio menor que ¥ de luz incidente ( SHUKLA et
al., 2018; DAMASCENO et al., 2011).

Estes sistemas unicos atrairam atencdo nas Ultimas décadas devido a sua alta
estabilidade termodindmica. Sdo um excelente veiculo de membrana liquida para o
transporte tanto para substancias hidrofilicas como hidrofdbicas, possuindo uma alta
capacidade de solubilizacdo o que proporciona melhor biodisponibilidade, sendo também
um sistema protetor para as moléculas do farmaco contra oxidacdo e hidrélise enzimatica
(RASHID et al., 2019; KAUR; MEHTA, 2017).

As ME podem ser classificada em trés tipos: agua em Oleo (A/O) apresenta
goticulas de agua recobertas pelo tensoativo dispersas em uma fase oleosa continua; 6éleo
em agua (O/A) apresenta a fase aquosa continua com goticulas de éleo dispersas, as quais
estdo recobertas pelo tensoativo; bicontinua, neste caso os componentes hidrofilicos e
hidrofobicos formam uma estrutura bicontinua, com uma rede de tubos aquosos em matriz

oleosa e uma rede de tubos em matriz aquosa ela é formada quando as micelas, conhecidas
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como microrreatores, se colidem, se fundem e sdo separadas de forma periddica (XIAO et

al., 2019). As formas estdo representadas na Figura 2.
Figura 2 - Tipos de microemulsfes esquematizadas quanto a fase dispersa e dispersante.
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Fonte: PRETO, 2016.

Existem diversos fatores que podem determinar qual o tipo de ME ser& formado,
como por exemplo aumento ou diminui¢&o da concentragdo do tensoativo, ou até mesmo a
mudanca do tensoativo, cotensoativo e 06leo, a razdo entre agua e 6leo, a presenca de ions
na fase aquosa e a temperatura (CALLENDER et al., 2017). As ME seguem a tendéncia do

diagrama de peixes representado na Figura 3.

Figura 3 — Esquema do efeito da temperatura (T) e da concentracdo de tensoativo no tipo de

ME.
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Fonte: LEITE, 2017.
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Legenda: as estruturas esféricas representam a fase de ME contendo micelas, as regiGes amarelas

representam o 6leo e as regides azuis representam a agua.

A é4gua é comumente utilizada em sistemas estabilizados com tensoativos.
Considerada um solvente anfiprotico neutro estruturado, caracteriza pela ligacdo de
hidrogénio, mantendo a estrutura cristalina do estado solido a distancias da ordem de
grandeza molecular, nesta fase aquosa pode conter aditivos, como tampdes, bactericidas, e
agentes isotonicos (SILVA et al., 2015).

A formacdo de ME é influenciada pelo tamanho das moléculas de 6leo e a sua
polaridade, pois as moléculas da fase oleosa devem estar em associacdo para penetrar no
filme interfacial do tensoativo e 0 seu tamanho ndo deve ser muito grande ou pelo menos
conter ligacOes insaturadas para facilitar a interacdo da fase oleosa com filme interfacial do
tensoativo (POOMANEE et al., 2017).

A escolha do tensoativo € importante para determinar o tipo de emulsdo, como dito
anteriormente, por isso a necessidade de se conhecer suas caracteristicas, analisando bem
suas propriedades. Segundo Silva et al. (2015) os tensoativos ou surfactantes séo
substancias caracterizadas pela presenca em suas estruturas moleculares de duas regides,
uma apolar e hidrofobica e outra polar e hidrofilica possibilitando a interacdo entre meios
que apresentam polaridades diferentes a exemplo do 6leo e &gua, atuam por reduzir a
tensdo interfacial na mistura, formando um filme interfacial fluido. Caso necessario, em
ME utiliza-se co-tensoativo que aumentam a flexibilidade do sistema, proporcionando a
reducdo maxima do tamanho das goticulas da fase interna, ampliando desta forma as
regides de ME (REYES; OLIVERA, 2018).

3.5.1 Diagrama de fases

O diagrama de fases (Figura 4)descreve em que condi¢cdes experimentais se obtém
ME e as regifes que limitam a transicdo entre emulsdes, gel, fases separadas e emulsdes
AJ/O ou O/A, estas regides sdo escolhidas de acordo com caracteristicas, como composi¢do
e viscosidade, adequadas para uma melhor incorporacdo do farmaco (PINEROS et al.,
2017)

A representacdo de um sistema microemulsionado pode ser feita atraves de
diagramas de fases pseudoternario (DFPT). Estes apresentam a forma de um triangulo

equilatero, onde cada vértice representa um componente da ME, assumindo que sdo
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sistemas formados por trés componentes: fase aquosa, fases lipofilicas e tensoativo ou
mistura de tensoativos/co-tensoativos, em concentra¢des que variam de 0 a 100% para cada
componente (SILVA et al., 2015).

Figura 4 - Modelo de um diagrama de fases de uma mistura ternaria composta por &gua,

6leo e tensoativo.
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Fonte: PRETO, 2016.

Os DFPT sdo geralmente construidos a partir de dados obtidos por titulacdo ou pela
preparacdo de um amplo nimero de amostras de diferentes composicdes. A vantagem do
método de titulacdo é que ele pode ser usado para estudar um amplo nimero de amostras de
diferentes composicdes de forma mais répida. (GUIMARAES, 2013).

Os sistemas obtidos no DFPT séo diferenciados visualmente e pode-se obter a
formula global do sistema no momento em que se atingem as caracteristicas necessarias
para obtencdo da ME. A analise detalhada dos diagramas de fases mostra que a mistura dos
componentes das ME, em diferentes concentracdes, pode gerar varios tipos de agregados

nos limites desses diagramas. S8o construidos diagramas de fases pseudoternarios para
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localizar as diferentes zonas, incluindo a de formagdo das ME devido a dificuldade de
interpretar o diagrama de fases quaternério (ASSIS, 2017; OLIVEIRA, 2015).

No DFPT séo visualizadas emulsdes liquido opacas, emulsfes géis opacos, sistemas
de viscosidade elevada, separacdo de fases, e sistemas translicidos ou opticamente
transparente. Este Ultimo é caracteristico de ser um sistema microemulsionado (PRETO,
2016).

As propriedades dos triangulos equilateros devem ser extremamente exploradas, ou
seja, a soma dos lados perpendiculares de um determinado ponto no triangulo é igual a sua
altura. A Figura 4 representa a estrutura do diagrama ternério, representado pela mistura da
fase oleosa, fase aquosa e tensoativo. O ponto destacado do trabalho de Preto (2015)
representa uma formulacdo com 40% da fase oleosa, 20% da fase aquosa e 40% de

tensoativo.
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4. MATERIAL E METODOS

41  Material
Os materiais utilizados para o estudo foram:
a) 6leo essencial de Melaleuca alternifolia., By Samia®, Brasil;
b) miristato de isopropila, Fragon, Brasil,
c) Kolliphor® HS 15, Sigma Aldrich, USA;
d) Span® 80, Sigma Aldrich, USA;
e) Aagua destilada, Destilador de &gua Pilsen, modelo SP5L, Brasil;
f) &gar Muller Hinton, Himedia®, Brasil;
g) 4gar Sabouraud, BD®, Brasil;
h) microplaca 96 cavidades, Global Plast, China.

4.2 Métodos

4.2.1 Construcdo do diagrama de fases pseudoternario

A fim de encontrar as concentracbes dos componentes favoraveis para o
desenvolvimento de ME, foi construido diagrama de fases pseudoternario (DFPT) através
da mistura dos componentes: adgua destilada (fase aquosa), miristato de isopropila (MIP —
fase oleosa) e Kolliphor® HS 15/Span® 80 (tensoativos). A proporcdo de 9:1 para 0s
tensoativos foi definida apos a realizacdo dos célculos de EHL (Equilibrio Hidréfilo-
Lipdfilo) a fim de assemelhar o valor de EHL da mistura de tensoativos em funcédo do valor
de EHL do MIP, baseados na Equacao 1:

EHL _ PPKoliiphor®Hs1s X EHLkolliphor® HS 15+ %Pspan® 80 X EHLspan® 8o 1
mistura tensoativos — 100 ( )

A mistura de tensoativos foi adicionada quantidades de MIP com o intuito de
resultar nas seguintes proporc¢des: 1:9, 2:8, 3:7, 4.6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2, 9:1, respectivamente.
Em seguida foi adicionada a agua destilada em volumes pré-definidos pelo o método de
titulagdo. Apos cada adicdo da fase aquosa, o produto final foi submetido a 2 ciclos de
agitacdo em um sonicador (Desruptor Ultrasdnico — Unique® DES 500, Brasil), por 3 min
em poténcia de 250 W e levada ao banho de ultrassom (Lavadora Ultrassonica — Unique®

USC 2800A, Brasil), para retirada do excesso de bolhas de ar incorporadas ao sistema, por



um periodo de 3 min & temperatura ambiente (CAVALCANTI et al., 2016). Depois desse
processo, foi realizada a classificagdo visual dos sistemas obtidos em: emulsao liquido
leitosa (ELL), emulsdo liquido opaco (ELO), sistema transparente (ST) e emulsdo
semissolida opaca (ESSO). Os resultados da classificacdo dos sistemas foram plotados

usando o Software Origin® Pro 8 para obtencdo do modelo gréfico do diagrama.

4.2.2 Selecédo das formulacgdes

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 formulagédo. O OEM na concentracdo de 5% foi adicionado a
mistura de tensoativos e 6leo e seguiu-se 0 mesmo procedimento utilizado para a producao
do diagrama de fases pseudoternario. A mistura foi levada ao banho-maria e,
posteriormente, foi realizado dois ciclos no sonicador e banho de ultrassom para remogéo
do excesso de bolhas (ASSIS, 2017).

4.2.3 Caracterizacao fisico-quimica e morfoldgica das formulagdes

4.2.3.1 Anélise macroscopica

As formulacGes foram preparadas e deixadas em repouso a temperatura ambiente e,
apos 48h, foi verificado as caracteristicas organolépticas, homogeneidade da formulacao,
separacdo de fases ou presenca de precipitado. A analise foi feita em triplicata no
Laboratorio de Desenvolvimento e Caracteriza¢do de Produtos Farmacéuticos (LDCPF) da
UEPB (CAVALCANTI et al., 2016).

4.2.3.2 Determinacao do pH

Para determinacdo do pH das formulacdes escolhidas foi utilizado um pHmetro
digital (MS TECNOPON Instrumentacdo mPA210, Brasil) calibrado com soluc¢des tampéo
pH 4,0 e 7,0, com eletrodo de vidro e sensor de temperatura, a temperatura de 25 + 0,5 °C.
As andlises foram realizadas em triplicata introduzindo o eletrodo no interior das amostras
no Laboratorio de Controle Fisico-Quimico da Farmacia Escola da UEPB (NEVES et al.,
2018; SINDHU et al., 2018; DEHGHANI et al., 2017).
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4.2.3.3 Determinagdo da Condutividade Elétrica

A condutividade elétrica das formulagGes foi determinada utilizando-se um
condutivimetro digital (MS TECNOPON Instrumentacdo, mCA 150, Brasil), calibrado com
solucdo de calibracdo apresentando condutancia especifica de 141,3 pS/cm a temperatura
de 25 £ 0,5 °C. O eletrodo foi introduzido diretamente em 10 ml da formulagdo. As anélise
foram realizadas em triplicata no Laboratério de Controle Fisico-Quimico da Farmacia
Escola da UEPB (POH et al., 2019).

4.2.3.4 indice de Refracéo

O indice de refracdo (IR) foi determinado utilizando refratbmetro de bancada tipo
Abbé. As analises foram realizadas em triplicata e o equipamento foi aferido com agua
destilada (IR= 1,3325) a temperatura de 25 + 0,5 °C. As analises foram realizadas em
triplicata no Laboratério do departamento de Quimica da UEPB (NEVES et al., 2018).

4.2.3.5 Tamanho médio das goticulas

O tamanho médio das goticulas foi determinado pela técnica de espalhamento
dindmico de luz (DLS), através do equipamento Nanotrack Wave (Model MN40, EUA). As
medicdes foram realizadas com um angulo de disperséo de 90° em temperatura constante
de 25°C, em triplicata, no LDCPF da UEPB (NEVES et al., 2018; POOMANEE et al.,
2017; CAVALCANTI et al., 2016).

4.2.4 Avaliacdo da estabilidade preliminar das formulagfes

4.2.4.1 Teste de centrifugacdo

Para centrifugacdo retirou-se uma aliquota de 1,0 mL das formulac6es e adicionou-
se em um microtubo do tipo Eppendorf e submete-se a centrifugacdo em microcentrifuga
(Centrifuga Hettich — MIKRO 220 R, Alemanha) com ciclos de 13000 rpm (22760 g) por
30 e 60 min. A analise foi realizada em triplicata no LDCPF da UEPB (TAO et al., 2018;
MOURI et al., 2016).
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4.2.4.2 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 separacao de fases ou qualquer outra evidéncia
de instabilidade nas amostras analisadas foi avaliada ao final do experimento e apds
retornar & temperatura ambiente (25 + 2 °C). Essa andlise foi realizada no LDCPF da UEPB
(GALVAO, 2015).

4.2.4.3 Ciclo resfriamento/aquecimento

As amostras analisadas foram submetidas a 6 ciclos, em que cada ciclo corresponde
ao periodo de 24 h a temperatura de 5,0 £ 2,0 °C na geladeira, seguido por 24 h na
temperatura de 40,0 £ 2,0 °C na estufa, totalizando-se 12 dias de analise. As amostras
foram analisadas antes do teste e ao fim de cada ciclo avaliando as caracteristicas fisico-
quimica e morfoldgica das formulagdes: condutividade elétrica, indice de refracdo e pH. A
analise foi feita em triplicata no LDCPF da UEPB (LEITE, 2017; TAO et al., 2017).

4.2.5 Anélise microbiolodgica

4.2.5.1 Avaliacdo da atividade antibacteriana e determinacdo da Concentracdo Inibitdria

Minima

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana foram selecionadas cepas bacterianas
padrdo ATCC de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
25922) e Escherichia coli (ATCC 27853), obtidas do Laboratério de Microbiologia da
UEPB. Os indculos foram preparados em solucdo salina estéril (0,85%) de acordo com a
escala de McFarlad 0,5 em comprimento de onda de 530 nm, fornecendo uma suspensao-
padréo de 1 x 10° a 5 x 10° UFC/ mL.

A determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) foi realizada de acordo
com os documentos M272A2 e M27S3 do Clinical and Laboratory Standard Institute
(CLSI), com adaptacdes. Inicialmente foi realizada a reativagdo das cepas, em que foram
adicionadas 100 pL de caldo Muller Hinton no orificio das placas de microdiluicdo com 96
pocos dispostos em 12 colunas e 8 linhas. Em cada placa foi feita a analise de um
microrganismo. As trés primeiras linhas das placas foram destinadas a analise da

formulacéo, a quarta linha a ME sem OEM para verificar se os tensoativos e o MIP que
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compdem a ME apresentam atividade antimicrobiana. Desse modo foi adicionado 100 pL
das formulagOes. E em seguida, foi feita a diluigdo seriada partindo-se da primeira coluna
(concentracéo inicial/100%) sendo retirado 100 uL do poco anterior para o posterior, até
completar a dltima coluna, sendo descartados os 100 pL da dltima linha. (NEVES et al.,
2018).

As microplacas foram incubadas por um periodo de 24 h em estufa a 37 °C. Ao
final desse tempo foi adicionado o corante resazurina e incubadas por mais de 4 h para

visualizacdo dos resultados.

4.2.5.2 Avaliacdo da atividade antifungica e determinacdo da concentracdo inibitoria
minima
Para a avaliacdo da atividade antifungica foi selecionada uma cepa de Candida
albicans (ATCC 10231) obtida do laboratério de Microbiologia da UEPB. Os indculos
foram preparados em solucdo salina estéril (85%). A padronizacdo da suspensdo foi feita
exatamente como descrita para atividade antibacteriana. Para realizacdo do teste de
microdiluicdo foi utilizado a mesma técnica desenvolvida para avaliar a atividade

antibacteriana, no entanto foi utilizado caldo Sabouraud, como meio de cultura.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Selecdo dos componentes da formulagao

As caracteristicas e aplicacGes dos componentes que sao selecionados para formar a
ME é de grande importancia no desenvolvimento de formulagc6es. Portanto, os parametros
de EHL e a capacidade de irritacdo na pele foram adotados como critérios na selecdo dos
componentes. Como fase oleosa foi selecionado o MIP, éster do &cido miristico, um &cido
graxo essencial derivado do 6leo de palmiste e alcool isopropilico. De acordo com Zhang et
al. (2017), o MIP possui EHL 11,5, é biocompativel, ndo toxico e amplamente utilizado em
formulacbes de ME, principalmente para administracdo por via topica e transdérmica por
intensificar o efeito de permeabilidade dos farmacos utilizados nas formulagdes. E baseado
no seu EHL que se pode entdo direcionar a procura do sistema de tensoativos ideais para
estabilizar formulacdes (SHUKLA et al., 2018).

A escolha do tipo de tensoativo e principalmente da concentracdo deste na
formulacdo nédo se baseia apenas no perfil de permeacéo ou estabilidade do sistema, mas
também na aceitabilidade biolégica em vista da auséncia de efeitos toxicos para o
organismo. Dentre as classes de tensoativos, os ndo i6nicos mostram vantagens
particulares, pois sdo vastamente utilizados em formulacdes topicas pela sua capacidade de
solubilizar insumos farmacéuticos ativos e reduzir a barreira da pele, aumentando assim a
penetracdo e permeacdo dérmica de farmacos, também possuem a capacidade de manter
seu desempenho numa ampla faixa de pH e possuir boa compatibilidade cutanea com baixa
toxicidade e irritabilidade (NEVES et al., 2018; CHAMIEH et al., 2016).

Um dos tensoativos escolhidos foi o Kolliphor® HS15 (KHS15), tensoativo nao
i6nico hidrossolivel com um EHL na faixa de 12 a 14. Disponivel na forma de uma mistura
de mono e diésteres de poliglicol do acido 12-hidroxiestarico e poli livre etilenoglicol
(PEG). Os efeitos do KHS15 em niveis bioldgicos foram relatados por varios autores e uma
das principais propriedades é melhorar a dissolucéo e a biodisponibilidade de moléculas
hidrofobicas, explicando seu uso como um componente importante de varios sistemas de
administracdo de medicamentos (por exemplo, nanoparticulas lipidicas sélidas, lipossomas,
micelas, micro e nanoemulsdes) além de conferir maior estabilidade aos sistemas (GROTZ
etal., 2017; HU etal., 2017; MURGIA et al., 2013).

Outro tensoativo escolhido foi 0 monooleato de sorbitano 80, conhecido como Span

80°®, 4cido graxo de cadeia longa, também da classe de tensoativos ndo iGnicos com EHL


https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/diester

4,3. Trata-se de um excipiente muito Gtil utilizado em vérias formulagdes farmacéuticas, o
mesmo aumenta a solubilidade de drogas em suspensfes pouco ou nada sollveis, para a
obtencdo de dispersbes aquosas. Em estudos com 06leos vegetais, se mostra responsavel por
formar camadas interfaciais mais estaveis nas emulsdes do tipo O/A (GALVAO, 2015).

Por atenderem as necessidades, o DFPT foi construido pela mistura de MIP, dgua
destilada, KHS15 e Span 80®. Partindo-se do valor requerido do EHL para fase oleosa,
construiu-se um diagrama, no qual, a proporcdo de tensoativos é capaz de fornecer um
valor proximo ao do MIP, favorecendo a formacdo de ME estaveis. Considerando o valor
do EHL do tensoativo KHS15 variando de 12 a 14 e o do Span® 80 como 4,3, a proporcéo
de 9:1 foi escolhida, pois nesta proporcao é possivel obter formulagGes com valor de EHL
variando de 10,23 a 13,03, o que engloba o EHL do MIP.

5.2  Construcdo de diagramas de fases

A construgdo de DFPT é uma das ferramentas mais utilizadas para o estudo de
dispersdes, constituidas pela mistura de agua, Oleo e tensoativos. Esta forma permite
determinar as concentracGes dos componentes para a formacdo de ME (XIAO et al., 2019).
Por meio desse método, uma representacdo grafica dos dominios de regides de ME pode ser
obtida, tendo como vantagem a escolha do ponto mais adequado para incorporagdo do
farmaco. Por ser um método simples e reprodutivel foi escolhida a técnica de titulacdo para
construcdo do DFPT (PINEROS et al., 2017).

Ao analisa-lo é possivel definir as varias regides do diagrama, como: emulsdo
liquido leitosa, emulsdo liquido opaco; emulsdo semi-sélida opaca e sistema transparente
como representado na Figura 5. A regido escura € caracterizada pelos sistemas

homogéneos, limpidos e translicidos.
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Figura 5 - Diagrama de fases pseudoternério.
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Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: ELL — Emulsdo Liquido Leitosa, ELO - Emulsdo Liquido Opaca, ESSO - Emulsdo Semi-

Sélida Opaca, ST - Sistema Transparente, Q- Formulacdo Microemulséo ME-BR.

5.3  Selecdo das formulacdes

A partir da obtencdo do DFPT selecionou-se um ponto da regido ST, sugestiva de
ME, com isto denominada microemulsdo branca (ME-BR), correspondente a formulacao
sem 0 OEM e posteriormente comprovada como ME através das caracterizacdes fisico-
quimicas. Seu percentual de composicdo esta descrito na Tabela 2. Foi escolhido o ponto do
DFPT que possui um alto teor de fase aquosa, sendo assim, um indicativo de formulagdes
de ME do tipo O/A. Para incorporacdo do OEM, houve uma reducdo em igual proporcao do
MIP.
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Tabela 2 - Composigéo percentual (m/m) das formulacgdes selecionadas.

Composicao centesimal (%6)

Componentes ME-BR ME-OEM
Agua destilada 60,2 60,2
Miristato de isopropila 14,8 9,8
Oleo essencial de ] 5
Melaleuca alternifolia
KHS15%/Span 80® (9:1) 25 25

Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: Microemulsdo sem 6leo essencial de Melaleuca alternifolia (ME-BR) e microemulsao
contendo o 6leo essencial de Melaleuca alternifolia (ME-OEM).

A escolha por ME do tipo O/A pode ser justificada por estes sistemas possuirem um
efeito mais pronunciado em relacéo ao fluxo de permeacéo e liberacdo de farmacos quando
comparadas com as ME do tipo A/O. A fase externa aquosa ocasiona uma mudanca na
atividade termodinamica de farmacos lipofilicos resultando em uma melhor solubilidade e
aumento na hidratacdo cutdnea, o que, consequentemente, favorece a absorcdo e
biodisponibilidade do farmaco (SHAO; XI; ZHANG et al., 2018).

O sistema O/A também apresenta vantagens em relacao a estrutura bicontinua uma
vez que esta necessita de elevadas concentracGes de tensoativos, o que pode resultar no
desenvolvimento de irritacdo cutdnea, por solubilizarem as membranas lipidicas da pele
levando a desnaturacgdo das proteinas (LOURENCO, 2013).

5.4  Caracterizacao fisico-quimica e morfoldgica das formulacgdes

A avaliacdo macroscopica foi realizada 48 h apds o preparo dos sistemas. Mesmo
com a incorporacdo do OEM, as amostras permaneceram com as caracteristicas
organolépticas relativas as ME O/A: sistema limpido, transparente, brilhante, homogéneo e
fluido (Figura 6). Resultado este, semelhante aos estudos de Neves et al, (2018) em sua ME
contendo 6leo de Copaifera multijuga e Borges (2018) com ME contendo 6leo essencial de

aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi).


https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/bioavailability
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/bioavailability
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Figura 6 - Aspecto macroscopico das formulagdes.

Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: Microemulsdo sem 6leo essencial de Melaleuca alternifolia (ME-BR) e microemulséo
contendo o 6leo essencial de Melaleuca alternifolia (ME-OEM)

A pele apresenta um pH levemente acido, desempenhando um papel fundamental na
homeostase da permeabilidade da barreira e da integridade da camada cérnea, quando a
pele é exposta a um pH neutro ou alcalino ocorre perturbacdo do equilibrio cutaneo, e a
funcdo barreira é prejudicada. J& em relacdo a ME, a analise do pH é um indicativo de
estabilidade do sistema. Valores extremamente baixos indicam uma elevada quantidade de
acidos graxos na formulagdo, oriundos da hidrdlise do sistema tensoativo ou da fase oleosa.
Alteracbes no valor de pH de ME podem indicar a ocorréncia de reacGes quimicas ou
crescimento bacteriano, que podem comprometer a qualidade do produto (REIS, 2019;
SAVIC et al., 2017).

Portanto, sistemas com pH levemente &cido (4,6 — 5,8) sdo considerados ideias, pois
contribuem para que ocorra protecdo da integridade da pele e do chamado “manto acido
cutaneo” e ndo comprometem a qualidade do produto (LEITE, 2017). Neste estudo, as
formulagcGes encontram-se com pH 6,0 + 0,0 para ME-BR e 5,8 + 0,1 para ME-OEM, valor
na faixa estipulada da literatura para uso cutadneo, concordando com resultados
apresentados por Savi¢ et al. (2017), pH entre 5,58 e 5,82, eximindo, desta forma, uma
possivel irritacdo cutdnea e comprometimento da estabilidade da ME. Os resultados do pH

estdo expressos na Tabela 3:
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Tabela 3 — Caracterizacdo fisica quimica e morfoldgica: pH, condutividade elétrica, indice

de refracdo e tamanho médio de goticulas.

A Formulacéo
Parametro
ME - BR ME - OEM
oH 6,0£0,0 580,
Condutividade (uS/cm) 195,56 + 8,20 199,00 + 0,49
indice de Refragio 1,382+ 0,000 1,385 + 0,000
Tamanho médio das goticulas (nm) 24,96 £0,10 24,58 0,41

Fonte: dados da pesquisa.

Através da condutividade elétrica pode-se caracterizar o tipo de estrutura formada
nas ME. Essa caracteristica & importante para determinar os dominios continuos oleosos ou
aquosos, podendo-se a partir disso avaliar o tipo de ME quanto a fase dispersa e dispersante
(NAOUI et al., 2011).

Sistemas A/O séo caracterizados por baixos valores de condutividade. Considerando
que nestes sistemas as goticulas de liquido idnico sao isoladas umas das outras em uma fase
oleosa continua ndo condutora. De modo contrério, sistemas O/A denotam altos valores de
condutividade, por constituirem sistemas continuos em agua possuindo, desta forma, efeito
condutor em decorréncia da grande quantidade de ions livre (POH et al., 2019)

Como podem ser observados na Tabela 3, os altos valores de 195,56 uS/cm para
(ME-BR) e 199,0 uS/cm para (M-OEM) obtidos na condutividade das formulacGes em
estudo, sugerem que se trata de um sistema O/A, tanto na presenca, como na auséncia do
OEM. Resultados semelhantes aos de Tao et al. (2018), com sistemas O/A que
apresentaram valores de condutividade entre 187-196 uS/cm, refletindo a natureza continua
em agua das ME estudadas.

O indice de refracdo (IR) consiste na relacdo entre as velocidades da luz entre dois
meios pelos quais ela se propaga. Substancias consideradas isotrépicas como ME, possuem
indice de refracdo Unico e constante em determinado comprimento de onda, temperatura e
pressdo, de modo que o raio de luz incidente se propaga pela substancia com a mesma
velocidade em todas as dire¢des, sendo, desta forma, um parametro importante na avaliacao
da estabilidade, pois permite a deteccdo de processos de inversdo de fase, monitorando
mudangas no desvio do plano de luz incidente de ME (CIRIACO et al., 2019).



Como exposto na Tabela 3, o IR da ME-BR (1,382 + 0,00) e ME-OEM (1,385 +
0,00) estdo proximos ao da agua purificada (1,3325) e distante do MIP (1,4320 — 1,4360)
em decorréncia da grande quantidade de fase aquosa nas formulagdes. O que revela ser um
sistema O/A assim como encontrado por Dehghani et al. (2017) com IR 1,39. Pode-se
observar ainda que a incorpora¢do do OEM ndo interferiu no IR da ME quando comparada
a ME-BR indicando que o 6leo ndo causa perturbagdes no sistema.

Por ser um sistema isotrépico, com o diametro médio das goticulas menor que ¥4 de
luz incidente, um parametro importante a ser avaliado é o tamanho médio de goticulas
(TMG). Segundo Rashid et al. (2019) o valor proposto para os sistemas de ME esta na faixa
de 5-200 nm, o que confere resisténcia a separacdo gravitacional e, consequentemente,
aumento da estabilidade. As formulacGes apresentaram resultados que comprovam ser um
sistema microemulsionado, apresentando TMG de 24,96 + 0,10 e 24,58 + 0,41 nm para
ME-BR e ME-OEM, respectivante. Como pode ser observada na Tabela 3 a adi¢do do
OEM néo ocasionou uma diferenciagéo significativa do TMG da ME-OEM comparada a
ME-BR.

55  Avaliacéo da estabilidade preliminar das formulagdes

5.5.1 Teste de centrifugacgdo

A centrifugacdo gera um estresse na amostra, fazendo uma simulacdo do aumento
na forca gravitacional, aumentando, consequentemente, a mobilidade das goticulas e
prevendo possiveis instabilidades. As instabilidades sdo observadas na forma de separacdo
de fases, precipitacdo, coalescéncia, entre outras e qualquer sinal de mudanga no aspecto
visual do sistema indica necessidade de reformulacéo (REIS et al., 2017).

Na Figura 7 é apresentado os resultados do teste mostrando que as ME permanecem
estaveis com a centrifugacdo. Ndo houve separacdo de fases e a incorporacdo do OEM foi
adequada ndo ocasionando alteracdes em sua estabilidade.
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Figura 7 - FormulagGes apds centrifugagao.

Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: formulagdes apds centrifugacdo 13.000 rpm por 30 min (A), formulagdes apds
centrifugacéo 13.000 rpm por 60 min (B).

5.5.2 Estresse térmico

O teste de estresse térmico é uma ferramenta Gtil para analise da susceptibilidade de
ME, pois se aplicam condicdes extremas de temperatura em periodos pré-determinados de
tempo, permitindo o incremento da energia cinética no sistema e estimando a ocorréncia de
possiveis processos de instabilidades durante armazenamento (GALVAO, 2015).

Tanto a ME-BR, quanto a ME-OEM mantiveram-se estaveis até 55 °C. Quando as
formulacGes foram submetidas a temperatura de 60 °C, elas apresentaram turvacao e aos 70
°C ocorreu separacdo de fases, permanecendo assim até os 80° C. A Figura 8 mostra 0
resultado final com a separacao de fases do sistema na temperatura de 80° C,.

O aumento da turvacdo das amostras pode estar relacionado as propriedades
intrinsecas dos tensoativos utilizados, isto porque tensoativos ndo idnicos contendo oxido
de etileno, exibem um o comportamento de solubilidade reverso em agua com a elevagdo
da temperatura, ocasionando a turvacdo dos sistemas nos quais estdo inseridos (ASSIS,
2017)

Foi possivel também observar um fendmeno de instabilidade conhecido como
separacdo de fases que, segundo Callender et al. (2017), ocorre devido a sensibilidade das
ME a mudancas de temperatura. O sistema apresenta diversas for¢as, como a de formacao

de barreira mecénica e de repulsdo eletrostatica entre goticulas e fase aquosa, que podem
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ser rompidas por diversos fatores, entre estes: exposi¢cdo a temperaturas mais altas ou

inferiores as temperaturas normais que, eventualmente, leva a quebra da ME.

Figura 8 - Formulacgdes apds estresse térmico.

Fonte: dados da pesquisa.

Um fato positivo ocorreu ap6s o resfriamento das amostras, pois elas voltaram a
apresentar-se limpidas, transparentes, brilhantes, homogéneas e fldidas, com aspecto

semelhante ao iniciar este experimento

5.5.3 Ciclo resfriamento/aquecimento

O teste do ciclo resfriamento/aquecimento utiliza condi¢Ges drasticas de
temperatura para elevar a velocidade de degradagdo quimica e favorecer alteraces fisicas
de substancias e/ou modificacdes na forma farmacéutica ou cosmeética, usando condi¢des
extremas de armazenamento. Portanto, esse teste tem como objetivo avaliar se os limites
extremos de frio e calor sdo capazes de desestabilizar sistemas e predizer o prazo de
validade das preparacdes farmacéuticas (CAVALCANTI et al., 2016).

As formulagdes ndo evidenciaram visualmente indicios de instabilidade (Figura 9).
Como também ndo houve modificacbes significativas no seu pH, condutividade elétrica e
IR (Tabela 4).

Para os valores de IR e condutividade ndo houve variagdo significativa, e como
discutido anteriormente, ainda apontam sistema O/A. Com relagdo ao pH, houve uma
reducdo de 6,0 e 5,8 para 5,81 e 5,58 nas ME-BR e ME-EOM, respectivamente. Com tudo,
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as formulacGes ainda se encontram na faixa indicada para uso tépico cutaneo, como as ME
desenvolvidas por Neves et al. (2018), que apresentaram valores entre 5,25 e 5,74.

Figura 9 - Formulagdes apds ciclo resfriamento/aquecimento

Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 4 - pH, condutividade elétrica e indice de refracdo, apds ciclo

resfriamento/aquecimento.

Parametro Formulacéo
ME - BR ME - OEM
pH 5,81+ 0,008 5,58 £ 0,003
Condutividade (uS/cm) 197,65+ 3,8 201,40 £ 0,97
indice de Refracio 1,383 £ 0,00 1,385+ 0,00

Fonte: dados da pesquisa.

5.6  Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Normalmente séo encontradas em feridas o crescimento de bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, sendo as principais espécies Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
e Staphylococcus aureus, e segundo Zhang et al. (2018) sé@o bactérias sensiveis a a¢do do
OEM com testes in vitro exibindo acdo antioxidante e antimicrobiana. Por isso, foram as
cepas escolhidas para andlise da atividade antibacteriana do OEM incorporado na ME.

A utilizacdo dos testes antibacterianos in vitro tem como proposito fornecer um

provavel resultado da infeccdo bacteriana quando exposta ao tratamento do agente testado.
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De uma forma mais simples, espera-se que o0s resultados in vivo sejam similares aos
evidenciados em estudo in vitro (REIS etal., 2017).

Dentre os métodos utilizados para avaliar a susceptibilidade de cepas bacterianas, o
metodo de microdiluicdo em caldo foi o teste de escolha por ser um método simples e
eficaz, além de ser apropriado para determinacdo do CIM, considerada como a menor
concentracdo do OEM capaz de inibir a multiplicacdo bacteriana (COSTA, 2019).

Evidenciou-se que as condicdes utilizadas foram adequadas para o crescimento
bacteriano, uma vez que o controle realizado em pocos contendo apenas 0 meio de cultura e
0 inéculo demostrou crescimento, fato este ndo observado nos pogos de controle apenas
com o caldo. Na Tabela 5 encontra-se os resultados do crescimento das amostras testadas,
nela pode-se observar que a ME-BR apresentou crescimento bacteriano, comprovando que

0 MIP e os tensoativos utilizados na formulacao ndo possuem efeito antimicrobiano.

Tabela 5 — Determinacdo da concentracao inibitéria minima das cepas bacterianas testadas.

Cepas bacterianas ME- OEM ME-BR
P [CIM (mg/mL)] [CIM (mg/mL)]
Staphylococcus aureus 25,0 (50%) R
Escherichia coli 25,0 (50%) R
Pseudomonas aeruginosa 12,5 (25%) R

Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: R= resisténcia microbiana; CIM: concentracao inibitéria minima.

Segundo Giappo et al. (2019) a acdo antimicrobiana do OEM estaria relacionada a
sua intervencdo na camada de fosfolipidios da membrana celular bacteriana devido ao seu
carater lipofilico, responsavel por causar perda da integridade da membrana celular,
levando ao extravasamento do seu conteldo, inibicdo da respiracdo e a quebra da
homeostase celular.

Foi verificado neste estudo que o OEM demonstrou atividade para as cepas Gram-
negativas e Gram-positiva na concentracdo de 25 mg/mL (diluicdo até 50%) para S. aureus
(ATCC 25923) e E. coli (ATCC 27853) e 12,5 mg/mL (diluicdo até 25%) para P.
aeruginosa (ATCC 25922). Esse achado era parcialmente esperado, pois ja se sabe que a
maioria dos efeitos de compostos naturais e, em particular, de Oleos essenciais, sao
dependentes da concentracdo (CHOUHAN et al., 2017).
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No estudo de Costa (2019) foram necessérias concentragdes de 14,9 mg/mL e 30,4
mg/mL do OEM para inibir a multiplicacdo dos patdgenos avaliados. Ja no estudo de
Ogbaini-Emovon et al. (2015) utilizando a técnica de disco-difusdo com isolados
multirresistentes, entre eles de E. coli ESBL, foram usadas emulsdes preparadas com até
10% de OEM.

Observa-se que a P. aeruginosa foi, entre as bactérias testadas, mais susceptivel a
acdo da ME-OEM, em pesquisas recentes de Brunn et al. (2018) foi demonstrado acéo
inibitdria para P. aeruginosacom OEM a 2%.

Por outro lado, na analise da atividade antifungica da ME-OEM foi encontrado
fortes efeitos para Candida albicanscom CIM 1,56 mg/mL (diluicdo ate 3,12 %). Como
descrito na Tabela 6.

A ME-BR novamente ndo apresentou atividade, confirmando assim que a CIM
encontrada para cepa de C. albicans (ATCC 10231) esté relacionada apenas ao 6leo contido
nas goticulas da ME-OEM. Para controle negativo foi utilizado apenas 0 meio de cultura e

para o controle positivo foi utilizado o meio de cultura acrescido do in6culo bacteriano.

Tabela 6 — Determinagdo da concentracéo inibitéria minima da cepa fungica testada.

Formulacdo ME- OEM

Cepa fungica (CIM)

Formulacdo ME-BR

Candida albicans 1,56 mg/mL (3,12%) R

Fonte: dados da pesquisa.
Legenda: R=resisténcia microbiana; CIM: concentracéo inibitéria minima.

Esta levedura foi escolhida para a analise por ser potencialmente patogénica em
diferentes sitios no hospedeiro. Isto ocorre quando ha depressdo do sistema imunoldgico,
ou quando h& comprometimento de barreiras anatdbmicas devido a queimaduras ou
procedimentos médicos invasivos. Atualmente, infecces relacionadas a Candida afetam
65% dos individuos HIV positivos (SERRA et al., 2018)

O OEM em vérios estudos demonstra grande atividade frente a fungos desse género.
Mahizan et al. (2019) cita a atividade in vivo do monoterpeno terpinen-4-ol, principal
constituinte bioativo do OEM, contra espécies de Candida patogénicas humanas suscetiveis
e resistentes a azois, exibindo capacidade de eliminar um modelo bem estabelecido de
candidiase vaginal em ratos. Ainda € defendida terapia combinada, entre compostos

naturais e medicamentos, como capaz de recuperar a perda de funcdo dos agentes


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mahizan%20NA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31330955
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antimicrobianos existentes, potencializando a agdo dos medicamentos (MAHIZAN et al.,
2019).

Fato este comprovado ao OEM no estudo de Mertas et al. (2015), que avaliou a
susceptibilidade de cepas de C. albicans resistentes ao fluconazol, quando expostas a
fluconazol em combinagdo com este 6leo. Na classificacdo dos isolados, 62,5% foram
suscetiveis e 25,0% exibiram suscetibilidade intermediaria. Em trabalho publicado por Di
Vito et al. (2015) no desenvolvimento de um supositorio vaginal para o tratamento da
candidiase vulvo vaginal, também foi visto a combinacdo do OEM com anfotericina-B
contra diferentes espécies de Candida.

Mesmo com valores altos de CIM comparado a farmacos utilizados no tratamento
de infeccBes fungicas, ele mostra-se mais vantajoso a longo prazo. Em estudos investigando
a impregnacdo de préteses dentarias com OEM e com fluconazol, a CIM do 6leo foi 6
vezes maior que a CIM do fluconazol. Porém, o fluconazol perdeu sua atividade
antifungica apés 7 dias, enquanto o OEM nao (FELIPE et al., 2018)

Rasteiro et al. (2014) analisando a atividade do OEM para o tratamento da
candidiase oral, encontrou a CIM 1,95 mg/mL, ja nos resultados de Serra et al. (2018) que
avaliou vérios 6leos esséncias frente a cepas de C. albicans, encontrou para 0 OEM a CIM
de 1,8 mg/mL.

Estes resultados além de confirmarem a alta atividade do OEM como um composto
natural promissor a ser explorado, evidenciam que o sistema microemulsionado néo
inteferiu na atividade antimicrobiana do OEM, apresentando resultados similares a estudos
anteriores. E como exposto por Flores et al. (2015), que empregou a nanoencapsulagéo do
OEM, o uso desses sistemas fornece protecdo as propriedades do 6leo reduzindo

consideravelmente a sua volatilidade.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mahizan%20NA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31330955
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CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

a)

b)

f)

9)

A construcdo do DFPT composto por agua destilada, MIP e KSH15/Span® 80 na
proporgdo 9:1, foi de grande importancia para identificacdo da regido de
formagéo de ME para incorporacdo do OEM;

A incorporacdo do OEM na concentracdo de 5% na fase oleosa do sistema foi
eficiente e ndo alterou suas caracteristicas macroscépicas;

O pH das formulagdes propostas enquadrou-se dentro da faixa de pH 6timo para
permitir 0 uso por via topica cutanea;

A partir das propriedades fisico-quimicas foi possivel classificar em sistemas
microemulsionados O/A;

O TMG das formulagdes tanto sem e com o OEM foram inferiores a 200 nm, e
assim indicando serem ME;

As ME apresentaram estabilidade preliminar diante dos testes de centrifugacéo e
ciclo aquecimento/resfriamento;

Foi verificado que a ME-OEM demonstrou ser eficaz in vitro contra E. coli, S.
aureus, P. aeruginosa e C. albicans, mostrando-se um promissor sistema de
veiculacdo do OEM para o tratamento de infecches cutdneas por estes

microrganismos.
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