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RESUMO

As microemulsdes (MEs) sdo sistemas termodinamicamente estaveis e apresentam uma ampla
capacidade de solubilizacdo de outro liquido ou outras moléculas como farmacos insollveis e
nutracéuticos. Os derivados heterociclicos nitrogenados, como os compostos derivados do
heterociclo tiofeno apresentam uma enorme gama de atividades bioldgicas ja comprovadas.
Os objetivos deste trabalho foram desenvolver uma ME 6leo em dgua (O/A) do derivado
tiofénico 2-[(2,4-dicloro-benzilideno)-amino]-5,6-diidro-4H-ciclopenta[ B]tiofeno- 3-
carbonitrila  (5CNO06), caracteriza-lo fisico-quimicamente e avaliar sua atividade
antimicrobiana. MEs com o 5CNO06 foram desenvolvidas adotando 3 meétodos diferentes
utilizando Labrasol® (tensoativo), miristato de isopropila (fase oleosa) e 4gua destilada (fase
aquosa). Um diagrama de fase pseudoternario foi construido, as formulacGes
microemulsionadas foram desenvolvidas, caracterizadas fisico-quimicamente e avaliadas a
sua atividade antimicrobiana. Os valores de pH e condutividade indicaram que ndo houve
mudanca na microestrutura das MEs. Os sistemas se mostraram bastante estaveis e o estudo
calorimétrico (DSC) comprova a microestrutura O/A da ME. A eficiéncia de encapsulacdo foi
de 58%, 98% e 92% para as MEs M1, M2 e M3, respectivamente. Para a concentragdo
inibitoria minima (CIM), as formulagdes mostraram atividade frente a bactérias e fungos com
CIM de 200 a 50pg.mL* para bactérias e de 200 a 6,3pg.mL™ para leveduras. Portanto, os
sistemas desenvolvidos apresentaram um grande potencial para a atividade antimicrobiana,
sendo bastante promissor para a terapéutica futura.

PALAVRAS-CHAVE: 5CN06. Microemulsdo. Nanotecnologia.
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1. INTRODUCAO

Segundo Klepser (2011), a populacdo de pacientes em risco de micoses invasivas
tem aumentado como resultado de infeccOes, neoplasias malignas, e avancos na medicina que
permitem que mais pacientes se submetam a procedimentos de transplante, recebam terapias
imunossupressoras agressivas e, em geral criam uma populacdo de pacientes mais
susceptiveis. Candida e Aspergillus permanecem como a causa da maioria das infeccoes
fungicas, mas outros patégenos fungicos menos comuns e emergentes estdo sendo cada vez
mais diagnosticados. (KLEPSER, 2011) A incidéncia anual de candidiase € estimada em 72-
228 por milhdo de pessoas e é associada com uma mortalidade de 10-49%

Na atualidade, a maioria dos farmacos é veiculada em formas farmacéuticas ditas
convencionais e, geralmente, elas ndo conseguem atingir concentragdes aprecidveis no tecido
alvo do organismo porque entre o local de aplicacdo e o alvo onde deve exercer seu efeito
farmacoldgico, interpdem-se uma série de barreiras biologicas, as quais expdem o0s tecidos
normais do organismo aos efeitos potencialmente toxicos do farmaco (DALMORA et al.,
2001; SILVA et al., 2010).

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

As microemulsGes (MEs) sdo sistemas termodinamicamente estaveis e apresentam
uma ampla capacidade de solubilizag¢do de outro liquido ou outras moléculas como aditivos
alimentares, nutracéuticos, aromas, compostos cosméticos, substancias ativas e farmacos. As
microemulsdes sdo excelentes veiculos para solubilizacdo e transporte de compostos ativos
insollveis em &gua e/ou em Gleo. (ASERIN, 2006) Elas oferecem varias vantagens para uso
farmacéutico, incluindo a facilidade de preparacdo, estabilidade termodindmica, a alta
capacidade de solubilizacdo para farmacos lipofilicos e hidrofilicos e sua capacidade de
facilitar o transporte de farmacos através de membranas biologicas. (ACOSTA, 2010)

Concomitantemente com a pesquisa de novos sistemas de liberagdo, surge a
necessidade da pesquisa de novos farmacos antifingicos devido o aumento da importancia
clinica de infeccbes fungicas, o aumento da resisténcia flngica e o reduzido ndmero de

antifangicos disponiveis, estes muitas vezes mostrando apenas a atividade fungistatica.



Os derivados heterociclicos nitrogenados, como 0s compostos derivados do
heterociclo tiofeno apresentam também uma enorme gama de atividades bioldgicas ja
comprovadas. Segundo Nogueira et al.(2003), os compostos tiofénicos apresentam atividade
antibacteriana, antifingica, antiviral e antioxidante.

Os obejtivos deste trabalho foram desenvolver uma ME 6leo em agua (O/A) do
derivado tiofénico, 2-[(2,4-dicloro-benzilideno)-amino]-5,6-diidro-4H-ciclopenta[B]tiofeno-
3-carbonitrila  (5CNO06), caracterizd-la fisico-qumicamente e avaliar sua atividade

antimicrobiana.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Microemulsdes

Segundo Cera (FORMARIZ, 2005) nos Gltimos anos a procura por novos sistemas
de liberagdo de farmacos tem sido muito relevante no sentido de se estabelecer alternativas
terapéuticas mais eficientes, que possibilSitem administrar os farmacos com mais seguranca e
comefeitos colaterais minimizados.

De acordo com Danielsson (SILVEIRA, 2009) o conceito de ME foi introduzido
nos anos quarenta por Hoar e Schulman que geraram uma solucdo transparente, de Unica fase,
por titulacdo de uma emulséo de aspecto leitoso com hexanol.

Segundo Aserin (2006), microemulsGes sdo sistemas semelhantes a solugdes com
um interior formado por nanogotas estabilizadas por um conjunto de agentes tensoativos. As
microemulsdes sdo termodinamicamente estaveis, liquidos ndo newtonianos e apresentam
uma ampla capacidade de solubilizacdo de outro liquido ou outras moléculas como aditivos
alimentares, nutracéuticos, aromas, compostos cosméticos, substancias ativas e farmacos. As
microemulsdes sdo excelentes veiculos para solubilizacdo e transporte de compostos ativos
insollveis em agua e/ou em Gleo. (ASERIN, 2006)

As microemulsdes oferecem varias vantagens para uso farmacéutico, incluindo a
facilidade de preparacdo, estabilidade termodinémica, a alta capacidade de solubilizacdo para
farmacos lipofilicos e hidrofilicos e sua capacidade de facilitar o transporte de farmacos
através de membranas biologicas. (ACOSTA, 2010)

As microemulsGes podem formar varias estruturas, tais como goticulas de 6leo em
agua, goticulas de dgua em Gleo, misturas randémicas bicontinuas, goticulas ordenadas e
misturas lamelares com ampla faixa de equilibrio entre elas e com excesso de fase oleosa e/ou
aquosa, sendo que a formacdo dessas estruturas depende do tensoativo, do co-tensoativo e da
natureza do Oleo. Portanto, a escolha adequada e as concentracdes desses componentes
tornam-se extremamente importantes para a orientacdo desses sistemas (SIROTTI et al.,
2002).

Segundo Fanun (2011), as microemulsdes apresentam-se como goticulas de agua

em6leo ou goticulas de 6leo em &gua rodeadas pelos agentes tensoativos, ou elas apresentam-



se como microestruturas bicontinuas, ou seja, canais continuos de 6leo e 4gua separados por
agentes tensoativos.

A construcdo de diagramas de fase pode ser uma ferramenta fundamental para
caracterizar em que condicOes experimentais as microemulsdes existem e em que proporgoes
dos componentes outras estruturas podem estar presentes. A partir desses dados, pode-se
selecionar a regido do diagrama de fases que mais convenientemente represente a condicao
mais apropriada para que o farmaco seja incorporado (FORMARIZ, 2004).

Segundo Bhargava (1987, apud FORMARIZ 2005, p. 303), esses diagramas
podem ser obtidos a partir de dados de titulacdo ou pela preparacdo de amplo nimero de
amostras com diferentes propor¢des dos componentes. A vantagem do primeiro método é
que este pode ser usado para estudar amplo nimero de amostras de diferentes composic6es
de maneira rapida.

A relacdo entre o comportamento da fase de uma mistura e sua composicdo pode
ser observada a partir desses diagramas, que compreende Gleo, agua, tensoativos e no caso
nas MEs, um co-tensoativo, no qual cada apice representa 100% de cada componente em
particular. Aquecimento e sonicagdo sdo freqlentemente utilizados, particularmente em
sistemas contendo tensoativos ndo- idnicos, para acelerar o processo.

Para descrever o equilibrio entre emulsdes, Winsor em 1948 caracterizou alguns
sistemas a sequir:

e Winsor I: Ha equilibrio entre a fase ME e excesso de ¢leo

e Winsor Il: Ha equilibrio entre a fase ME e excesso da fase aquosa

e Winsor Il1: trés fases em equilibrio (O, A e ME)

e Winsor IV: Ha apenas a fase ME que pode ser chamada de sistema
pseudomonofasico.

Acosta (2010) caracteriza as microemulsdes de acordo com a classificacdo de
Winsor da seguinte maneira: microemulsGes Oleo em agua (O/A) como Winsor |,
microemulsdes agua em 6leo (A/O) como Winsor Il e microemulsbes bicontinuas em agua
ou 6leo como Winsor Tipo Il e 1V, se ndo houver fases em excesso.

A caracterizacdo fisico-quimica dos sistemas microemulsionados, principalmente
por estudos de viscosidade e determinacdo de tamanho das goticulas, pode auxiliar na
interpretacdo dos experimentos de liberacdo in vitro e in vivo. O didmetro das goticulas da

fase interna das MEs, assim como, a viscosidade do sistema estdo diretamente relacionados
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com a velocidade de liberacdo in vitro e com o processo de difuséo in vivo, facilitando ou

dificultando a fracdo disponivel por unidade de tempo (CORREA et al., 2005).

2.2.  InfeccBes fangicas

As doencas acometidas por microrganismos representam um grave problema de
salde no Brasil e no mundo, refletindo-se na economia e na qualidade de vida da populagéo.

Um fato importante a se ressaltar, é que diversos fungos, como por exemplo, 0s
do g¢género Candida, sdo comumente presentes na superficie da pele, mucosas, trato
gastrintestinal e geniturinario de individuos saudaveis. No entanto, sob determinadas
condicBes, esses microrganismos sdo capazes de causar diversos quadros clinicos onde se
incluem infeccBes tanto a nivel superficial, quanto sistémico. (ARAUJO, 2010)

Segundo Raven et al. (2007, apud ARAUJO, 2010) informam que cerca de 40%
das mortes por infeccdes hospitalares em meados dos anos 1980 foram ocasionadas por
fungos e, afirmam também que 80% das mortes de portadores de virus HIV foram
ocasionadas pelo fungo Pneumocystis carinii (causador da pneumonia), sendo 0 género
Candida também importante causador de infeccdes nas mucosas bucais e outros locais,
principalmente em pacientes HIV-positivos.

As infeccBes causadas por espécies de Candida, especialmente candidemia, sdo
atualmente uma das causas mais comuns de infec¢cbes hospitalares. (CASTON-OSORIO,
2008) Alem disso, a infeccBes causadas por Candida e Aspergillus spp outros fungos menos
comuns estdo causando uma preocupacao crescente, devido ao aumento do nimero de casos
relatados e as limitadas opc¢des disponiveis para a terapia. (CASTON-OSORIO, 2008)

Durante as Ultimas décadas, a incidéncia de infecgbes fungicas tem aumentado
significativamente devido ao nimero crescente de pacientes em risco. Estes pacientes sdo na
sua maioria imunocomprometidos com doencas como AIDS, diabetes, pacientes que estejam
recebendo quimioterapia ou 6rgdos, transplante de medula éssea ou ter um cateter implantado.
As infeccBes fungicas oportunistas estdo associadas com alta morbidade e mortalidade,

especialmente em pacientes gravemente enfermos. (TANI, 2012)



2.3. Derivados do Tiofeno

Um ponto de preocupacdo no tratamento de infecgbes por fungos € o nimero
limitado de drogas antifungicas eficazes. Muitas das atualmente disponiveis sdo toxicas, pois
elas produzem recorréncia e sdo fungistaticas e ndo fungicidas ou levam ao desenvolvimento
da resisténcia em parte devido ao prolongado periodo de administracdo, alémde apresentarem
um limitado espectro de atividade, baixa distribuicdo tecidual, fraca penetracdo no sistema
nervoso central (SNC), ou custo elevado. (ARAUJO, 2010)

Compostos organicos que conttm aneis de cinco membros heterociclicos
aromaticos sdo amplamente distribuidos na natureza e muitas vezes desempenham um papel
importante em Varios processos bioquimicos. Como resultado, eles sdo incorporados como
novas entidades quimicas. (NOGUEIRA, 2003)

Tendo em vista a necessidade da constante busca por medicamentos mais
eficazes, potentes, seguros e menores efeitos colaterais, surgem como uma alternativa
bastante promissora os derivados do tiofeno.

O tiofeno é um hidrocarboneto ciclico, de formula molecular C4H;S (Figura 1).
Trata-se também de um composto heteroaromatico visto que um dos pares de elétrons livres
do enxofre tem potencial para participar da ressonancia conjuntamente com elétrons © das

duplas ligacOes.

FIGURA 1: Estrutura da molécula do
hidrocarboneto ciclico (tiofeno) de formula
molecular C4H,S.

Derivados do benzotiofeno em combinacdo com outros sistemas aromaticos tém
sido extensivamente usados em aplicacdes farmacéuticas, tais como antialérgica, analgésico,
anti-inflamatéria e atividades oculares hipotensoras. Além disso, os derivados heterociclicos
nitrogenados, como os compostos derivados do heterociclo tiofeno apresentam também uma

enorme gama de atividades biologicas ja& comprovadas. As principais incluem: antitumorais,



antivirais e antiglautomatosas. Destacam-se principalmente as atividades: analgésicas e

antiinflamatdrias, antibacterianas, antifungicas e herbicidas.

2.4. Validacdo Metodologica

Os derivados do tiofeno sdo farmacos que possuem atividade antifingica, entre
outras. Devido a atividade farmacologica apresentada, esses compostos tém sido bastante
estudados visando sua utilizagdo na terapéutica. Como passo inicial de um estudo de
desenvolvimento galénico com esta molécula se faz necessario a validagdo de uma
metodologia analitica capaz de quantificar a molécula e os produtos farmacéuticos preparados
a partir dela. (SANTANA et al, 2004)

Ha vaérias definicbes existentes na literatura para o termo validacdo de métodos.
Segundo a ICH (2005), validacdo é um programa documentado que proporciona um alto grau
de certeza de que um determinado processo, método ou sistema produzira consistentemente
um resultado com critérios pre-determinados de aceitacdo. “A valida¢do deve garantir, através
de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacGes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados”. (ANVISA apud JARDIM, 2004)

Desde a década de 70 que a validagcdo de metodologias vem se destacando como
tendéncia no meio cientifico. Exigéncias legais, técnicas e comerciais surgiram para justificar
a implantacdo de validacdo de métodos analiticos, embora ndo haja uma norma estabelecida
de &mbito nacional ou internacional. Existem vérias agéncias credenciadoras no mundo e no
Brasil, ANVISA e INMETRO, e todas exigem a validacdo de métodos analiticos como
requisito imprescindivel para um laboratorio ou indlstria assegurar sua qualidade e
demonstrar competéncia técnica. (JARDIM, 2004)

Para métodos analiticos que ndo estdo descritos nas farmacopéias ou formularios
oficiais, a metodologia s6 sera reconhecida pela ANVISA desde que sejam avaliados os
pardmetros a seguir relacionados: especificidade e seletividade, linearidade, preciséo,
exatiddo, robustez, limite de deteccdo e limite de quantificacdo. (FERNANDES, 2003)
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o Especificidade e Seletividade:

Especificidade é a capacidade de avaliar de forma inequivoca o analito na
presenca de componentes que podem ser esperados para estarem presentes. Normalmente,
estes podem incluir impurezas, produtos de degradacdo, matriz, etc. (ICH, 2005) A
especificidade e a seletividade estdo relacionadas ao evento da deteccdo. Um método que
produz resposta para apenas um analito € chamado especifico. Um método que produz
respostas para Varios analitos, mas que pode distinguir a resposta de um analito da de outros, é
chamado seletivo. (ANVISA, 2003)

Linearidade:

Linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito em amostras, em uma dada faixa
de concentragdo. (ANVISA, 2003; ICH, 2005) No limite inferior da faixa de concentragéo, os
fatores limitantes sdo os valores dos limites de deteccdo e de quantificacdo. No limite
superior, os fatores limitantes dependem do sistema de resposta do equipamento de medicgéo.

A equacdo da reta que relaciona as duas variaveis é:

y=ax+b

Onde:

y = resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.);
X = concentracao;

a = inclinacéo da curva de calibragdo = sensibilidade;

b = intersecdo com o eixo y, quando x=0.
O coeficiente de correlacdo linear (r) é frequentemente usado para indicar o

quanto pode ser considerada adequada a reta como modelo matematico. Um valor maior que
0,90 é,usualmente, requerido. (ANVISA, 2003)

11



° Precisdo:

A precisdo de um procedimento analitico expressa 0 grau de concordancia (grau
de dispersdo) entre uma série de medidas obtidas a partir de amostragem multipla de uma
mesma amostra homogénea nas condi¢Bes previstas. Precisdo pode ser considerada em trés
niveis: repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade. (ANVISA, 2003; ICH,
2005)

1. Repetibilidade: A repetibilidade corresponde a precisdo intra-ensaio, consiste na
determinacdo repetidas vezes de uma amostra sob as mesmas condigdes de teste em um curto

intervalo de tempo com o mesmo analista e mesma instrumentacdo. (ANVISA, 2003)

2. A Precisdo intermediaria (precisdo intercorridas) expressa a concordancia entre 0s
resultados do mesmo laboratdrio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes
e/ou equipamentos diferentes. Para a determinacdo da precisdo intermediaria recomenda-se

um minimo de 2 dias diferentes com analistas diferentes. (ANVISA, 2003)

3. A reprodutibilidade refere-se a precisdo entre laboratorios, demonstra a concordancia
entre 0s resultados obtidos em laboratorios diferentes como em estudos colaborativos,

geralmente aplicados a padronizacdo de metodologia analitica. (ANVISA, 2003)

° Exatidao:

A exatiddo de um procedimento analitico expressa o grau de concordancia entre o
valor que é aceito como um valor verdadeiro convencional ou um valor de referéncia aceito
como valor encontrado. (ICH, 2005)

o Limite de Quantificagao:

O limite de quantificacdo de um procedimento individual analitico € a menor
guantidade de analito em uma amostra que pode ser determinada guantitativamente com

precisdo e exatiddo adequadas. O limite de quantificacdo € um parametro de ensaios
12



quantitativos para os baixos niveis de compostos em matrizes de amostras, e é usado

principalmente para a determinacdo de impurezas e / ou produtos de degradacdo. (ICH, 2005)
o Limite de Deteccéo:

O limite de deteccdo de um procedimento individual analitico é a menor
guantidade de analito em uma amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada como um valor exato. (ICH, 2005)

o Robustez:
A robustez de um procedimento analitico € uma medida de sua capacidade de

permanecer inalterado por pequenas variagbes, mas deliberada em pardmetros do método e
fornece uma indicagéo de sua confiabilidade durante o uso normal. (ICH, 2005)

13



3. REFERENCIAL METODOLOGICO

@) farmaco 2-[(2,4-dicloro-benzilideno)-amino]-5,6-diidro-4 hciclopenta[b]tiofeno-3-
carbonitrila (5CNO06) foi sintetizado no Laboratorio de Sintese e Vetorizagdo de Moléculas
(LSVM) da UEPB. O miristato de isopropila utilizado como fase oleosa da ME foi adquirido
da Via Farma (S&o Paulo, SP, Brasil), o Labrasol® (PEG-8 caprico/caprilico glicerideo),
tensoativo da preparacdo, foi adquirido da Brasquim (S&o Paulo, SP, Brasil) e a 4gua utilizada

foi purificada por um sistema de osmose reversa (Gehaka®, Sao Paulo, SP, Brasil).

3.1. Construcdo do diagrama de fase pseudoternario (DFPT)

O DFPT foi construido de modo a obter a faixa de concentracdo dos componentes
para a existéncia de microemulsées. A proporgdo em peso de tensoativo e cotensoativo variou
de 10:0, 911, 8:2, 7:3 a 6:4. Para cada propor¢do de tensoativos e cotensoativos, adicionou-se,
como fase oleosa, miristato de isopropila nas proporcdes de 9:1, 8:2, 7:3, 64, 55, 46, 377,
2:8 e 1:9. Aagua purificada foi adicionada lentamente sob agitacdo magnética (Ika Staufen im
Breisgau, Germany) a temperatura ambiente. As concentracbes dos componentes foram
registradas assim como 0S pontos em que se deu a transicdo de sistema opticamente
transparente para sistema opaco, liquido ou semi-sélido, dispersdo opaca ou ainda separagdo

de fases para obter o DPFT completo.

3.2.  Preparacdo da microemulséo incorporada com o farmaco 5CN06 (ME-5CNO06)

De acordo com as areas de ME apresentadas no DFPT foi selecionada as
propor¢des entre 0os componentes para formar a ME. O sistema microemulsionado foi obtido
misturando a fase oleosa e o tensoativo e adicionando agua destilada lentamente sob agitacéo
a temperatura ambiente. Apos o sistema ter sido deixado em repouso, quantidades adequadas
do farmaco foi incorporado no sistema por 3 métodos diferentes. A concentracdo final do

5CNO06 na microemulsdo foi de 200pug/mL.
3.2.1. Simples solubilizagio na microemulséo branca (M1)

Quantidade adequada do farmaco foi pesada e incorporada na ME-B previamente

confeccionada sob agitacdo magnética a temperatura ambiente.
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3.2.2. Solubilizagdo do farmaco a fase oleosa (M2)

Quantidade adequada do farmaco foi adicionada a fase oleosa e homogeneizou-se
sob agitacdo magnética por 1 minuto a temperatura ambiente. Em seguida, o tensoativo e a
agua destilada foi adicionada também sob agitacdo magnética por 3 minutos a temperatura

ambiente.

3.2.3. Incorporacéo em sonicador (M3)

Quantidade adequada do farmaco foi adiciona a fase oleosa, com posterior adicdo
do tensoativo e dgua destilada sob agitacdo magnética. Em seguida, o sistema foi levado a
uma agitacdo vigorosa em um sonicador (Unique, Indaiatuba, SP, Brasil) por 1 minuto
posteriormente foiadicionada em umbanho de ultrassom (Unique, Indaiatuba, SP, Brasil) por

1 minuto. Este ciclo de sonicador e banho de ultrassom foi repetido por 3 vezes.

3.3.  Caracterizacao fisico-quimica da microemulsao

3.3.1. pH
Os valores de pH foram determinados colocando diretamente o eletrodo do

pHmetro (Hanna H1 2221, Grass Valley, CA, US) nas amostras e seus valores de pH foram
determinados.

3.3.2. Condutividade
A microestrutura das microemulsfes foi avaliada pela condutividade. Os valores
da condutividade foram medidos usando condutivimetro TECNOPON (MCA 150, Piracicaba,

Sé&o Paulo, Brasil). Os valores de condutividade das MEs foram determinados.

3.3.3. Indice de refracéo (IR)
Os valores do indice de refracdo das MEs foram medidos usando um refratdmetro
de Abbe RMT. A medicéo foi realizada a temperatura ambiente adicionando 500 uL no prisma

do equipamento.
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3.3.4. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A analise DSC foi realizada no equipamento DSCQ20 (TA Instruments, New
Castle, DE, EUA). As curvas foram analisadas em atmosfera dindmica de nitrogénio, usando
amostras de 3 mg pesadas com precisdo (£ 0,1 mg) e prensadas em panelas de aluminio. A
calibracdo do equipamento foi realizada com o metal indio (99,99%) em relacdo a
temperatura e entalpia. As amostras foram inicialmente submetidas ao resfriamento (25 a -
50°C) a uma taxa de 5°C.min", mantidas por 3 minutos a -50°C. Em seguida, as amostras
foram aquecidas até a temperatura de 200°C a uma taxa de aquecimento de 10°C.min%. Foram
realizadas analises do farmaco, dos componentes dos sistemas, bem como o prdprio sistema

come sem adicdo do derivado do tiofeno.

3.3.5. Teste de Centrifugacéo

A estabilidade da ME com e sem o 5CNO06 foi analisada em microcentrifuga
(NOVA NI 1801,Piracicaba, SP, Brasil). Nos microtubos tipo Eppendorf foram adicionados
um grama de cada ME e submetidas a varios ciclos de centrifugacdo de 899, 559g, 1095g,

22364 e 43829 durante quinze minutos em cada rotacdo a temperatura ambiente.

3.3.6. Estresse termico

A ME sem e com o 5CN06 (M1, M2 e M3) foram submetidas a uma faixa de
temperatura (40 a 80° C), elevando a temperatura em 10°C a cada 30 minutos em banho
termostatico (SOLAB SL 155/10,Piracicaba, SP, Brasil). Em tubos de ensaio foram
adicionados 4 mL de cada ME e submetidas a analise. As leituras foram realizadas ao término
dos 30 minutos de cada temperatura e as amostras foram classificadas como levemente

modificada (LM), modificada (M), sem alteracdo (SA) e separacéo de fases (SF).

3.4. Validacao de metodologia para doseamento do farmaco 5CN06 em Espectrofotdmetro
UVNVisivel

A metodologia de doseamento foi validada de acordo com as diretrizes da
International Conference on Harmonization (ICH — 2005) e Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA, 2003) para validacdo de procedimentos analiticos.
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3.4.1 Preparo da solucéo padréo 300ug/mL e da solucéo de trabalho do 5CN06
Trés miligramas do 5CNO06 foi pesado, transferido para um baldo volumétrico de
10 mL e o volume completado com cloroférmio (concentracao final de 300ug/mL). Aliquotas

desta solucdo foram diluidas em acetonitrila (1:4) até a concentragdo de 75ug/mL.

3.4.2 Determinacéo da linearidade

A curva de calibragdo foi obtida com 14 concentragdes a partir da solucdo de
trabalho, 6-28pg/mL (n=3). Adicionou-se 2450 uL de acetonitrila na cubeta, acertando a linha
de base com este reagente, mais 200l da solucdo de trabalho e fez-se a leitura da

absorbancia. Em seguida, adicionou-se sucessivamente 100uL da solugéo de trabalho.

3.4.3 Exatidéo
A exatiddo do método de doseamento foi determinada pela analise de trés pontos
da curva de calibragéo (9, 18 e 27pg/mL, n=9).

3.4.4 Precisao

A precisdo da metodologia de doseamento foi determinada pela repetibilidade
(intra-dia) e pela precisdo intermediaria (inter-dia). A repetibilidade foi avaliada analisando o
ponto médio da curva de calibracdo em sextuplicata por dois analistas (n=6). A precisdo

intermediaria foi estudada comparando os ensaios por analistas diferentes (n=6).

3.4.5 Especificidade
Fez-se a varredura no espectrofotometro UV/Visivel da ME branca (ME-B) e da
ME incorporada com o farmaco 5CN06 (ME-5CNO06).

3.4.6 Robustez

A robustez da metodologia de doseamento no espectrofotometro UV/Visivel foi
determinada pela analise do ponto médio da curva (n=3) de calibracdo sob pequenas
variagdes, como alteracdo do fabricante da acetonitrila (Acetonitrila grau HPLC, VETEC,
Duqgue de Caxias, RJ, Brasil) e Acetonitrila grau HPLC, J.T. (Baker Center Valley, PA, EUA)
e alteracdo do aparelho espectrofotométrico (Espectrofotdmetro UV mini 1240, Shimadzu,

Nakagyo-ku, Kyoto, Japdo) Espectrofotometro UV/Vis 2000UV (Spectrum SP, Nakagyo-Kku,
17



Kyoto, Japdo).

3.4.7 Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificagéo (LQ)
LD e LQ foram calculados pelas equacGes da Figura 2 onde § € o desvio padréo
do branco e s é a inclinacdo da curva de calibracdo.
38 _ 108

LD=— L@=
5 )

FIGURA 2: Equacdes para realizacao

3.4.8 Doseamento ¢ dos calculos parao LD e LQ. 6)

Para detciinmar a 1car vuivenuayau uu anmavu INCOrporado na ME, realizou-se a
analise no espectrofotometro das MEs produzidas pelos trés métodos para posterior
comparacdo. Uma aliquota de 245uL das MEs produzidas foi adicionada em 2450puL de
acetonitrila e realizou-se as analises espectrofotométricas no comprimento de onda de 307nm
emtriplicata. A partir da equacdo da curva de calibracdo e da média das absorbancias de cada

ME fez-se os célculos para obtencdo da real concentragdo do 5CNO6 incorporado na ME.

3.5 Eficiéncia de encapsulagéo (E.E)

Pesou-se 1 grama das amostras em tubos eppendorf e estes foram levados para a
microcentrifuga 43829, a temperatura ambiente por 60 minutos. O farmaco livre (ndo
incorporado) foi sedimentado pela forca centripeta empregada ao sistema. A eficiéncia de
encapsulacéo (E.E) foi calculada como a relagdo entre as analises espectrofotométricas antes e

apos a centrifugacéo.

3.6  Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) das ME -5CNO06

Foi realizado o teste de microdiluicdo em caldo utilizando método proposto pelo
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), segundo protocolo M-27-A2 para
determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM). O inéculo foi preparado na mesma
concentracdo da suspensdo de 0,5 McFarland (ou 108UFC/mL), obtidas de coldnias frescas de
bacteérias e fungos.

As cepas de bactérias utilizadas foram Staphylococcus aureus ATCC 25923,

Escherichia coli ATCC 25922, e Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853. Cada cepa foi
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inoculada em 9,0 mL de solucdo fisiolégica de modo a se obter uma concentracdo de 1,5 X
108UFC/ml (0,5 MacFarland). Foram distribuidos 200pL da ME-5CNO06, na concentracao
inicial estabelecida de 200ug/mL, na primeira coluna das cavidades — Al até C1. Em seguida,
distribuiu-se 100puL do caldo Mueller Hinton nos pogos (2 a 12) correspondentes as cepas
testadas. Posteriormente, foi adicionado 20pL do indculo das cepas testadas nos pocos
correspondentes as cepas testadas 1 a 11. Os pocos 11 e 12 serviram como controle positivo e
negativo, respectivamente. Na coluna 11 foi colocado o indculo e na coluna 12 apenas o caldo
Mueller Hinton. A partir da concentracdo inicial foram feitas as dilui¢des seriadas a razéo 2
nas cavidades de 2 a 10 obtendo-se as concentracfes de 200 até 0,3906 pg/mL. A leitura para
determinacdo das CIMs das ME-5CNO6 sobre as cepas de bactérias foi realizada pelo método
visual. Para confirmacdo de microrganismos viaveis nas concentracfes nao inibitorias foi
utilizado o corante resazurina. Nos pocos onde houve crescimento observava-se a coloracdo
azul e onde ndo houve crescimento a coloracgéo rosa.

As cepas de fungos utilizadas foram Candida albicans ATCC 76645, C. tropicalis
ATCC 13803, C. guilliermondii ATCC 6260 e C. parapsilosis ATCC 22019 e as analises
foram realizadas da mesma maneira e na mesma concentragdo das CIM para as cepas de
bactérias. Foi levada em consideracdo a formagdo ou ndo de aglomerados de células (“botdo”)
no fundo da cavidade da placa. Para confirmacdo de microrganismos viaveis nas
concentrages ndo inibitorias foi utilizado o corante resazurina. Igualmente ao que ocorreu
para bactérias, nos pocos onde houve crescimento observava-se a coloracdo azul e onde ndo

houve crescimento a coloracao rosa.
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4  DADOS E ANALISE DA PESQUISA

Os resultados desta pesquisa estdo em fase final de andlise para publicacéo,
portanto ndo podem fazer parte deste tipo de trabalho de conclusdo de curso (TCC).
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5 CONCLUSAO

As MEs foram obtidas com sucesso pela analise do DFPT.e a incorporacdo da
moléculas foi muito boa. Pela andlise das caracteristicas fisico-quimicas comprovamos a
microestrutura 6leo emagua (O/A) do nosso sistema e que a incorporagdo do farmaco 5CN06
ndo provocou mudancas na mesma. Além disso, comprovou-se sua alta estabilidade, fato este
desejavel para uma formulagdo que almejamos lanca-la no mercado. Com a avaliacdo da
atividade antimicrobiana dos sistemas comprovou-se que 0s componentes da ME ndo
apresentam atividade antimicrobiana e que esta acdo nas formulagdes deve-se exclusivamente
ao farmaco 5CNO06. O sistema microemulsionado apresentou uma Otima atividade
antibacteriana e uma excelente atividade antiflngica, inibindo as cepas bacterianas com
concentragfes de 100 ug/mL e as cepas leveduriformes com concentragdes de ate 6,3ug/mL,
respectivamente. Com isso podemos observar que este sistema e o farmaco 5CNO06
apresentam-se com grande potencial para o mercado farmacéutico como uma nova alternativa

para a terapéutica antimicrobiana.
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ABSTRACT

Microemulsions (MEs) are systems thermodynamically stable and have a large capacity for
solubilization of other liquid or other molecules as insoluble drugs and nutraceuticals. The
nitrogen heterocyclic derivatives such as compounds derived from thiophene heterocycle have
a huge range of biological activities already proven. The objectives of this study were to
develop an ME oil in water (O / W) of derivative of thiophenic 2 - [(2,4-dichloro-
benzylidene)-amino] -5,6-dihydro-4H-cyclopenta [b] thiophene-3 -carbonitrile (5CNO06),
characterize him physico-chemically and evaluate its antimicrobial activity. MEs with 5CN06
been developed adopting three different methods using Labrasol ® (surfactant), isopropyl
myristate (oil phase) and distilled water (aqueous phase). A phase diagram was constructed
pseudoternario, microemulsion formulations were developed, characterized
physicochemically and evaluated their antimicrobial activity. The pH and conductivity
indicated that there was no change in the microstructure of MEs. The systems have proven
quite stable and calorimetric study (DSC) shows the microstructure O/W of ME. The
encapsulation efficiency was 58%, 98% and 92% for the MEs M1, M2 and M3, respectively.
For minimum inhibitory concentration (MIC), the formulations showed activity against
bacteria and fungi with MICs of 200 to 50ug.mL™ for bacteria and from 200 to 6.3 pg.mL™*
from yeast. Therefore, the systems developed had great potential for antimicrobial activity,
being very promising for future therapy.

KEYWORDS: 5CN06. Microemulsion. Nanotechnology.
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