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RESUMO

Desenvolvimento de formula¢cdes nanoestruturadas contendo fracao acetato
etilénica de galhos de Protium spruceanum e avaliacdo da atividade
antimicrobiana
A espécie P. spruceanum €& uma arvore pertencente a familia Burseraceae,
popularmente conhecida como breu e usada como anti-inflamatério e repelente para
insetos. Os extratos desta espécie também possuem propriedades antimicrobianas
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo a fracdo acetato etilénica
a que possui maior atividade. As nanoformulagcdes destacam-se como novas
alternativas para o carreamento de farmacos, por possibilitarem uma melhor
resposta farmacologica, ja que possuem um tempo de acdo mais longo no sitio-alvo
e diminuem os efeitos adversos causados pelo farmaco. O presente estudo
apresenta a avaliagdo da atividade antimicrobiana de nanoemulsdes, lipossomas e
etossomas desenvolvidos utilizando a fracdo acetato etilénica de P. spruceanum. As
nanoemulsdes foram preparadas pelo método de inversédo de fases e aquelas que
permaneceram estaveis ap0s 24 horas pela analise macroscépica, foram
caracterizadas por medida do tamanho de particula e indice de polidisperséo (IPD).
A nanoemulsdo O/A apresentou tamanho médio igual a 81,58 + 0,302 nm e IPD
igual a 0,124 + 0,012, ja4 a formulacdo A/O apresentou tamanho de 180,8 + 15,3 nm
e IPD 0,263 = 0,063. Essas nanoformulacdes demonstraram relativa estabilidade
quando caracterizadas por tamanho e indice de polidispersao das particulas, porém,
ndo houve resposta para a atividade antimicrobiana pela técnica de microdiluicdo em
caldo. Os lipossomas e etossomas foram preparados pelo método de hidratacdo do
filme lipidico e método a frio, porém, ndo se apresentaram estaveis na presenca da
fracdo. Sugere-se que a auséncia de reprodutibilidade da atividade da fracdo esteja
relacionada com a interacdo dos compostos bioativos com os tensoativos utilizados.
No entanto, ainda s&o necessarios mais estudos sobre a compatibilidade da fracédo

com os componentes da formulagéo.

Palavras-chave: Protium spruceanum, nanoemulsao, lipossoma, etossoma, atividade

antimicrobiana.



ABSTRACT

Development of nanostructured formulations loaded ethyl acetate fraction from
Protium spruceanum branches and antimicrobial activity evaluation
P. spruceanum species is a tree which belongs to the Burseraceae family, it's
popularly known as Breu and used as anti-inflammatory and insect repellent. Its
extracts also have antimicrobial properties against Gram positive and Gram negative
bacterias, and the ethyl acetate fraction has the highest activity. The
nanoformulations are new alternatives for drug delivery because they improve the
activity results since they have a longest action time on the pharmacological target
and make decrease in the adverse effects caused by the drugs. The current study
show the evaluation of the antimicrobial activity of nanoemulsions, liposomes and
etosomes developed loaded ethyl acetate fraction from P. spruceanum.
Nanoemulsions were prepared by the phase inversion method and those that
remained stable after 24 hours by macroscopic analysis were characterized by
measurement of particle size and polydispersity index (PDI). O/W nanoemulsion
showed a size 81,58 + 0,302 nm and PDI 0,124 + 0,012, while W/O formulation has a
particle size 180,8 + 15,3 nm and PDI 0,263 = 0,063. These nanoformulations
showed relative stability when characterized by size and polydispersity index of the
particles, however, there was no response to antimicrobial activity by broth
microdilution method. Liposomes and etosomes were prepared by the lipid film
hydration method and cold method, but they weren’t stable into the fraction’s
presence. The suggestion is that the reproducibility absence of the fraction activity is
related to the interaction of bioactive compounds with the surfactants that were used.
However, more studies about the fraction compatibility with the others formulation’s

compounds are still necessary.

Keywords: Protium spruceanum, Nanoemulsion, Liposome, Etosome, Antimicrobial

activity.
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1 INTRODUCAO

As substancias presentes em extratos e 6leos essenciais sdo produzidas
pelas plantas como uma conseqiiéncia do seu metabolismo secundario, sendo que
as propriedades antimicrobianas destes produtos naturais séo utilizadas
popularmente ha séculos (DUARTE, 2006).

O aumento da resisténcia de microrganismos aos antibiéticos atuais tem
dificultado o tratamento de infeccbes e, vem se tornando um dos principais
problemas de saude publica. Em vista desse cenario, a pesquisa de antimicrobianos
derivados de fontes naturais, incluindo plantas, tem se tornado cada vez mais
importante (DUARTE, 2006). Dessa forma, destaca-se a importancia de estudos que
envolvam a busca de novas abordagens terapéuticas para o tratamento de
infeccoes.

A espécie Protium spruceanum, pertencente a familia Burseraceae, € uma
arvore tropical popularmente conhecida como breu. Estas arvores sdo encontradas
em todo territério brasileiro, mas principalmente, na Amazénia, Mata Atlantica e no
Cerrado. Seus extratos sdo utilizados na medicina popular por suas propriedades
anti-inflamatérias e como repelentes para insetos (RODRIGUES et al, 2013).

Extratos de P. spruceanum demonstraram atividade antimicrobiana contra 20
microrganismos. Esta acdo foi relacionada ao teor de taninos e flavonoides
presentes na planta. A fracdo acetato etilénica obtida a partir do extrato de galhos,
apresenta a melhor atividade contra 0s microrganismos Staphylococcus
saprophyticus e Staphylococcus aureus (AMPARO, 2016).

Além da pesquisa de novos antimicrobianos, se fazem necessario novos
meétodos para reduzir a resisténcia bacteriana. O uso da nanotecnologia tornou-se
cada vez mais utilizada para aplicagcdes médicas e é uma alternativa para melhorar a
eficacia dos antimicrobianos (WEBSTER, 2012). Exemplos de sistemas
nanoestruturados sao: nanoesferas, nanocapsulas, nanoemulsdes, nanoparticulas
lipidicas sélidas, microemulsées, lipossomas, etossomas e niossomas (GUTERRES
et al, 2007).

As nanoemulsbes séo formulacbes com duas fases (dgua e 0leo) que sao
estabilizadas pela adicdo de surfactantes. A estrutura da nanoemulsdo auxilia a

acdo do antimicrobiano, pois as goticulas de 6leo se fundem com a parede celular



12

bacteriana ou com envelope viral, desestabilizando o envelope lipidico do organismo
e iniciando a ruptura do patégeno (HAMOUDA et al, 2001).

Os lipossomas séao veiculos que se formam espontaneamente quando certos
lipideos séo hidratados em meio aquoso. Estes veiculos sdo formados por uma
particula que contém um volume aquoso aprisionado por uma ou mais bicamadas de
lipideos naturais ou sintéticos. Os farmacos, dependendo da sua lipofilicidade,
podem ser encapsulados na sua camada lipidica ou no seu volume aquoso
(SHARMA & SHARMA, 1997).

Existem evidéncias de que as nanoemulsdes e 0s lipossomas melhoram a
efichAcia dos antimicrobianos (DONSI et al, 2012; LIN et al, 2012; PINTO-
ALPHANDARY et al, 2000).

Dessa forma, diante da necessidade de novos antimicrobianos e auséncia de
estudos sobre formulacdes com fracbes de P. spruceanum, tornam-se necessarios
tais estudos para contribuir com as pesquisas de novas formas de tratamento para

doencas infecciosas.



13

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de
formulagbes nanoestruturadas desenvolvidas contendo a fragcdo acetato etilénica de

galhos de P. spruceanum.

2.2 Objetivos Especificos

Desenvolver as nanoformulacdes a partir da fragcdo acetato etilénica;

Caracterizar e indicar estabilidade das formulacdes obtidas, por analise
macroscopica, medida de tamanho e indice de polidispersdo de particulas;

Aplicar método para avaliar a atividade antimicrobiana das formulagfes

estaveis e da fracdo AcOEt com DMSO.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Protium spruceanum (Burseraceae)

A espécie Protium spruceanum pertence a familia Burseraceae, que abrange
em torno de 16 géneros com aproximadamente 800 espécies (BANDEIRA, 2002). E
uma familia de arvores secretoras de resina e exsudatos ricos em substancia
volateis (PONTES, 2007), sendo encontradas na América do Sul, Africa e na regido
da Malasia. (LIMA & PIRANI, 2005). Os géneros de ocorréncia no Brasil sdo
Tetragastris, Crepidospermum, Dacryodes e Trattinnickia, sendo Protium e Bursera
0s mais representativos (ROCHA & MELO, 2005). Algumas espécies desta familia ja
foram descritas por apresentarem atividades farmacologicas, como antimicrobiana e
anti-inflamatoria.

Resinas das plantas da familia Burseraceae, como Commiphora incisa,
Commiphora mukul e Boswellia dalzielli, sdo utilizadas na medicina popular africana
e indiana, principalmente como anti-inflamatorio. Estas espécies foram testadas em
ratos com edema induzido por carragenina e demonstraram reducao significativa do
edema acompanhado por inflamacédo aguda (DUWIEJUA et al, 1993).

Outras plantas da familia Burseraceae foram descritas por apresentarem
atividade antimicrobiana, como por exemplo, a Boswellia carteri, que € uma arvore
nativa da Etiopia, Somalia, india e Peninsula Arabica (BANNO et al, 2006). Sua
resina € utilizada pelas medicinas Ayurveda e Chinesa no tratamento da artrite
reumatdide e outras doencas inflamatérias. Esta espécie demonstrou atividade
antimicrobiana, inibindo o crescimento dos microrganismos Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa (CAMARDA et al, 2007).

Protium é o principal género da familia Burseraceae de ocorréncia na América
do Sul, é taxonomicamente e quimicamente muito diverso, abrangendo
aproximadamente 140 espécies de arvores tropicais, como por exemplo Protium
heptaphyllum, Protium spruceanum, Protium decandrum, Protium amazonicum, entre
outras. O género tem ocorréncia em grande extensao do territorio brasileiro, sendo
abundante na bacia amazénica com aproximadamente 35 espécies (FINE et al,
2005).

A espécie Protium heptaphyllum, conhecida como almecegueira ou breu-

7

branco-verdadeiro, € utilizada popularmente como anti-inflamatéria, expectorante,
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analgésica e cicatrizante (BANDEIRA, 2002). Seu extrato bruto foi ativo contra os
fungos Candida krusei e Cryptococcus neoformans e também, contra a bactéria
gram-positiva S. aureus (VIOLANTE et al, 2012).

7

A espécie Protium spruceanum (Benth.) Engler € conhecida popularmente
como breu-branco, é encontrado nos dominios da Amazobnia, Cerrado e Mata
Atlantica, tendo ocorréncia ja descrita nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e
Sudeste do Brasil (Jardim Botanico do Rio de Janeiro, 2016). Tem uso na medicina
popular para tratar dores de dente, dores de cabeca, dores de estomago e como

antipirético (ZOGHBI et al., 2002).

Figura 1 — Frutos, caule e folhas de Protium spruceanum

Fonte —
http://ecologia.ib.usp.br/guiaigapo/familias/burseraceae/protium_spruceanum/protium_spruceanum.ht
ml

P. spruceanum (Benth.) Engler é uma arvore de copa grande, de
aproximadamente 20 m. Caracteriza-se por possuir uma resina incolor, que ao secar
se torna um po branco. Suas folhas possuem de 2 a 3 pares de foliolos, peciolo
semicilindrico, com tricomas finos, simples, diminutos e eretos, densos a esparsos;
pecidlulo delicado cilindrico, com tricomas simples e eretos, densos a esparsos,
pulvinulo inconspicuo; foliolo eliptico e membranaceo; nervura principal proeminente
com tricomas finos, densos a esparsos na face inferior; venagédo broquidédroma.
Seu fruto é deiscente e aromatico, com um ou mais pirénios uniloculares separados,

essencialmente elipséides, estigma e estilete geralmente persistentes, pericarpo
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sublenhoso, liso, brilhante, de amarelo a vermelho quando maduro. Possui rague
com 2 a 3 pares de foliolos, elipticos e membranaceos, com margem sempre inteira,
nervura principal da face inferior com tricomas finos e eretos, variando de denso a
esparso (LIMA et al, 2014) (Figura 1).

O oleo essencial de P. spruceanum € composto, em sua maioria, por
monoterpenos e sesquiterpenos, havendo predominéncia de canfora, epi-a-cadinol,
sabineno e limoneno, estes compostos variam de acordo com a época do ano (LIMA
et al, 2014; MACHADO et al, 2003; ZOGHBI et al., 2002).

Em 2013, Rodrigues e colaboradores relacionaram os compostos triterpénicos
a- e B-amirinas a atividade antiinflamatéria do extrato bruto de P. spruceanum. Estes
compostos triterpénicos sdo 0os componentes mais importantes das fracdes nao
polares obtidas a partir das resinas de espécies do género Protium.

Os extratos etanolicos brutos (EEB) de folhas e galhos de P. spruceanum ja
tiveram atividade antimicrobiana relatada e foram considerados de amplo espectro,
por apresentar atividade contra 20 espécies de microrganismos diferentes. Os
microrganismos mais susceptiveis aos EEBs e fracdes de P. spruceanum foram S.
saprophyticus e S. aureus (AMPARO et al, 2017).

As fracOes estudadas que apresentaram maior atividade antimicrobiana foram
as fracbes mais polares: acetato de etila (AcOEt) e hidrometandlica (HMeOH).
Portanto, pode se dizer que o potencial antimicrobiano estad relacionado aos
metabdlitos mais polares dos galhos e folhas, como cumarinas, flavonoides e
taninos. Além disso, foi demonstrado que a atividade antimicrobiana dos extratos e
fracOes é maior quanto maior € seu teor de taninos totais (AMPARO, 2016).

A fracdo que demonstra maior inibicdo do crescimento de microbiano é a
fracdo AcOEt dos galhos, que possui atividade forte contra S. aureus, S. aureus
MARSA, S. saprophyticus, Enterococcus faecalis e Salmonella enteritidis e

moderada contra Listeria monocytogenes e Klebsiella oxytoca (AMPARO, 2016).

3.2 Estudos de antimicrobianos de origem vegetal

Desde a descoberta da penicilina em 1940, houve um grande avanco na
saude com a contencdo de doencas infecciosas, porém, 0 USO incorreto e
indiscriminado de antibi6ticos hoje leva o planeta para uma crise de resisténcia de

microrganismos. O problema da resisténcia bacteriana esta presente tanto nos
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paises desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento, elevando custos da
saude publica com as infec¢bes, no ambito hospitalar e, também, na comunidade
(VON NUSSBAUM et al, 2006).

Ha uma necessidade crescente do desenvolvimento de novos
antimicrobianos, apesar do desinteresse da industria farmacéutica na pesquisa
desta classe de medicamentos. Essa falta de interesse da industria deve-se ao fato
de que os antibidticos representam um tratamento rapido que gera baixa receita
para a industria quando comparados ao tratamento de doencas cronicas. Portanto,
hoje temos um descompasso: enquanto a resisténcia bacteriana tende aumentar
cada vez mais, a descoberta e desenvolvimento de novos antibacterianos estdo em
declinio (FISCHBACH & WALSH, 2009; VON NUSSBAUM et al, 2006).

Na busca por novos antibacterianos, substancias produzidas por plantas com
atividade antimicrobiana representam uma boa alternativa. Plantas medicinais tém
usos relatados pela populacao brasileira, principalmente rural, contra varias doencas
tropicais e infec¢Bes dermatoldgicas fungicas e bacterianas (DUARTE, 2006).

As plantas produzem um grande numero de metabdlitos secundarios, que
participam da defesa contra microrganismos, insetos e herbivoros, além disso, esses
compostos conferem pigmento e odor as plantas (TAYLOR, 2013). Dentre estes
metabdlitos os principais grupos que possuem potencial atividade antimicrobiana
sao flavonoides, quinonas, cumarinas, taninos, terpenoides e alcaloides (COWAN,
1999).

Os alcaloides possuem atividade antiparasitaria, atividade moderada contra
micobactérias de crescimento rapido e Staphylococcus (TAYLOR, 2013). Séo
compostos heterociclicos nitrogenados e seu mecanismo de acdo antimicrobiano &
atribuido a sua capacidade de se intercalar com o DNA bacteriano (COWAN, 1999).

As cumarinas apresentam atividade potente contra bactérias gram-positivas.
Seu mecanismo de acao € por meio da inibicdo da DNA girase bacteriana, enzima
gue torna a molécula de DNA compacta e biologicamente ativa (TAYLOR, 2013).
Com a inibicdo desta enzima, a molécula de DNA passa a ocupar um grande espaco
no interior da bactéria e suas extremidades livres determinam sintese descontrolada
de RNA mensageiro e de proteinas, provocando a morte das bactérias (ANVISA,
2016).

Os flavonoides e isoflavonoides sdo compostos fendlicos amplamente

distribuidos nas plantas, sua atividade antimicrobiana € baseada na propriedade
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desta classe de perturbar a estrutura da membrana dos microrganismos, permitindo
a modificacdo das propriedades de alguns patégenos gram-positivos (TAYLOR,
2013).

Os taninos sao substancias fendlicas poliméricas, seu modo de acao
antimicrobiana pode estar relacionado com a sua capacidade de inativar adesinas
microbianas, enzimas e proteinas de transporte de envelope celular (COWAN,
1999).

Terpendides sdo metabolitos secundarios originados do isopreno e
constituem o maior grupo de produtos naturais. Alguns membros desta classe de
moléculas possuem atividade contra bactérias gram-positivas (TAYLOR, 2013). Seu
mecanismo de acdo envolve a ruptura da membrana dos microrganismos (COWAN,
1999).

As quinonas sdo anéis aromaticos com duas substituicbes cetdnicas, seu
mecanismo antimicrobiano se da através da complexacdo irreversivel com
aminoacidos em proteinas, muitas vezes levando a inativacdo da proteina e perda
de sua funcdo. Seus alvos provaveis na célula microbiana sdo adesinas expostas a
superficie, polipeptidios de parede celular e enzimas ligadas a membrana (COWAN,
1999).

A monoterapia tem sido a abordagem para a maioria dos compostos
antimicrobianos, entretanto, existem evidéncias crescentes de que as terapias
combinadas sdo mais eficientes do que os tratamentos baseados em um Unico
farmaco. Na pesquisa de compostos fitoterapicos, varios autores destacaram a
relevancia dos efeitos sinérgicos dos componentes de um extrato bruto (TOMAS-
MENOR et al, 2015). Estes extratos, quando comparados aos compostos ativos
isolados sdo mais eficazes, ou seja, a substancia isolada € geralmente menos ativa
do que quando se utiliza o extrato bruto. Isto pode ser explicado porque algumas
substancias presentes nas plantas, que séo inativas quando isoladas, podem
aumentar a atividade dos compostos ativos (GILBERT & ALVES, 2003).

O uso dos ativos isolados quando se compara com a utilizacdo do extrato
bruto, pode tornar necessario o aumento da dose da substancia ativa, podendo
causar toxicidade (GILBERT & ALVES, 2003).

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais é geralmente avaliada pela
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), que é a quantidade minima

necessaria para inibir o crescimento de determinado micro-organismo. Nao existe
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uma padronizagdo de uma metodologia para avaliar a atividade antimicrobiana dos
extratos de plantas, podem ser utilizadas técnicas de macro ou micro-diluicdo e
difusdo em agar (OSTROSKY et al, 2008).

O meétodo de diluicho em caldo considera a relagdo entre a proporcdo de
crescimento do microrganismo no meio liquido e a concentracdo da substancia
estudada, comparado a um padrdo de referéncia. Avalia-se, entdo, a turbidez
provocada pelo crescimento microbiano. A macrodiluicdo envolve testes em tubos
de ensaio, com volume de meio de cultura de 1 a 10 mL, ja a microdiluicdo é feita
em microplacas com 96 pocos, com volume de meio de cultura entre 0,1 e 0,2 mL
(OSTROSKY et al, 2008).

O teste de difusdo em agar é um método fisico, no qual um microrganismo €&
colocado contra uma substancia biologicamente ativa em um meio de cultura solido
e, entdo, se relaciona o tamanho da zona de inibicAo de crescimento do micro-
organismo com a atividade da substancia estudada. Este método € limitado ao
estudo de microrganismos de crescimento rapido, sendo eles aerdbios ou aerdbios
facultativos. O antimicrobiano pode ser testado pelos métodos de difusdo por meio
de disco, de cilindros de aco inoxidavel ou vidro e de perfuracdo em agar
(OSTROSKY et al, 2008).

3.3 Formula¢fes nanoestruturadas

Formulac¢des nanoestruturadas tém se destacado como formas farmacéuticas
mais eficientes para o tratamento de diversas doencas, como dermatites, doencas
parasitarias, cancer, entre outras. Estes sistemas sado: nanoesferas, nanocapsulas,
nanoemulsdo, nanoparticulas lipidicas sélidas, microemulsfes, lipossomas,
etossomas e niossomas (GUTERRES et al, 2007).

Os sistemas nanoestruturados possibilitam um tempo de agdo mais longo no
sitio-alvo, o que evita efeitos adversos provenientes da acdo do farmaco em outro
local, impede a degradacdo prematura dos farmacos e diminui a toxicidade
(GRIMALDI et al, 2016; SHAO et al, 2016).

3.3.1 Nanoemulsdes
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Emulsdes sao formas farmacéuticas que contém duas fases, uma oleosa e
uma aquosa, e geralmente, € um sistema que nao tende a se formar sozinho, sendo
necessaria a aplicacao de energia e sua estabilizacdo por agentes tensoativos. Esse
sistema pode ser caracterizado como 6leo em agua (O/A) (Figura 2) ou agua em
6leo (A/O), onde a primeira fase é a dispersa e a segunda a continua. As emulsfes
podem ser classificadas em microemulsdes, nanoemulsdes e macroemulsdes
(PEREIRA, 2011).

Os sistemas nanoemulsionados sédo formados por goticulas entre 20 a 500
nm, sdo sistemas termodinamicamente estaveis e apresentam transparéncia e
fluidez. As nanoemulsdes sdo bem empregadas como cosméticos e medicamentos
de aplicacdo cutanea, pois apresentam caracteristicas favoraveis para esse tipo de
formulacdo: tem rapida penetracdo dos agentes ativos na pele e, sua natureza
transparente e fluida, promove um melhor espalhamento e uma sensac¢éo agradavel
a pele (TADROS et al, 2004).

Nanoemulsdes vém ganhando grande destaque na area farmacéutica por sua
capacidade de aumentar a eficacia terapéutica de farmacos, permitindo a reducéo
da dose administrada e minimizando os efeitos colaterais potenciais dos farmacos
(FORMARIZ et al, 2005).

Sistemas de entrega na escala nanométricas podem potencialmente
aumentar os mecanismos de absorcao celular passivas, reduzindo as resisténcias a
transferéncia de massa e aumentando a atividade antimicrobiana (DONSI et al,
2012).

Figura 2 - Estrutura de uma nanoemulséo O/A

Goticula de dleo ( ) Farmaco Hidrofébico

Cabeca hidrofilica

©=50 -500 nm .’
n'/
Cauda hidrofobica
Tensoativo

k4 Tensoativo

Nanoemulsao O/A

Fonte - http://blogs.nottingham.ac.uk/malaysiaknowledgetransfer/2013/06/25/what-is-pharmaceutical-
nanoemulsion/
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As nanoemulsdes tém uma tensao superficial elevada que pode se fundir e,
consequentemente, romper a membrana de ceélulas procariotas, virus e células
eucarioticas de fungos. Um efeito antimicrobiano sinérgico pode ser conferido a
alguns surfactantes ou substéncias que possuem atividade antimicrobiana na
férmula para a producao da nanoemulsdo (BURANASUKSOMBAT et al, 2011).

As vantagens da utilizacdo de nanoemulsBes com antibidticos ja foram
relatadas em diversos estudos. Um exemplo é a nanoemulsificacdo A/O da
amoxicilina para o tratamento contra a bactéria Helicobacter pylori. A emulsificacdo
foi preparada com os surfactantes Span 20 e Tween 20 em varias proporc¢des para a
preparacdo da nanoemulsédo de quitosano/heparina para encapsular a amoxicilina,
melhorando assim a eficiéncia do aprisionamento do farmaco e proporcionando uma
taxa de liberacdo mais lenta (LIN et al, 2012).

A liberacdo das particulas de nanoemulsdo do farmaco in vitro indicou que o
sistema pode controlar a liberagdo da amoxicilina em um meio simulado de
dissolucédo gastrointestinal. As particulas de nanoemulsdo de quitosano/heparina
carregadas com amoxicilina podem localizar-se nos espacos intercelulares ou no
citoplasma celular, local da infeccdo por H. pylori, e aumentar significativamente a
inibicdo do crescimento da bactéria em comparacdo com a amoxicilina isolada. Os
resultados dos ensaios in vivo indicaram que as particulas de nanoemulsdo com
amoxicilina tinham um efeito de depuragéo de H. pylori mais completo em ratos com
infeccdo induzida por H. pylori em relacdo a amoxicilina ndo encapsulada (LIN et al,
2012).

3.3.2 Lipossomas

Lipossomas sao estruturas em forma de vesiculas formadas por fosfolipideos
organizados em uma ou varias bicamadas concéntricas que isolam um
compartimento aquoso (GRIMALDI et al, 2016; MACHADO, GNOATT & KLUPPEL,
2007) (Figura 3).

Os farmacos de interesse carregados pelos lipossomas podem estar contidos,
dependendo da caracteristica da substancia (hidrofilica ou lipofilica), na camada
lipidica ou entdo, no compartimento aquoso no interior da particula (LA RICA, AILI &
STEVENS, 2012). Os lipossomas possuem um sistema de a¢ao no organismo que

disponibiliza apenas uma fragéo controlada do farmaco ou ativo no tecido-alvo. Suas
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vantagens sao: utilizacdo de substancias que tém uso limitado por causa de suas
caracteristicas fisico-quimicas, potencializacdo do efeito no sitio de ag&o, possui
maior controle farmacocinético (absorcao e distribuicdo) e reducdo da toxicidade dos
farmacos (MACHADO, GNOATT e KLUPPEL, 2007). Lipossomas ainda possuem
algumas desvantagens, como a mé estabilidade coloidal, prazo de validade curto e
elevado custo de preparacdo, devido a natureza dos seus constituintes, 0s

fosfolipidios.

Figura 3 — Estrutura de um lipossoma
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Adaptado de http://www.integratedhealth.com/supplements/liposomes.html

Varios estudos demonstram que as formulagbes de lipossomas atingem
resultado melhores em termos de distribuicdo de farmaco e na eficacia terapéutica
em relacdo aos agentes antibacterianos livres (PINTO-ALPHANDARY et al, 2000). A
encapsulacdo de farmacos em lipossomas reduz sua toxicidade e aumenta a
eficacia devido a capacidade dos lipossomas se acumularem preferencialmente no
local da infeccdo. Os antibioticos tém sua poténcia elevada devido a depuragao
natural dos lipossomas da circulacdo pelas células fagociticas, local onde os
patdgenos intracelulares se localizam (MAURER et al, 1998).

Sistemas de entrega a base de lipossomas resultaram no melhoramento da
atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Origanum Dictamnus L., do extrato de
Citrus limon, dos extratos de Myrtus e do Oleo essencial de Artemisia arborescens L.
(DONSI et al, 2012).
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3.3.3 Etossomas

Os etossomas sdo vesiculas moles compostas, principalmente, por
fosfolipidios, dgua e etanol (em concentracdo relativamente alta), podendo ser
considerados um subtipo dos lipossomas. Séo transportadores de farmacos nao
iInvasivos que permitem que o ativo penetre nas camadas mais profundas da pele
e/ou na circulagcédo sistémica. A elevada concentracdo de etanol que esse sistema
possui provoca uma desorganizacdo na bicamada lipidica da pele e, também, faz
com que a membrana lipidica da vesicula seja embalada de forma menos apertada
do que nas vesiculas convencionais, permitindo uma estrutura mais maleavel que
melhora a capacidade de distribuicdo do farmaco no estrato cérneo (VERMA &
PATHAK, 2010).

O etanol € um intensificador de permeacédo e atua interagindo com a cabeca
polar das moléculas lipidicas da pele, o que faz com que o ponto de fuséo do lipideo
do estrato corneo seja reduzido, aumentando a fluidez lipidica e a permeabilidade da
membrana celular. As membranas etossémicas tém alta flexibilidade, isto, somado
ao efeito do etanol, permite que as vesiculas sejam espremidas entre 0s poros, que
possuem diametros menores do que os seus (VERMA & PATHAK, 2012).

Um estudo realizado com nitrato de econazol, antifungico utilizado no
tratamento de infeccfes cutaneas, demonstrou que os sistemas etossémicos sao
muito mais eficientes na distribuicdo de substancias na pele, tanto em quantidade
quanto em profundidade, do que os lipossomas e a solucdo hidroetandlica do
farmaco. Os etossomas provocaram um aumento da permeacdo percutdnea do
econazol, melhorando assim sua atividade antifungica (VERMA & PATHAK, 2012).

Segundo Godin e colaboradores, em 2005, a aplicacdo dérmica de um
etossoma contendo eritromicina em um modelo animal, tem potencial de curar
infecgbes profundas na derme causadas por S. aureus semelhante ao tratamento

sistémico com o farmaco.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenvolvimento de nanoformulacdes

4.1.1 Nanoemulsdes O/A

Para o preparo das nanoemulsfes O/A foram utilizados os tensoativos
hidrofilicos Croduret 50-Special CRODA® e Tween 80 Synth®, e os tensoativos
lipofilicos Crill 3 (Pastilles) CRODA® e Span 80 CRODA®. Os 6leos utilizados foram
Oleo mineral Farmax®, Oleo de milho, Oleo de soja e Oleo de girassol. Para a
solubilizacdo da fracédo foi utilizado o solvente Dimetilsuféxido (DMSQO) Synth®. A

composicdo de cada nanoemulsédo O/A esta descrita no Quadro 1.

Quadro 1- Formulacfes 6leo em agua (O/A)

Oleo de girassol ----- 10%
Crill 3 ------ 5%
Croduret 50 ----- 5%
Agua destilada gsp 10 mL

Oleo de girassol ----- 10%
Span 80 ------ 3%
Tween 80 ----- 7%

DMSO ----- 2%

Agua destilada qsp 20 mL

Oleo de girassol ----- 10%
Crill 3 ------ 5%
Croduret 50 ----- 5%
DMSO ----- 2%
Agua destilada gsp 10 mL

Oleo de soja ----- 10%
Span 80 ------ 4%
Croduret 50 ----- 6%
DMSO ----- 2%
Agua destilada qsp 20 mL

Oleo de milho ----- 5%
Span 80 ------ 2,5%
Tween 80 ----- 7,5%

DMSO ----- 2%
Agua destilada qsp 10 mL

Oleo mineral ----- 10%
Span 80 ------ 4%
Croduret 50 ----- 6%
DMSO ----- 2%
Agua destilada qsp 20 mL

Oleo de milho ----- 5%
Span 80 ------ 3%
Tween 80 ----- 7%

DMSO ----- 2%
Agua destilada gsp 10 mL

Oleo mineral ----- 10%
Span 80 ------ 3%
Tween 80 ----- 7%

DMSO ----- 2%
Agua destilada qsp 20 mL




Oleo de milho ----- 10% Oleo mineral ----- 10%
Span 80 ------ 2,5% Crill 3 ------ 3%
5 Tween 80 ----- 7,5% 10 Tween 80 ----- 7%
DMSO ----- 2% DMSO ----- 2%
Agua destilada gsp 20 mL Agua destilada gsp 20 mL
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As nanoemulsdes foram preparadas pelo método de emulsificacdo por
inversdo de fases. A fase oleosa continha o 6éleo e os tensoativos lipofilico e
hidrofilico. A fase aquosa continha agua destilada e DMSO. As duas fases foram
separadamente aquecidas em um béquer no banho-maria até temperatura de 75 + 2
°C. Em seguida, a fase aquosa foi vertida sobre a fase oleosa sob agitacdo
constante a 600 rpm através do agitador mecanico Fisatom 713D. A agitacao
permaneceu até resfriamento a temperatura ambiente, 25 + 2 °C. Todas as
nanoemulsdes foram preparadas primeiramente sem a fracéo.

Somente a formulacéo 2, que permaneceu estavel por 24 horas, foi preparada
com a fragcdo acetato etilénica de P. spruceanum. Antes do aquecimento das duas
fases, 50 mg da fracdo foi solubilizada em 200 pL de DMSO, esta solucéo foi
adicionada a &agua destilada, obtendo-se a fase aquosa. Entdo, preparou-se a
nanoemulsdo O/A pelo método de inversdo de fases, obtendo uma formulacdo de
concentracdo igual a 5 mg/mL. A composi¢do da formulacdo O/A 2 com a fracéo

acetato de P. spruceanum esta descrita no Quadro 2.

Quadro 2 - Composicao da formulagcdo O/A com fracdo acetato etilénica de galhos
de P. spruceanum

Oleo de girassol ----- 10%
Crill 3 ------ 5%
Formulacéo O/A (2) com fracdo acetato Croduret 50 ----- 5%
etilénica de P. spruceanum DMSO ----- 2%

Fracdo ----- 0,5%
Agua destilada qsp 10 mL

4.1.2 Nanoemulsdes A/O

Para o preparo das nanoemulsdes A/O foram utilizados o tensoativo lipofilico

Span 80 CRODA® e os tensoativos hidrofilicos Croduret 50-Special, Plantarem
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2000, Triton X-100 Vetec®, Tween 20 CRODA do Brasil® e Tween 80 Synth®. Os
6leos utilizados foram Oleo mineral Farmax® e Oleo de canola. Para a solubilizacg&o
da fracéo foi utilizado o solvente DMSO. A composicdo de cada nanoemulsdo A/O

esta descrita no Quadro 3.

Quadro 3 - Formulacdes agua em 6leo (A/O)

Agua destilada ----- 10% Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 9% 16 Span 80 ----- 8,5%
Tween 80 ----- 1% Tween 20 ----- 1,5%
Oleo mineral gsp 20 mL Oleo mineral gsp 40 mL
Agua destilada ----- 10% Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 9,5% 17 Span 80 ----- 8%
Tween 80 ----- 0,5% Tween 20 ----- 2%
Oleo mineral gsp 20 mL Oleo mineral gsp 40 mL
Agua destilada ----- 10% Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 8,5% 18 Span 80 ----- 7,5%
Tween 80 ----- 1,5% Tween 80 ----- 2,5%
Oleo mineral gsp 20 mL Oleo mineral gsp 40 mL
Agua destilada ----- 20% Agua destilada ----- 10%

_____ 0 Span 80 ----- 7%

Span 80 9% 19 p

Tween 80 ----- 1% Triton X ----- 3%
Oleo mineral gsp 20 mL Oleo mineral gsp 40 mL
Agua destilada ----- 20% Agua destilada ----- 10%

Span 80 ----- 8% 20 Span 80 ----- 7,5%

Tween 80 ----- 2% Tween 20 ----- 2,5%
Oleo mineral gsp 20 mL Oleo mineral gsp 40 mL
Agua destilada ----- 20% Agua destilada ----- 10%

Span 80 ----- 8% 01 Span 80 ----- 7,5%

Tween 80 _____ 2% Tl’lton X -=--- 2,5%
Oleo mineral gsp 40 mL Oleo mineral gsp 40 mL




Agua destilada ----- 20%
Span 80 ----- 7%

Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 7,5%

7 22 .
Tween 80 ----- 3% Triton X ----- 2,5%
Oleo mineral gsp 20 mL Oleo mineral gsp 20 mL
Agua destilada ----- 10% Agua destilada ----- 20%
Span 80 ----- 7% Span 80 ----- 8%
8 23
Tween 80 ----- 3% Tween 20 ----- 2%
Oleo mineral gsp 40 mL Oleo mineral gsp 20 mL
Agua destilada ----- 10% Agua destilada ----- 20%
Span 80 ----- 2,5% Span 80 ----- 7,5%
9 ' 24
Tween 20 ----- 2,5% Tween 80 ----- 2,5%
Oleo mineral gsp 40 mL Oleo mineral gsp 20 mL
Agua destilada ----- 10% Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 5% Span 80 ----- 7%
10 25
Tween 20 ----- 5% Croduret 50 ----- 3%
Oleo mineral gsp 40 mL Oleo mineral gsp 40 mL
Agua destilada ----- 10% ) ,
Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 8%
Span 80 ----- 7%
11 Tween 80 ----- 2% 26
. Plantarem ----- 3%
Oleo de canola ----- 24% i .
i ) Oleo mineral gsp 40 mL
Oleo mineral gsp 40 mL
Agua destilada ----- 20% ) ,
Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 7%
Span 80 ----- 7,5%
12 Tween 80 ----- 3% 27
. Plantarem ----- 2,5%
Oleo de canola ----- 21% . _
. _ Oleo mineral gsp 40 mL
Oleo mineral gsp 40 mL
Agua destilada ----- 10% Agua destilada ----- 10%
..... 0 Span 80 ----- 7%
13 Span 80 9% o8 p

Triton X ----- 1%

Oleo mineral gsp 40 mL

Triton X ----- 3%
Oleo de girassol gsp 20 mL

27
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Agua destilada ----- 10% Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 9% Span 80 ----- 7,5%
14 29
Tween 20 ----- 1% Tween 20 ----- 2,5%
Oleo mineral qsp 40 mL Oleo de girassol gsp 20 mL
Agua destilada ----- 10% Agua destilada ----- 20%
Span 80 ----- 8,5% Span 80 ----- 14%
15 ’ 30 .
Triton X ----- 1,5% Triton X ----- 6%
Oleo mineral gsp 40 mL Oleo de girassol gsp 20 mL

As nanoemulsdes A/O também foram preparadas pelo método de
emulsificacdo por inversdo de fases. A fase aquosa continha agua destilada e o
tensoativo hidrofilico e, a fase oleosa o 6leo e o tensoativo lipofilico. As duas fases
foram separadamente aquecidas em um béquer no banho-maria até uma
temperatura de 75 = 2 °C. Em seguida, a fase oleosa foi vertida sobre a fase aquosa
sob agitacdo constante a 600 rpm através do agitador mecanico até resfriamento a
temperatura 25 + 2 °C. Todas formulacdes foram preparadas primeiramente sem a
fracao.

Posteriormente, a formulacdo 20, que dentre as formulacdes estaveis
apresentou-se com o melhor tamanho de particula, foi preparada com a fracao
acetato etilénica de P. spruceanum (Quadro 4). Foi solubilizado 50 mg de fracdo em
200 pL de DMSO, esta solucao foi adicionada em agua destilada com o tensoativo
hidrofilico, obtendo-se a fase aquosa. As duas fases foram aquecidas, a fase oleosa
vertida sobre a fase aquosa e, pelo método de inversdo de fases, formou-se a

nanoemulsao.

Quadro 4 - Composicao da formulacdo A/O com fracdo acetato etilénica de galhos
de P. spruceanum

Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 7,5%
Formulacdo A/O (20) com fracdo acetato Tween 20 ----- 2,5%
etilénica de P. spruceanum DMSO ---- 2%
Fracao ----- 0,5%

Oleo mineral gsp 10 mL
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4.1.3 Lipossomas e etossomas

Na preparacdo dos lipossomas e etossomas foram utilizados Colesterol
Sigma-Aldrich®, Fostatidilcolina Sigma-Aldrich®, Phospholipon 80H Lipoid® e
Cloroférmio Synth®.

Os lipossomas foram preparados a partir de uma mistura do fosfolipideo
fosfatidilcolina e colesterol. As etapas de preparacdo consistiram em: formacao,

hidratacéo e dispersao do filme lipidico (Figura 4).

Figura 4 — Método de hidratacdo do filme lipidico

‘I?é:/ Componente hidrofébico g% Fosfolipidio

— —
Evaporacio do Hidratacio % *
solvente

Componente hidrofohico + Filme seco: formado no funde
lipidio+solvente organico do balao

Fonte: Toniazzo, 2013

Foi preparada uma solugéo de fosfatidilcolina em cloroférmio na concentragéo
de 50mg/mL e uma solucdo de colesterol em cloroférmio na concentracdo de
10mg/mL.

Pipetou-se 1 mL da solucao de fosfatidilcolina e 1 mL da solucéo de colesterol
para um baldo de fundo redondo, que foi levado ao rotavapor até a evaporagao
completa do solvente. Foi solubilizado 11,2 mg da fracdo acetato etilénica de P.
spruceanum em 100 pL de DMSO e, depois, adicionou-se 4900 pL de agua
ultrapurificada. Esta solugdo aquosa, entéo, foi utilizada para hidratar o filme lipidico
formado no baldo. A hidratacéo foi realizada a temperatura de 40 °C no ultrassom
(UltraCleaner 1600, Unique®). A composicao do lipossoma esta descrita no Quadro
5.
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Ap6s a formacgdo do lipossoma, foi realizada a diminuicdo de particulas
utilizando o ultrassom e o Ultraturrax IKA® T25 com velocidade de 15000 rpm a 50

°C durante uma hora.

Quadro 5 - Composicao do lipossoma

Fosfatidilcolina ----- 1%

Colesterol ----- 0,2%
1 Fracao ----- 0,224%
DMSO ----- 2%

Agua gsp 5 mL

Os etossomas foram preparados por dois métodos diferentes. Primeiro pelo
método de hidratac@o do filme lipidico. Foram adicionados em um baldo de fundo
redondo 2 mL da solucdo de fosfatidilcolina em cloroférmio 50mg/mL e levado ao
rotavapor até a evaporacdo completa do solvente. Foi solubilizado 12,5 mg da fracdo
acetato etilénica em 1,5 mL de etanol e adicionado 3,5 mL de agua ultrapurificada,
com esta solugdo aquosa, entéo, hidratou-se o filme lipidico a temperatura ambiente.
Apos a formacdo do etossoma, foi realizada a diminuicdo de particulas utilizando o
ultrassom e o Ultraturrax® com velocidade de 15000 rpm a 25°C durante uma hora.

Pelo outro método, denominado Método a Frio (VERMA & PATHAK, 2012), a
Fosfatidilcolina ou Phospholipon 80H e a fracéo acetato etilénica foram solubilizados
em etanol, posteriormente, adicionou-se agua ultrapurificada em pequenas
guantidades sob agitagcdo mecanica a 700 rpm por cinco minutos a 25 °C. Apés a
formacdo do etossoma, foi realizada a diminuicdo de particulas utilizando o
ultrassom (UltraCleaner 1600, Unique®) e o Ultraturrax IKA® T25 com velocidade de
15000 rpm a 25 °C durante uma hora. A composicdo de cada etossoma esta descrita

no Quadro 6.
Quadro 6 — Etossomas
Formulacéao Método
Fosfatidilcolina ----- 2%
Etanol ------ 30%
1 Fracso - 0.25% Formacéo do filme lipidico
Agua gsp 5 mL




Fosfatidilcolina ----- 1%
Colesterol ----- 0,2%
Etanol ------ 30%
Fracdo ----- 0,225%
Agua qsp 5 mL

Formacao do filme lipidico

Fosfatidilcolina ----- 3%
Etanol ------ 40%
Fracao ----- 0,225%
Agua gsp 5 mL

Formacao do filme lipidico

Phospholipon 80H ----- 2%
Etanol ------ 20%
Fracao ----- 0,225%
Agua qgsp 5 mL

Método a frio

Phospholipon 80H ----- 2%
Etanol ------ 30%
Frag&o ----- 0,225%
Agua gsp 5 mL

Método a frio

Phospholipon 80H ----- 2%
Etanol ------ 40%
Fracao ----- 0,225%
Agua gsp 5 mL

Método a frio

Phospholipon 80H ----- 1%

Frac&o ----- 0,225%
Agua gsp 5 mL

Método a frio

Phospholipon 80H ----- 1%

Fracao ----- 0,225%
Agua gsp 5 mL

Método a frio

Phospholipon 80H ----- 1%
Etanol ------ 40%
Frac&o ----- 0,225%
Agua qgsp 5 mL

Método a frio

31
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4.2 Caracterizacéo das formulacdes

As formulagBes foram analisadas macroscopicamente apdés 24h da sua
producdo, as formulacbes que nao apresentaram indicativo de instabilidade
(separacdo de fases ou precipitacdo) foram caracterizadas pela determinacédo do
valor de tamanho de particulas e pelo indice de polidispersdo das particulas (IPD),
utilizando o aparelho ZetaSizer®.

As medicbes de tamanho feitas pelo ZetaSizer® sao realizadas pela
espectroscopia de correlacéo de fotons ou espalhamento dinamico da luz (DLS), que
se baseia nos principios de espalhamento da luz e no movimento Browniano. E
amplamente utilizado para avaliar as dimensdes das particulas em suspenséo. A
solucdo €é colocada em uma cubeta de quartzo e, dentro do equipamento, as
particulas sao iluminadas com um laser e, entdo, espalham a radiacdo, sendo que a
intensidade da luz espalhada depende do tamanho das particulas. Devido ao
movimento Browniano das particulas, ha flutuacbes de intensidade de Iluz
espalhada. Estas flutuacdes sdo correlacionadas com o tamanho da particula, sendo
gue o movimento Browniano é inversamente proporcional ao diametro da particula e
depende da temperatura e viscosidade do meio.

Para indicar a estabilidade das formulacdes, foram realizadas medidas de
tamanho e IPD apés a preparacdo das formulacdes que continham a fracdo nos
intervalos de tempo: 24 horas, 7 dias, 14 dias, 21 dias e 28 dias.

Os resultados de medida de tamanho foram analisados através do teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis. Foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism
versao 5. As diferencas foram consideradas significantes quando valor de p foi

menor que 0,05.

4.3 Atividade antimicrobiana

As nanoformulacbes com a fracdo foram avaliadas em ensaios de
sensibilidade pelo método de microdiluicdo em caldo, seguindo as recomendacdes
da Clinical and laboratory standards institute (CLSI, 2012). Os testes foram
realizados em caldo Mueller-Hinton contido em microplacas de 96 pocgos, utilizando
S. saprophyticus, que € o microrganismo mais sensivel ao extrato AcOEt de galhos
de P. spruceanum (AMPARO et al, 2017).
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No poco 1A da placa de 96 pocos, foi colocado 78,0 pL da formulagéo 2 O/A e
nos pocos de B até H da fileira 1 foi colocado 39 pL de caldo Mueller-Hinton. Entéo,
realizou-se uma diluicio em série até o poco H, sempre utilizando o fator de diluicao
1:2. Pipetou-se 39 uL do poco A para 0 poc¢o B e assim sucessivamente até 0 pogo
H. Obtendo-se a concentragdo da fracdo igual & 3,05 mg/mL.

Desta forma se obteve, seguindo a técnica de diluicdo em série, 8 diferentes
concentracfes: 3,05 mg/mL, 1,525 mg/mL, 0,7625 mg/mL, 0,3813 mg/mL, 0,1906
mg/mL, 0,0953 mg/mL, 0,0477 mg/mL e 0,0238 mg/mL.

O mesmo procedimento foi realizado para na fileira 2 da placa de 96 pogos
para a formulagéo 20 A/O.

Também foram depositados na placa de 96 pocos os controles das
formulacbes sem a fracdo acetato etilénica, do caldo Mueller-Hinton, dos
microrganismos e do antibiético padrédo (tetraciclina) e fracdo com DMSO nas
mesmas concentracdes das formulacoes.

O in6culo foi preparado com o microrganismo S. saprophyticus ATCC 15305,
a partir da solugdo 1 x 108 UFC/mL, segundo a escala de McFarland. Entdo, o
inéculo foi diluido para que a concentracéo final nos pocos fosse de 5x10° UFC/mL.
Pipetou-se 25 pL de indculo em cada poco contendo as diluicdes da formulacéo e
nos controles positivo (antibidtico padrao) e negativo (formulagdo sem a fracéo).

A placa foi incubada a 37 °C por 24 h. Apés a incubacédo, colocou-se em
todos os pocos da placa 20 puL da solucdo reveladora cloreto de trifeniltetrazolio
(CTT) Neon® na concentracdo de 0,5 mg/mL. Entdo, a placa foi novamente
incubada por 3 horas e depois analisado o aparecimento de coloracdo rosa nos
pocos, indicando a presenca de crecimento microbiano e foi feito o repique dos
pocos em que havia interferéncia da coloracdo da fracdo para avaliar o crescimento

dos microrganismos.

4.4 Ensaio de liberagéo

4.4.1 Quantificagdo de fendlicos totais

Para se elaborar a curva padréo de acido galico, foi preparada uma solucéo
estoque de &cido géalico com concentracdo de 1 mg/mL. Desta solucdo estoque
foram preparadas diluicbes de 2,5; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0; 100,0 e 150,0 pg/mL.
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Para avaliar a sensibilidade do método de quantificacéo, foi feita uma curva
da fracdo acetato etilénica. Preparou-se uma solucdo estoque com concentracdo de
2 mg/mL de etanol. Desta solucédo estoque foram preparadas diluicdes de 0,0976;
0,1953; 0,3906; 0,7813; 1,5625; 3,125; 6,25 pg/mL.

Para a quantificacdo dos fendlicos presentes na fracao liberados no ensaio de
dialise, foram recolhidas aliquotas de 1 mL do meio receptor, no intervalo de 48
horas.

Todas as diluicbes de acido galico, fracdo e as aliquotas recolhidas do ensaio
de liberacéo por dialise foram pipetadas 20 pL para placa de 96 pocos, adicionou-se
90 pL de agua ultrapurificada e 10 pL de Solucéo Folin-Ciocalteu reativo Cromoline®
em cada poco, agitou-se por um minuto e se adicionou 40 uL de carbonato de célcio
(Na2COs3) 15% (p/v), entdo, agitou-se durante 30 segundos e se adicionou 40 pL de
agua ultrapurificada. As placas foram incubadas por 2 horas, e posteriormente, foi
realizada a leitura da absorbancia das amostras em leitor de 96 pogos a 650 nm.
Também foram retirados 20 pL das diluicbes de acido galico e fracdo e das aliquotas
recolhidas do meio receptor e adicionados 180 pL de agua ultrapurificada para se

quantificar o branco.

4.4.2 Determinacao das condic¢des sink (solubilidade)

Para o teste de solubilidade da fracdo, foi dissolvido 5,0, 2,5 e 1,25 mg da
fracdo acetato etilénica em 10 mL de caldo Mueller-Hinton. Estas misturas foram
colocadas no ultrassom durante uma hora e nao solubilizaram, apresentando
precipitados.

Entdo, foi preparada uma solugédo com 10% de DMSO, 30% de etanol e 60%
de tampé&o PBS. Nesta solugcao tampéao foi solubilizado 5,0 mg de fracdo em 1 mL de
meio tamp&o. Para comparacdo, também foi preparada uma solucdo a 5 mg/mL de
fracdo em etanol, solvente que garante a total solubilizagcdo dos componentes da
fracao.

Para quantificar o a porcentagem de fracdo foi solubilizada na solugéao
tampéao, foi determinado o teor de fendlicos totais da solugdo 5 mg/mL de fracdo em
etanol e da solugcdo 5 mg/mL da frcdo em meio tampdo pelo método de Folin-

Ciocalteu descrito no item 4.4.1.
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Os resultados de fendlicos totais foram analisados através do teste néo-
paramétrico de Kruskal-Wallis. Foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism
versao 5. As diferencas foram consideradas significantes quando valor de P foi

menor que 0,05.

4.4.3 Teste de liberacao por dialise

Realizou-se 0 ensaio de liberagédo para as formulagdes 20 A/O e 2 O/A, em
triplicata. Foi colocado 1 mL de formulagcdo em um saco de dialise, constituido por
membrana sintética de dialise de celulose (Dialysis tubing cellulose membrane
D9777- 100FT, 25x16 mm - Sigma-Aldrich®), esta membrana foi colocada em um
béquer com o auxilio de um bastdo de vidro. Este béquer continha 200 mL de meio
receptor (solugcdo 10% de DMSO, 30% de etanol e 60% de tampao PBS).

A dialise foi realizada a 37 °C e com agitacao horizontal. Aliquotas de 1 mL do
meio receptor de cada triplicata foram retiradas nos tempos de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8,
10, 12, 24 e 48 horas, sendo o volume retirado do meio substituido por igual
guantidade de solucédo receptora, 0 que manteve o sistema nas mesmas condi¢cdes
de trabalho.

Ao final das 48 horas, para determinar a quantidade de fracéo liberada pela
formulacédo foi quantificado o teor total de fendélicos no meio receptor, pelo método

de Folin-Ciocalteu descrito no item 4.4.1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Desenvolvimento das nanoformulacdes
5.1.1 Nanoemulsdes

As nanoemulsBes vém sendo estudadas desde a década de 1980,
mostrando-se uma alternativa para a administracdo de farmacos. Essas
formulacdes, em relacdo as emulsdes comuns, apresentam vantagens como possuir
maior estabilidade fisica a longo prazo e utilizar menor concentracdo de tensoativos
do que as micro e macroemulsdes (LIU et al, 2006).

As formulacdes do presente estudo foram desenvolvidas pelo método de
inversdo de fases. Esse principio € baseado na mudanca na curvatura espontanea
dos surfactantes durante o processo de emulsdo, o que € conseguido quando se
altera a temperatura das fases (LIU et al, 2006).

Em toda emulsdo deve estar presente um agente emulsionante ou uma
combinacdo de emulsionantes, onde a relacao entre a cabeca hidrofilica e a cauda
lipofilica da molécula seja ideal para formar uma emulsdo especifica. E neste
conceito que se baseia o equilibrio hidrofilo-lipéfilo (EHL) (CHEN & TAO, 2004). O
sistema EHL é uma escala arbitraria proposta por Griff em 1949, na qual os valores
variam entre 0 e 20, sendo possivel se estabelecer um valor de EHL para
determinado tensoativo ou para uma mistura de tensoativos (FLORENCE &
ATTWOOD, 2011). Sabe-se que um agente emulsionante com EHL inferior a 7
favorece a formacao de emulsées A/O, enquanto emulsionantes com valor de EHL
maior que 7 favorece emulsdes O/A (CARPENTER & SAHARAN, 2016).

As emulsbes sdo sistemas termodinamicamente instaveis. Para se calcular a
concentracédo relativa de tensoativos necessarios para produzir uma emulséo estavel
para misturas de Oleo e éagua, utiliza-se o EHL. O EHL obtido para um 0leo
determinado corresponde a emulsdo ideal para este 6leo (LEAL et al, 2013). As
nanoemulsbes foram preparadas variando a porcentagem dos tensoativos
hidrofilicos e lipofilicos, mantendo a proporcdo de 10% de tensoativo em cada
formulacdo, como descrito nos quadros 7 e 8. Segundo Leal e colaboradores, em
2013, as nanoemulsdes com porcentagem de tensoativos de 10% a 15%, sdo as
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formulagbes que apresentam maior estabilidade, avaliando-se o tamanho médio e
da distribuicdo de goticulas.

As proporcdes entre os tensoativos foram ajustadas para o EHL de interesse,
de acordo com o tipo de emulsdo desejada: A/O ou O/A. A variacdo na quantidade

de surfactante foi proposta seguindo a seguinte equacao:

EHLemuisao = (EHLL X L%) + (EHLH X H%)

Onde EHLemuisso € igual ao EHL desejado para a nanoemulséo, o EHLL € o
valor de EHL para o tensoativo lipofilico, o EHLn € o valor de EHL do tensoativo
hidrofilico e os valores L% e H% s&o as porcentagens de cada tensoativo usada na
formulacao.

A maior parte das nanoemulsdes O/A apresentaram separacao de fases, o
que indica instabilidade (Quadro 7). Segundo Khan e colaboradores, 2011, a
instabilidade de uma emulsédo pode ocorrer quando sua estrutura € alterada pelos
fenbmenos de coalescéncia, cremacao, floculacdo e separacdo de fases. A
cremagédo ocorre quando as fases se separam formando uma camada superior. Ja a
floculacdo é a associacao de pequenas particulas da emulsdo que tende a formar
um agregado, que geralmente é redispersavel apds a agitacdo. A coalescéncia se
da quando as goticulas se unem, formando goticulas progressivamente maiores. A
separacdao ocorre quando um grande nuamero de particulas coalesce, levando a

formacao de duas fases.

Quadro 7 - Formulacdes O/A desenvolvidas e suas respectivas caracteristicas
macroscopicas ap0os 24h da preparacdo

Formulacéo EHL Caracteristica
Oleo de girassol ----- 10%
Crill 3 ------ 5%
1 9,4 Estavel

Croduret 50 ----- 5%
Agua destilada gsp 10 mL
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Oleo de girassol ----- 10%
Crill 3 ------ 5%
Croduret 50 ----- 5% 9.4 Estavel
DMSO ----- 2%
Agua destilada gsp 10 mL
Oleo de milho ----- 5%
Span 80 ------ 2,5%
Tween 80 ----- 2.5% 123 Separou em duas
' fases
DMSO ----- 2%
Agua destilada gsp 10 mL
Oleo de milho ----- 5%
Span 80 ------ 3%
Tween 80 - 7% 11,7 Se'oar?” em duas
ases
DMSO ----- 2%
Agua destilada gsp 10 mL
Oleo de milho ----- 10%
Span 80 ------ 2,5%
Tween 80 —— 7,5% 1235 | SePArOUemduas
ases
DMSO ----- 2%
Agua destilada gsp 20 mL
Oleo de girassol ----- 10%
Span 80 ------ 3%
Tween 80 - 7% 11,79 Separ?” em duas
ases
DMSO ----- 2%
Agua destilada gsp 20 mL
Oleo de soja ----- 10%
Span 80 ------ 4%
Croduret 50 —— 6% 1018 | Separouemduas
ases
DMSO ----- 2%
Agua destilada gsp 20 mL
Oleo mineral ----- 10%
Span 80 ------ 4%
Croduret 50 —— 6% 10,18 | Separouemduas

DMSO ----- 2%
Agua destilada gsp 20 mL

fases
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Oleo mineral ----- 10%
Span 80 ------ 3%
9 Tween 80 - 7% 11,79 Separ?” em duas
ases
DMSOQO ----- 2%
Agua destilada qsp 20 mL
Oleo mineral ----- 10%
Crill 3 ------ 3%
10 Tween 80 —-- 7% 11,91 Separou em duas
fases
DMSO ----- 2%
Agua destilada gsp 20 mL

A formulacéo escolhida para a incorporacéo da fracdo acetato etilénica de P.
spruceanum foi a O/A 2, ja que foi a Unica formulacdo estavel na presenca de
DMSO, que é o solvente necessario para a solubilizacéo da fracéao.

Ja as nanoemulsdes A/O, apenas as formulacdes 18, 19, 20 e 25 foram
estaveis (translicidas) apds 24 horas da preparacdo, sem apresentarem sinais de
instabilidade (Quadro 8). Entdo, o tamanho e o indice de polidispersédo (IPD) destas

formulagdes foram determinados e os resultados apresentados na Tabela 1.

Quadro 8 - Formulacdes A/O desenvolvidas e suas respectivas caracteristicas
macroscopicas ap0os 24h da preparacdo

Formulacédo EHL Caracteristicas

Agua destilada ----- 10%

_____ 0,
Span 80 9% £ 37 Separou em duas

Tween 80 ----- 1% fases
Oleo mineral gsp 20 mL
Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 9,5%
> 4.835 Separou em duas

Tween 80 ----- 0,5% fases

Oleo mineral gsp 20 mL
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Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 8,5%

Separou em duas

Tween 20 ----- 2,5%
Oleo mineral gsp 40 mL

fases

Tween 80 ----- 1,5% 5,905 fases
Oleo mineral gsp 20 mL
Agua destilada ----- 20%
Span 80 ----- 9% 537 Separou em duas
Tween 80 - 1% ’ fases
Oleo mineral gsp 20 mL
Agua destilada ----- 20%
Span 80 ----- 8% 6.44 Separou em duas
Tween 80 ----- 2% ’ fases
Oleo mineral gsp 20 mL
Agua destilada ----- 20%
Span 80 ----- 8% o
6,44 Formou precipitado
Tween 80 ----- 2%
Oleo mineral gsp 40 mL
Agua destilada ----- 20%
Span 80 ----- % 751 Separou em trés
Tween 80 ----- 3% ’ fases
Oleo mineral gsp 20 mL
Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 7% _— Separou em duas
Tween 80 ----- 3% ’ fases
Oleo mineral gsp 40 mL
Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 2,5% A
p 105 Separou em trés
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Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 5%

Separou em duas

Tween 20 ----- 1,5%
Oleo mineral gsp 40 mL

fases

10 10,5
Tween 20 ----- 5% fases
Oleo mineral gsp 40 mL
Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 8%
11 Tween 80 ----- 204 6.44 Separ(f)u em duas
, ' ases
Oleo de canola ----- 24%
Oleo mineral gsp 40 mL
Agua destilada ----- 20%
Span 80 ----- 7%
12 Tween 80 ----- 3% 751 Separ?u em duas
B ' ases
Oleo de canola ----- 21%
Oleo mineral gsp 40 mL
Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 9%
13 p 5,22 Separou em duas
Triton X ----- 1% fases
Oleo mineral gsp 40 mL
Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 9%
14 P 5.54 Separou em duas
Tween 20 ----- 1% fases
Oleo mineral gsp 40 mL
Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 8,5%
15 p 5.68 Separou em duas
Triton X ----- 1,5% fases
Oleo mineral gsp 40 mL
Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 8,5%
16 p 6.16 Separou em duas




17

Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 8%
Tween 20 ----- 2%

Oleo mineral gsp 40 mL

6,78

Separou em duas
fases

18

Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 7,5%
Tween 80 ----- 2,5%

Oleo mineral gsp 40 mL

6,975

Estavel

19

Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 7%
Triton X ----- 3%

Oleo mineral gsp 40 mL

7,06

Estavel

20

Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 7,5%
Tween 20 ----- 2,5%
Oleo mineral gsp 40 mL

7,4

Estavel

21

Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 7,5%
Triton X ----- 2,5%

Oleo mineral gsp 40 mL

6,6

Separou em duas
fases

22

Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 7,5%
Triton X ----- 2,5%

Oleo mineral gsp 20 mL

6,6

Separou em duas
fases

23

Agua destilada ----- 20%
Span 80 ----- 8%
Tween 20 ----- 2%
Oleo mineral gsp 20 mL

6,78

Separou em duas
fases
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Agua destilada ----- 20%
Span 80 ----- 7,5%

Separou em duas

Oleo de girassol gsp 20

fases

24 6,975
Tween 80 ----- 2,5% fases
Oleo mineral gsp 20 mL
Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 7% i
25 7,24 Estavel
Croduret 50 ----- 3%
Oleo mineral gsp 40 mL
Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 7%
26 p 6.91 Separou em duas
Plantarem ----- 3% fases
Oleo mineral gsp 40 mL
*‘ . .
Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 7,5% o
27 6,47 Formou precipitado
Plantarem ----- 2,5%
Oleo mineral gsp 40 mL
Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 7% s d
eparou em duas
28 Tl’iton X """ 3% 7’06 p fases
Oleo de girassol gsp 20
mL
Agua destilada ----- 10%
Span 80 ----- 7,5%
29 74 Separou em duas
Tween 20 """ 2,5% ' fases
Oleo de girassol gsp 20
' mL
Agua destilada ----- 20%
Span 80 ----- 14% s q
eparou em duas
30 Triton X ----- 6% 7,06 P

mL
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Tabela 1 - Medida de tamanho e polidispersao (IPD) das particulas das formulacdes
A/O estaveis apos 24 horas de preparacéo

Formulacéao Tamanho (nm) IPD
18 36,5+0,4277 0,442 + 0,056
19 129,2 +10,21 0,672 + 0,066
20 40,63+ 0,4934 0,148 +0,119
25 50,46 £ 0,9166 0,129 + 0,036

A escolha da formulagéo A/O para a incorporacao da fracdo acetato etilénica
de P. spruceanum foi feita de acordo com o tamanho e IPD das particulas (Tabela
1). O IPD é um indice que avalia a variacdo de tamanho das particulas dispersas na
formulacdo (AFFANDI et al, 2011), o ideal é que o valor de IPD esteja 0 mais perto
de 0,1, o que é indicativo de um sistema monodiperso e, quanto maior o IPD, maior
a distribuicdo do tamanho de goticulas (MIKULCOVA et al, 2017). Avaliando-se
estes parametros, a que melhor se apresentou foi a formulacdo 20 (Tabela 1 e

Figura 5), que entéo foi escolhida para incorporacdo da fragao.

Figura 5 - Grafico da formulac&o 20 A/O de distribuicdo de tamanho por intensidade

Size Distribution by Intensity
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5.1.2 Lipossomas e etossomas

Para a preparacao do lipossoma foi utilizada a técnica de disperséo do filme

lipidico. Apesar de ser um método de simples execucdo, os lipossomas formados
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por hidratagdo do filme lipidico tem uma distribuicAo de tamanho de particulas
bastante heterogenea (TONIAZZO, 2013).

Os etossomas foram preparados pelos métodos de dispersao do filme lipidico
e a frio. O método a frio € o mais comumente utilizado para a preparacdo de
etossomas (VERMA & PATHAK, 2010). As formulag¢des foram preparadas variando-
se a concentragao de etanol na formulagéo.

Os lipossomas e etossomas preparados nao incorporaram por completo a
fracdo de P. spruceanum, apresentando formacdo de precipitados apos sua
producdo (Quadro 9). Portanto, ndo foram realizados testes de caracterizagao e de

atividade antimicrobiana com estas formulagdes.

Quadro 9 - Etossomas desenvolvidos e suas caracteristicas apos 24h da preparacao

Formulacéo Método Caracteristicas

Fosfatidilcolina ----- 2%
______ 0, el
Etanol 30% Formacéo do filme Precipitou
Fracao ----- 0,25% lipidico

Agua gsp 5 mL

Fosfatidilcolina ----- 1%

Colesterol ----- 0,2%

2 Etanol ------ 30% Formacéo do filme

lipidico Precipitou

Fracao ----- 0,225%
Agua gsp 5 mL

Fosfatidilcolina ----- 3%

Etanol ------ 40% . ,
Formacgéo do filme
Fracdo ----- 0,225% lipidico

Agua gsp 5 mL

Precipitou

Phospholipon 80H ----- 2%

4 . Método a frio Precipitou
Frag&o ----- 0,225%

Agua qsp 5 mL

Phospholipon 80H ----- 2%

Etanol ------ 30% i ) o
5 . Método a frio Precipitou
Fragcao ----- 0,225%

Agua qsp 5 mL
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Phospholipon 80H ----- 2%

Etanol ------ 40% _ o
6 Método a frio Precipitou
Fracéo ----- 0,225%

Agua gsp 5 mL

Phospholipon 80H ----- 1%

Etanol ------ 20% i _ o
7 Método a frio Precipitou
Fracao ----- 0,225%

Agua gsp 5 mL

Phospholipon 80H ----- 1%

Etanol ------ 30% _ -
8 . Método a frio Precipitou
Fragéo ----- 0,225%

Agua gsp 5 mL

Phospholipon 80H ----- 1%

Etanol ------ 40% i _ o
9 . Método a frio Precipitou
Fragcao ----- 0,225%

Agua gsp 5 mL

Pode haver alguma incompatibilidade da fracdo com componentes da
formulacéo, j& que ndo houve incorporacdo completa da fracdo e instabilidade das
formulacgdes. Estudos complementares devem ser realizados com outras propor¢oes

entre fracao e fosfolipideos.

5.2 Caracterizacao das formulacdes

As formulacdes estaveis, que continham a fracdo acetato etilénica, foram
caracterizadas quanto ao tamanho das goticulas e pelo indice de polidisperséo (IPD)
nos tempos de 1, 7, 14, 21 e 28 dias apds o preparo da nanoemulsédo (Tabela 1).
Mudancas nas medidas de tamanho de particula e IPD indicam que os fenbmenos
de coalescéncia e floculacdo estdo acontecendo, levando a instabilidade da
formulacdo (AFFANDI et al, 2011). Sendo assim, indica-se que a formulagcéo O/A se
manteve estavel durante os 28 dias testados, jA a formulacdo A/O apresentou
instabilidade a partir da medida do 14° dia, apresentando um tamanho de particula
muito elevado e presenca de precipitados, portanto, ndo se procederam as préoximas
leituras.

Sabe-se que o IPD é uma estimativa da faixa de distribuicdo de goticulas na

formulacdo. Os valores de IPD de aproximadamente 0,1 correspondem a
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polidispersao de sistemas monodispersos e valores maiores que 0,7 indicam que a
amostra possui uma distribuicio de tamanho muito ampla (MIKULCOVA et al, 2017),
as nanoemulsfes caracterizadas apresentaram valor de IPD foram satisfatorios

(Tabela 2), indicando uma faixa pequena de distribuicdo de particulas.

Tabela 2 - Medida do tamanho (nm) e do indice de polidispersao das particulas
(IPD) durante 28 dias

Medida 1 dia 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Tamanho 81,58 + 81,29 +
82,36 +0,94 81,24+0,69 82,7+1,485
2 (nm) 0,302 0,095
(O/A) PD 0,124 + 0,129 + 0,126 = 0,139 = 0,122 +
0,012 0,008 0,013 0,006 0,006
Tamanho 192,2 +
180,8 £15,3 7292 + 262,9
20 (nm) 0,735
(A/O) 0,263 + 0,304 +
IPD 0,27 £ 0,035
0,063 0,029

As principais caracteristicas de uma nanoemulsdo sdo o tamanho e a
distribuicdo das particulas, estes parametros sdo indicativos da estabilidade da
formulacdo (MIKULCOVA et al, 2017). Segundo Leal et al, 2013, para se considerar
uma emulsdo estavel, esta deve manter os compostos de fase oleosa na fase de
dispersédo, ou vice-versa, depois de sofrerem tensGes causadas por variacbes de
temperatura, agitacdo e gravidade. Desta forma, como as nanoemulsdes foram
caracterizadas apenas por tamanho e polidispersdo das particulas, temos somente
um indicativo da estabilidade destas formulagdes.

Na Tabela 2 é possivel observar as mudancas de tamanho em funcdo do
tempo de armazenamento das formulacdes. A formulacdo O/A ndo apresentou
variacao estatistica (p < 0,05) ao longo dos 28 dias (Tabela 2 e Figura 6), enquanto
na formulacdo A/O se observa um aumento no tamanho das goticulas significativo
entre 7 e 14 dias (Tabela 2 e Figura 7), ou seja, a formulacdo se torna instavel ao
longo do tempo de armazenamento. Segundo Liu et al, 2006, as emulsdes em
sistemas nao equilibrados tendem a reduzir suas areas interfaciais através de

processo de degradacéo, cremacéo, floculagéo e coalescéncia.
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Figura 6 - Grafico da distribuicdo de tamanho por intensidade da nanoformulacéo
O/A2nos 1 (a), 7 (b), 14 (c), 21 (d) e 28 (e) dias apds sua preparacao
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Figura 7 - Gréfico de distribuicdo de tamanho de particula por intensidade da
formualcdo A/O 20 nos 1 (a) e 7 (b)dias apOs sua preparacao
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5.3 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das formulagdes que demonstraram estabilidade
apos 24 horas foi testada por meio da técnica de microdiluicdo em caldo.

Esse método avalia a atividade de extratos vegetais através da determinacgao
da menor quantidade da substancia necessaria para inibir o crescimento do
microrganismo-teste. Esse valor é conhecido como concentragéo inibitoria minima
(CIM) (OSTROSKY et al, 2008).

Para a indicagdo do crescimento de microrganismos na placa foi utilizado
como indicador uma solucédo de CTT. Os sais de tetrazolio sdo frequentemente

utilizados para indicar atividade biolégica porque o composto incolor atua como um
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aceptor de elétrons e € reduzido a um produto colorido por organismos
biologicamente ativos (ELOFF, 1998).

Houve crescimento microbiano em todos os poc¢os contendo as diluicdes das
formulacdes, tanto A/O quanto O/A, demostrado pela presenca de cor.

No teste apenas com a fragdo com DMSO a CIM foi de 0,7625 mg/mL.

No poco contendo o controle positivo (tetraciclina e inéculo) ndo houve
crescimento microbiano. No controle negativo, onde utilizou-se as formulacdes A/O e
O/A sem a fracdo, houve crescimento de bactéria, portanto, nenhum componente da
fracdo apresentou atividade antimicrobiana. No controle da formulagcdo, onde foi
colocado apenas a formulacdo e o caldo, sem a presenca do inéculo, ndo houve
crescimento, logo, as formula¢des ndo estavam contaminadas. No controle do meio,
onde foi colocado apenas o meio de cultura utilizado (caldo Muller-Hinton) sem o
in6culo também ndo houve crescimento, portanto, o0 meio de cultura ndo estava
contaminado.

Em 2017, Mikulcovéa e colaboradores, formularam nanoemulsées O/A com o
0leo de semente de canhamo, que possui efeito antibacteriano relatado contra S.
aureus e Micrococcus luteus. As formulacdes demonstraram estabilidade quando
utilizada a proporcdo de 10% de tensoativo na nanoemulsdo, porém, ndo foram
capazes de melhorar a atividade antimicrobiana do 6leo. Entretanto, ndo € possivel
fazer uma comparacao direta entre nanoemulsdes formuladas com 6leo essencial e
extrato de plantas, pois os 6leos sdo constituidos por terpenos, que sdo moléculas

muito diferentes dos fendlicos que constituem a fracdo AcOEt de P. spruceanum.

5.4 Ensaio de liberacéao

5.4.1 Determinacéo das condi¢des sink (solubilidade)

Realizou-se o teste de solubilidade com o objetivo de escolher um meio
receptor adequado para a solubilizacdo da fracdo acetato etilénica de P.
spruceanum.

Para se realizar um teste de liberagdo é necesséario que se estabeleca as
condicdes sink, visto que a escolha do meio receptor € um fator determinante para o
teste de liberacao in vitro. As condigfes sink tém por finalidade garantir que 0 meio

receptor ndo atue como limitante da liberacdo do ativo da formulagdo por estar
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saturado. O meio deve possibilitar que manutengcdo as condi¢cbes sink durante o
experimento a temperatura de 37 °C e a concentragdo do ativo no meio de liberagdo
nao deve ser superior a 20% da sua concentracdo de saturacdo (MANADAS et al,
2002).

Visando melhor adequar as condi¢fes ao teste de atividade, primeiramente,
tentou-se solubilizar a fracdo em caldo Muller-Hinton, porém, ndo houve
solubilizacdo em nenhuma das concentracdes testadas (0,5mg/mL, 0,25mg/mL e
0,125mg/mL), ap6s uma hora no ultrassom. Entdo, preparou-se uma solu¢cdo com
10% DMSO, 30% EtOH e 60% PBS e houve solubilizacdo da fracdo neste meio.

Para a quantificacdo da quantidade de fendlicos existentes na fracdo, foi

elaborada uma curva padréo do acido galico, obtendo-se a equacao:

y = 0,0081x + 0,1266
R2=0,9914

Para confirmar a solubilizacéo, quantificou-se os fendlicos totais presentes na
fracdo solubilizada no meio utilizando a curva padrdo de acido galico obtida. A
concentracdo de 5 mg/mL de fracdo em meio receptor apresentou 105,48 ug
EAG/mL.

A fracéo solubilizada em etanol (solvente que garante a total solubilizacédo da
fracdo) na concentracdo de 5 mg/mL apresentou teor de fendlicos de 181,09 ug
EAG/mL. Dessa forma, os resultados de solubilidade da fracdo no meio testado (5
mg/mL) demostram que o meio é capaz de solubilizar 84,64% dos compostos
presentes (diferenca néo estatisticamente significante em relacdo a solubilizagéo
com etanol).

Considerando 200 mL de meio receptor utilizado no teste de liberacdo, a
concentragdo maxima de fendlicos totais (considerando 100% de liberagdo) seria
0,025 mg de fragdo por mL, equivalente a 0,5274 pg EAG/mL. Dessa forma, a

solucéo utilizada como meio receptor garante as condicdes sink.
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5.4.2 Ensaio de liberacao

O ensaio de liberacdo da fracédo foi realizado com as duas formulacdes que
continham a fracdo de P. spruceanum, a quantificacdo da liberacdo de fragéo foi
realizada através da determinacgéo de fendlicos totais liberados no meio receptor.

Amparo, 2016, sugeriu que a atividade antimicrobiana de P. spruceanum esta
atribuida a compostos fendlicos, como taninos e flavonoides. Dessa forma, o teor de
fendlicos totais foi utilizado para quantificacdo no ensaio de liberacao.

A quantificacdo de fendlicos totais pode ser realizada por uma variedade de
técnicas, sendo a técnica espectrofotométrica de Folin-Ciocalteu a mais utilizada,
apesar de ser um método que sofre muitas interferéncia e poder superestimar o
valor de fendlicos totais. O reagente de Folin-Ciocalteu, apos reagir com o0s
compostos fendlicos, produz coloracdo azul que pode ser medida em 750 nm
(SOUSA et al, 2007).

Na avaliacdo de sensibilidade do método foi visto que até a concentracao
9,766 x 10°° mg/mL de fracéo foi possivel fazer a determinacéo de fendlicos totais.
Foi elaborada uma curva padrdo dos fendlicos existentes na fracdo, obtendo-se a

seguinte curva:

y =10,922x + 0,0124
R2=10,9911

Na quantificacdo da liberagcdo da formulacdo, em nenhum tempo testado
houve quantidade quantificavel da fracdo no meio receptor, ou seja, nao foi liberado
mais que 0,0976 ug/mL. Essa concentracdo minima detectavel é abaixo da CIM da
fracao.

Sugere-se, portanto, que a auséncia de atividade das nanoemulsdes é devido
a problemas na liberacdo da formulacdo, possivelmente devido a interacdo dos

bioativos da fracdo com os tensoativos.
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6 CONCLUSOES

Foram desenvolvidas nanoemulsdes A/O e O/A monodispesas com a fracao
acetato etilénica de P. spruceanum. A formulacdo O/A indica ser estavel quando
caracterizada por tamanho e polidispersdao das particulas. Os lipossomas e
etossomas nao demonstraram estabilidade quando formulados com a fragdo de
interesse.

Apesar dos adequados resultados de caracterizacdo, as nanoemulsdes nao
foram capazes de reproduzir a atividade antimicrobiana da fracéo.

Sugere-se que esse resultado € devido a interacdo dos compostos bioativos
com os componentes da formulacao, indicado pela auséncia de liberagdo no teste

de didlise. Dessa forma, ainda sdo necessarios estudos sobre compatibilidade.
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