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RESUMO

O presente estudo descreve a sintese, caracterizacdo e testes antimicrobianos de
Nanoemulsdes & base de Oleo de Copaiba, associagdes com medicamentos alopéticos
(Itraconazol e Terbinafina) e nanoparticulas metalicas aplicadas em fungos Dermatofitos.
Foram realizados testes em col6nia de bactérias com o objetivo de comparacdo com 0s
resultados dos testes em fungos. O método empregado de Combustao Liquida assistida por
micro-ondas propiciou, de forma prética e eficaz, a sintese de Nanoparticulas de Prata (Ag-
NPs) em escala nanométrica. Foram formuladas 12 amostras para testes, além do 6leo de
copaiba e Ag-NPs utilizados nos ensaios antimicrobianos. As nanoemulsfes foram obtidas
pelo emprego da técnica de Inversédo de Fases associada a homogeneizadores de alta pressao,
foram caracterizadas por meio de testes fisico-quimico e analise de Potencial ZetaSizer para
verificar padrbes de estabilidade. As amostras foram caracterizadas por Analise
termogravimétrica (TGA), Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de
Forrier (FTIR), Difratometria de Raios-X (DRX), Microscopia de Luz, Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV), Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS), Microscopia Eletronica
de Transmissdo (MET). Os ensaios antimicrobianos foram realizados com bactérias Gram
Positivas e Gram Negativas, fungos leveduriformes e fungo filamentoso. As formulacgdes
obtidas induziram uma resposta terapéutica e foram inibidoras de fungos leveduriformes
Candida parapsilosi e Staphylococcus aureus, enquanto amostras de nanoemulsdes contendo
Terbinafina, apresentaram grande eficacia em testes realizados com trichophyton rubrum.

Palavras-chave: Oleo de Copaiba. Nanoparticula de Prata. Nanoemulsdo. Itraconazol.
Terbinafina. Fungos. Bactérias.



ABSTRACT

The present study describes the synthesis, characterization and antimicrobial tests of Copaiba
oil-based nanoemulsions, associations with allopathic drugs (ltraconazole and Terbinafine)
and metallic nanoparticles applied to dermatophyte fungi. Tests were carried out on colony of
bacteria with the objective of comparison with the results of the tests on fungi. The
microwave-assisted liquid combustion method provided, in a practical and effective way, the
synthesis of Silver Nanoparticles (Ag-NPs) on a nanometric scale. Twelve test samples were
formulated, in addition to copaiba oil and Ag-NPs used in antimicrobial tests. The
nanoemulsions were obtained using the Phase Inversion technique associated with high
pressure homogenizers, were characterized by physical-chemical tests and ZetaSizer Potential
analysis to verify stability patterns. The samples were characterized by Thermogravimetric
Analysis (TGA), Infrared Spectroscopy with Forrier Transform (FTIR), X-Ray Diffractometry
(DRX), Light Microscopy, Scanning Electron Microscopy (SEM), Dispersive Energy
Spectroscopy ( EDS), Transmission Electron Microscopy (TEM). The antimicrobial assays
were performed with Gram Positive and Gram Negative bacteria, yeast-like fungi and
filamentous fungus. The formulations obtained induced a therapeutic response and were
inhibitors of yeast fungi Candida parapsilosi and Staphylococcus aureus, while samples of
nanoemulsions containing Terbinafine, showed great efficacy in tests performed with
trichophyton rubrum.

Keywords: Copaiba oil. Silver nanoparticle. Nanoemulsion. Itraconazole. Terbinafine. Fungi.
Bactéria.
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1. INTRODUCAO

As infeccBes por fungos sdo um dos problemas de saude mais importantes que as
pessoas enfrentam ha muito tempo [1]. Os fungos que causam infeccbes superficiais
(Dermatofitoses) sdo denominados Dermatdéfitos e geralmente invadem e parasitam apenas as
camadas queratinizadas da pele, unhas e cabelos [2]; abrangendo espécies dos géneros
Epidermophyton, Microsporium e Trichophyton. A Dermatofitose é uma doenca comum em
paises tropicais devido a fatores como calor e umidade, que oferece um ambiente fértil para a
proliferacdo dos fungos [3]. Sdo necessérias varias etapas para que a infec¢do ocorra: contato,
adesdo e invasdo das camadas de queratina da pele, sendo a gravidade da infec¢do dependente
do tipo de agente, dos fatores ambientais e status imunolégico do hospedeiro [4]. As infeccdes
dermatofiticas sdo comumente referidas pela regido do corpo em que se localizam, por
exemplo: Tinea pedis, envolvendo o pé; Tinea capitis, envolvendo a cabeca e assim por diante

[5].

O Trichophyton rubrum (Figura 1) é considerado o fungo mais comum em
desencadear micoses superficiais que variam dinamicamente, e dependem das condicOes
socioeconémicas e das praticas culturais [6]. Trata-se de um importante agente causador de
dermatomicoses superficiais, como a oncomicose e Tinea pedis, e € conhecido por ser o
responsavel por 69,5% de todas as infeccdes por dermatofitos [7]. As manifestacGes clinicas
séo caracterizadas por descamacéo e maceracédo da pele, sensibilidade, coceira e sujeira, sendo
o0 tratamento, geralmente, realizado com ingredientes farmacéuticos ativos antifingicos (API)

aplicados localmente, como a Terbinafina, Miconazol, Clotrimazol, Econazol ou cetoconazol

[6].

Figura 1: Fungo Trichophyton rubrum, em aumento de 400X por microscopia de luz. Fonte: Cepem/RO.
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Para [8], a maioria das infec¢Oes cutaneas é tratada com antifungicos topicos contendo
naftidina, tolnafato, terbinafina ou itraconazol, associados a terapias orais de griseofulvina,
terbinafina e itraconazol, sendo a terbinafina e compostos do tipo azois as substancias que
carregam riscos de efeitos colaterais cardiacos e hepéticos e interacbes medicamentosas
(Tabela 1).

Tabela 1: Os farmacos e suas atividades terapéuticas. Fonte: [9].

Farmaco Atividade

Terbinafina Interfere na biossintese do ergosterol/inibindo o
crescimento do fungo.

Griseofulvina Interfere na funcdo dos microtubulos, inibindo a

mitose celular. E também um antagonista da sintese de
quitina na parede celular dos fungos.

Fluconazol E um agente fungistatico, afetando a conversdo de
lanosterol em ergosterol, levando a ruptura do fungo.
Acriflavina Interfere nos processos de replicacdo, transcrigdo e

traducdo de RNA e DNA

Os efeitos colaterais adversos relacionados ao tratamento das Dermatofitoses estdo
associados com o uso de drogas antifingicas disponiveis, incluindo nefrotoxicidade,
hepatotoxicidade e neurotoxicidade e, além disso, a resposta terapéutica é lenta em pacientes
imunocomprometidos [10]. Segundo [9], os agentes antifingicos atualmente disponiveis
contra os dermatofitos sdo escassos e apresentam limitagfes quanto a eficacia e toxicidade,
inclusive, o uso indevido de anti-micéticos na préatica de procedimentos médicos invasivos e 0

inicio da AIDS levaram a casos de reincidéncia de micoses causadas por T. rubrum.

No geral, o 6nus das infec¢fes por Tinea exerce uma profunda negatividade quanto ao
efeito na qualidade de vida do paciente [11], sem contar que os fungos podem apresentar
resisténcia a moléculas antifungicas tornando invasivo o tratamento dos pacientes com

infeccdo fangica [12].

Diante dessa problematica, a busca de agentes topicos eficazes sempre foi desafiadora
devido aos efeitos colaterais dos medicamentos e resisténcia adquirida, ja que atualmente, os
medicamentos antifungicos disponiveis sdo inibidores das vias metabdlicas dos fungos, mas
mesmo ndo produzindo efeitos adversos e colaterais nas doses prescritas, eles ndo sdo muito

eficazes [13].
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A nanotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar que pode ser aplicada em diversas
areas dentre elas, a area farmacéutica [14] podendo ser utilizada para solucionar problemas
relacionados a farmacos e medicamentos, destacando-se 0s nanocarreadores [15]. As
nanoemulsdes, por exemplo, séo sistemas formados por uma mistura homogénea de dois ou
mais liquidos imisciveis com tamanho de goticula na faixa de 10 a 200 nm [16]. Elas possuem
propriedades de encapsulamento e podem ser adaptadas para uma variedade de usos, além
disso, as nanoemulsbes ndo sao toxicas para pele, mucosas, membranas e tecido

gastrointestinais quando em concentrac6es biocidas [13].

No presente estudo, realizou-se o desenvolvimento de um nanofarmaco, na categoria
de Nanoemulsdo, formulado a base de 6leo de Copaiba com associa¢cbes com Nanoparticulas
de Prata (Ag-NPs) e medicamentos antifingicos convencionais como a Terbinafina e
Itraconazol, buscando conhecer através de ensaios de toxicidade e antimicrobiano, sua

atividade e efeitos através de estudos in vitro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Neste capitulo sera abordado a patologia especifica bem como o tratamento e farmacos de
interesse. Em seguida, sera detalhado o processo de sintese por Combustdo liquida e

desenvolvimento de Nanoemulsdes.

2.1. Dermatofitoses

A pele humana compde-se, essencialmente, de trés grandes camadas de tecidos: uma
camada superior a epiderme; uma camada intermediaria - a derme; e uma camada profunda -
a hipoderme ou tecido celular subcutaneo [17]. E a barreira anatémica e fisiologica entre o
organismo e 0 meio ambiente, promovendo prote¢do contra injdrias fisicas, quimicas e
microbioldgicas. E sensivel ao calor, ao frio, & dor, ao prurido e a pressdo [17; 18]. Os
queratinocitos, presentes na camada cérnea — a mais externa da epiderme (Figura 2),
sintetizam granulos lamelares, que terdo importancia na barreira de protecdo oferecida pela

epiderme [19].
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Figura 2: Estrutura da Pele [20].
A dermatofitose € uma doenga de carater contagioso causada por um grupo

homogéneo de fungos patogénicos chamados dermatdfitos, os quais apresentam marcada
afinidade pela queratina da pele e sdo encontrados em todo mundo, sendo reconhecidas mais
de trinta espécies [21]. A infecgdo afeta 40% da populacdo mundial e representa 30% de
todas as infecgbes micoticas cutaneas [22]. No Brasil, percebe-se que as medidas em salde
publica ndo ddo o enfoque necessario para infeccdes fungicas e isso gera um agravamento
“invisivel” de diversas infeccbes fungicas, inclusive dermatofitoses, na camada mais
vulneravel da populacdo. Os agravantes sdo desde os diversos desconfortos de convivio
social (como o estigma gerado pelas les6es) a qualidade de vida e longos tratamentos [23].

A propagacdo das dermatofitoses depende do contato direto ou indireto entre os
hospedeiros infectados e ndo infectados [24; 25]. A infec¢do é iniciada pela inoculacdo de
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conidos ou artroconidios, que sdo estruturas fangicas encontradas no ambiente e no
tegumento, viaveis por muitos anos [26]. O sucesso desse processo infeccioso esta
relacionado na capacidade dos fungos aderirem ao tecido epitelial e superar 0s mecanismos
de resisténcia do hospedeiro a exemplo da propria barreira cutanea, pH da pele e presenca de
acidos graxo fungistaticos [26].

A doenca pode ser transmitida de animal para animal, de animal para seres humanos,
ou do solo para os animais e para 0s seres humanos [21; 27]. Portanto, sdo classificados de
acordo com sua relacdo ecologica, podendo ser denominados, geofilico, zoofilico e
antropofilico. As espécies de dermatdfitos que sdo transmitidas entre humanos sdo as
antropofilicas, sendo as outras consideradas como oportunistas, mas ainda podem causar
lesGes graves e de dificil tratamento [23].

Os dermatofitos, também, sdo classificados, sistematicamente, como pertencentes do
Filo Ascomycota, da Classe Pezizomycotina, da Ordem Onygenales, e da Familia
Arthrodermataceae [23]. Sdo classificados em trés géneros: Microsporum, Trichophyton e
Epidermophyton. O Trichophyton pode infectar os pélos, a pele ou as unhas; o Microsporum
usualmente envolve unicamente pélos ou pele; o Epidermophyton afeta somente pele e unhas,
neste caso, escamas de pele poderiam estar aderidas ao pelo [21]. Dessa forma, as
Dermatofitoses sdo caracterizadas infec¢des superficiais, pois afetam somente pele, cabelos,
unhas ou mucosas; e sdo chamadas sistémicas, quando atingem regides mais profundas do
organismo [28].

Existem relatos que 90% das infeccBes crénicas sdo causadas por Trichophyton
rubrum (Figura 3) [29] sdo, geralmente dificeis de tratar e estdo associadas a recorréncias
apos a interrupcdo da terapia antifingica [30]. VVarios motivos sdo aventados para explicar o
aumento da incidéncia destas infeccdes nas Gltimas décadas, entre eles: o uso abusivo de
antibidticos, drogas imunossupressoras e citostaticas, bem como o aparecimento de pacientes
com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), os quais constituem alvo para o
desenvolvimento das dermatofitoses [31].
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Figura 3: Imagem de T. rubrum em epiderme da bolsa escrotal de homem imunodeprimido, obtida por MEV
[32].

A espécie Trichophyton rubrum é um fungo filamentoso queratinofilico (Figura 3). E
considerado o dermatdfito mais comum em humanos e normalmente coloniza as camadas
superficiais da epiderme (estrato corneo), unhas e foliculos capilares [33; 34]. Sdo também
conhecidas como Tinhas ou Tineas e a manifestacdo clinica, normalmente, é diagnosticada
por exames clinicos, identificando uma lesdo eritematosa, escamosa, e com prurido intenso.
As dermatofitoses podem se apresentar como lesdes superficiais e cronicas, a depender do
estado de saude inicial do paciente [23] (Figura 4).

A colonizagdo se inicia na camada cornea da epiderme, crescendo dicotomicamente,
de maneira circular e centrifuga resultando, ao final de alguns dias, em uma lesdo

macroscapica [35].

Figura 4: ManifestacGes clinicas das Dermatofitoses. A: Tinea corporis; B: Tinea barbae; C: Tinea corporis;
D: Tinea pedis. Fonte: [23; 36] (adaptado).

No diagnostico laboratorial das dermatofitoses, como em outras micoses, € realizada a

colheita do material clinico, respeitando a questdo do crescimento radial do fungo na lesdo
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[37]. Em pele e unhas o0 aspecto mais observado é o da presenca de filamentos micelianos
septados, de tamanho variavel e que podem estar ramificados. E possivel observar a presenca
de artroconideos nos quais os filamentos micelianos separam-se fisicamente em nivel dos
septos e posteriormente os mesmos arredondam-se formando cadeias semelhantes a um colar
de contas leséo [37].

Embora o dermatdéfito antropofilico e cosmopolita Trichophyton rubrum seja um dos
fungos mais frequentemente isolados de infecgdes cutaneas, o conhecimento sobre os
processos moleculares que governam sua patogenicidade ainda é escasso, além disso, 0s
antifungicos utilizados no tratamento das infecgdes agem sobre um limitado nimero de alvos

celulares, apresentando vérios efeitos colaterais [38].

2.2 Farmacos Antifungicos

As Dermatofitoses podem ser tratadas topicamente, sistemicamente, ou associando-se
ambas formas de tratamento, a depender do perfil de sensibilidade do fungo, o sitio
acometido, a extensdo da leséo, entre outros fatores [36].

Inimeras drogas antifingicas, como a anfotericina B, 5-fluorocitosina, azois e
equinocandinas, incluindo caspofungina e micafungina, surgiram devido ao aumento da
resisténcia aos medicamentos, efeitos colaterais indesejaveis, alto risco de toxicidade e
insuficiéncias na atividade antifingica, o uso tem sido limitado [29]. O mesmo autor destaca
que, dentre os medicamentos antifungicos, os azéis (como o fluconazol, Itraconazol e
Voriconazol) sdo antifungicos mais utilizados devido ao seu alto indice terapéutico,
entretanto, o Sertaconazol exibiu atividade fungicida e fungistatica em ensaios clinicos
randomizados [39]. Diante de situacBes quanto a resisténcia de patdégenos humanos a
medicamentos antifangicos e problemas relacionados a toxicidade, surge a necessidade do
aprimoramento dos agentes anti-micoticos convencionais, ampliando o espectro de acédo e
diminuindo efeitos colaterais limitantes a dose [10]. Quanto a questdo de resisténcia do
fungo, o teste rotineiro de sensibilidade aos antifingicos ndo é realizado no caso de
isolamento do dermatofitos de amostras clinicas e, com isso, é dificil definir se as recidivas
comuns apos a interrupgdo de uma terapia antifingica, se devem a mé adeséo ao tratamento
ou a infeccdo por cepas resistentes a antifungicos [30].

O Itraconazol é um triazol (Figura 5) sintético usado na medicina humana e

veterinaria, funcionando como um agente nas membranas celulares dos fungos causando um
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aumento na sua permeabilidade e permitindo o extravasamento do contetdo celular [40; 41].
O mecanismo de acdo baseia-se na capacidade de inibir a sintese do ergosterol, um
componente vital da membrana da célula dos fungos. A conseqiiéncia do bloqueio da sintese
do ergosterol € um aumento da permeabilidade da membrana celular, desencadeando
alteracbes morfoldgicas que resultam em necrose celular [42; 43]. Trata-se de um
medicamento antifingico pouco sollvel em &gua, entretanto, possui um amplo espectro de
atividade contra uma variedade de patdgenos que causam infeccdo oportunista em pacientes
infectados pelo HIV [44; 45]. Apresenta, dentre outras caracteristicas, basicidade fraca (pKa =
3,4) que é virtualmente ionizado a pH baixo, com solubilidade em agua extremamente baixa

(cercade 1 mg/ mL em pH neutro e cerca de 4-6 uL em pH 1) [46; 45].
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Figura 5: Estrutura Quimica do Itraconazol. [43]

A terbinafina é um antifingico sintético da alilamina comumente usado em humanos e
remédios veterinarios, tendo como mecanismo de acdo a inibicdo do esqualeno epoxidase,
uma enzima essencial na biossintese do ergosterol [41]. Com a sintese de ergosterol
comprometida, ocorre a acumulacdo de niveis tdxicos de esqualeno na célula fungica
enfraquecendo a parede do fungo e levando a um aumento da permeabilidade celular [41; 47;
48].

Na auséncia de terbinafina, o esqualeno epoxidade converte o esqualeno em 2,3-
oxidosqualeno, que é entdo ciclizado para lanosterol por outras enzimas [49; 50]. Com isso, 0
lanosterol é convertido em colesterol e/ou ergosterol, a quantidade de formacao de cada um
depende da espécie celular [49; 50]. Fundamentalmente, a inibicdo da esqualeno epoxidase
induzida pela terbinafina é qualitativamente e quantitativamente diferente entre células de
fungos e mamiferos [50].

Devido a esses mecanismos, a terbinafina (Figura 6) tem efeitos fungistaticos e

propriedades fungicidas e, através de estudos experimentais, possui também agdes anticancer
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e antiangiogénicas em varias linhas celulares neoplésicas com propriedades de eliminagéo de

radicais livres [41].

Figura 6: Estrutura Quimica da Terbinafina. [50]

A terbinafina é altamente eficaz contra dermatdfitos veterinarios mais comuns
(Microsporum canis, Microsporum gypseum e Trichophyton metagrophytes) e possui taxas de
eficacia mais alta e menos taxa de recidiva do que aquelas observadas com Itraconazol no
tratamento de dermatofitos [41; 51].

O desenvolvimento de novos agentes antifingicos é continuo, porém ainda ndo se
encontrou um medicamento completamente ideal em relacdo a eficacia, seguranca e curtos
periodos de tratamento [52; 53; 54]. Os diversos efeitos colaterais das drogas sistémicas
convencionais, como a hepatotoxicidade, tém sido incentivo para buscar op¢des de tratamento

em produtos naturais de uso topico [55].

2.3. Nanotecnologia: Nanofarmacos

Na tltima década, um grande nimero de estudos tratou de estratégias de administracédo
de medicamentos para sintese de farmacos pouco soltveis em agua e lipofilicos, incluindo
dispersbes solidas e formulagGes baseadas em nanoparticulas, entretanto, as principais
desvantagens de dispersdo do sélido estdo relacionadas a sua instabilidade [45], bem como a
processos de recristalizacdo da disperséo sélida com o potencial de deterioracédo da liberacdo e

biodisponibilidade de medicamentos [56; 45].
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A nanotecnologia foi estabelecida como uma alternativa promissora para aumentar a
dissolucdo e a solubilidade de substancias [57], pois, verificou-se que a nanoescala aumenta a
biodisponibilidade do farmaco [58; 59].

As nanoparticulas poliméricas tem sido extensivamente estudadas como portadoras de
particulas nos campos farmacéuticos porque mostram prometer, como sistemas de
administracdo de medicamentos e como resultado do seu tamanho subcelular, o aumento da
absorcdo intestinal de medicamentos pouco soliveis em agua [56; 45]. Além disso, as NPs
permeiam mais facilmente os epitélios do que as microparticulas e fornecem uma liberacédo
controlada dos medicamentos encapsulados [57].

Estudos realizados in vitro e in vivo utilizando produtos vegetais tradicionais, usados
em etnomedicina, demonstraram atividade antifingica promissora sem efeitos colaterais,
especialmente quanto a 6leos essenciais de plantas [60; 10]. Em um estudo conduzido por
Baltazar et al. (2015), foi utilizado a curcumina nanoencapsulada contra T. rubrum, que
demonstrou eficacia quanto a distribuicdo e solubilidade. Quando utilizado extratos de
Pothomorphe umbellata, planta nativa brasileira, que apresenta na sua com posicao
sesquiterpenos e 0leos essenciais, 0s resultados apresentaram propriedades antifungicas [62].
As Ag-NPs demostraram que a cepa ATCC MTA-4438, resistente a terbinafina, foi
suscetivel a exposicao dessas nanoparticulas, cujo mecanismo antifungico de acdo € diferente
do farmaco comercial [63].

As nanoemulsbes (NEs) podem apresentar atividades fungicidas, como a X8W60PC,
que apresentou atividade contra leveduras e fungos filamentosos (Figura 7) com potencial
para tratamento de uso topico [13]. A aplicacdo com NEs de P. latifélia mostraram atividade
antifungica contra os dermatoéfitos T. rubrum e T. mentagrophytes quando associada a

carvona e limonemo [64].
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Figura 7: Microfotografias por MEV de Candida albicans, em A ndo tratadas com emulsdo; em B dano celular
causadas por tratamento com nanoemulsdo. [13].
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Embora a classe dos antifingicos utilizados de forma convencional pareca numeroso,
existe uma problematica quanto a resisténcia e efeitos colaterais, surgindo a necessidade de

novos tipos de formas e formulacdes farmacéuticas para obtencéo de melhores resultados.

2.4 Nanoemulsdes (NES)

As NEs sdo sistemas dispersos entre dois liquidos imisciveis, cujas goticulas
encontram-se com tamanho médio inferior a 200 nm [65] sendo necessario para a
estabilizacdo da fase aquosa (agua) e fase oleosa (0leo essencial), o uso de tensoativo (ou
surfactantes), para a obtencdo de amostras homogéneas e estaveis. Esses sistemas em escala
nanométrica podem ser considerados uma derivacdo das Emulsbes, Microemulsdes ou

Macroemulsdes, tradicionalmente desenvolvidas pela area farmacéutica (Figura 8).

Figura 8: Comparacéo entre uma nanoemulsdo (esquerda) e uma macroemulsédo (direita) com didmetros das
goticulas de 35 nm e 1 um, respectivamente [66].

As NEs podem ser projetadas por selecéo criteriosa do componente da fase oleosa para
incorporar quantidades de farmacos de interesse (hidrofobico) em seu nucleo de 6leo e
modificacdo na superficie das goticulas do 6leo para melhorar a absorcdo do famaco
incorporado [67]. Trata-se de sistemas possuem baixa estabilidade termodinamica, que é
percebida atraves de referenciais relevantes como o tempo decorrido para a separacdo de fases
e fendmenos relacionados, sendo classificadas como 6leo-em-agua (O/A) ou agua-em-0leo
(A/O), sendo a primeira fase dispersa e a segunda continua [68].

As emulsdes ou NEs podem ser classificadas em éleo em agua (O/A), dgua em Gleo
(A/O) e sistemas multiplos (A/O/A ou O/A/O) (Figura 9). Quando as goticulas da fase aquosa
estdo dispersas em fase continua oleosa, denomina-se A/O, porém, quando as goticulas da
fase oleosa estdo dispersas na fase aquosa, denomina-se O/A [69]. As emulsdes maltiplas séo
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sistemas onde os dois tipos de emulsfes existem simultaneamente, podendo assim ser do tipo
AJ/O/A ou O/A/O, no qual a fase dispersa contém pequenas gotas de uma outra fase dispersa
em seu interior, e esta segunda fase dispersa esta fisicamente separada por uma fase dispersa

de composicao distinta [70].

(00 (@0

Fase aquosa
dispersa
(primaria)

m | Fase aquosa dispersante (secundaria)

Figura 9: Morfologia dos tipos de NEs: A/O, O/A e sistemas multiplos, segundo [71; 70; 72].

Foi relatado que as NEs tem ampla eficécia biocida e esporicida contra uma infinidade
de microorganismos, incluindo bactérias, virus e fungos, interrompendo suas membranas
externas [73]. Em estudos realizados por [74], onde foram testados o Gleo de Copaiba
(Copaiffera langsdorfii) e a NEs do mesmo, houve a inibicdo de fungos do género
Paracoccidioides e ndo foi observada a citotoxicidade ou efeito hemolitico. Esse efeito é
constatado porque ocorre uma interacdo das NEs com a bicamada fosfolipidica das
membranas celulares, a energia armazenada na emulsdo 6leo e surfactantes sdo liberadas e
desestabiliza a membrana lipidica, seja de bactéria ou fungos, dai sua atividade
antimicrobiana [75]. O mesmo autor relata, que a atividade antimicrobiana das NEs é
inespecifica, ao contrario dos antibidticos, permitindo atividade de amplo espectro enquanto
limitando a capacidade de geracao de resisténcia.

Devido sua estabilidade a longo prazo, facilidade de preparacdo (emulsificacéo
espontanea entre outras) e alta solubilizacdo do farmaco, esta categoria de nanofarmaco (NESs)

torna-se promissora como uma ferramenta de administracdo de medicamentos [76].

26



2.5 Obtencdo e composicao de NEs

Os métodos de emulsificagdo extremos podem ser usados para produzir dispersdes em
nanoescala de goticulas de um liquido em um outro liquido imiscivel, resultando em sistemas
metaestaveis que podem persistir por muitos meses ou anos devido a presenca de um agente
surfactante estabilizador que inibi a coalescéncia das goticulas [77]. Para que isso ocorra, sdo

misturadas quantidades apropriadas de 6leo, agua, surfactantes e/ou co-surfactantes (Figura
10) [76].

| agua H Co-surfactante
|

[ oleo ]_[surfactante

Figura 10: Componentes da Nanoemulsdo (adaptado). [78].

Para sua preparacdo, varias técnicas sdo utilizadas, como a aplicacdo de métodos de
alta e baixa energia, incluindo homogeneizacdo a alta pressdo, ultra-som, temperatura de
inversdo de fase e emulsdo por ponto de inversdo, bem como abordagens recentemente
desenvolvidas como o método de rebentamento de bolhas, misturadores de alto cisalhamento
[78; 79] (Figurall). Diante disso, as NEs sdo uma criacdo sintética que provavelmente ndo
existiria de outra forma, exceto pela producéo por seres humanos [77].
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Figura 11: Processo de cisalhamento (a)/ (b)/ (c)/ (d); NE estavel (e); fotomicrografia NE (f). [77] adaptado.
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Para garantir a estabilidades das NEs, é necesséria a observacdo de alguns pardmetros
como a temperatura, homogeneizagdo, pressdo e numero de ciclos que podem afetar nas
propriedades fisico-quimicas assim como o0 modo de incorporacdo do medicamento lipofilico
na fase oleosa afetam sua estabilidade [80; 81]. A manifestacdo mais comumente relatada de
deteriorizacdo das NEs é a formacgdo de um anel esbranquicado ou mancha brilhante de dleo
ao redor do gargalo do recipiente [78; 82]. Trata-se de resultados de uma variedade de
mecanismos fisicos-quimicos que ocorrem nas emulsdes: cremacéo, floculagéo, coalescéncia
e Ostwald [78].

2.6 Nanoemulsbes associadas a Antifingicos convencionais: Nanomedicamentos X

Alopéaticos

O desenvolvimento de nanodrogas ainda é escasso, apesar de oferecer varias
vantagens farmacocinéticas, como a administracdo especifica de medicamentos, alta
estabilidade metabolica, alta permeabilidade de membrana, biodisponibilidade aprimorada de
longa duracdo [83]. J& existem varios tipos de Nano-Sistemas descrito na literatura para
administracdo em diversas vias, como: ciclodextrinas, lipossomas, micro ou nanoparticula
poliméricas, micro ou nanoparticulas lipidicas sélidas, micro ou nanoparticulas magnéticas e
micro ou NEs contendo dleos vegetais [84; 85; 86].

As NEs associadas a 6leo e a medicamentos antifungicos convencionais podem ser
uma alternativa para o tratamento de micoses superficiais. Para [45], as NEs preparadas com
simples homogeneizacdo associadas a Itraconazol apresentaram-se estaveis e podem ser
formuladas como sistema de administracdo de medicamentos auto-emulsificantes. Nos
ultimos anos, os sistemas auto-emulsificantes de administracdo de medicamentos tém sido
utilizados para aumentar a biodisponibilidade oral de medicamentos pouco sollveis em agua,
especialmente de alta lipofilicidade [87].

O oleo de copaiba é extraido das arvores de Copaifera L. (Leguminoseae), um género
gue cresce na regido da Floresta Amazénica e desde a antiguidade tem sido utilizada
popularmente para promover a cicatrizag¢do de tecidos, anti-inflamatorio e antimicrobiano [88;
89]. O dleo essencial de Copaifera multijuga Hayne, apresentou resultados satisfatorios de
acao antimicrobiana para aspergilose ou candidiase [90]. Este 6leo é basicamente composto
por sesquiterpenos e diterpenos, sendo o B-cariofileno, seguido de a-humuleno, abergamoteno

e 0-cadineno os principais sesquiterpenos (Figura 12) [91; 89]
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Figura 12: Alguns sesquiterpenos encontrados no género Copaifera. [92]

Através da analise por cromatografia gasosa, é possivel observar sesquiterpenos (entre

8 e 13 minutos) e diterpenos (entre 20 e 26 minutos). A concentracdo e a natureza dos

mesmos podem variar, mas estas duas classes de produtos naturais, e mais nenhuma outra,

devem estar sempre presentes nos 6leos de copaiba (Figura 13) [91; 93]. Estudos realizados

com 6leo de Copaifera multijuga mostraram que, a fracdo rica em hidrocarbonetos apresenta

maior atividade antiinflamatoria do que as fracdes de alcoois sesquiterpénicos e acidos

diterpénicos [91; 93].
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Figura 13: Cromatograma tipico de éleo de copaiba. [91].

Embora a natureza insoltvel em agua do 6leo de Copaiba possa conferir uma sensacao

desagradavel quando usado topicamente, o desenvolvimento de uma forma de dosagem tdpica
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pode conferir beneficios com relacdo a estabilizacdo do 6leo e penetracao através da pele [94].
A nanoemulsdo de 6leo de copaiba (C. multijulga Hayne) é uma estratégia promissora para
tratar a pele inflamada localmente ou outras condi¢cdes da pele como infeccdes por fungos
[94].

2.7 Propriedades terapéuticas do O.C.O (C. multijulga Hayne) e nanoformulacdes

As formulacdes de microemulsbes elaboradas com dleo de copaiba (C. multijulga
Hayne), foram comprovadamente eficazes como atividade anti-inflamatérias, apresentando
efeito mais réapido e efetivo [95]. Em contrapartida, microemulsfes desenvolvidas para uso
topico, com a mesma espécie do Oleo, apresentou atividades antimicrobianas [96]. As
nanoemulsdes a base de Oleo de copaiba foram eficazes, favorecendo o efeito anti-
inflamat6rio em duas espécies de leishmanias, L. major e L. donovani na modalidade de uso
topico [97].

Estudos de atividade antibacteriana mostraram maiores atividades bactericida e
bacteriostatica do 6leo de Copaifera multijuga, frente a Streptococcus mutans, enquanto o
6leo essencial apresentou melhor acdo bactericida e a resina apresentou-se apenas
bacteriostatica [98]. A acdo do mesmo 0leo, foi eficaz para inibicdo do crescimento de duas
espécies de fungos dos géneros Aspergillus e Candida [90].

Os efeitos adversos dos antifingicos como das drogas azdlicas [99], as limitacdes do
arsenal terapéutico devido as caracteristicas fisico-quimicas dos antiflngicos, que precisam
ser altamente lipossolUveis para penetrar a parede do fungo; as propriedades farmacocinéticas,
especialmente relacionadas a questdes de metabolismo e toxicidade [100] e as propriedades
farmacodindmicas, uma vez que as diferencas citologicas entre as células eucarioticas dos
fungos e a dos hospedeiros s@o pequenas [101; 102], séo efeitos negativos da acdo dos anti-
micaticos.

Como podemos constatar, os medicamentos antifungicos para infec¢Bes utilizados
atualmente ndo satisfazem a necessidade médica completamente, devido a problemas
relacionados a espectro, poténcia, seguranca e propriedades farmacocinéticas dos agentes
disponiveis [103].

Diante disso, novas estratégias terapéuticas estdo surgindo, modificando a

composicao, forma farmacéutica e via de administracdo dos antifingicos. A nanotecnologia

30



apresenta um grande avancgo cientifico na sintese e aplicacdo de nanoparticulas para fins
terapéuticos [104].

A vetorizacdo de farmacos, baseada na teoria de Paul Ehrlich sobre a capacidade de
minusculas particulas (nanoparticulas) em carrear moléculas ativas aos sitios especificos de
acdo, tem sido considerada uma das principais linhas da pesquisa biofarmacéutica das Gltimas
décadas, fazendo parte de uma grande area que rapidamente emergiu no Brasil e no mundo
[105]. Essas nanoestruturas podem ser consideradas poderosas ferramentas para o tratamento
de infeccbes devido a capacidade de entrarem na célula, por meio de endocitose, 0 que
poderia beneficiar a liberagdo de medicamentos em meio intracelular [106].

As nanoparticulas vém sendo produzidas e utilizadas em uma ampla gama de produtos
em todo o mundo, incluindo as Ag-NPs e outros compostos, como 6xido nitrico e quitosana,
promissores para o tratamento de feridas [107; 108]. As Ag-NPs mostram-se bastante
eficientes devido a sua atividade catalitica, onde ocorre uma grande liberacdo de ions, fazendo
com que os ions penetrem diretamente na membrana celular, causando danos ao processo de
respiracdo celular e na permeabilidade [109; 110].

A prata sempre foi usada na forma de prata metalica, nitrato de prata, sulfadiazina de
prata para o tratamento de feridas, queimaduras e varias infeccdes bacterianas [108]. As Ag-
NPs agem no processo de permeabilidade e respiragdo celular na membrana das bacterias,
assim como podem conectar-se ao fosforo e ao enxofre presentes na estrutura do DNA,

impedindo a divisao celular [109].

2.8 Sintese de Ag-NPs

Existem uma variedade de procedimentos quimicos e fisicos que podem ser utilizados
para a sintese de NPs metélicas [108], entretanto, estes métodos possuem varios
inconvenientes, incluindo a utilizacdo de solventes toxicos, caros e geracdo de subprodutos,
inviabilizando a obtenc¢&o ou utilizacdo das NPs em alguns casos [111].

Conforme destacado por [110], ha duas maneiras de introduzir essas NPs, sendo a
primeira através do uso de substratos impregnados previamente com solucgdes coloidais e NPs
predeterminadas; a segunda forma é o uso de solu¢Ges com sal de prata em tratamentos com
agentes que reduzem esse elemento, denominado de catalisador redutor tendo como exemplo,

a ureia.
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A utilizacdo de solugdo precursora com ions de prata, um agente redutor associado a
um agente estabilizante, s&o alternativas mais usuais para controlar o crescimento das Ag-NPs
metalicas [110; 112], A forca do agente redutor influéncia na obtencdo das NPs, bem como o
pH do meio reacional, sendo que quanto mais forte o agente redutor em meio &cido, maior a
tendéncia a formar aglomerados, consequentemente particulas maiores, enquanto em meio
mais alcalino tende a formagéo de particulas menores [104; 113].

As Ag-NPs sdo formadas a partir de ions Ag+, aos quais sdo responsaveis pela
atividade antimicrobiana, porém, ndo se sabe ao certo o mecanismo de acdo antimicrobiana
tem relagdo, apenas, com a liberacdo de ions ou se as proprias Ag-NPs proporcionam uma
toxicidade especifica [110; 114].

2.9 Ensaios Antimicrobianos

O uso constante ou a interrupcdo do uso de anti-micdticos pode provocar a resisténcia
de fungos patogénicos, desencadeando na busca de novos agentes antifungicos que sejam
mais eficazes. O estudo da resisténcia bacteriana, geralmente € baseado em microrganismos
de importancia epidemioldgica, tais como S. aureus, E. coli, P. aeruginosae fungos
leveduriformes, responsaveis por diferentes processos etiolégicos tanto em pacientes
imunocompetentes quanto em pacientes imunodeprimidos [115; 116; 117]. A atividade
antimicrobiana de extratos vegetais € avaliada através da determinacdo de uma pequena
guantidade da substancia necessaria para inibir o crescimento do microrganismo-teste [118].
Esse valor é conhecido como Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) [119].

Na avaliacdo da atividade antibacteriana e antifungica dos extratos ou 6leos, diferentes
métodos podem ser utilizados, sendo os seguintes 0s mais conhecidos: método de difusdo em
agar por pogo, disco-difusdo e métodos de macrodiluicdo e microdiluicdo, os quais sdo
realizados em caldo [120]. Os métodos de difusdo em &gar ou em caldo sdo igualmente
aceitaveis para medir gquantitativamente a atividade in vitro de um agente antimicrobiano
contra um determinado isolado bacteriano [120; 121].

Através dos métodos de difusdo em agar, é possivel avaliar a atividade antibacteriana e
antifangica utilizando microrganismos patogénicos. Estudos realizados por Deus (2011)
[122], apresentaram boa atividade do Oleo-resina de copaiba contra cepas de Candida
parapsilosis. O 6leo de copaiba também apresentou atividades promissoras, apresentando

potencial de inibi¢do de crescimento contra bactérias Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
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Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 [123]. O 6leo de
copaiba apresentou eficiéncia ao ser utilizado em experimento com isolados de
Staphylococcus aureus, cuja capacidade de inibicdo sobre duas amostras resistentes a
antibioticos foi comprovada [124]. Acredita-se que o efeito antimicrobiano deste 6leo na
estrutura da parede celular bacteriana, desnaturando e coagulando proteinas é exercido pela
maioria deles, modificando a permeabilidade da membrana citoplasmatica para ions de
hidrogénio e potassio, interrompendo 0s processos vitais da célula, como transporte de
elétrons, translocacéo de proteinas, dentre outros processos que resultam na morte da bactéria
[125]. Assim considerando estas informacBes pode-se avaliar que o potencial do éleo resina
da copaiba apresenta uma atividade antimicrobiana significativa para diversos

microrganismos patégenos ao homem [126].

Este estudo terd como um dos objetivos, verificar in vitro a atividade antimicrobiana
do 6leo resina de copaiba Copaifera Multijulga, as nanoemulsdes formuladas com ele e
associadas a Ag-NPs e medicamentos antinfingicos, Itraconazol e Terbinafina. Para tanto,
foram testados pela avaliacdo do mecanismo de sensibilidade e resisténcia, 3 espécies de
fungos leveduriformes, 1 espécie de fungo filamentoso e 4 espécies de bactérias utilizando
para isso 0 método de difusdo em pocos para determinacdo da Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM).
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3. JUSTIFICATIVA

Na literatura, encontramos poucas formas farmacéuticas convencionais para
tratamento topico das Dermatofitoses. A Terbinafina e Itraconazol sdo medicamentos
antifungicos comercializados na forma tépica e enteral, entretanto, quando administrados da
forma oral causam efeitos colaterais dentre eles nduseas, vOmitos, dores, desconforto
abdominal, sintomas comumente associados ao sistema gastrointestinal. Os farmacos
mencionados sdo metabolizados no figado e suas concentracBes em niveis hepaticos, podem
ser grandes e com isso a monitoragdo das enzimas transaminases (AST e ALT) do figado é
necessaria, pois em niveis elevados indica ocorréncia de lesdo hepética. Devido a essas
situacOes o desenvolvimento e utilizacdo de sistemas de distribuicdo de drogas, como as NEs,
tem surgido como uma ferramenta bastante conveniente, pois apresenta caracteristicas que
atenuam esses efeitos colaterais. As NEs podem ser sintetizadas como carreadores
hidrofébicos e isso possibilita sua disperséo em meio aquoso por um periodo maior no
organismo e, além disso, proporciona a liberacao de farmacos lipofilicos (como antifingicos).
Outra caracteristica € o aumento da biodisponibilidade do farmaco de interesse no organismo,
associando a diminuicdo dos efeitos colaterais proporcionados por eles. Com isso, o estudo
teve como objetivo avaliar o comportamento in vitro de NEs produzidas com Terbinafina e

Itraconazol através de testes antimicrobianos com bactérias e fungos patogénicos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

O presente estudo tem por objetivo o desenvolvimento de uma Nanoemulséo a base de
6leo de Copaiba associada a antifingicos para avaliar sua atividade e citotoxicidade
em fungo dermatdfito.

4.2 Obijetivos especificos

Sintetizar nanoparticulas Prata (Ag-NPs) para facilitar a absorcdo do farmaco em meio
intracelular,;

Caracterizar as Ag-NPs quanto as propriedades morfologicas (MET, MEV), Térmicas
(TGA), difratométricas (DRX) e espectroscopica (FTIR) das Ag-NPs produzidas,
visando identificar suas propriedades.

Desenvolver nanoemulsdo O/A a base de 6leo de copaiba associadas a nanoparticulas
e farmacos antifingicos;

Conhecer as caracteristicas de dispersdo coloidal das nanoformulacdes através de
medidas do Potencial Zeta e comportamentos de estabilidade por meios de testes
fisico-quimicos;

Avaliar da atividade antimicrobiana das NEs produzidas, contra 0s microorganismos
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalis e Tricophyton

rubum.
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5. MATERIAIS E METODOS

Os materiais e os procedimentos experimentais empregados na sintese das Ag-NPs e as
descricdes de cada técnica utilizadas nas caracterizacGes dos Nanomateriais produzidos serdo
descritos nesta sesséo.
5.1. Reagentes e Materiais

Para a sintese das NPs, NEs e ensaios foram utilizados reagentes, materiais de
experimento, material bioldgico e equipamentos laboratoriais descritos na tabela 2 a seguir.
As sementes de Lactuca sativa foram obtidos comercialmente. As colonias de fungos T.

rubrum e espécies de candidas e bactérias, cedidas pelo CEPEM/RO e REDE

BIONORTE/AC, respectivamente.

Tabela 2: Reagentes e materiais utilizados na sintese de Ag-NPs e formulacdes das NEs.

REAGENTES

MATERIAL BIOLOGICO

UTENSILIOS DE
LABORATORIO

EQUIPAMENTOS
EXPERIMENTAIS

Nitrato de Prata

Ureia

Tween 80
Polietilenoglicol
Itraconazol
Terbinafina
Agua destilada
alcool
Agar Mueller Hinton
Meio Dextrose Sabouraud
NaCl

Oleo de Copaiba
Sementes de Lactuca sativa

Meio de culturas das estirpes:

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Streptococcus pneumoniae
Staphylococcus aureus
Candida albicans
Candida parapsilosis
Candida tropicalis

Tricophyton rubum

Placa de Petri
Papel filtro
Pinca instrumental
Fita adesiva
Copos descartaveis
Espatula
Cadinho/ pistilo
Peneira
Tubo falcon 50 ml
Tubo Falcon 15 mL
Erlemeyer
Alca de Platina
Béquer 500mL/ 1L

Micro-ondas
Capela de Fluxo laminar
Autoclave
Microscopio de luz
Balanga analitica
ZetaSizer Nano- ZS90
MET
MEV
TGA
DRX
FTIR
Homogeneizador hélice
(Ultra Turrax)
Centrifuga Hitachi
Condutivimetro
pHmetro

TermOmetro de mercdrio
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5.2 Planejamento Experimental
5.2.1 Preparo das Nanoparticulas

A sintese de nanoparticulas magnéticas de Oxido de ferro (FesO,4), dentre outras
metalicas, pode ser realizada por diversas metodologias, que proporcionam a producdo de
particulas com diferentes tamanhos, dispersao, estabilidade e morfologia [127]. O método de
reacdo por combustdo vem se destacando nos ultimos anos, devido principalmente a
facilidade de sua aplicacdo, ao custo relativamente baixo, ao controle da homogeneidade
quimica, por requerer poucas etapas e curto tempo de duracdo [128; 129]. O processo de
sintese de reacdo por combustdo de pds utilizando-se a energia de micro-ondas €
fundamentalmente diferente do processo convencional com relacdo as condi¢cdes dos
mecanismos de aquecimento [129].

A prata pode ser reduzida de seu nitrato por uma gama de substancias organicas como
alcoois, carboidratos, acido tartarico, acido ascorbico, etc. Os métodos de reducdo podem
variar tanto do tipo do agente redutor como da quantidade e concentragdo destes, bem como a
temperatura de reagéo, velocidade de agitacdo e duracdo do processo de reducédo [130].

A composicdo inicial da solugéo foi baseada na valéncia total dos reagentes oxidantes
e redutores utilizando conceitos da quimica dos propelentes e explosivos de forma que foi
estabelecida a estequiometria da fase de interesse [131]. Foram realizadas o balanceamento
das equacdes utilizando os sais de Nitrato de Prata e ureia para obtencdo de 3 tipos de
amostras a serem estudadas, a rica em catalisador (+25%), pobre em catalisador (-25%) e a
equacdo balanceada (EB) (Equacdo 1). Primeiramente foi obtida uma solucdo com a
associacdo dos sais e, posteriormente, a queima assistida em micro-ondas por
aproximadamente 5 minutos (Figura 14). A ureia atua na sintese como agente redutor dos

cations Ag”* em solucio.

Equacéo 1:
6 AgNO; + 4 (NH,),CO =6 AgO + 7 N, + 4 CO, + 8 H,O
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Figura 14: Procedimento simplificado da sintese de NPs por combustéo liquida assistida em micro-ondas. Fonte
do autor.

5.2.2 Técnicas de Caracterizacao aplicadas as Nanoparticulas
As nanoparticulas e nano formulagGes foram caracterizadas por diferentes técnicas,

visando uma melhor compreensdo das nanoestruturas sintetizadas.

e Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada em Fourier (FTIR)

A principal utilidade da espectroscopia FTIR na caracterizacdo de NPs metalicas ¢é a
deteccdo de espécies que interagem com a superficie das particulas [132]. Isso se d&, devido
ao fato de que as ligacBes quimicas das substancias possuem frequéncias de vibracdo
especificas, as quais correspondem a niveis de energia da molécula (sdo denominados de
niveis vibracionais), esses niveis de vibracdo depende de fatores como, a geometria
molecular, massas dos atomos, e acoplamento de vibracGes [133]. Se a molécula receber
radiacdo eletromagnética com a mesma energia de uma dessas vibragdes, a luz sera absorvida
somente se a molécula sofrer uma variacdo no seu momento dipolar durante essa vibracao
[133].

As Ag-NPs foram caracterizadas por espectroscopia de absor¢do na regido do
infravermelho visando identificar a presenca de nitrato de prata na solucdo, dessa forma,
monitorando as bandas caracteristicas da solucdo e ligacbes formadas. As medidas de FTIR
foram realizadas no LAMUTA da UFMT.
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e Andlise Termogravimétrica (TGA) e Termogravimetria Derivada (DTG)

O conhecimento das propriedades térmicas pode levar a melhora de processos de
moldagem, transporte, conservacdo e até melhorar as aplicacfes de determinados compostos e
materiais, j& que mudancas térmicas e o conhecimento dos limites de temperaturas podem
comprometer suas propriedades [134].

A TGA ¢ uma técnica de analise térmica destrutiva que mede a variacdo de massa de uma
amostra em func¢do do aumento da temperatura, com uma taxa de aquecimento constante e em
uma atmosfera controlada [135]. A termogravimetria derivada (DTG) é definida como a
técnica que fornece a derivada primeira da curva termogravimétrica, em funcéo do tempo ou
da temperatura [136]. As curvas termogravimétricas TG/DTG das amostras foram obtidas no
intervalo de 50-500°C, atmosfera de N2 (50mL.min-1), utilizando uma termobalanca e
cadinhos de platina. As medidas foram realizadas no LAMUTA da UFMT.

e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por dispersdao de

energia (EDS)

Através da microscopia eletrénica de varredura, a imagem € formada a partir de feixes de
elétrons, os mesmos sdo refratados por meio de lentes eletronicas em um sistema de alto
vacuo, interagindo com a matéria [137]. No MEV os elétrons varrem a superficie do material
a ser analisado, resultando em uma imagem topogréfica, tridimensional, com grande
quantidade de detalhes [138].

Para analise da morfologia das NPs-Ag e nano formulagdes, estas foram diluidas na
proporcao de 1:100 em agua Milli-Q. Apds recobrir os stabs com fita carbono, uma gota da
amostra foi adicionada sob a mesma e reservada para secagem por 24 h em temperatura
ambiente. E necessario que as amostras estejam secas devido & aplicacdo do vacuo. As
amostras foram analisadas pelo microscopio de varredura empregando-se voltagem de 20kv.
Neste estudo utilizou-se a técnica de espectroscopia por dispersdo de energia (EDS) para
realizar uma analise semi-qualitativa da distribuicdo dos elementos nas nanoparticulas de
prata funcionalizadas ou nao.

As amostras foram examinadas e fotografadas através do Microscépio de Varredura
JEOL, modelo JSM-7001F, em condicGes de vacuo de 3,6 x 10-4Pa, no Laboratorio de
Microscopia da UnB.

e Microscopia Eletronica de Transmissédo (MET)
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A microscopia eletronica de transmissdo permitiu visualizar a distribuicdo de tamanho de
particula [126]. Amostras de 10 pL foram diluidas em 90 pL de &gua destilada e
homogeneizadas em voOtex por aproximadamente 5 minutos. Apos recobrir grades com
formwar, adicionou-se 0 material e reservou para secagem a temperatura ambiente por 24
horas. Apos esse periodo as amostras foram analisadas e fotografadas em MET, modelo JEM-
2100, equipado com EDS, Thermo Scientific, no Laboratdrio de Microscopia do Instituto de
Biologia da UnB — campus Brasilia.

e Espectroscopia de Raios-X (DRX)

A difracdo de raios-X é uma técnica empregada para analise de particulas (na forma de
p0) apresentando-se como uma das principais ferramentas na identificacdo das fases presentes
em materiais policristalinos [127]. A identificagdo do nanomaterial é realizada comparando 0s
resultados obtidos no difratograma e dados registrados na literatura. A técnica fornece
informacBes referentes a estrutura cristalina, constante de rede e diametro médio da
nanoparticula sendo a estimativa do didmetro médio, obtida a partir da largura de linha

corrigida a meio altura do pico de refcexdo mais intenso, usando a relagéo de Scherrer [127].

5.2.3 Preparo das Nanoemulsdes
e Obtencéo do Oleo de Copaiba

O oleo foi extraido da Reserva Bioldgica do Jaru (REBIio) localizada interior de
Rond6nia, devidamente comunicado e autorizado pelo Instituto Chico Mendes-ICMBIO (em
anexo). Para obtencdo do 6leo, foi usado trado manual de 7/8 polegada de didmetro e 1,0 m de
comprimento. A arvore foi perfurada a altura de 60 a 70 cm do chéo, até o centro do caule (20
a 50 cm de profundidade no tronco, conforme o didmetro da arvore), com pequeno declive
para escoamento e, apds a coleta, todas as amostras foram armazenadas em frascos ambar a
temperatura de 25 °C e fora do alcance de luz [28]. Foram obtidos aproximadamente 2 litros
6leo da espécie de Copaiba (Copaiffera multijulga), usada na fase oleosa para obtencdo das

nanoformulagdes (Figura 15).
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Figura 15: Processo de extragdo do 6leo de Copaiba. Fonte do autor.

e Obtencdo das Nanoemulsdes

Foram desenvolvidas nanoemulsdes associadas e ndo associadas a nanoparticulas e
medicamentos antifungicos alopéticos caracterizando dessa forma NEs com 2 e 3 fases, sendo
elas: Fase 1(Fase oleosa), Fase 2 (Fase aquosa) e Fase 3 (Fase complementar). Primeiramente,
a fase oleosa consistindo de 6leo de copaiba, a fase aquosa (agua destilada) e fase
complementar constituidas por Ag-NPs, aditivo e antifingicos convencionais. Para a
formacao do sistema emulsionado, adicionaram-se as fases o tensoativo Hidrofilico Tween 80
(Polyssorbate 80) e como polimero hidrofilico ndo idnico, o polietilenoglicol (Propylene
glicol) que possui propriedades umectantes. As formulacfes de Nanoemulsbes foram
desenvolvidas baseadas no método utilizado por [139;140;141; 142]. A fase oleosa foi
agitada magneticamente por um periodo de 15 minutos e, ap0os esse periodo, a fase aquosa e
tensoativo foram adicionados manualmente a primeira fase e mantida a homogeneizagédo
mecanica por 30 minutos, utilizando-se um processador ultra-sénico e agitador Turrax. O
valor de amplitude usada no processador ultra-sénico foi de 35%, no tempo de 10 minutos e o
gradiente de velocidade usado no agitador foi de 18500 a 30000 rpm, por 10 minutos.

Considerou-se para a producdo das NEs o método Ponto de Inversdo de Emulsdo que
estabelece a razdo por meio da concentragdo de 6leo e tensoativo adicionado para formulacao
[136]. A composicdo quantitativa das Nanoformulagbes preparadas ndo sera apresentada
neste trabalho, em funcdo de patente que se encontra em fase de elaboracédo. As proporcdes do
tensoativo variou entre 1,0 a 25%, a quantidade de &gua entre 65 a 90% e a Fase 3

representadas pelas Ag-NPs e medicamentos alopaticos.
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5.2.4 Técnicas de Caracterizacdo aplicadas das Nanoemulsdes

Fendmenos de instabilidade de sistemas emulsionados como agregacao, floculacéo e
coalescéncia podem ser acompanhados atraves da evolucdo do didmetro médio, bem como da
distribuicdo do tamanho de goticula [140]. Foram realizadas avaliagdes fisico-quimicas por
meio de analises macroscopicas, determinacdo do pH, condutividade, teste de centrifugacéo,
estresse térmico, Potencial Zeta, indice de polidispersividade (Pdl), MET, MEV e
microscopia de luz descritas a seguir.

e Auvaliag6es Fisico-quimicas
Anélise Macroscopica

As caracteristicas observadas consistem em avaliar a alteracdo de cor, presenca de

sedimentacdo e coalescéncia das amostras estudadas.

Determinagéo do PH

O pH foi obtido diretamente nas formulacdes com auxilio de um Peagdmetro
(Digimed) logo apés a sintese e 24 horas posterior, seguindo a metodologia proposta por
[141], onde foram preparadas dilui¢bes 1:10 de cada amostra pesando 1,0 g da nanoemulséo e

9,09 de agua destilada.

Determinacéo da Condutividade
A condutividade foi medida ap6s 24h da manipulagdo, utilizando um condutivimetro
(modelo PHT-026). As medidas foram realizadas a temperatura de 25°C [141].

Teste de Centrifugacéo

Todas as amostras foram submetidas ao teste de centrifugacdo onde, cinco gramas
(5,0g9) de cada amostra das nanoemulsbes foram pesadas e centrifugadas aos ciclos de 1000,
2500 e 3500 rpm durante 15minutos em cada rotacdo, e em temperatura ambiente controlada
de 25°C [141].
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Estresse Térmico

As andlises de estresse térmica obedeceram ao protocolo utilizado por [142; 143],
onde 5g das amostras formuladas foram adicionadas em tubos de ensaio de vidro e
submetidas em banho termostatizado na faixa de temperatura de 40°C a 80°C, variando a
temperatura em 5°C a cada 30 minutos. As avaliagdes macroscépicas foram realizadas
visualmente ao final de cada ciclo de 30 minutos a fim de detectar fendmenos de instabilidade

como cremeacdo ou coalescéncia.

e Potencial Zeta

Quase todos os materiais particulados em contato com um liquido adquirem uma carga
elétrica em sua superficie [134]. O potencial zeta é a funcéo da carga superficial da particula,
de qualquer camada adsorvida na interface com o meio e da natureza e composi¢cdo do meio
que a circunda. Esse potencial pode ser determinado experimentalmente sendo um indicador
uatil da carga de superficie, podendo ser usado para prever e controlar a estabilidade de
solucBes ou dispersBes coloidais [135]. Esse potencial reflete a carga efetiva nas particulas,
que se correlaciona com a repulsdo eletrostética entre elas, e com a estabilidade da suspenséo,
com isso, quanto maior o potencial zeta, mais provavel que a suspensao seja estavel, pois as
particulas carregadas se repelem, e essa forca supera a tendéncia natural a agregacéo [126]. O
valor ideal deve ser maior ou igual a +/- 30mV.

As amostras foram diluidas de 20uL da amostra em 980uL de &gua destilada,
mantidas em temperatura ambiente, transferidas para eppendorfs de 1,5 mL. As solucdes
foram homogeneizadas em banho ultrassdnico por 5 minutos e entdo encaminhadas para
analise do Potencial Zeta, (ZetaSizer Nano- ZS90) no Laboratdrio de Nanobiotecnologia da
UnB.

e Tamanho das particulas e o indice de polidispersividade

O tamanho médio das nanoparticulas e a distribuicdo de tamanho da suspensao coloidal ou
indice de polidispersdo (PDI) foram determinados através da técnica de espalhamento de luz
dindmico, “Dynamic light scattering” (DLS). Para realizar a caracterizagdo dos parametros de
diametro hidrodinamico medio e distribuicdo de tamanho foi utilizado um equipamento
modelo Zetasizer Nano ZS (Malvern). Esta tecnica baseia-se no fato de que as particulas se
movem aleatoriamente sob o impacto das moléculas do solvente sobre a sua superficie [136].

A frequéncia e a amplitude deste movimento, denominado browniano, é dependente do
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tamanho da particula e da viscosidade do solvente, ou seja, quanto menor a particula, maior
seré a frequéncia do movimento browniano numa amplitude relativamente importante [136].
Os valores do PDI variam entre 0,00 e superiores a 0,70 como demonstrado na tabela 3

abaixo.

Tabela 3: Valores de referéncia para PDI [136].

PDI Caracteristicas

0,00 a0,05 Usualmente, medidas somente encontradas com padrdes de latex ou
particulas propositalmente produzidas como monodispersas.

0,05a0,08 Amostra quase monodispersa.

0,082a0,70 Faixa de polidispersividade média.

> 0,70 Amostra muito polidispersa; deve-se tomar cuidado na

interpretacdo dos resultados, pois a amostra pode néo ser adequada
para a técnica DLS (pode haver quantidade significativa de
particulas maiores, por exemplo.)

e Andlise Nanoestrutural realizadas em MET e MEV

A analise morfologica das nanoestruturas sintetizadas puras e associadas em
nanoformulacdes foram realizadas por meio da técnica de Microscopia Eletronica de
Transmissdo — MET e Microscopia Eletrénica de Varredura - MEV. A amostra foi
preparada na concentracdo de 0,5 mg/mL em &gua para nanoparticulas e 0,3 mg/mL em
agua destilada para nanoformulacdes.

Com o auxilio de uma pipeta, a amostra foi colocada sob a tela de cobre mesh e fixada.
Apdbs um periodo de 24 horas de secagem, o material foi analisado em MET (Jeol®1011C
Japdo). Para a obtencdo das micrografias em MEV, utilizou-se stabs de cobre cobertos
com fita carbono. Uma gota da amostra foi adicionada na superficie dos stabs recobertos e

apos 24 horas se secagem, o material foi analisado sem precisar de metalizagéo.

e Microscopia De luz
Foram realizadas avaliagbes por microscopia de luz das nanoformulagbes para
observar a presenca de glébulos e homogeneidade da amostra. Foi utilizado um Microscopio

de luz binocular da marca Leica DM 750 com objetivas fluorescentes.
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5.2.5 Atividade Antimicrobiana in vitro

A atividade antimicrobiana de extratos ou Oleos vegetais & avaliada através da
determinacdo de uma pequena quantidade de substancia necessaria para inibir o crescimento
do microorganismo teste; este valor é conhecido como Concentracédo Inibitoria Minima (CIM)
[144]. Para essa avaliacdo, os métodos mais comumente utilizados sdo a difusdo de agar
(disco de papel e poco) e o método da diluicdo [145]. Os ensaios Antimicrobianos, de difuséo
em 4&gar, foram realizados utilizando os espécimes destacados na tabela 4 abaixo. O
experimento foi realizado junto a Rede BIONORTE/ AC.

Tabela 4: Descri¢do das estirpes de microorganismos utilizados para testes e respectivas concentracdes das
amostras testadas.

Estirpes Amostra Teste/ Concentracao
Triplicata
Escherichia coli 20 pg/mL
Klebsiella pneumoniae OCO 20 pg/mL
Streptococcus pneumoniae N1 20 pg/mL
Staphylococcus aureus N3 20 pg/mL
Candida albicans NG 20 pg/mL
Candida parapsilosis N9 20 pg/mL
Candida tropicalis N11 20 pg/mL
Tricophyton rubum N12 20 pg/mL

Ensaios com Bactérias
Foram utilizadas como microrganismos testes cepas de Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae. As cepas de bactérias

foram mantidas em Agar Nutriente & temperatura de 35-37 °C [146; 147].

Para a preparacao do meio, foram pesados 15 g de agar-agar e 21 g de Mueller Hinton,
disponivel comercialmente, sendo reidratado e preparado conforme as especificacbes do
fabricante. Utilizou-se 0 micro-ondas por aproximadamente 15 minutos até obter uma solucéo

homogénea e com o aspecto optico transltcido. A solucédo foi transferida para um Erlenmeyer
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e vedado com pléstico filme. Posteriormente, os recipientes foram recobertos com folha de
aluminio, devidamente identificados e levados a autoclave para esterilizacdo (Figura 16).
Foram utilizadas placas de Petri de 9 cm de diametro contendo uma camada inferior com

aproximadamente 20mL de agar bacteriologico [148].

Figura 16: Procedimento de preparacdo dos meios de culturas para avaliacdo das amostras de Ag-NPs e NEs.
Fonte do Autor.

Apds a etapa de plagueamento, os meios foram armazenados para que se utilizassem
culturas bacterianas overnight. As suspensdes foram padronizadas de acordo com a turbidez
da escala McFarland (Figura 17 a) correspondendo a aproximadamente 108 Unidades
Formadoras de Col6nia por mililitro (UFC.mL-1) [148] e inoculadas com o auxilio de alcas
de Drigalski. Foram realizados pogos esféricos equidistantes no &gar das placas com o auxilio
de uma ponteira para acondicionar as solucGes testes (Figura 17 b). As placas foram
incubadas em estufa a 35,5°C por 24h. A atividade antimicrobiana de cada solucdo foi
representada na forma de halos de inibi¢cdo, que foram medidos com auxilio de uma régua
(Figura 17 c) [149]. A zona ou o halo de inibi¢cdo de crescimento € medida partindo-se da
circunferéncia do disco ou poco (Figura 17 d), até a margem onde h& crescimento de
microrganismos [149].
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Figura 17: Procedimento de semeadura em meio de cultura onde, ajuste turbidez da escala McFarland (a);
perfuracdo de pocos para inoculacdo das amostras (b); representacdo do processo de extracdo de medidas dos
halos (c) e formacéo de halos como resposta a solugdo antimicrobiana utilizada (d). Fonte do autor.

Ensaios com Candida Albicans

Foram utilizadas trés espécies de cepas padrdo de Candida sp. armazenadas em cultura
especifica e congeladas a temperatura inferior a 30°C. As mesmas foram previamente
descongeladas e inoculadas aerobiamente em meio de cultura especifico e incubada em estufa

bacterioldgica a 37°C por 25h.

Para a preparacdo do meio, foram pesados 15 g de &gar e 30 agar Sabouraud Dextrose,
homogeneizados em 1 L de agua destilada. Utilizou-se o micro-ondas por aproximadamente
15 minutos para obtencdo de uma solucdo homogénea e com o aspecto dptico translicido. A
solugdo foi transferida para um Erlenmeyer e vedado com pléstico filme. Posteriormente, 0s
recipientes foram recobertos com folha de aluminio, devidamente identificados e levados a
autoclave para esterilizagdo. Foram utilizadas placas de Petri de 9 cm de didmetro contendo
uma camada inferior com aproximadamente 20mL da solugdo. As placas de Petri foram
individualmente fechadas e mantidas em temperatura ambiente até a completa solidificacdo

do meio de cultura [149].

Decorrido esse periodo, uma al¢ada da cultura de Candida foi retirada e inoculada em
meio de agar Sabouraud Dextrose contido em placas de Petri, previamente preparadas. As
suspensdes foram padronizadas de acordo com a turbidez da escala McFarland [150; 151].
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Dessa maneira as leveduras cresceram aerobicamente em cultura overnight a 37° C por 24
horas, conforme recomendado no Manual de Microbiologia Clinica [152]. Foram realizadas
perfuracdes dos pocos nos meios contidos nas placas para acondicionamento de 20 pL das

amostras a serem analisadas. As zonas dos halos foram medidas com o auxilio de uma régua.

Ensaios com T. rubrum

O fungo filamentoso, T. rubrum cedido pelo Centro de Pesquisas em Medicina
Tropical de Rondonia (CEPEM), foi identificado pautado com as chaves taxondmicas
propostas por [153]. O repique consistiu em retirar o micélio fangico diretamente da placa
com a colbnia matriz com o auxilio de uma al¢a de platina flambada, e transferi-lo para placas
de Petri contendo meio de Agar-Sabourad. O procedimento de analise antimicrobiana do

fungo foi realizado seguindo protocolo descrito para ensaios com Candida.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos sobre a formacdo e
caracterizagdo das nanoparticulas de prata obtidas através do Método da Combustdo Liquida
assistida via micro-ondas, o processo de formulacdo das NEs, bem como os resultados de

caracterizacéo.

6.1 Formacao e caracterizacdo das de Ag-NPs

Ap0s a sintese do material com diferentes propor¢des de catalisador foram investigadas,
através de técnicas de caracterizacdo, a que melhor apresentou condicbes fisicas e
morfologicas para serem incluidas na composicdo das NEs. Como foram sintetizadas trés
tipos de amostras de acordo com a quantidade de catalisador (ureia), amostra +25%, amostra
-25% e equacéo balanceada (EB), o processo de caracterizacédo inicial por DRX, FTIR, MET
e MEV foram fundamentais para escolha da amostra mais apropriada para a preparacdo das
formulacGes de NES para uso topico. Com as andlises realizadas por Difratdmetro de Raios X
(DRX) aplicando a equacdo de Scherrer [154] que relaciona o tamanho aparente do cristalino,
foi possivel identificar que a amostra +25%, apresentou menor dimensdo quanto as amostras

comparadas (EB e -25%), adequado para o tipo de formulacdo a ser elaborada neste estudo.

6.1.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Foi possivel de forma qualitativa a morfologia das Ag-NPs sintetizadas com diferentes
porcentagens de catalisador. As fotomicrografias sdo representadas na Figura 18, para
imagem antes do processo de calcinacdo e posterior ao processo. Observa-se que a morfologia
néo foi alterada devido ao processo de calcinagdo. As amostras apresentam aglomeradas com
superficies homogéneas adquirindo aspecto opaco [155]. Também se observou formas

esféricas ou semiesféricas.
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L 100nm LMM UnB
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Figura 18: Fotomicrografia nas Ag-NPs das amostras para efeito comparativo quanto a dimenséo. (A) EB antes
da calcinacdo em 30.000x (B) e pds calcinacdo em 22.000x; (C) -25% sem calcinacdo 30.000x e (D) p6s
calcinagdo 25.000x; (E) +25% sem calcinacgdo 8.500x e (F) pds calcinacéo 30.000x.
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6.1.2 Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

A identificagdo das NPs de Ag-NPs foi realizada através do uso da técnica de
Espectroscopia de Energia Dispersiva, utilizada para caracterizar amostras pela deteccdo dos
elementos quimicos constituintes de forma semi-qualitativa realizadas conforme

demonstradas nas imagens da figura 19.
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Figura 19: Imagens de elétrons retro-espalhados de amostra com +25% catalisador antes da calcinagdo (A),
+25% catalisador pos calcinacdo (B), -25% catalisador antes da calcinacdo (C) e +25% catalisador pds
procedimento de calcinag&o.
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Em todas as amostras analisadas, indicaram a presenca de Ag-NPs distribuidas sobre a
superficie da nanoestrutura. Esses resultados sinalizam que a técnica de Combustéo Liquida

Assistida é eficaz quanto a impregnacéo do elemento de escolha nanoestrutural.

6.1.3. Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

A caracterizacdo do tamanho e morfologia das Ag-NPs foram efetuadas por
Microscopia Eletrénica de Transmissdo, onde as nanoestruturas foram dispersas sobre o grid
de cobre demostrado na Figura 20. O processo de analise em MET foi realizado no
Laboratdrio de Microscopia do IB/UnB, utilizando aparelho da marca JOEL, modelo Jem —
1011 (Electron Microscope). Foram analisados o didmetro e formato para confirmagdo o

formato esférico e diametro médio que variaram entre (30£0,8) nm a (80+0,8) nm.

200 nm % i
4 B

Figura 20: Fotomicrografias de Ag-NPs sintetizadas por via de Combustdo Liquida Assistida, dispersas sobre o
grid de cobre e obtidas por MET onde: de amostra com +25% catalisador antes da calcinacdo (A), +25%
catalisador p6s calcinacdo (B), -25% de catalisador antes da calcinagdo (C) e -25% catalisador p6s procedimento
de calcinagéo.
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6.1.4 Termogravimetria (TG)/DTG

A Termogravimetria € uma técnica de analise térmica que permite avaliar a perda ou
ganho de massa em fungdo da temperatura [156]. Foram avaliadas a estabilidade térmica da

amostra de Ag-NPs (+25%) representada no termograma abaixo (Figura 21).
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Figura 21: Termograma TG (Linha preta) e DTG (Linha azul) das Ag-NPs obtidas pelo método da Combustdo
Liquida assistida via micro-ondas com 25% + de catalisador a uma taxa de aquecimento de 10°C/min e faixa de

temperatura de 25- 500°C.

Nas curvas de TG da amostra de Ag-NPs, a degradacdo térmica ocorreu em quatorze
estagios na faixa da temperatura analisada (25-500°C). A perda de massa ocorreu em
temperatura de pico igual a 30°C com perda de massa igual a 1,5%, provavelmente devido a
desidratacdo da amostra em funcdo do aquecimento. As etapas de cristalizacdo ocorreram na
faixa da temperatura de 330 e 450°C, onde a etapa de decomposicdo da amostra,

provavelmente, ocorreu simultaneamente a cristalizacdo em temperatura de 450°C

6.1.5 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Foram realizados espectros de FTIR com o objetivo de identificar quais os tipos de

grupos funcionais que contribuem para a formacao das Ag-NPs (Figura 26). A espectroscopia
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na regido do infravermelho (IV) é uma técnica de inestiméavel importancia na anélise orgénica
qualitativa, sendo amplamente utilizada nas areas de quimica de produtos naturais, sintese e
transformacdes organicas [157]. Os picos distintos do espectro identificam o tipo de material,

ja a quantidade é determinada pela altura do pico.
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Figura 22: Espectro das NPs-Ag sintetizadas pelo método da Combustdo Liquida Assistida via micro-ondas
com +25% de catalisador.

A solucéo apresentou uma banda de absorcdo em 3200 cm™ atribuida ao grupo OH e
3470 cm™ correspondente ao grupo NH. A banda 1645 cm™ pode ser referente a0 modo de
vibracdo do grupo C=C, enquanto 1120 cm™, ao grupo C-N. As Ag-NPs apresenta bandas
bem definidas entre 1500 cm™ e 750 cm™ sugere a interagdo das particulas de prata com o
grupo OH [158; 159].

6.1.6. DRX

Os difratogramas foram coletados no modo continuo com passo de 0,02° e intervalo
angular de 20° a 80° em 20 no LAMUTA da Faculdade de Geociéncias da UFMT (Figura 27).
A identificacdo de fases das amostras foi realizada pelo método de comparagdo do padrdo de
difracdo experimental e padrdes cristalograficos conhecidos na literatura por meio do banco
de dados PDF2-2003 (Powder Diffraction File) da ICDD (International Centre for Diffraction

Data). As AgNPs podem ser identificadas através do seu padrdo de difracdo caracteristico,
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sendo o pico mais alto correspondendo ao elemento em maior quantidade e os demais a outros
presentes na amostra analisada. A figura 30 apresentou pico de difracdo para Ag-NPs em
aproximadamente 38° e 44°, provavelmente relacionado a um plano cristalino [160] de

simetria clbica caracterizando as fases cristalinas de maior relevancia.
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Figura 23: Difratograma de raios-X das Ag-NPs sintetizadas pelo método da Combustdo Liquida Assistida via
micro-ondas com -25% e +25% catalisador ureia.
6.2. Formulacdes das NEs e Testes de Estabilidade

As amostras de NEs associadas ou ndo a nanoparticula, Itraconazol e Terbinafina
formuladas a base de 6leo de Copaiba foram produzidas utilizando a técnica de inversdo de
fases e homogeneizacdo de alta pressdao, em um tempo de 30 minutos de suspensdo. As
emulsdes ou nanoemulsdes, de uma forma geral, podem ser formadas pela combinacdo de
tensoativos lipofilicos e hidrofilicos ou ainda com um Unico tensoativo [161]. As NEs Foram
formuladas utilizando um tensoativo, Tween 80, e um Co-tensoativo, Polietilenoglicol que
possui agdo umectante. Para a obtencdo de uma NE estavel, é necessario considerar o EHL e a
solubilidade da cadeia lipidica do tensoativo na fase oleosa [162]. Esse valor pode ser
determinado empiricamente, através da combinacdo de diferentes quantidades de 6leo e com
tensoativos de diferentes valores de EHL [162; 163] e assim determinar qual o valor EHL que
produz a NE mais estavel.

Portanto, foi necessario dividir em etapas o processo de obtencdo de NE estavel onde,
em um primeiro momento, utilizou-se 0s componentes em diferentes combinacdes de

tensoativos para formular as NEs (NE1 a NE9) para detectar qual valor da concentragéo de
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surfactantes, determinaria a amostra mais estavel. A segunda etapa foi obter a NE associada a
Ag-NPs e medicamentos alopaticos convencionais.

Em emulsGes preparadas com amostras de Oleo de andiroba distintas, o EHL
apresentou valor de 7,0 e 11,0 para cada uma das amostras e valor de EHL de 15,0 para 6leo
de copaiba. Quando associados os dois 6leos (andiroba e copaiba) o valor do EHL foi igual a
13,0 [163]. Varios 6leos vegetais apresentou o EHL entre 7,0 e 9,0 [164]. Entre as emulsdes
obtidas com 06leo de maracuj, utilizando polissorbato 80 e monooleato sorbitano, a emulséo
no valor de EHL 10,0 foi a Unica que se manteve inalterada ap6s um periodo de 24 horas
[163].

Como exposto anteriormente, os valores do EHL sdo importantes quando utilizados
dois tipos de surfactantes na formulacdo, sendo um hidrofilico e outro lipofilico. Nesse
estudo, foi utilizado um surfactante lipofilico o Tween 80 (Polisorbato 80) como agente
emulsificante em concentragOes variadas, associado ao polietilenoglicol.

Conforme observado na tabela 5, a formulacao teste que apresentou maior estabilidade
foi a NE 2, na qual ndo apresentou separacdo de fases ap6s sua producdo e apds um periodo
de 24h.

Foram observados parametros na analise macroscépica quanto a estabilidade fisica do
sistema emulsionado, bem como a transluscéncia e separagéo de fases das NEs [162;163]. Na
analise microscdpica, observou-se a homogeneidade da amostra bem como o movimento

Browniano apds a sintese das NEs e 24h ap6s este procedimento.
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Tabela 5:

Andlise Macroscopica e Microscopica das formulagdes-teste.

Analise Macroscopica

Analise Microscépica

Cremeacdo/Separacdo | Transluscente/ Homogeneidade Movimento

Formulagéo de fases Leitosa Browniano

PS 24h PS 24h PS 24h PS 24h
N1 - SF L T +++ ++ + +
N2 - - L L +++ ++ + +
N3 - SF L L +++ + + -
N4 - - L L +++ + + -
N5 - SF L L +++ + - -
N6 - SF L L +++ + - -
N7 SF SF L L + + - -
N8 - SF L L ++ + - -
N9 - SF L L ++ + - -

Legenda: PS — P0s sintese, 24h — P6s 24 horas, L — leitosa, T — Translucente, SF — Separacéo de fases, + -
Intensidade baixa, ++ - Intensidade média, +++ - Intensidade Alta, -Auséncia de caracteristica.

Conforme apresentado na figura 24, as imagens das amostras, obtidas por microscopia

de luz, que apresentam cremeacéo s@o N4, N5, N6, N7, N8 e N9. Apesar de apresentar sinais

de cremeacdo, as amostras ndo apresentaram instabilidade em outros testes fisico-quimicos,

como a separacao de fases na etapa de centrifugacdo. Em estudos realizados por [165] onde

suas formulacBes mostraram floculagcdo e coalescéncia a partir da analise microscopica,

porem apresentaram-se estaveis nos demais ensaios.

Imagem 24: Microscopia de luz das nanoformulagdes-teste realizadas em aumento de 100X e 400X, onde: 1 —
NE padréo, 2 a 9 — Nes formuladas com diferentes concentragdes de tensoativo e OCO.
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Apos a sintese das NEs-Teste e a identificacdo da concentracdo dos componentes das
fases aquosa e oleosa, a N2 apresentou melhor estabilidade e, portanto, as quantidades
utilizadas para sua sintese foram utilizadas para formular as demais NEs associadas Figura
25).

Foram realizadas as avaliagbes macroscéopicas e microscopicas das NE associadas
apo6s um periodo de 24h analisando 0os mesmos aspectos considerados para as NEs-Teste. As
NEs (N5, N6, N7 e N11) formuladas com Itraconazol apresentaram separacdo de fases
(Tabela 6).

Tabela 6: Analise Macroscépica e Microscopica das formulagdes associadas.

Analise Macroscépica Analise Microscopica
Formulagdo Cremeacdo/Separacdo de | Transluscente/ Homogeneidade Movimento
fases Leitosa Browniano
PS 24h PS 24h PS 24h PS 24h
N1 - - L T +++ ++ + +
N2 - - L L +++ ++ + +
N3 - - L L +++ ++ + +
N4 - - L L +++ ++ + -
N5 - SF L L +++ + - -
N6 - SF L L +++ + - -
N7 - SF L L + + - -
N8 - - L L ++ ++ - -
N9 - - L L ++ ++ - -
N10 - - L L ++ ++ - -
N11 SF L L ++ + - -
N12 - L L ++ ++ - -

Legenda: PS — Pos sintese, 24h — Pés 24 horas, L — leitosa, T — Translucente, SF — Separacgdo de fases, + -
Intensidade baixa, ++ - Intensidade média, +++ - Intensidade Alta, -Auséncia de caracteristica.

W

Figura 25: Nanoformulagdes associadas ap6s 24 horas de sintese, observacéo quanto ao aspecto de separacéo de
fases.
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As formulacdes foram analisadas em microscopia de luz com a finalidade de avaliar a
microestrutura do sistema disperso [166]. As estruturas microscépicas foram observadas em
objetivas de 10X e 40X (Figura 26) para melhor visualizacdo da presenca e distribuicdo de
gldébulos e dessa forma constatar a estabilidade das formulac6es, que dependem da proporc¢éo
apropriada de tensoativos e um processo correto de emulsificagdo [167].

A partir desta analise, foi possivel observar que as amostras apresentam glébulos
pequenos e distribuidos de forma uniforme representados nas amostras 1, 2, 3 e 4. O
tensoativo influencia na estabilidade das formulacdes originando nanoemulsdes com duas

populacdes de tamanho de globulos diferentes, favorecendo a instabilidade do sistema [168].

100X 400X 100X 400X 100X 400X

1 2§ ' [ T
2 ‘M‘m d ﬁ EQOE i': L . 12 'O

Figura 26: microscopia de luz das nanoformulages associadas, realizadas em aumento de 100X e 400X , onde:
1 — NE padréo, 2 a 4 — NEs formuladas com diferentes concentracfes de Ag-NPs, 5 a 7 — NEs formuladas com
Itraconazol e diferentes concentracbes de Ag-NPs, 8 a 10 — NEs formuladas com Terbinafina e diferentes
concentragdes de Ag-NPs, 11 — NEs formuladas com Itraconazol e 12 — NEs formuladas com Terbinafina.

Para amostras a partir de N5, os glébulos encontram-se floculados com distribuicéo
heterogénea de tamanho. Em todas as amostras estudadas, as nanoemulsdes possuem formas
esféricas e ndo sdo observados aglomerados formando estruturas como “cacho de uva” das
amostras N1 a N7 [169]. A partir da amostra N8, € observado a presenca de glébulos maiores,
0 que ndo se deve a quantidade de 6leo que é a mesma para todas as amostras e sim pelo
medicamento alopético adicionado a composi¢do das amostras de N8 a N12, Itraconazol e
Terbinafina.
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As alteragdes no tamanho e distribuicdo de tamanho das particulas, bem como a
formagéo de precipitados, podem ser ocasionadas por fatores ambientais como a temperatura,

luz e oxigénio, resultando em reacdes quimicas e fisicas nos componentes do sistema [170].

6.2.1 Determinagéo dos valores de PH

O pH das formulagdes esta estritamente ligado aos excipientes utilizados [171]. Neste
estudo, o pH das NEs variou de 5,21 a 6,67 (Tabela 7). NanoemulsGes sdo fisica e
qguimicamente mais estaveis em pH de 6,5 a 8,0 [170]. As formulacbes presentaram PH

levemente cido, compativel com o pH da pele que apresenta valores entre 4,1 a 5,8 [172].

Tabela 7: Avaliacdo do pH das nano formulagdes a base de OCO.

Formulacédo Valor do PH
N1 5,21
N2 5,34
N3 6,28
N4 6,32
N5 6,55
N6 6,52
N7 6,56
N8 6,12
N9 6,11
N10 6,18
N11 6,67
N12 6,32

Os valores de pHs obtidos inicialmente mostram que as formulagBes s&o compativeis
com a pele, entretanto, as amostras N8, N9 e N10 ap6s o periodo de 60 dias, a temperatura

ambiente, apresentaram uma queda ficando abaixo de 5,0 (Figura 27).

6,5

6,0

5,0 —s—0DIA
—e— 30 DIA
—A— 60 DIA

45 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8 N9 N10 N11 Ni12

AMOSTRA

Figura 27: Valores do pH obtidos para nanoemulsdo armazenada sob temperatura ambiente (25+2°C).

60



Sistemas emulsionados armazenados em temperaturas baixas, 4+2°C, tendem a sofrer
ligeira diminuicdo do pH [170], isso se deve as reacdes degradativas de &cidos graxos sendo
favorecida por valores elevados e ocorrendo o contrario em valores mais baixos de

temperatura [171].

6.2.2 Condutividade

A condutividade elétrica € um parametro que ajuda a determinar o tipo de NE (O/A ou
A/O) e caracteriza-la fisicamente [172], indicando um parédmetro de instabilidade que pode
influenciar na granulometria das emulsées uma vez que o aumento pode estar relacionado
com a coalescéncia e a diminuicdo com a agregacao dos globulos [173; 174] (Tabela 8).

Quando se trata de uma NE OJ/A, a fase hidrofilica apresenta valores maiores de
condutividade comparada com a fase lipofilica, dessa forma, o aumento da condutividade esta
relacionado a maior mobilidade de ions presentes na fase continua causada pelo aquecimento
[174]. O decréscimo repentino da condutividade, no qual o contetdo oleoso torna-se a fase
continua, ocorre a diminuicdo da conducdo elétrica do sistema [175]. Em uma Microemuls&o,
por exemplo, o tipo O/A tem efeito condutor, enquanto o tipo A/O tem efeito isolante [176;
177]. Quando ocorre a diminuicdo da concentracdo de 6leo de castanha-do-Brasil, por
exemplo, o valor de condutividade diminui e quanto ocorre 0 aumento da concentracdo do
tensoativo Span 60, utilizado na formulacdo, o valor da condutividade elétrica aumenta, pois o

tensoativo influencia diretamente na superficie da goticula [178].

Tabela 8: Comparacédo do valor do PH e condutividade das formulacGes obtidas.

Formulacéo Valor do PH Condutividade (uS/cm)
N1 521 33,09
N2 5,34 30,07
N3 6,28 31,92
N4 6,32 31,45
N5 6,55 28,08
N6 6,52 28.42
N7 6,56 29,39
N8 6,12 34,47
N9 6,11 33,52
N10 6,18 33,61
N11 6,67 30,06
N12 6,32 32,48
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Em NEs formuladas com extrato de Opuntia ficus-indica, os valores de condutividade
variaram de 676,00 a 953,9 uS/cm, considerados valores altos para esse parametro, sendo
indicativo de NEs que possuem a fase aquosa como sua fase externa (O/A) [179]. Em
microemulsdes formuladas com 6leo de babacu, a condutividade apresentou valor 20,96
puS/cm considerado baixo, ndo caracteristico de emulsdo O/A [177]. No entanto, em
microemulsdes formuladas com crisina, os valores da condutividade apresentaram valores

entre 26,57 uS/cm e 24,66 uS/cm considerados sugestivos de microestruturas O/A [180].

6.2.3 Centrifugacdo e Estresse Térmico

O teste de centrifugacdo aumenta a forca gravitacional atuante sobre os globulos e
ocasiona 0 aumento de colisdes entre esses, 0 que pode acarretar em cremeagdo ou
sedimentacdo permitindo a previsao da estabilidade do sistema disperso [170] (Tabela 9). A
desestabilizacdo das amostras produzidas apresentou-se modificadas ap6s o 3° ciclo sendo
considerado normal [181].

Tabela 9: Comportamento das formulagGes frente ao teste de centrifugagéo.

Formulagéo 1° Ciclo 2° Ciclo 3°Ciclo
N1 NR NR NR
N2 NR NR NR
N3 NR NR NR
N4 NR NR NR
N5 NR NR LM
N6 NR NR LM
N7 NR NR LM
N8 NR NR NR
N9 NR NR NR
N10 NR NR NR
N11 NR NR LM
N12 NR NR NR

Legenda: NR= normal; LM= levemente modificado; M= modificado.

Ao verificar qualitativamente o efeito termodindmico das NEs, as mesmas

apresentaram boa estabilidade fisica em temperatura maxima de 50°C (Tabela 10).
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Tabela 10: Comportamento das formulagdes frente ao teste de estresse térmico.

Temperatura °C
Formulagdo

40 45 50 55 60 65 70 75 80
N1 NR NR NR NR NR NR LM LM LM
N2 NR NR NR NR LM LM LM LM LM
N3 NR NR NR NR LM LM LM LM LM
N4 NR NR NR NR LM LM LM LM LM
N5 NR NR NR LM LM LM LM LM LM
N6 NR NR NR LM LM LM LM LM LM
N7 NR NR NR LM LM LM LM LM LM
N8 NR NR NR NR LM LM LM LM LM
N9 NR NR NR NR LM LM LM LM LM
N10 NR NR NR NR LM LM LM LM LM
N11 NR NR NR LM LM LM LM LM LM
N12 NR NR NR NR LM LM LM LM LM

Legenda: NR= normal; LM= levemente modificado; M= modificado.

As amostras ndo apresentaram alteracdes de valores de PH ap6s procedimento de
medidas do estresse térmico (Tabela 11), o que demonstra que 0os componentes ndo sofreram

alteracdes nas etapas de aquecimento.

Tabela 11: Valores do pH antes e apds teste de estresse térmico.

Formulagédo Valor do PH Valor do PH ap0s estresse
térmico
N1 5,21 5,17
N2 5,34 5,32
N3 6,28 6,23
N4 6,32 6,29
N5 6,55 6,47
N6 6,52 6,49
N7 6,56 6,51
N8 6,12 5,09
N9 6,11 5,05
N10 6,18 6,13
N11 6,67 6,58
N12 6,32 6,27

6.2.4 Microscopia Eletrénica de Varredura

As imagens obtidas no MEV das NEs mostraram o perfil de superficies rugosas e
formas indefinidas das nanoestruturas (Figura 28 e 29). A espectroscopia de energia
dispersiva de raios-X possibilitou a deteccdo de pico do elemento prata (Ag) apenas na
amostra de N12. De todas as amostras formuladas, as leituras em MEV foram realizadas nas

nanoemulsdes N1, N3, N6, N9, N11 e N12. Em todas as medi¢es realizadas em EDS, pode-
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se observar picos de elementos distintos presentes na amostra, sendo eles: oxigénio (O),
Aluminio (Al), Ouro (Au), Potéssio (K), Silicio (Si), Ferro (Fe) e Cloro (Cl). Todas as

analises foram feitas no aumento de 10.000x a 20.000x, e voltagem de 15 keV.

| 100
B0 Au
60
40
20

40 - Au

1204 o

100 Fe Al

80+

60

40+
% AR 20

\':L;m‘. ] ﬁ&i_l;x;;B ‘1 ’
X 18,000 15.0kV SEI SEM WD 17.1lmm

Si Au

Figura 28: Caracterizacdo morfologica das nanoemulsdes por MEV e seus respectivos graficos de
Espectroscopia de energia dispersiva de Raio-x. Nanoestruturas com formatos irregulares apresentando
superficies rugosas. N1- NE padrdo 20.000x, N3 — NE formulada com NPs-Ag 10.000X, N6 — NE formulada
com Ag-NPs e Itraconazol 18.000x.
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Figura 29: Caracterizacdo morfoldgica das nanoemulsdes por MEV e seus respectivos gréficos de
Espectroscopia de energia dispersiva de Raio-X. Nanoestruturas com formatos irregulares apresentando
superficies rugosas onde, N9 — NE formulada com Ag-NPs e Terbinafina 10.000X, N11 — NE formulada com
Itraconazol 23.000X e N12 — NE formulada com Terbinafina 15.000X onde a amostra apresentou constituida do
elemento Ag.
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6.2.5 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

As fotomicrografias obtidas por MET sdo mostradas nas figuras 30, 31 e 32. As
amostras de NEs, N1 e NE3, sem o farmaco alopatico em sua composic¢ao exibem formatos
predominantemente esféricos e de tamanho nanométrico. As imagens revelam regifes com
densidades diferentes, ou seja, um ndcleo escuro e um revestimento, provavelmente
constituido por moléculas de tensoativos que se encontram adsorvidas a superficie das
goticulas [182].

Figura 30: Fotomicrografias da NEs padrdo formulada a base de OCO (N1), onde setas indicam a presenca de
um nucleo esférico e NE padrdo associada a 0,01g de NPs-Ag (N3), 40.000X, onde as setas indicam o nucleo de
revestimento.
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Figura 31: Fotomicrografias da NE associada com Ag-NPs e Itraconazol (N6) e NE associada com Ag-NPs e
Terbinafina (N9), 40.000X.
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Figura 32: Fotomicrografias da NE associada (N11), formulada com Itraconazol. Fotomicrografias da
associada (N12), formulada com Terbinafina, 40.000X.

NE
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6.2.6 Potencial ZetaSizer

Foram analisadas o didmetro médio (Z/nm), o indice de Polidispersdo (Pdl e o
Potencial Zeta (PZ) da NE matriz (N1) e associa¢cdes. O estudo da curva do PZ da
nanoemulsdo de OCO permitiu a medir a estabilidade da suspensdo além de fornecer
informacdes sobre o didmetro das particulas a estabilidade da suspensdo em &agua [183]. Os
resultados variaram de acordo com a composi¢do da mesma de acordo com o tamanho, Pdl e
PZ (Tabela 12). As formulacGes entre N1 a N4 expressa valores inferiores de PZ, quando
comparadas as demais amostras, que condiz com o grau monodisperso (Figura 37). Neste
estudo utilizou-se um tensoativo ndo iénico (Tween 80), 0 que leva a se esperar uma carga
elétrica proxima a zero [184]. A medida que as associagcBes apresentam mais componentes, 0s
valores de Pdl e PZ também aumentaram. Quando o valor é suficientemente elevado, as

goticulas sdo impedidas de se agregarem devido a repulsdo eletrostatica entre elas [185; 186].

Tabela 12: Diametro, indice de Polidisperséo e PZ das formulag@es calculados por Difragio dLaser.

Formulacbes | Z-Average Pdl Potencial
(nm) (mV)
N1 185,4 0,167 -20,4
N2 173 0,183 -12,8
N3 180,2 0,159 -14.8
N4 177,3 0,171 -13,8
N5 176,1 0,361 0,455
N6 185,1 0,409 0,654
N7 276,2 0,627 1,26
N8 217,5 0,244 11
N9 204,2 0,278 7,07
N10 211,8 0,419 8,46
N11 157,1 0,395 2,06
N12 243,3 0,513 11,1

Os valores ideais 0s PZs estdo no intervalo de 20 mV e proximos de 25 mV [187]. Se
0 potencial for relativamente elevado em mddulo (maior de 25mV) as forcas repulsivas do
sistema superam as forcas de London que atraem as goticulas entre si, caracterizando um
sistema defloculado, e valores superiores a 30mV sdo requeridas para uma excelente
estabilizacdo eletrostatica [189]. A amostra N1, N2, N3 e N4 (Figura 33) apresentaram
valores dentro do intervalo, -20,4, -12,8, -14,8 e -13,8 respectivamente, sendo um indicativo
de que as goticulas presentes na amostra, possuem forcas de repulséo forte que impedem sua
coalescéncia e mantém a estabilidade do sistema [190]. Essa negatividade pode ser atribuida a

possivel presenca de grupos &cido carboxilico principalmente de tensoativos na superficie das
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goticulas, as quais ionizam formando goticulas carregadas negativamente [189; 191], cuja
ionizacdo desses grupos dependem do pH do sistema, quanto maior esse parametro, mais
negativo o PZ [192]. Em contrapartida, as mesmas amostras apresentaram valores baixos para

Pdl, indicando baixa polidispersividade.
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Figura 33: Distribui¢do do PZ nas formulagdes que apresentaram resultados de NEs estaveis (resistente a
agregacéo).

O resultado do PZ ndo é o unico fator que atue na estabilidade coloidal de uma
nanoemulsdo, ele contribui para isso, e de modo geral, um PZ com modulo elevado (acima de
30 mV) € geralmente associado a uma expressiva estabilidade coloidal [193]. Os valores de
PZ que caracterizam um sistema nanoemulsionado estavel representa valores no intervalo
>+30mV e <-30mV.

Os resultados obtidos evidenciam que as formulagdes apresentaram diametro
hidrodinamico medio inferior a 200 nm, semelhantes a [194]. Diante desse resultado, essas
formulacGes séo consideradas viaveis para aplicacdo por via tdpica. Os valores do raio medio
das goticulas caracterizam um sistema de nanoemulsdo (Figura 34). Quando o diametro é
inferior a 300 nm. As nanoemulsdes devem, por sua vez, apresentar raio médio inferior a 100

nm, ou seja, um didmetro médio inferior a 200 nm [65; 77].
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Figura 34: Diametro das formulagdes associadas (A) - E1/E2/E3/E4; (B) — E1/E3/E6/E9; (C) — E1/E11/E12.

71



6.3. Avaliacao da susceptibilidade em fungos e bactérias
As atividades antibacteriana e antifingicas foram determinadas pelo tamanho da

regido de inibicdo mostrado na figura 35.
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Figura 35: (Fonte do Autor) Efeito inibidor das diferentes amostras testadas.

As amostras foram testadas mostraram resultados significativos para alguns dos
microorganismos testados, porém ndo apresentou efeito para outros como demostrados em
testes realizados em cultura do fungo trichophyton rubrum, onde as amostras N8, N9, N10 e
N12 formuladas com o farmaco Terbinafina, inibiu 100% o crescimento.

As amostras N2, N3, N6, N7 e N11 constituidas de 0,005 Ag-NPs, 0,01g Ag-NPs,
0,01g Ag-NPs e Itraconazol 0,03g Ag-NPs e Itraconazol e Itraconazol puro, respectivamente,
sdo as que tiveram resultados pouco satisfatdrios, ou seja, houve uma baixa inibicdo do fungo
e seu resultado se assemelha ao do grupo controle (Tabela 13). A amostra de OCO foi testada
isoladamente apresentando um resultado satisfatério com atividade inibigdo significativa. O
6leo de Copaiba, Copaifera multijulga, apresentou atividade antifingica para a mesma
espécie de fungo em concentracdo de 0,60 pg/mL que corresponde ao potencial de inibicdo de
74,32 %, sendo um resultado superior quando comparado a diferentes concentraces de

itraconazol e terbinafina [195].
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Tabela 13: Resultados dos testes de susceptibilidade para T. rubrum utilizando 20 pg/mL de cada formulagdo
apresentada, através da técnica de perfuracdo em placas de Agar Sabouraud incubadas a 35°C por 24 horas. Os
valores apresentam o diametro do halo de inibicdo (mm) + desvio padréo de triplicatas.

Concentracdo da Amostra

Agar Sabouraud

(Hg/mL) (MédiatDP)
N1 11+1
N2 8,33+0,57
N3 8+0
N4 10+0,57
N5 10+0,57
N6 8+2,64
N7 o+1
N8 -

N9 -
N10 -
N11 9,33+0,57
N12 -

0OCO 6+1

NPs-Ag 12,33+0,57

F1-TER -

F2-1ITRA 11,33+£0,57

Controle 11,66+0,57

Conforme dados constantes na tabela 14, das trés espécies de Candida utilizadas para

teste de concentracdo inibitoria, a amostra N9 apresentou efeito inibitério para placas de

cultivo com C. parapsilosis (Figura 36). Apesar das Ag-NPs ndo apresentarem nenhuma acéo

contra C. parapsilosis, o uso de 13,1 pg/mL de nanoparticula de prata associadas a proteinas

estabilizadoras, apresentou alta atividade antimicrobiana através da atividade inibitoria

minima [196; 197].

Considerando-se a classificacdo da acdo de extratos e o consequente tamanho dos

halos, proposta por [197], considera-se como inativo aquele que produz um halo menor que 9

mm; 9 a 12 mm indicam extratos ativos, e aqueles halos de 13 a 18 mm, ou maiores,

correspondem a extratos muito ativos.
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Tabela 14: Resultados dos testes de susceptibilidade para Candida sp. utilizando 20 pug/mL de cada formulagéo
apresentada, através da técnica de perfuracdo em placas de Agar Sabouraud dextrose incubadas a 35°C por 24
horas. Os valores apresentam o didmetro do halo de inibicdo (mm) + desvio padrdo de triplicatas.

Concentracdo Candida Candida Candida
da Amostra  albicans parapsilosis tropicalis

(Hg/mL)
N1 - - -
N3 - - -
N6 - -
N9 - 50+0 -
N11 - - -
N12 - - -
0CO - - -

Ag-NPs - - -

Figura 36: (Fonte do Autor) Resultados dos testes de susceptibilidade para Candida albicans (A), Candida
tropicalis (B) e Candida parapsilosis (C) utilizando 20 pg/mL de cada formulacdo apresentada, através da
técnica de perfuragcio em placas de Agar Sabouraud dextrose incubadas a 35°C por 24 horas. Os valores
apresentam o percentual médio de crescimento + desvio padrao de triplicatas.

Conforme observado na tabela 15, as formulagdes inibiram o crescimento em meio de
cultura de Staphylococcus aureus, entretanto, a Ag-NPs ndo apresentou o mesmo efeito
(Figura 37). Em estudos utilizando-se 6leo de copaiba em Bactérias Gram-Positivas, como
Staphylococcus aureus, foi observado o extravasamento do contetdo citoplasmatico por
influéncia de tratamento realizado durante 3 horas com o0leo de copaiba [198]. O dleo,
provavelmente, interage com a parede celular da bactéria sugerindo a auséncia dessa atividade

74



em outro grupo de Bactérias Gram-Negativas relacionada a diferenca estrutural entre os dois
grupos [198]. Entretanto, Streptococcus pneumoniae também pertence ao grupo de bactérias
Gram-Positivas e ndo apresentou sensibilidade pelas amostras em estudo. As bactérias
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli sdo bactérias Gram-Negativas que apresentaram
resisténcia as amostras testes. Um dos principais fatores envolvidos na toxicidade seletiva de
acdo antibacteriana reside na membrana externa da célula bacteriana, bem como em estruturas
denominadas porinas, que formam canais na membrana da bactéria. Dessa forma, para
atravessar esses canais, um antimicrobiano precisa ser relativamente pequeno e
preferencialmente hidrofilico, pois a afinidade com lipideos e a dimensdo do farmaco
impedem sua passagem [199]. Os mecanismos de agdo dos Oleos essenciais contra
microorganismos ainda € complexo e ainda ndo foi completamente explicado [200],
entretanto, os 6leos essenciais com sua natureza hidrofébica sdo capazes de alterar a
membrana celular, aumentando a permeabilidade e com isso afetando os mecanismos de

transportes [201].

Tabela 15: Resultados dos testes de susceptibilidade para Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus pneumoniae e Escherichia coli utilizando 20 pg/mL de cada formulacdo apresentada, através da
técnica de perfuragdo em placas de Agar Mueller Hinton incubadas a 35°C por 24 horas. Os valores apresentam
o didmetro do halo de inibicdo (mm) + desvio padrao de triplicatas.

Concentracdo Staphylococcus Klebsiella Streptococcus  Escherichia

da Amostra aureus pneumoniae pneumoniae  coli
(pg/mL)

N1 11+11 - - -
N3 18+0 - - -
N6 11+1 - - -
N9 13+1 - - -
N11 6+5 - - -
N12 15+2 - - -
OCco 200 - - -
Ag-NPs - - - -
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Figura 37: (Fonte do Autor) Resultados dos testes de susceptibilidade para Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus pneumoniae e Escherichia coli utilizando 20 pg/mL de cada formulagéo
apresentada, através da técnica de perfuragio em placas de Agar Mueller Hinton incubadas a 35°C por 24 horas.
Os valores apresentam o percentual médio de crescimento + desvio padrao de triplicatas.

A atividade antimicrobiana do 6leo de copaiba de acordo com [202] ndo pode ser
atribuida a um Unico componente, pois as caracteristicas farmacoldgicas podem ser atribuidas
aos diferentes compostos, que de forma sinérgica atuam na atividade antimicrobiana. O B-
cariofileno, que é um dos principais constituintes bioativos encontrados no 6leo-resina de
copaiba é um sesquiterpeno cuja composicdo perfaz 99,47% dos componentes do 6leo e

apresenta propriedades medicinais (anti-inflamatorias e antifngicas) [203; 204].
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7. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS
7.1 Conclusao

Neste trabalho foram produzidas com éxito as Ag-NPs, aplicando a técnica da Combustéo

Liquida assistida por micro-ondas, bem como as nanorformulagdes com a incorporacao das

NPs e derivagdes com farmacos alopaticos convencionais, Terbinafina e Itraconazol. As

nanoestruturas metélicas de prata e nanoformulacbes foram caracterizadas, objetivando o

conhecimento das suas propriedades, estruturas e aspectos fisico-quimicos de estabilidade.

Diante dos resultados apresentados e discutidos, podemos afirmar que:

>

Com o método de sintese de Combustdo Liquida Assistida, foi possivel desenvolver
uma Ag-NPs de dimensao na escala nanométrica e forma apropriada para a aplicacéo
nos testes escolhidos.

Na caracterizacdo morfoldgica realizada por meio de MET e MEV, observou-se que as
Ag-NPs apresentam forma, composicdo e tamanho compativeis, validando a técnica
de sintese empregada.

Foram desenvolvidas nanoformulacbes estaveis, sendo as NEs, N1, N2, N3 e N4 as
quais apresentaram uma maior estabilidade frente aos testes submetidos.

A observagdo por microscopia de luz permitiu constatar o comprometimento da
estabilidade das NEs sob influéncia da matéria prima incorporada a nanoformulacéo,
através de processos de cremeacao e floculacdo nas amostras N5, N6 e N7.

Em testes de inibicdo com o fungo trichophyton rubrum, as amostras contendo em sua
composicdo a Terbinafina inibiu completamente o desenvolvimento do fungo. Quando
comparado ao grupo controle, a formulacdo a base de Itraconazol e as com Ag-NPs
apresentaram baixa inibi¢do para o fungo T. rubrum, dessa forma caracterizando-se
como pouco eficaz.

Em testes de inibicdo em fungos leveduriformes Candida parapsilosi, a amostra N9
(OCO + Ag-NPs + 100 mg Terbinafina) apresentou-se significativa resposta de
inibic&o.

As NEs (N1, N3, N6, N9, N11, N12 e OCO) testadas em Staphylococcus aureus,
tiveram uma resposta de inibicdo eficaz, entretanto as Ag-NPs isoladas ndo apresentou
efeito de inibicdo para bactéria Gram-Positiva e Gram-Negativa.

Os resultados in vitro confirmaram o potencial do material elaborado e estudado para

aplicacdes biomédicas futuras.

77



7.2 Perspectivas Futuras

Apesar das nanoformulacfes apresentarem eficacia quanto aos testes realizados em
microorganismos e baixa fitotoxicidade em Lactucca sativa, sdo necessarios a realizacdo de
testes de citotoxicidade em células animais para comprovacao terapéutica. Além disso, houve
a necessidade de melhorar a etapa de caracterizacdo do OCO da espécie utilizada em
equipamento de Cromatografia Liquida que quantifique e qualifique seus componentes.
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