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RESUMO

A diminui¢do da eficacia dos tratamentos atuais para dermatoses capilares causadas pela
resisténcia aos antifungicos afeta os pacientes, causando muitos casos de recorréncia. A
busca por materiais de baixo custo, com potencial efeito antifingico de facil preparo,
hidrossoliveis e quimicamente verdes ¢ importante. O objetivo desta pesquisa foi
desenvolver miniemulsdes a base de liquidos idnicos proticos (LIPs) e acido oleico que
apresentassem atividade antibiofilme relacionadas a dermatofitose em pelos de animais.
As miniemulsdes contendo os LIPs: lactato de 2-hidréxi-dietilamonio (2-HDEALa),
maleato de 2-hidroxi- dietilamonio (2-HDEAMa) e salicilato de 2-hidroxi-dietilamonio
(2-HDEASa) foram avaliadas usando as técnicas de espalhamento dinamico de luz e
espalhamento eletroforético de luz. As matérias-primas e as miniemulsdes também foram
caracterizadas por espectroscopia de infravermelho, de ressondncia magnética nuclear
(RMN) e de fluorescéncia, além de microscopia Optica e confocal. Além disso, realizou-
se a incorpora¢do do antifiingico clioquinol nas miniemulsdes de menores tamanhos e
maiores estabilidades. E, avaliou-se o potencial das miniemulsdes sintetizadas na
erradicacdo de biofilme fingico. Os melhores resultados referentes a estabilidade,
tamanho de particulas e dispersdo foram obtidos usando um método de sintese simples e
de baixo custo com as concentragdes das miniemulsdes com 10 mM de acido oleico e 20
mM de 2-HDEALa, 50 mM de 2-HDEAMa e 50 mM de 2-HDEASa. As microfotografias
confocais demonstraram que as miniemulsdes apresentam uma forma esférica e as
analises de fluorescéncia e RMN mostraram que os LIPs 2-HDEALa e 2-HDEAMa
cobriram eficientemente o acido oleico nas miniemulsdes. O antifingico clioquinol foi
eficientemente incorporado na miniemulsdo. As miniemulsdes somente com LIP e acido
oleico sem o clioquinol apresentaram uma erradicacdo de 100% do biofilme de
Microsporum canis. Em conclusdo, moléculas quimicamente verdes, como os LIPs 2-
HDEALa, 2-HDEAMa e 2-HDEASa, foram capazes de formar miniemulsdes com acido
oleico de forma facil e econdomica. Portanto, os resultados sugerem que essas
miniemulsdes podem ser usadas como lo¢ao no tratamento de dermatoses de pelos de

animais.

Palavras-chave: miniemulsoes, acido oleico, Liquidos Ionicos Proticos, Microsporum

canis, Dermatofitoses.
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ABSTRACT

The decreased effectiveness of current treatments for hair dermatoses caused by
resistance to antifungals affects patients, causing many cases of recurrence. The search
for low-cost materials, with potential antifungal effects that are easy to prepare, water-
soluble and chemically green is important. The objective of this research was to develop
miniemulsions based on protic ionic liquids (PILs) and oleic acid that showed antibiofilm
activity related to dermatophytosis in animal hair. The miniemulsions containing the
LIPs: 2-hydroxy-diethylammonium lactate (2-HDEALa), 2-hydroxy-diethylammonium
maleate (2-HDEAMa) and 2-hydroxy-diethylammonium salicylate (2-HDEASa) were
evaluated using the techniques of dynamic light scattering and electrophoretic light
scattering. The raw materials and miniemulsions were also characterized by infrared,
nuclear magnetic resonance (NMR) and fluorescence spectroscopy, in addition to optical
and confocal microscopy. Furthermore, the antifungal clioquinol was incorporated into
miniemulsions of smaller sizes and greater stability. And the potential of synthesized
miniemulsions in eradicating fungal biofilm was evaluated. The best results regarding
stability, particle size and dispersion were obtained using a simple and low-cost synthesis
method with concentrations of miniemulsions with 10 mM oleic acid and 20 mM 2-
HDEALa, 50 mM 2-HDEAMa and 50 mM 2-HDEASa. Confocal microphotographs
demonstrated that the miniemulsions have a spherical shape and fluorescence and NMR
analyzes showed that the PILs 2-HDEALa and 2-HDEAMa efficiently covered the oleic
acid in the miniemulsions. The antifungal clioquinol was efficiently incorporated into the
miniemulsions. Miniemulsions with only PIL and oleic acid without clioquinol showed
100% eradication of Microsporum canis biofilm. In conclusion, chemically green
molecules, such as the PILs 2-HDEALa, 2-HDEAMa and 2-HDEASa, were able to form
miniemulsions with oleic acid easily and economically. Therefore, the results suggest that

these miniemulsions can be used as lotions in the treatment of animal hair dermatoses.

Keywords: mini-emulsions, oleic acid, Microsporum canis, Protic Ionic Liquids,

Dermatophytosis.
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1.INTRODUCAO

Nanoparticulas, especialmente nano e miniemulsdes, tém sido amplamente
estudadas como sistemas promissores para aplicacdes médicas no tratamento de doengas
fingicas. Estas miniemulsdes consistem em estruturas anfifilicas com um nticleo oleoso,
permitindo a entrega eficiente de medicamentos aos tecidos afetados. O uso topico de
nano € miniemulsdes com composicao estritamente organica tem potencial para melhorar

a eficacia terapéutica dos medicamentos e reduzir os efeitos colaterais.

As infecgdes fungicas representam um desafio no campo médico, demandando o
desenvolvimento continuo de novos antifingicos. Nesse contexto, este estudo foca na
utilizacao de liquidos i6nicos préticos (LIPs) como emulsificantes para sintese de
miniemulsodes utilizando 4cido oleico. Os LIPs sdo sais organicos liquidos a temperatura
ambiente, possuindo diversas vantagens, como baixa pressao de vapor, ajuste de acidez e
capacidade de dissolver diversas substancias. Especificamente, este trabalho investiga o
uso dos LIPs lactato de 2-hidroxi-dietanolamina (2-HDEALa), maleato de 2-hidroxi-
dietanolamina (2-HDEAMa) e salicilato de 2-hidroxi-dietanolamina (2-HDEASa) como
emulsificantes para sintese de miniemulsdes utilizando 4cido oleico, com o objetivo de
avaliar o potencial desse sistema emulsionado (6leo-LIP-4gua) na erradicagdo de

biofilmes fingicos especificos.

Para tal, foram analisadas diversas propriedades quimicas dessas miniemulsoes,
incluindo o didmetro das particulas, estabilidade do estado emulsionado e interagdes
intermoleculares. Além disso, realizou-se a incorporag¢do do antifiingico clioquinol nas
miniemulsdes de menores tamanhos e maiores estabilidades. E, por fim, avaliou-se a
adequacdo dessas miniemulsdes para possiveis aplicagdes farmacologicas por meio do

ensaio de atividade antifungica.

O presente trabalho se baseia em uma revisdo bibliografica abrangente sobre o
tema das miniemulsdes e suas aplicacdes na area médica. A revisdo evidencia que mini e
nanoemulsdes tém ganhado destaque devido a sua simplicidade e efic4cia, sendo
utilizadas em diversas aplicacdes biologicas e na area da saude, incluindo como
carregadores de substancias bioativas e produtos farmacéuticos. Além disso, a pele tem
se mostrado uma via de administrag@o atrativa para farmacos e cosméticos, permitindo o
tratamento direto de doengas cutaneas no local afetado, sem riscos significativos de

absorc¢ao sistémica e efeitos colaterais. Nesse contexto, miniemulsdes t€m se mostrado
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promissoras para a administracdo topica de diversas substancias, anestésicos locais e

medicamentos para o tratamento de doencgas de pele como psoriase e alopecia.

Em relagdo ao uso do acido oleico na sintese de miniemulsdes, destaca-se sua
relevancia como triglicerideo monoinsaturado de cadeia longa, proveniente de fontes
naturais e aprovado pela Food and Drug Administration dos Estados Unidos da América
como intensificador de penetragdo. Entretanto, miniemulsdes contendo apenas acido
oleico e agua apresentam instabilidade a variacdes de pH, forga idnica e temperatura,
podendo resultar em baixa uniformidade e estabilidade. Portanto, a adicao de

emulsificantes e estabilizantes se faz necessaria para contornar essas desvantagens.

Os emulsificantes sdo substancias que reduzem a tensao interfacial entre liquidos
imisciveis, formando um filme flexivel que impede a coalescéncia das goticulas da
emulsdo. Nesse sentido, os LIPs surgem como alternativas promissoras, com suas
caracteristicas unicas, como baixa pressao de vapor, controle de acidez e solubilizagdo de
diversas substancias. Eles tém se mostrado vantajosos na produ¢do de miniemulsdes, bem
como em aplicagdes nas areas de medicina, tratamento bioldgico, captura de CO; e

produgdo de energia, entre outras.

Em particular, os LIPs contendo o cation 2-hidroxi-dietanolamina e os anions
lactato, salicilato e maleato tém sido objeto de estudo devido as suas propriedades
antimicrobianas. A ac¢do tensoativa destes ¢ atribuida as suas por¢des polares que
interagem com as moléculas de agua, reduzindo a tensdo superficial entre 6leo e agua e

atuando como um surfactante ou emulsificante.

Dessa forma, a presente tese busca aprofundar o conhecimento sobre o
desenvolvimento de miniemulsoes utilizando acido oleico e LIPs como emulsificantes,
visando a erradicacdo eficiente de biofilmes fungicos e, consequentemente, contribuir
para o avango no tratamento de doencgas fungicas na drea médica. Com as propriedades
quimicas dessas miniemulsdes bem caracterizadas, incluindo sua estabilidade e atividade
antifiingica, espera-se ampliar as possibilidades de aplicacdo farmacologica e melhorar a

efic4cia terap€utica com redugdo dos efeitos colaterais indesejaveis.
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2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo investigar a sintese de miniemulsdes
usando acido oleico em meio aquoso contendo os liquidos i06nicos proticos (LIPs): lactato
de 2-hidroxi-dietanolamina (2-HDEALa), maleato de 2-hidréxi-dietanolamina (2-
HDEAMa) e salicilato de 2-hidréxi-dietanolamina (2-HDEASa) para tratamento de
dermatofitoses em unha e pelo de animal. Este objetivo maior esta vinculado aos objetivos

especificos citados a seguir.

2.2. Objetivos especificos

= QOtimizar o processo de sintese das miniemulsdes através da variagdo da

concentracgao de 4cido oleico e de diferentes tipos de liquidos i6nicos proticos;
= Caracterizar as miniemulsoes formadas;

= Incorporar o antifungico clioquinol nas miniemulsdes que se mostraram mais

promissoras como veiculo para farmaco;

= Avaliar a liberagao do farmaco a partir de formulagdes com diferentes pHs,

visando o tratamento de micose de unha e pelo;

= Analisar a acdo antifingica das miniemulsdes sintetizadas contendo o

clioquinol em unha e pelo de animal.
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3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Biofilmes fangicos

Fungos filamentosos sdo adaptados para crescer em superficies e podem formar
biofilmes. Biofilmes fingicos sao comunidades de células microbianas envoltas em uma
matriz polimérica automontada. Eles colonizam superficies abidticas e causam infecgdes
relacionadas a dispositivos médicos.!

Os biofilmes podem ser resistentes a farmacos antifungicos convencionais,
contribuindo para altas taxas de morbidade e mortalidade.?

Estudos propdem um modelo de seis estidgios para a formacdo de biofilme por
fungos filamentosos:*

1) adsor¢do/adesdo de esporos ou de fragmentos de hifas;

2) adesao ativa a superficie, ocorrendo a secrecdo de substancias pelos esporos
germinados e hifas;

3) produgao de matriz polimérica extracelular e formagao da micro colonia a partir
da multiplicagdo ramificada das hifas. As hifas se espalham pelo substrato formando uma
camada unica (biofilmes bacterianos formam varias camadas), podendo invadir o
substrato;

4) maturagdo inicial do biofilme. Envolve a formacao de uma rede mais compacta
de hifas ou micélios e adesao entre hifas. Ocorre também a formacgao de feixes de hifas
grudados uns aos outros pela matriz polimérica extracelular e a formagao de canais de
agua através da repulsdo hidrofobica entre as hifas;

5) maturagdo ou desenvolvimento reprodutivo. Ocorre a formagdo de corpos de
frutificacdo, células esporogénicas, esclerodios e outras estruturas de sobrevivéncia.
Intensifica-se o crescimento aéreo da colonia, fundamental para a frutificagdo e dispersao
do fungo;

6) dispersdo. Sdo liberados esporos ou fragmentos do biofilme, atuando como

novos propagulos e fecha-se o ciclo.’

O desenvolvimento de biofilmes por fungos clinicamente relevantes, como
Candida spp., esta associado a infec¢des resistentes.”? Essas infeccdes sio dificeis de
tratar devido a resisténcia aos medicamentos antifingicos, ao diagnostico desafiador e ao

tratamento inadequado (uso inadequado ou regime de dosagem).>*
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Estima-se que as doengas fungicas afetam aproximadamente 1 a 2 bilhdes de
individuos em todo 0 mundo com pelo menos 1 a 5 milhdes de mortes a cada ano.>

Um exemplo de doengas causadas por fungos sao as dermatofitoses.

3.1.1 Dermatofitoses

Fungos dermatéfitos sdo patdégenos primarios,* filamentosos, hialinos e septados
com capacidade de invasdo das camadas externas da pele.’ A umidade da pele proporciona
um ambiente propicio para o crescimento desses fungos, e cerca de 20% da populagdo
mundial esta em risco de desenvolver infec¢des fiingicas superficiais.

O alvo dos dermatofitos para infecgdo e proliferagdo no estrato cérneo da
epiderme sdo os tecidos queratinizados® como pele, cabelos, pelos e unhas, em humanos
e animais. Estes tecidos contém uma proteina chamada citoqueratina na qual os
dermatéfitos se alimentam para sobreviver.” Essas infec¢des fungicas superficiais sdo
mais comuns em climas tropicais e temperados, especialmente em areas quentes e
imidas.’

Em animais, as dermatofitoses podem ocorrer em cdes jovens que vivem em
grupos ou em caes idosos com imunodepressdo. Os pelos passam por um processo de
queda (alopecia) e os remanescentes ficam curtos e quebradigos, seguido com
descamagio e pruridos, entre outros acometimentos.’

Para o diagnoéstico definitivo desta doenca, sdo realizados exames fisicos, testes
com lampada de Wood, microscopia direta e cultura fingica.’ Os métodos convencionais
de identificagio dos dermatéfitos sdo trabalhosos e demorados,® mas técnicas
moleculares, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), estdo sendo estudadas para
uma identificagdo mais precisa dos agentes patogenos causadores das dermatofitoses.’

O tratamento das dermatofitoses geralmente envolve o uso de antifingicos, mas
algumas infecgdes estdo se tornando mais resistentes aos medicamentos convencionais.’
As infec¢des fungicas da pele sdo uma causa comum de visitas dermatologicas. O
tratamento das infecgdes fungicas superficiais em pacientes imunocomprometidos pode
ser desafiador, e muitas vezes sdo necessarios medicamentos antifingicos topicos para
melhorar a absor¢do pelo organismo.®

Alguns exemplos de dermatofitos sdo o Microsporum canis, que causa infecgdes
no couro cabeludo e no corpo, € o Trichophyton mentagrophytes,” que pode infectar as
unhas. Essas infec¢des fungicas sdo contagiosas e podem afetar tanto humanos quanto

animais.’
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3.1.1.1 Trichophyton rubrum

Trichophyton rubrum é o dermatofito mais prevalente em todo o mundo, sendo
responsavel por 70% das dermatofitoses. E um fungo antropofilico, ou seja, a transmissao

¢ de humano para humano e é considerado o agente mais isolado em onicomicoses. '’

Estudos recentes indicam o uso do farmaco clioquinol combinado com outros

como ciclopirox e terbinafina no combate ao Trichophyton rubrum.’

Microemulsdes tém sido desenvolvidas como veiculo para administragdo de
farmacos antifungicos contra Trichophyton rubrum e tem demonstrado maior eficiéncia
quando comparado ao creme convencional para o tratamento da onicomicose, nome dado

a micose das unhas.!!

3.1.1.2 Microsporum canis

O Microsporum canis € um tipo de fungo que causa infecgdes fungicas na pele,
conhecidas como tinea corporis € tinea capitis.'> M. canis é classificado em 20 gendtipos
por uma combina¢io de marcadores microssatélites.!* Ele é considerado o principal
agente causador dessas infec¢des em humanos € ¢ comum em caes e gatos. As
modificac¢des cutaneas nas dermatofitoses de origem animal em humanos sio variaveis e
a maioria ocorre em areas do corpo que entram diretamente em contato com o animal,

como bragos, couro cabeludo e tronco, ou com objetos contaminados pelo fungo.>!*

O M. canis pode ocorrer em caes jovens que vivem em coletividade ou em caes
com idade avancada que apresentam imunossupressdo, os quais podem apresentar
alopecia progressiva, localizada ou generalizada. Podem aparecer em qualquer parte do
corpo, principalmente na cabega e patas.’

A infec¢do por M. canis em humanos pode ocorrer pelo contato direto com
animais infectados ou pelo contato com poeira, escovas ou roupas contaminadas.’ Os
sintomas nas pessoas incluem alopecia (queda de cabelo) com vermelhidao e descamagao
na pele.'® No entanto, a doenca pode ser facilmente confundida com outras condigdes
dermatoldgicas, dificultando o diagndstico preciso. '

Este fungo ¢ preocupante por ser capaz de invadir tecidos queratinizados como
pele, unhas e pelos em animais mamiferos, inclusive humanos.'® Embora essas
dermatoses ndo sejam graves em termos de mortalidade e morbidade, a infeccdo
superficial causa grande desconforto aos pacientes.!”!® Um aumento significativo na

proliferacdo desses fungos leva ao aparecimento de infecgdes, muitas vezes com lesdes
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que incluem combinagdes de alopecia com graus variados de descamacgdo, eritema e
papulas.'’

Um dos diagnosticos desta doenga ¢ baseado em cultura fungica. O tratamento e
o controle sdo particularmente importantes e podem ser tanto topicos quanto
sistémicos.®?

O tratamento convencional com antifungicos tem mostrado resultados limitados
contra 0 M. canis. Estudos tém demonstrado baixa suscetibilidade do fungo a diversos
medicamentos antifungicos, incluindo fluconazol, itraconazol, cetoconazol, terbinafina,
griseofulvina e ciclopirox.!>*!*2 Os fatores que atenuam a resisténcia aos medicamentos
incluem a falta de adesao do paciente, penetracao tecidual deficiente e biodisponibilidade
variavel do medicamento.?? As limitadas opgdes terapéuticas disponiveis no mercado
encontram um problema fundamental, que é a resisténcia aos antifungicos. As falhas

terapéuticas afetam os pacientes, causando muitos casos de recorréncia.>?>-%*

Assim, a necessidade de buscar novas alternativas de tratamento para combater as
infecgdes flngicas ¢ essencial, e a pesquisa de moléculas de baixo custo com potencial
efeito antiflingico, faceis de preparar, soliiveis em agua, polidisperso e quimicamente
verde é importante.?

Nesse contexto, a nanotecnologia surge como uma alternativa promissora para o
desenvolvimento de novos materiais com propriedades antibiofilme e baixa toxicidade
que permita maior biodisponibilidade, maior permeagdo cutanea, reducdo de efeitos

colaterais, redu¢io da frequéncia de dosagem e liberagio sustentada do medicamento.?¢?’

A nanotecnologia oferece perspectivas para o desenvolvimento de novos
tratamentos mais eficazes. No entanto, sdo necessarios mais estudos sobre novos

materiais para utilizagdo em produtos cosméticos e terapéuticos.

3.2. Nanotecnologia e nanomateriais

J4

O termo "nano" ¢ explicado como um fator de um bilionésimo no sistema métrico,
28,29

referindo-se a um comprimento do nivel atomico de cerca de 0,1 nm até 100 nm.
A nanotecnologia envolve a manipula¢do de 4tomos, moléculas ou compostos
. . . . . . . . o, . . . . 30
individuais para produzir materiais e dispositivos com propriedades especiais.
Na historia, tem-se o ano de 1958 como aquele em que o fisico Richard Feynman

ja discutia o assunto nanotecnologia, mencionado a manipulagdo e controle de coisas em

pequena escala. A denominagdo nanotecnologia viria anos depois.
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Em 1974, Norio Taniguchi, usou o termo nanotecnologia para descrever processos
utilizando semicondutores, como deposi¢do de filmes finos e fresagem por feixe de ions,
exibindo controle caracteristico da ordem de um nanémetro.>-3!-33

A fabricagdo em nanoescala ja estd na sua quarta geragao. A primeira contava com
blocos de constru¢do em nanoescala e a quarta ja evoluiu para sistemas heterogéneos
complexos, onde cada molécula no nano sistema tem uma estrutura especifica e
desempenha um papel diferente. As moléculas sdo usadas como dispositivos, ¢ de suas
estruturas e arquiteturas projetadas surgem fun¢des fundamentalmente novas.?’

Mundialmente, governos estdo investindo significativamente em pesquisa e
desenvolvimento de nanotecnologia. Estima-se que o investimento publico global em
projetos de nanotecnologia tenha ultrapassado US$ 6 bilhdes em 2008. Em 2021, foram
registradas mais de 23.750 patentes na area de nanotecnologia nos Estados Unidos,
representando um crescimento de aproximadamente 6% em relagdo ao ano anterior.>

Quanto as publicagdes cientificas, a quantidade de artigos cientificos sobre
nanociéncia e nanotecnologia continua crescendo rapidamente. A China ¢ o pais que
apresenta o crescimento mais rapido ¢ também produz o maior nimero de publicagdes
nesses campos>>. Em 2022, o nimero de artigos relacionados a nanotecnologia indexados
na WoS pela China foi igual & soma das publicagdes dos nove paises seguintes. A India
ocupa o segundo lugar nesse ranking, seguida pelos Estados Unidos, Ird e Coreia do Sul.*®

Produtos com apelo nano vém atraindo o mercado consumidor global. O valor
final da venda de um produto com nanotecnologia ¢ muito inflado. Ele ¢ a soma de um
real custo de fabricacdo, somado por valores definidos por questdes mais especulativas,
como pelo tempo de dedica¢do da equipe de pesquisa cientifica no desenvolvimento do
produto e acrescentado de muito valor de publicidade, principalmente quando o produto
ainda ndo tem concorrente no mercado.

De acordo com o relatério de abril de 2022 sobre o Mercado da Nanotecnologia
da Precedence Research, uma das principais fornecedoras de informagdes estratégicas de
mercado, o tamanho do mercado global de nanotecnologia foi alcangado em US$ 85
bilhdes em 2021 e deve arrecadar US$ 289 bilhdes até 2030.3

A nanociéncia € descrita como o estudo de fendmenos e manipulacao de materiais
na nanoescala, enquanto a nanotecnologia envolve o projeto, caracterizagao, produgdo e
aplicacdo de estruturas, dispositivos e sistemas controlados na nanoescala.

Conforme as pesquisas e a tecnologia foram progredindo, tornou-se capaz de se

mensurar as forgas que atuam entre as moléculas. Comparando com os macros materiais,
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as propriedades volumosas desaparecem quando algo passa a estar como um
nanomaterial, a quantificagdo de energia para os elétrons em soélidos, especialmente
abaixo de 100 nanometros, ¢ mudada drasticamente afetando o comportamento Optico,
elétrico e magnético. Por exemplo, substancias opacas tornam-se transparentes (cobre)®’;
materiais inertes tornam-se catalisadores (platina)*®; s6lidos transformam-se em liquidos
a temperatura ambiente (ouro)*; isoladores tornam-se condutores (silicio).*°

Como exemplo de aplicagdes para a nanotecnologia sao mencionados campos
amplos como biologia, fisica, quimica, entre outros. A industria eletronica investe muito
na fabricagdo controlada de nanoestruturas, como na produgdo de hardwares.*! E, a
industria farmacé€utica ¢ uma das que tem trabalhos mais abrangentes, como na associagao
de processos fisicos, quimicos e bioldgicos para a fabricacdo de farmacos.*>*

Na manipulagdo e fabricagdo de nanoestruturas (nanoparticulas (NPs), nanotubos,
fulerenos, materiais nanoestruturados, nanocompositos etc.)” muitas vezes sdo
necessarias ferramentas especificas para nanomanufatura (nano sinteses, nano misturas,
nano deposi¢des, nanolitografias, etc.).**

A sintese de nanomateriais passa principalmente por duas diferentes estratégias: a
sintese top-down,” onde o material é removido até obter a forma desejada, como, por
exemplo, a nano litografia de caneta profunda (DPN).*

Ja a sintese bottom-up, envolve a automontagem de atomos e moléculas para
construir estruturas. Como exemplo, a deposicdo quimica de vapor (CVD).?’

A nanotecnologia na area de pesquisas na area da saude, vem sendo bastante
aplicada no desenvolvimento de materiais para mapeamento do corpo, implantes
médicos, anticorpos, teragnosticos direcionados e avancos farmacéuticos.*64’

A nanobiotecnologia ¢ um campo que aplica principios e técnicas em nanoescala
ao entendimento e transformacdo de biossistemas (vivos ou ndo vivos) e que utiliza
principios e materiais biologicos para criar dispositivos e sistemas integrados a partir da
nanoescala. Espera-se que a integracao da nanotecnologia com a biotecnologia, bem
como com a tecnologia da informacao e a ciéncia cognitiva, ganhe aceleragao na proxima
década.

As nanoparticulas de silica, por exemplo, t€ém sido estudadas como possiveis
ingredientes em cosméticos € no tratamento de doencas de pele, incluindo infecgdes
fungicas. Elas podem atuar como transportadores de fairmacos, melhorando a eficécia e

seguranga do tratamento, regulando a liberacdo sustentada de ingredientes cosméticos na

pele, bem como aumentando a penetracdo cutanea de ingredientes encapsulados. Além
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disso, eles atuam como transportadores de farmacos com menor solubilidade em agua
para melhorar a seguranca, estabilidade e desempenho do medicamento.?®

A nanomedicina e seus nanofarmacos tem o potencial de contribuir
significativamente para o diagnostico, tratamento e acompanhamento de doengas
complexas, por meio da deteccdo precoce, prevencao e desenvolvimento de terapias mais
eficazes.>

Nanomateriais encontram aplicagdes em uma variedade de produtos cosméticos,
como exemplos: cremes*®, logdes*®, batons*’, esmaltes*’, cremes antienvelhecimento?®!,

sabonetes®’, pasta de dente®!, xampu®!, condicionador de cabelo’!, desodorante,*-?

perfume’?, lo¢do hidratante para o corpo>, protetor solar.?64

3.2.1. Miniemulsoes

Miniemulsdes sdo sistemas dispersos de duas fases liquidas, fase dispersa e fase
dispersante ligadas por um surfactante.

Neste sistema, formam-se emulsdes que podem ser de 6leo em agua, ou agua em
6leo com um tamanho de 50 nm a 1 um de diametro estabilizada por um surfactante ou
outro reagente estabilizador.>*

Podem ser transparentes, translicidas ou leitosas dependendo do tamanho da
goticula,>> da natureza da fase dispersa e possuem maior estabilidade em relacio as
emulsdes em termos de agregacio e floculagio.’”-

Esses sistemas sdo caracterizados por sua estabilidade cinética, que ¢
proporcionada pela presenca de agentes tensoativos na interface 6leo-agua.>’

Mini e nanoemulsdes tém ganhado destaque por sua simplicidade e eficicia e t€ém
sido utilizadas em aplicagdes bioldgicas e na area da saide como carregadores de
substancias bioativas, compostos lipofilicos e produtos farmacéuticos, entre outros.50-%4

Varias formulagdes como vesiculas,?”% lipossomas,®® nanoparticulas,’” micelas®
e emulsdes® tém sido exploradas, por exemplo, para o tratamento de micoses de pele.?*
Em especial, as mini e nanoemulsdes oferecem vantagens na liberacdo de farmacos
topicos devido a capacidade de penetrar nas camadas mais profundas da pele.

Quando utilizadas para formulagdes de cosméticos, as nanoemulsdes sao
utilizadas em produtos da manutencao da beleza e no uso de higiene pessoal por

proporcionar maior estabilidade aos coloides e uma melhor experiéncia de uso para os

consumidores.®®
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3.2.2 Aplica¢do de mini e nanoemulsoes em doengas de pele

A pele desempenha um papel crucial na prote¢do do corpo humano, agindo como
uma barreira eficiente contra substancias externas e perigos ambientais, além de manter
a hidratagdo e regular a temperatura.®® Essa funcio de barreira ¢ atribuida principalmente
ao estrato corneo, a camada mais externa da epiderme, que consiste em corneodcitos
envoltos por uma matriz lipidica. Essa matriz lipidica impede a penetracdo de moléculas
nas camadas mais profundas da pele.*’

Apesar dessa barreira, a pele ¢ uma via de administragdo atraente para farmacos e
cosméticos. A administragdo topica de medicamentos permite tratar doengas de pele
diretamente no local afetado, sem riscos significativos de absor¢do sistémica e efeitos
colaterais. Além disso, a aplicagdo de cosméticos topicos pode fornecer beneficios como
hidratacdo, nutricdo e protecdo da pele. Para substancias oleosas, a formulacao
emulsionada é necesséria para otimizar a eficicia do tratamento.’

Duas nanoemulsdes para administra¢do dérmica de triterpenos pentaciclicos, com
atividade anti-inflamatoria mostraram maior capacidade anti-inflamatoria do que aquela
com a mistura sintética. Este resultado ¢ atribuido a permeagao mais lenta dos triterpenos
através da pele.”

Nanoemulsdes para aumentar a absor¢do percutdnea de lidocaina e prilocaina,
agentes anestésicos locais, tiveram taxas de permeacao mais altas e um efeito anestésico
mais forte em comparagdo com uma formulagio comercializada.”!

Um gel de nanoemulsdo com propionato de clobetasol e calcipotriol para o
tratamento topico da psoriase demonstrou uma atividade antipsoridtica significativamente
maior do que as drogas livres e uma formulagdo comercializada.”

Nanoparticulas para a administragdo topica de finasterida no tratamento da
alopecia mostraram beneficios no crescimento do cabelo quando aplicada topicamente,
evitando os efeitos colaterais graves da administracio oral.”

Além disso, foram relatados avangos adicionais no uso de nanoemulsdes nos
cuidados com a pele, como a combinacao de centella asiatica L. e zingiber officinale para
o tratamento anticelulite,”* o uso de nanoemulsdes contendo cafeina para o tratamento de
celulite” e 6leo essencial de origanum vulgare L. como medicamento antiacne.’® Também
foram desenvolvidas nanoemulsdes para protegio solar,”’ tratamento de
hiperpigmentagio,’® aplicagdes antioxidantes.”

Nanoemulsdes também vem sendo utilizadas como agentes antimicrobianos.*!8*-

%0 A atividade antimicrobiana das nanoemulsdes esta relacionada com a sua capacidade
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de: interagir com a membrana celular das bactérias, levando ao rompimento da membrana
celular de fungos; inativar o processo de replicagdo do acido desoxirribonucleico (DNA);
gerar espécies reativas de oxigénio que resulta na inibi¢ao de fungdes enzimaticas, e do

bloquear a ligagdo viral a superficie da célula.*®°192

Por apresentarem um conjunto diversificado de mecanismos de agdo, a obtengao

de resisténcia a nanomateriais pelos microrganismos torna-se muito dificil. 24588

3.2.3. Emprego do acido oleico na sintese de mini e nanoemulsoes

A selecdo das substancias oleosas para o uso em formulagdes de mini e
nanoemulsdes esta ligada diretamente as caracteristicas requeridas para uma determinada
aplicagao.

Entre os varios 6leos que podem ser utilizados na preparacdo de mini e
nanoemulsdes, destaca-se o 4cido oleico.’”?* O 4cido oleico é um triglicerideo
monoinsaturado de cadeia longa de ocorréncia natural obtido de fontes naturais. Essa
substancia ¢ aprovada como intensificador de penetracdo pela Food and Drug
Administration®® dos Estados Unidos da América, o que a torna excelente para uso em
aplicagdes na area da satide, como o tratamento de dermatoses de pelos de animais.

No entanto, miniemulsdes compostas apenas por acido oleico e 4gua sdo instaveis
a variagoes de pH, forga i6nica e temperatura, podendo apresentar baixas uniformidade e
estabilidade.®®** Essas desvantagens podem ser minimizadas ou mesmo eliminadas pela

adicao de emulsificantes e estabilizantes.

3.2.4. Emulsificantes

Emulgentes (ou emulsificantes) sdo substancias que reduzem a tensao interfacial
entre liquidos imisciveis, podendo formar um filme flexivel que devido a repulsdo
eletrostatica ou estérica entre as interfaces coloidais, impede a coalescéncia das gotas da

L 50 86
miniemulsao.

Diferentes compostos emulsificantes podem ser utilizados na preparacdo de

L ~ o 60,81,95 . ; TR
miniemulsoes. Entretanto, para um bom emulsificante ¢ muito importante que
certos requisitos sejam mantidos: o emulsificante deve possuir afinidade com as
interfaces dos sistemas imisciveis. O mesmo deve possuir uma estrutura anfifilica - polar
(soluvel em agua) e apolar (insoluvel em dgua), com um balanco adequado entre as partes

hidroéfila e hidrofoba e essas estruturas devem ter afinidade aos liquidos imisciveis do
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sistema. Emulsificantes também devem garantir a estabilidade fisica, quimica e

microbioldgica das miniemulsdes.

3.2.5. Liquidos ionicos proticos

Os liquidos i6nicos (LIs) surgem como um promissor substituto 'verde' para
compostos organicos volateis na sintese de miniemulsdes. Estudos relatam que as
miniemulsdes formadas com LIs podem apresentar comportamento melhorado em
relacdo aos emulsificantes comuns.”®"’

Os LIs sdo compostos por anions e cations de natureza hidrofobica ou hidrofilica
e possuem caracteristicas muito interessantes, como baixa pressao de vapor; simplicidade
no controle de acidez e basicidade; ¢ a capacidade de dissolver e solvatar uma ampla
variedade de espécies.”®

Esses compostos podem ser amplamente modificados® e suas propriedades
ajustadas quimicamente para melhorar sua eficacia em aplicagdes especificas em areas

100

como medicina, tratamento  biolégico,'”! captura de CO,'% processos

103,104

eletroquimicos, producdo de energia, refino de petroleo (lubrificantes ou

Y105 ¢ varios processos de separagdo, entre outros.!'%

combustiveis

Os LIs podem ser classificados em dois tipos, aproticos e proticos. A produgio de
liquidos i6nicos proticos (LIPs) ¢ um processo simples e de baixo custo que ocorre pela
transferéncia de protons de um 4cido de Bronsted para uma base de Bronsted.”®!%7 Eles
se destacam pela presenga de receptores de prétons e sitios doadores que podem ser
utilizados para construir uma rede de liga¢des de hidrogénio.!”” A atividade bioldgica de
uma variedade de LIPs tem se mostrado potencialmente Util na sintese de compostos
antimicrobianos.'”® Uma vez que o uso correto de LIs em suas diversas aplicagdes
depende fortemente de suas propriedades, o conhecimento dessas propriedades ¢ um fator
crucial e justifica a necessidade de estudos mais detalhados para cada tipo especifico de
LL

Uma série de liquidos i6nicos proticos (LIPs) contendo dibutilditiofosfato foram
sintetizados e usados como emulsdo base de aditivo lubrificante. Em comparagao com o
aditivo tradicional de polissulfeto, os LIPs em emulsdo exibiram propriedades
lubrificantes superiores sob condi¢des adversas, reduzindo o atrito e assim o desgaste das
pecas lubrificadas.'®

Emulsdes contendo LIPs de cadeia alquilica carboxilatos de amoénio sdo os

substitutos ideais para uso como tensoativos de lubrificantes aquosos no lugar dos 6leos
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minerais. Estes sdo mais ecologicos e biodegradaveis. Por este motivo, também sdo mais
indicados do que se trabalhar com emulsdes de liquidos id6nicos convencionais compostos
por cations heterociclicos e anions halogenados que tem preocupantes graus de
toxicidades e sdo corrosivos pois contém cations alquil fosfonio combinados com anions
livres de halogénio.'!°

Na polimerizagdo em emulsdo convencional, mondmeros hidrofébicos derivados
de acidos graxos, como oleil ou lauril metacrilato, exibem cinética de migragdo lenta
através da fase aquosa, levando a uma polimerizacdo pobre. Como alternativa, os
pesquisadores t€ém explorado o uso de miniemulsdo com o LIP mondmero de
homopolimerizagao oleato: metacrilato de dimetilaminoetila (HDMAEMA )-oleato, que
tem mostrado resultados promissores principalmente devido a sua hidrofilicidade
melhorada em comparagdo com a formulago tradicional.!!!

O uso de LIPs, como cloreto de metilimidazdlio ([Hmim]Cl), hidrogenossulfato
de trietilaménio ([TEA][HSO4]) e hidrogenossulfato de dimetilbutilamonio
([DMBA][HSO4]), facilitou uma técnica de extracdo quimica mais sustentdvel para a

remocdo de metais pesados. Este método oferece uma abordagem mais ecoldgica com

tempos de extracdo mais rapidos.!!?

3.2.5.1. Liquidos i6nicos proéticos contendo o cation 2-hidroxietilamonio e os anions
lactato, salicilato ¢ maleato

A eficdcia antimicrobiana dos Liquidos I6nicos Préticos (LIPs) € atribuida ao
segmento cationico da molécula.

A adi¢ao de um ion amonio a uma cadeia de hidrocarboneto resulta na formagao,
por exemplo, de um etilamonio. Em pesquisas com o LIP lactato de 2-hidroxietilamonio
os resultados exibiram fortes propriedades antimicrobianas, particularmente contra
Staphylococcus aureus. A atividade antimicrobiana atingiu amplo espectro contra varios
patdgenos humanos e mostrou eficicia comparavel a gentamicina.'!?

O mecanismo de agdo dos compostos quaternarios de amonio contra
microrganismos envolve multiplos processos. Inicialmente, eles podem se ligar a
superficie de células microbianas (como bactérias, fungos e virus) por meio de interagdes
eletrostaticas entre os ions de amodnio quaternario carregados positivamente € 0os grupos
carregados negativamente presentes na membrana celular do microrganismo. Apos essa
ligagdo, esses compostos podem romper a estrutura lipidica da membrana celular, levando

a sua desestabilizagdo e comprometendo a fungdo de barreira da célula.
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Consequentemente, o contetido celular pode vazar, levando a desidratacdo celular e, por

fim, resultando na morte do microrganismo.

3.2.5.2 Caracteristicas que tornam os anions lactato interessantes ao uso como
emulsificante antifingico

Acredita-se que os ions lactato, maleato e salicilato podem perturbar as estruturas
celulares e os processos metabdlicos dos fungos, romper as membranas das células
fingicas e interferir nos processos celulares essenciais, levando a inibi¢ao do crescimento
fingico, e assim, as suas proliferagdes, como nas que surgem na pele e nas unhas.

Estudos tém mostrado que o acido latico e seus derivados t€m efeitos inibitorios
contra varios fungos patogénicos, incluindo espécies de Candida, que sdo conhecidas por
causar infec¢des em humanos.''*

O 4cido latico e sua forma ionizada, o ion lactato, sio comumente usados como
agentes antifingicos em varias aplicagdes em forma de cremes antifingicos, pomadas e
solugdes topicas.

O acido latico ¢ produzido pelo metabolismo de bactérias lacticas, que sdo
utilizadas em processos de fermentacdo de alimentos, como iogurte e producao de
chucrute. O ambiente acido criado pelo acido latico inibe o crescimento de certos fungos,
contribuindo para a preservagio e estabilidade dos alimentos fermentados.''

Em relacdo a parte anidnica dos LIPs, o lactato ¢ um exemplo de interesse como
emulsificante. O segmento anidonico da molécula de lactato de 2-hidroxidietanolamonio
compreende uma regido hidrofilica com ligacdes carboxilicas (-COO-) e um grupo
hidroxila adjacente (-OH). Essas por¢des polares t€ém a capacidade de interagir com as
moléculas de 4gua por meio de ligacdes de hidrogénio.

A acdo tensoativa do lactato de 2-hidroxidietanolamoénio reduz a tensao superficial
entre o 6leo e a 4gua. Em resumo, a molécula de lactato de 2-hidroxidietanolamoénio liga-
se a uma mistura de 6leo e agua utilizando suas propriedades hidrofilicas e hidrofobicas,

atuando como um surfactante ou emulsificante.

3.2.5.3 Caracteristicas que tornam os anions maleato interessantes ao uso como
emulsificante antifiungico

Estudos demonstraram que o d4cido maleico (acido dicarboxilico) e seus derivados,
incluindo sais de maleato, podem inibir o crescimento de varias espécies de fungos. Por

exemplo, a pesquisa demonstrou a atividade antifungica dos sais de maleato contra
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Candida albicans, um patégeno fungico comum que pode causar infec¢des em

humanos. !¢

O mecanismo exato de agdo pelo qual os ions maleato exercem sua atividade
antifungica pode variar dependendo da espécie fungica especifica e da formulagdo do

composto maleato.

3.2.5.4. Caracteristicas que tornam os anions salicilato interessantes ao uso como
emulsificante antifingico

Estudo empregando solucao de 4cido salicilico (AS) em baixa concentragao (2,5
mM) com pH mantido controlado em < 3 resultou em inibi¢ao da germinagdo in vitro de
Penicillium expansum, fungo presente na mac¢a. Além disso, AS causou vazamento de
proteinas do patégeno para o meio, dano lipidico mensuravel e desorganizagdo
intracelular. Além disso, o0 AS ¢ um composto fendlico considerado seguro para o meio
ambiente e para a saide humana, podendo ser uma alternativa aos fungicidas comumente
utilizados.'!”

Quando adicionado na composi¢ao de um shampoo, o 4cido salicilico atua no
tratamento da caspa por contar com a agdo antifingica, removendo o extrato corneo,
impedindo o crescimento de fungos e facilitando a penetracdo de outros agentes
antifungicos.!!

Por fim, vale a pena notar que a eficacia dos ions lactato, maleato e salicilato
contra os fungos pode variar dependendo de fatores como o tipo especifico de fungo, a
concentracao do anion escolhido e as condi¢des gerais em que os fungos estdo presentes
(pH, umidade, disponibilidade de nutrientes).

Além disso, embora um anion possa inibir o crescimento fungico, ele pode nao
erradicar completamente uma infec¢do fingica, e tratamentos antifungicos adicionais

podem ser necessarios em alguns casos.

3.2.5.5. Clioquinol como antifungico incorporado

A descoberta de novos antifungicos € essencial, porém pesquisas mais detalhadas
de moléculas com atividade antimicotica conhecida e modificagdes estruturais para

melhorar a acdo parecem ser alternativas mais rapidas para esta finalidade.'"”

Nesse contexto, destaca-se o antifungico 8-hidroxiquinolina. A 8-hidroxiquinolina

e seus derivados sdo uma subclasse de quinolinas com uma grande variedade de
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atividades bioldgicas. Elas tém sido utilizadas como fungicida na agricultura e
0

conservante nas industrias téxtil, madeireira e papelaria.'?

O interesse em 8-hidroxiquinolinas cresceu exponencialmente nas ultimas duas
décadas por serem consideradas uma estrutura privilegiada que por modificagdes em
posigdes especificas pode levar a obtengao de novos candidatos a farmacos para diversas
enfermidades.'?® A reatividade da 8-hidroxiquinolina permite a geragio e otimizacio de
um grande niumero de derivados que sdo amplamente explorados para efeitos biologicos,
tais como efeito neuroprotetor, anticancerigeno, antisséptico, antimaldrico,

antituberculotico, anti-HIV, antibacteriano e antifingico'?*!!,

Na Figura 1 esti
demonstrada a estrutura molecular do membro mais conhecido da familia da
hidroxiquinolina, o clioquinol (5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinolina).

Cl

\

OH

Figura 1. estrutura da molécula do clioquinol (5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinolina)

O clioquinol ¢ um derivado 5,7-dihalogenado da 8-hidroxiquinolina que foi
amplamente usado no periodo entre 1950 e 1970 como um agente antimicrobiano oral
para o tratamento de doengas intestinais e infec¢des de pele.!?

Atualmente o clioquinol ¢ usado como antimicrobiano tdpico sob o nome
comercial Vioform®.'??> Além de seu uso como antimicrobiano, o clioquinol se tornou um
prototipo para o desenvolvimento de compostos antitumorais e, recentemente, também
tem mostrado potencial efeito para o tratamento das doengas de Alzheimer e

Parkison, %3124

Quando wusados topicamente, os agentes antifungicos de formulagdes
convencionais, como cremes e géis, normalmente precisam ser espalhados e ficar em
contato com a pele ou pelo por um tempo minimo para a sua absor¢ao e inicio da eficacia.
Este tempo de retencdo pode ser maléfico se causar alguns efeitos colaterais, como
vermelhiddo, queimagdo e inchaco no local de inscricdo. Devido a isso, varias
formulagdes com o farmaco aprisionado no nticleo de uma miniemulsao sdo estudadas,

pois neste nivel de tamanho de particula, o farmaco pode penetrar em locais especificos
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que se quer tratar, e pode-se elevar a concentragdo e assim acelerar o tratamento visto que
o ndo espalhamento diminuira os danos a derme do usuério.

Dentre as estratégias para combate de agentes fungicos, a estratégia escolhida
nesse projeto foi o desenvolvimento de miniemulsdes como veiculo do antifiingico
clioquinol.

A selecdo dessa estratégia consiste no fato de que a estrutura nanométrica das
miniemulsdes permite uma melhor permeagdo no tecido infectado e também na propria
célula fungica, as quais muitas vezes possuem uma espessa parede celular, proveniente
de uma evolugio da resisténcia adquirida as proprias substancias antifungicas.?> Objetiva-
se também a redugdo e/ou eliminacdo do efeito colateral no local de aplicacdo, reducao
da frequéncia de dosagem e liberagio sustentada da droga.?’

O clioquinol é uma molécula com baixissima solubilidade em 4gua.'?* Portanto o
seu uso direto em formulagdes aquosas como logdes ou xampus visando o tratamento
topico de micoses se torna impraticavel. Para tanto, a incorporagdo desse farmaco em
miniemulsdes com alta 4rea superficial, alta estabilidade e superficie carregada propicia
a sua solubilizacdo em sistemas aquosos, permitindo a preparacdo de formulagdes
contendo o firmaco disperso homogeneamente por se encontrarem dentro das
miniemulsdes.” Assim, essas formula¢des podem ser comercializadas e estocadas sem a

ocorréncia de precipitacdo do fArmaco no meio.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Neste projeto foi investigado a formagdo de miniemulsdes do 4cido oleico em
meio aquoso na presenga de diferentes liquidos ionicos proticos a base do cation 2-
hidroxidietanolamina. e incorporagdo do antifiingico clioquinol e analise de atividade
antifingica.

Cada LIP deu origem a uma formulacao diferente, € em nenhum momento foram

misturados entre si.

4.1. Materiais e métodos

A 4gua ultrapura obtida de um sistema Milli-Q foi utilizada para a preparagao de
todas as amostras e solucdes.

O é4cido oleico foi adquirido da Dinamica Ltda. (Sao Paulo, Brasil). O clioquinol
foi fornecido pela Faculdade de Farmacia da UFRGS tendo sido adquirido da Sigma-
Aldrich do Brasil. O fosfato monobasico de sddio de grau quimico foi utilizado.

O corante 2-(2’-hidroxifenil)benzoxazol (HBO) utilizado na andlise de

fluorescéncia foi sintetizado de acordo com a literatura'?®

¢ suas solugdes foram
preparadas em cloroférmio (CHCI3) e etanol (CH3CH2OH) na concentragio de 10 M.
Todos outros produtos quimicos e solventes eram de grau analitico ou farmacéutico e
usados como recebidos.

Os liquidos i6nicos proticos (LIPs): lactato de 2-hidroxi dietilamonio (2-
HDEALa), salicilato de 2-hidroxi dietilamonio (2-HDEASa) e maleato de 2-hidroxi
dietilamonio (2-HDEAMa) ilustrados na Figura 2 foram doados pelo professor Miguel

Angel Iglesias (Escola Politécnica, Departamento de Engenharia, Universidade Federal

da Bahia (UFBA).

- . W
Figura 2. LIPs da esquerda para a direita: 2-HDEALa, 2-HDEAMa e 2-HDEASa.
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Os LIPs foram preparados pela equipe do Professor Miguel conforme

99,127,128

literatura, e sua estrutura de cations e anions esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1. Estruturas dos céations e dnions de liquidos idnicos proticos.!?!

S A A Cation
Liquidos Ionicos Anions (2-hidroxi dietilaménio)
HaC 0
2-HDEALa HO 0 Ho~ >N,
lactato
0O HO M
o;/<_>:o Ho” >
2-HDEAMa —
maleato
HO
o
2-HDEASa O// Ho~ >N~
salicilato

4.2. Sintese das Miniemulsoes

Para sintetizar as miniemulsdes, uma fase aquosa contendo lactato de 2-hidroxi
dietilamonio (2-HDEALa), maleato (2-HDEAMa) ou salicilato (2-HDEASa) foi
preparada pela dissolucdo do respectivo LIP em 4gua ultrapura a 25 °C.

A fase aquosa (solugdo LIP) foi esterilizada por 30 min a 1 bar e 150 °C.

A fase oleosa contendo 4cido oleico puro foi esterilizada por filtracdo através de
membranas de 0,22 pum.

Ap0s, as solucdes de LIP foram adicionadas assepticamente ao 4cido oleico sob

agitacdo magnética a 1250 rpm por 30 minutos a 25 °C.
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4.2.1. Andlise do efeito da concentra¢do de dcido oleico na formagdo, tamanho e
estabilidade da emulsao.

O efeito da concentracdao de acido oleico no tamanho ¢ estabilidade da
miniemulsdo foi analisado. As sinteses das miniemulsdes foram realizadas adicionando-
se em um frasco transparente de vidro, 8 mL de cada LIP (2-HDEAMa, 2-HDEALa e 2-
HDEASa) na concentragdo de 20 mM.

Em cada frasco adicionou-se diferentes volumes de acido oleico afim de se obter
as concentragoes finais de 10 mM, 24 mM, 48 mM, 80 mM, 100 mM, 130 mM e 160 mM
do mesmo. As misturas foram mantidas sob agitagdo magnética a 1250 rpm, por 30 min
e temperatura de 25°C.

Como controle, realizou-se uma mistura com o acido oleico a 10 mM apenas em
agua, sem a adi¢do dos LIPs.

Ap0s o término do ensaio, as misturas contendo as miniemulsdes foram analisadas
quanto ao didmetro hidrodindmico e quanto a estabilidade através da medigcdo do
Potencial Zeta pela técnica Espalhamento Dindmico de Luz (DLS). Todos os testes foram

realizados em triplicata.

4.2.2. Andlise do efeito da concentragdo de liquidos iénicos proticos na formagdo,
tamanho e estabilidade da emulsdo.

Para avaliacdao do efeito da concentragdo dos LIPs no tamanho e estabilidade da
emulsdo, adicionou-se 8 mL de solugao contendo diferentes concentragdes (20 mM, 50
mM, 100 mM e 150 mM) de cada LIP (2-HDEALa, 2-HDEAMa e 2-HDEASa) em
frascos transparentes de vidro.

Acrescentou-se, nas solucdes acima, 25 pL 4cido oleico puro para uma
concentragdo final de 10 mM. As misturas foram mantidas sob agitagdo a 1250 rpm, por
30 min e temperatura de 25°C.

Como controle, realizou-se uma mistura com o acido oleico a 10 mM apenas em
dgua, sem a adi¢do dos LIPs e uma mistura contendo apenas os LIPs em agua sem a
adi¢ao do acido oleico.

Ap6s o término do ensaio, as misturas contendo as miniemulsdes foram analisadas
quanto ao didmetro hidrodinamico e quanto a estabilidade de seu estado emulsionado
(miniemulsdes) através da medicdo do Potencial Zeta pela técnica Espalhamento

Dinamico de Luz (DLS). Todos os testes foram realizados em triplicata.
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4.3. Caracterizacio das miniemulsoes

Para a caracterizagdo das miniemulsdes foram primeiramente avaliados o
didmetro hidrodindmico e a estabilidade das miniemulsdes afim de serem conhecidas as
melhores concentracdes de cada LIP (2-HDEALa, 2-HDEAMa e 2-HDEASa) e do acido
oleico para o preparo de miniemulsdes com menor tamanho de particula e maior

estabilidade.

4.3.1. Avaliacdo do diametro hidrodinamico e estabilidade das miniemulsoes

As andlises de didmetro hidrodinamico e Potencial Zeta foram escolhidas como
primeiros parametros para a classificagdo das melhores formulagdes de miniemulsdes,
ajudando a parametrizar as sinteses e as escolhas das amostras para os ensaios que se
seguiriam nas caracterizacdes necessarias ao objetivo inicial de melhor incorporagdo de

um farmaco antifingico.

4.3.1.1. Analise do diametro de particula

O diametro hidrodinamico e o indice de polidispersao (PDI) das miniemulsdes
preparadas foram determinados pela técnica Espalhamento Dinamico de Luz (DLS).

A técnica de DLS mede a difusdo de particulas que se movem sob movimento
Browniano e a converte em tamanho e distribuicao de tamanho usando a relagao Stokes-
Einstein.

As amostras (n: 3) foram preparadas diluindo as miniemulsdes e o controle
separadamente com agua ultrapura (relacdo 1:10) e adicionadas em uma cubeta de
poliestireno.

Todas as medigdes foram realizadas em triplicata com um angulo de deteccdo de
173°, um comprimento de onda de 633 nm e uma temperatura de 298 K.

Para caracterizar a distribuicdo de tamanho de particula usou-se a técnica de
espectroscopia de correlagdo de fotons que foi realizada no mesmo equipamento da leitura
do didmetro hidrodindmico, o Zetasizer® Nano-ZS ZEN 3600 (Malvern Instruments,
Reino Unido).

O indice de polidispersao (PDI) varia de 0 a 1 e, quanto menor, mais monodispersa
e, consequentemente, menos heterogénea é a amostra.** Ou seja, indica a uniformidade
do tamanho das gotas dentro da formulagio.*

Valores de PDI da ordem de 0,2 indicam populagdes homogéneas, enquanto

valores acima de 0,3 representam heterogeneidade.'?’
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O diametro médio hidrodindmico (didmetro médio z) e o PDI foram determinados

usando o método cumulante. As andlises foram realizadas em triplicata.

4.3.1.2. Potencial Zeta

A carga superficial das miniemulsdes foi determinada através de medidas de
Potencial Zeta. As particulas na mistura sdo colocadas em um campo elétrico, se
carregadas, elas vao se movimentar no campo, particulas positivas movimentam-se em
direcao ao eletrodo negativo, e particulas negativas em direcao ao eletrodo positivo.

No entanto, as particulas ndo movimentam por conta propria; elas carregam uma
fina camada de ions e solvente ao seu redor.

A superficie que separa o meio estacionario da particula em movimento e seus
ions e solventes ligados ¢ chamada de superficie de cisalhamento hidrodindmico, e o
Potencial Zeta € o potencial nesta superficie.

O valor desse Potencial se refere a carga elétrica que recobre a particula sendo,
entdo, um indicativo da estabilidade coloidal: quanto maior o valor das cargas em modulo,
maior a repulsdo eletrostatica entre as particulas ¢ menor sera a probabilidade de
agregacio, floculacdo ou sedimentagio.®*

O Potencial Zeta foi medido por mobilidade eletroforética usando um Malvern
Nanosizer / Zetasizer® nano-ZS 3600 (Malvern Instruments, Reino Unido). As amostras
(n = 3) foram preparadas diluindo as miniemulsdes e o controle separadamente com agua
ultrapura (propor¢do 1:10) e adicionadas em uma cubeta de poliestireno (DTS1060®,
Malvern, Reino Unido). Todas as medi¢des foram realizadas em triplicata. Os resultados
sdo apresentados como potencial zeta médio (mV) e seu desvio padrdo (= mV).

A condutividade intrinseca dos LIPs geralmente significa que a adicdo de
eletrélito de suporte pode ser evitada.!® Com isso, neste projeto nio se fez uso de adigio

de cloreto de potassio previamente a este ensaio de Potencial Zeta.

4.3.2. Caracterizacgoes adicionais das miniemulsoes

As miniemulsdes que apresentaram os menores tamanhos de particula e as
melhores estabilidades foram escolhidas para determinagdo de caracteristicas
morfologicas e fisico-quimicas, como analise por microscopia Optica e confocal, pH,
RMN, Fluorescéncia, andlises térmicas como DSC e TGA, e por ultimo os ensaios

biologicos de erradicagdo de biofilme fingico.
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4.3.2.1. Determinagdo do pH das miniemulsdes
O pH das miniemulsdes foi registrado usando um medidor de pH (PHTEK) a 25
°C. Os valores de pH foram medidos por imersao direta do eletrodo na mistura da

miniemulsdo.

4.3.2.2. Espectroscopia de Fluorescéncia.

Miniemulsdes contendo corante HBO foram preparadas pela dissolucdo de 1 mg
de corante em 10 mL de CHCIl3 ou etanol seguido da adi¢dao de 25 uL de acido oleico.
Apos evaporagdo do solvente em rotaevaporador, 8 mL de LIPs (2-HDEALa, 2-HDEASa
e 2-HDEAMa) e/ou agua foram adicionados e mantidos sob agitacdo magnética a 1250
rpm por 30 min a 25°C.

Os espectros de emissao de fluorescéncia foram medidos usando um
espectrofluordmetro Shimadzu modelo RF-5301PC.S e as larguras de fenda para ambos
os monocromadores de excitacdo e emissdo foram ajustadas em 5,0 nm com excitagdo

em 356 nm. Todos os experimentos foram realizados em temperatura ambiente (25°C).

4.3.2.3. Microscopia Optica e Confocal

As miniemulsdes também foram analisadas por microscopia optica e confocal. As
microfotografias dpticas foram realizadas utilizando um microscépio Optico (Olympus®,
Hicksville — NY, EUA; modelo BX41) com retroiluminagdo e ampliacdo objetiva de
100x, a qual foi acoplada uma Camera Digital de microscopio de alto desempenho
(Olympus® DP73 - 17,28 megapixels de resolucdo).

As microfotografias confocais foram tiradas usando uma microscopia confocal de
varredura a laser (CLSM) (Olympus®, modelo FV1000) com uma ampliagao objetiva de
60 vezes, baseada em um microscopio invertido motorizado IX81.

Velocidades de digitalizagdo de até 4 quadros/segundo com 512 x 512 pixels,
modo de digitalizacdo xyz. Laser 1 com comprimento de onda 405 nm e Laser 2 com
comprimento de onda 473 nm, excitagdo 473 nm e emissdo 520 nm. As dreas amostrais
foram digitalizadas e as imagens foram registradas em timelapse pelo software FV10
Viewer.

Para aumentar o contraste das imagens, 1 mg de corante fluoroforo HBO foi
misturado em amostras de miniemulsdo. Uma gota dessa amostra foi colocada entre a
lamina de microscopio e a laminula. Em seguida, a 1dmina foi inserida no microscopio

para visualizagdo da miniemulsdo.*°
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4.3.2.4. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier — FTIR

As caracteristicas quimicas das miniemulsdes foram avaliadas por infravermelho
com transformada de Fourier de reflexdo total atenuada (FTIR-ATR). Os espectros de
FTIR foram registrados na faixa espectral entre 400 e 4000 cm™! e 16 varreduras, e

realizados com resolucio de 4 cm™'

em um equipamento Alpha-P (Bruker, EUA)
equipado com um cristal de diamante a 45 °. Os resultados apresentados sao uma média

de 3 determinacoes.

4.3.2.5. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear — RMN

A fim de confirmar a estrutura dos LIPs, do acido oleico e do clioquinol, e assim
a ndo degradag¢do destes enquanto estavam estocados, foram realizados ensaios de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e 1*C.

Os experimentos de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de
moléculas puras (2-HDEALa, 2-HDEAMa, 2-HDEASa, 4cido oleico e clioquinol) foram
realizados em um espectrometro Varian operando na frequéncia de préotons de 400 MHz
e 100 MHz para frequéncia de carbono. A preparacao da amostra exigiu 20 mg da amostra
e 1 mL de solvente deuterado (DMSO-d, D>O ou CDCls).

No intuito de verificar possiveis interacdes inter ou intramoleculares dos sistemas
de 4cido oleico e LIPs as analises de RMN de 'H e '3C, COSY e anélises de HSQC foram
realizados em um espectrometro Bruker Avance IITHD 400 operando a 400 MHz para 'H
e 100 MHz para '*C. Os espectros foram obtidos a 298 K sob condi¢des tipicas para 'H.

As sinteses das miniemulsdes para os ensaios de RMN ocorreram conforme os
passos descritos no capitulo 4.2, com tempo de agitagdo de 30 minutos, porém executando
as misturas somente dos pares de reagentes (concentragdo de 4acido oleico versus
concentragdo de LIP) escolhidos como aqueles que entregaram o melhor balanco entre
alta estabilidade e menor tamanho de particulas.

Para que os resultados RMN das possiveis interagdes dos reagentes fosse o mais
representativo ao que aconteceu nos ensaios prévios (cap. 4.2), primeiramente foi mantida
a propor¢ado entre eles.

Um agente limitante foi a quantidade de minima de agua deuterada disponivel
(0,8 mL para cada mistura). Os demais reagentes foram usados proporcionalmente a este
valor.

Os primeiros espectros obtidos demonstraram falta de amplitude de sinais

passiveis de boas leituras e interpretagdes das interagoes.
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Devido a esta falta de sinais, optou-se por elevar a quantidade dos demais
reagentes, portanto, alterando-se as proporgdes na prepara¢ao das amostras, optando-se
por 25 uL de acido oleico, 37 mg de 2-HDEALa, 87 mg de 2-HDEAMa, 97 mg de 2-
HDEASa e 0,8 mL de dgua deuterada.

Todos os espectros foram processados com o software Mestre Nova.

4.3.2.6. Calorimetria Exploratoria Diferencial - DSC

Para entender melhor os LIPs usados neste estudo, a analise de Calorimetria
Exploratoria Diferencial (DSC) foi feita para analisar a transi¢ao de fase dos trés LIPs.
As temperaturas de fusdo, de cristalizagdo e de transi¢ao vitrea foram determinadas para
cada LIP, mistura de cada um com o acido oleico e com o farmaco clioquinol.

A andlise DSC foi realizada usando o instrumento DSC Q2000 (TA
Instruments).'3! Amostras de cerca de 15-26 mg foram seladas em panelas de aluminio e
as amostras foram resfriadas a -80 °C, depois aquecidas a 170 °C e resfriadas novamente
a -80 °C a uma taxa de 20 °C/min sob fluxo de nitrogénio. Uma panela T-zero Hermetic

limpa e vazia selada com sua tampa foi usada como amostra de referéncia.

4.3.2.7. Anélise Termogravimétrica — TGA

Para se conhecer as temperaturas de estabilidade térmica, foi verificada a
temperatura de decomposicao térmica por andlise termogravimétrica (TGA) realizada
usando um sistema SDT Q600 produzido pela TA Instruments, o gas utilizado foi ar
sintético 5.0, e vazdo de gas de 100 mL/min.

As amostras (9-22 mg) foram executadas em uma panela de aluminio aberta e
aquecidas desde a temperatura ambiente até 600 °C a 20 °C.min"'.

Algumas caracterizagdes (incluindo RMN, FT-IR e TGA)"*? e pH dos LIPs
investigados tem sido relatadas anteriormente pelo grupo inicial de pesquisadores que os
sintetizaram na UFBA e estes resultados foram usados como base de comparacao das

estruturas dos LIPs estudados nesta Tese.

4.4. Incorporacio do clioquinol nas miniemulsées mais promissoras como veiculo
para farmaco.
Apos otimizagdo da sintese das miniemulsdes, realizou-se, entdo, os testes para a

incorporagdo do clioquinol no sistema.

40



Para essa etapa do Projeto, todas as solucdes e materiais utilizados foram
esterilizados em autoclave a 1 bar e 150 °C a fim de evitar que a interferéncia de outros

microrganismos na a¢ao antifungica do produto.

Para os ensaios, primeiramente, fez-se a solubilizagao do clioquinol em &cido
oleico em agitagdo vagarosa, 300 rpm, por 5 minutos. O clioquinol foi utilizado em

quantidade representativa a concentragdo de 0,750 mg/mL.

A partir do clioquinol solubilizado no acido oleico, adicionou-se as solugdes
contendo os LIPs nas concentragdes de 20 mM de 2-HDEALa, de 50 mM de 2-HDEAMa
e de 50 mM de 2-HDEASa. Cada LIP usado separadamente.

A Figura 3 ilustra como as misturas foram mantidas sob agitacdo a 1250 rpm, por
30 min a temperatura de 25°C. Como controle, foram sintetizadas as miniemulsdes pelo

mesmo procedimento sem se adicionar o clioquinol.

Apos o término do ensaio, aliquotas das misturas contendo as miniemulsdes foram
analisadas quanto ao tamanho pelo diametro hidrodindmico e quanto a estabilidade de seu
estado emulsionado (miniemulsdes) através da técnica de Espalhamento Dinamico de Luz

(DLS) e medicao do Potencial Zeta pela mobilidade eletroforética.

As amostras foram armazenadas em recipiente de vidro estéril e estas
encaminhadas, no mesmo dia, para a Faculdade de Farmacia da UFRGS para os ensaios

bioldgicos.

(fase hidrofobica)

-—-—— e e = e e e e e e 1

acido oleico

Miniemulsdes

|
A—on ? anfifilicas

Solucdo de LIP
(fase hidrofilica)

v

clioquinol

A | Agitacio mecanica a 300 rpm ' B M Agitacio mecanica a 1250 rpm
por5min a25°C por30min a 25°C

Figura 3. Esquema da preparagdo das miniemulsdes com as duas fases de agitagdo, a diluigdo do
clioquinol e a de formagdo da miniemulsdo com a adi¢ao da solugdo de LIP.
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4.5. Analise da a¢io antifiingica das miniemulsdes sintetizadas contendo o clioquinol.
Visando a utilizagdo do antifungico clioquinol em formula¢des como esmaltes,
xampus ou saboes liquidos para tratamento topico de micoses, uma primeira estratégia
consistiu em testar a agdo antifungica das miniemulsoes contendo clioquinol em unha ou
pelo junto ao Laboratério de Micologia Aplicada da Faculdade de Farmacia, UFRGS.

A avaliagcdo da atividade antifingica combinada em modelos ex vivo unha foi
realizada, primeiramente, avaliando-se a atividade das miniemulsdes em cascos suinos,
Figura 4, conforme descrito por Quatrin et al.'3

As miniemulsdes testadas foram as sintetizadas conforme descrito no item 4.4.

Testou-se os controles com 20 mM de 2-HDEALa, 50 mM de 2-HDEAMa e 2-
HDEASa e 10 mM de 4cido oleico. Como controle positivo tem-se 0s cascos somente
com o fungo e como controle negativo, os cascos somente com o clioquinol.

O inoculo fungico foi preparado a partir do isolado Trichophyton rubrum TRU47
e 100 pL da suspensdo fungica (105 UFC/mL) foram inoculados em uma placa de Petri
contendo BDA (4gar batata-dextrose), com o auxilio de uma al¢a de Drigalski.

Os cascos suinos foram cortados em formato de discos com espessura de 1 mm,
esterilizados, e, entdo, adicionados nas placas com ajuda de uma pinga.

Apo6s o periodo de infeccao (cinco dias), os cascos foram transferidos para uma
placa contendo SDA, onde o tratamento foi iniciado adicionando diariamente, por sete
dias, em cada disco suino, um volume suficiente da mistura contendo as miniemulsoes
para cobrir o material (20 puL) (Etapa 1).

A verificacao de células fungicas vidveis que que permaneceram no interior dos
cascos suinos foi realizada pela contagem das unidades formadora de colonia (UFC).

Para isso, os discos suinos que passaram pelo tratamento foram novamente
incubados em placas de SDA e acompanhados por até sete dias para nova verificagdo de
crescimento visivel do fungo (Etapa 2).

A porcentagem de erradicagdo do biofilme ¢ fungico foi calculada de acordo com
a BEquagdo 1°, onde, tratamento UFC representa a contagem de células formadoras de
colonia apo6s tratamento com as miniemulsdes, e controle UFC representa a contagem de

células controle apenas com o fungo.

tratamento UFC
controle UFC

Equacao 1.eficacia de erradicagdo do biofilme (%) =[1- ( )]*x100
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PONTO DE PARTIDA

CORTE DOS DISCOS
(vazador 9mm)

BDA
INOCULAGCAO

4 DISCOS (espessura+/-1 mm)
TRU47 -=100 pl (10% UFC/mL)

S dias / 32°c
INCUBAGAO

7 dias /SDA
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(20 1)

20 min

Sl o

° °
1min
—_— o
: Vértex
|

I 2 mL dgua destilada

Sonicador
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ETAPA2

an \
RNe N

Dilui¢des
Seriadas PLAQUEMENTO

- N

Determinag&o das UFCs que
permaneceram vidveis

Figura 4. Esquema das etapas do teste de agdo antifingica sobre modelo de onicomicose em cascos suinos.'?

43



4.6. Efeito de formula¢des com diferentes pH na liberacio do farmaco do interior
das miniemulsdes

Com o intuito de se avaliar a liberagao do farmaco clioquinol aprisionado nas
miniemulsdes estudadas visando uma futura aplicacdo tdpica, estudou-se a perda da
estabilidade das miniemulsdes ap6s a adi¢ao dos seguintes compostos: acido cloridrico 1

M, acido acético 1 M, hidroxido de s6dio 1 M, sabonete liquido puro e base de unha.

A perda da estabilidade foi avaliada através da alteracao visual, do Potencial Zeta
e da alteracdo do tamanho das particulas.

Para a analise do efeito dessas formulagdes na desestabiliza¢ao das miniemulsdes
e libera¢ao do clioquinol, as amostras foram preparadas conforme descrito no capitulo
4.4.

Apds a preparacdo das miniemulsdes, dividiu-se o volume da mistura em 6
porgdes: 1 —sem adicdo de reagentes (amostra Controle); 2 — adi¢ao de até 1 mL de HCI
1 M; 3 —adicdo de até 1 mL de acido acético 1 M; 4 — adi¢ao de até 1 mL de NaOH 1 M;
5 —adicdo de at¢ 1 mL de sabonete liquido; 6 — adigdo de até 1 mL de base de unha.

As solugdes foram adicionadas gota-a-gota a mistura até observagdo de
diminui¢do da turbidez do sistema ¢ formacgdo de 2 fases ou até um volume maximo de 1
mL.

Em outra fase de testes com outros agentes modificadores do pH das
miniemulsdes, o hidroxido de amonio 1M e o fosfato monossodico 1M também estiveram

dentro das mesmas condi¢des de ensaios.

4.7. Analise da acdo antifingica das miniemulsées na erradicacio do biofilme
microsporum canis em pelo de animal

Devido ao grande apelo que os efeitos do fungo Microsporum canis causa nos
animais, € por ja existirem amostras tanto do pelo como do fungo na biblioteca do
laboratorio da Micologia Aplicada da Farmacia UFRGS novos ensaios de remogdo e de

inibi¢do foram realizados com amostras de pelos de caes.
4.7.1. Erradicagado do biofilme Microsporum canis de amostras de pelo de animal

Para a remocao do biofilme fez-se as etapas de isolamento do fungo e a preparagao

das amostras para receber o fungo e o tratamento de erradicacao.
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4.7.1.1. Isolado fungico.
O isolado Microsporum canis (MCA13) foi utilizado neste estudo. O isolado esta

depositado na Cole¢do de Micologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

4.7.1.2. Infecgdo ex vivo da haste capilar.

A eficacia das miniemulsdes na remog¢ao do biofilme fungico foi avaliada. Apds
cultivo nos pelos ao longo de 5 dias, em 4,5 mL de TSB e 0,5 pL de indculo fungico M.
canis (MCA13), resultando em uma suspensio de 10% células/ml, o pelo foi tratado com
as formulagdes de miniemulsdo por 15 min. Também foram expostos ao pelo os LIPs
puros e a miniemulsao formada apenas com o acido oleico sem os LIPs. Os pelos foram
entdo lavados com 4gua e colocados em um tubo Falcon contendo 5 ml de agua destilada
(Figura 5) e, posteriormente, agitados em vortex por 1 min e depois sonicados por 20

min para remover as células fingicas aderidas.’

Figura 5. (A) Formacgdo de biofilme fingico no pelo em contato com o inéculo fingico de
MCA13 ap6s 5 dias de infeccao, (B) pelo incubado por 5 dias sem in6culo fingico.

As experiéncias foram realizadas em triplicata. Também foram processados um
controle positivo, contendo apenas o indculo fingico (controle ndo tratado), e um controle
negativo, sem adi¢do de indculo fungico. Uma aliquota de 10 pl das suspensdes sonicadas
foi colocada em uma placa de agar Sabouraud dextrose (SDA) e espalhada usando uma
espatula Drigalski. Estas etapas estdo ilustradas na Figura 6.

Ao final do periodo de incubacdo, foram contadas as unidades formadoras de
colonias (UFC).

A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, bem como o teste de
comparagdes multiplas de Tukey (software Minitab®; versdo 19.2). p < 0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.
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INIBICAO DA FORMAGAO DE BIOFILME

PONTO DE PARTIDA

Miniemulsdes

15 min
——
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* 4,5mLdeTSB

¢ 0,5 pLde indculo fungico
(MCA29 - 108 células/mL)

* 3 pelosdecachorro

'
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Formagdo do
biofilme

* 4,5mLdeTSB

* 3 pelosde cachorro

* 0,5 pLde indculo fungico
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ERRADICACAO DO BIOFILME

(
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Figura 6. Testes de inibicao e erradicag@o de biofilme de microsporum canis em pelos.
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4.7.1.3. Uso do Fosfato Monossodico aplicado em conjunto com as miniemulsdes
Objetivando quebra da estabilidade das miniemulsdes e liberagao do clioquinol,

nova batelada de formulagdes (Tabela 2) foram preparadas, em duplicata, agora optando-

se pelo reagente fosfato monossddico em uma solu¢do 1 molar. Este ¢ um agente

conhecido por ser usado como tampao, e tem o seu pH geralmente em torno de 4,5 a 5,5.

Tabela 2. Amostras para os Ensaios de Remocao e Inibi¢ao do biofilme fingico em pelos.

Formulagdes

acido oleico 10 mM + LIP 2-HDEALa 20 mM (aq.)
acido oleico 10 mM + LIP 2-HDEAMa 50 mM (aq.)

acido oleico 10 mM + LIP 2-HDEALSa 50 mM (aq.)

(clioquinol + acido oleico 10 mM ) + LIP 2-HDEALa 20 mM (ag.)

(clioquinol + acido oleico 10 mM ) + LIP 2-HDEAMa 50 mM (aq.)

(clioquinol + acido oleico 10 mM ) + LIP 2-HDEASa 50 mM (aq.)

(clioquinol + &cido oleico 10 mM) + LIP 2-HDEALa 20 mM (aq.) — para adi¢do de NaH,PO, 1M

(clioquinol + acido oleico 10 mM) + LIP 2-HDEAMa 50 mM (aq.) — para adigdo de NaH.P0O, 1M
(clioquinol + acido oleico 10 mM) + LIP 2-HDEASa 50 mM (aq.) — para adi¢do de NaH:PO, 1M

clioquinol + acido oleico (amostra do clioquinol dissolvido)
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo, serdo apresentados e discutidos os principais resultados obtidos durante

o periodo de desenvolvimento experimental da presente tese de doutorado.

5.1. Sintese das miniemulsoes

Macroscopicamente, apos a sintese das miniemulsdes com os trés tipos de LIPs,

verificou-se a formagdo de um liquido branco opalescente e de aspecto homogéneo.

5.1.1. Andlise do efeito da concentragdo de dcido oleico no tamanho e estabilidade da
miniemulsdo

O tamanho das miniemulsdes ¢ um fator chave que pode afetar a estabilidade
dinamica das emulsdes, suas propriedades e as condi¢des de processo de seu uso.®!

Os locais de agdo das interagdes emulsao-células no corpo sdo determinados em
grande parte pelo tamanho. Pequenas emulsdes'** (20 nm a 100 nm) podem passar pela
fenestra das células sinusoides hepaticas. As emulsdes de tamanho intermediario (100 nm
a 250 nm) sdo retidos dentro dos vasos sanguineos e podem circular por longos periodos
nos mesmos. Emulsdes maiores'*>13¢ (250 nm a 1000 nm) podem ser rapidamente
capturadas por células Kupffer levando a digestdo de particulas no figado.'’

O tamanho das miniemulsdes pode ser modulado através de diferentes
concentragdes de acido oleico ou do liquido idnico. Para tanto, foram avaliados o
didmetro hidrodindmico, o PDI e o potencial zeta das miniemulsoes.

A carga superficial de uma miniemulsdo ¢ determinada pelo Potencial Zeta (PZ).
Alguns dos mecanismos de transporte de farmacos mais comumente encontrados incluem
adsor¢do de surfactantes carregados para a superficie de particulas, perda de ions da rede
de cristal solido e ionizac¢do de grupos superficiais. Esses processos levam a produgdo de
uma densidade de carga superficial, expressa em coulombs por metro quadrado, que ¢ a
medida fundamental de carga na interface.

A carga ndo pode ser medida diretamente, mas apenas através do campo elétrico
que cria ao redor da particula. Assim, a carga superficial € normalmente caracterizada em
termos de tensdo na superficie da particula, o potencial da superficie, em vez de uma
densidade de carga, embora um geralmente possa ser calculado a partir do outro. Sua

magnitude ¢ bastante sensivel a variagdes no meio, e serve como poderosa ferramenta
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para definicdo das melhores condi¢des de trabalho. Quando o Potencial Zeta ¢ nulo, ¢
denominado como ponto isoelétrico, e a regido em torno desse valor corresponde a regido
de menor estabilidade das suspensdes do ponto de vista eletrostatico.'*8

A Tabela 3 traz os resultados do diametro hidrodinamico e da estabilidade das
miniemulsoes formadas a partir de diferentes concentracdes do acido oleico, mantendo-

se fixa a concentragao de cada LIP.

Tabela 3. Diametro médio, PDI e potencial zeta de miniemulsées preparadas com 20 mM de LIPs
e diferentes concentrag¢des de acido oleico.

Fase oleosa Fase
Concentracio de acido oleico (mM) Aquosa
10 50 100 130 160 20 mM
Tamanho (nm) 259+6 305+7 307+21 298+4 323+5
2-HDEALa
PDI* 0,17 0,21 0,58 0,53 0,44
20 mM
PZ (mV) S51+£2 0 -39+£3 0 -51+£2  -43+£0 -53+2
Tamanho (nm) 228+ 11 260+6 264+12 282+12 330=+10
2-HDEAMa
PDI* 0,19 0,21 0,21 0,22 0,23
20 mM
PZ (mV) 701 -17€1 51«1 -39+2 -51+2
Tamanho (nm) 245+9 290427 170+21 294+33 250+22
2-HDEASa
PDI* 0,18 0,24 1 0,34 0,87
20 mM
PZ (mV) 5540 -60+£0 -30+£2 -52+£2 -27+1

Os valores representam média = desvio padrdo (n = 3). *PDI: indice de polidispersdo.

Os LIPs podem atuar como emulsificantes, sendo barreira mecanica e através da
formagao de um potencial de superficie (potencial zeta), pode produzir forcas elétricas
repulsivas entre as gotas de 6leo que se aproximam, dificultando a coalescéncia.”

Neste trabalho, todas as miniemulsdes formadas com diferentes concentragdes de
acido oleico e solucdes aquosas de LIP 20 mM apresentaram valores de potencial zeta
negativos, indicando que as superficies das miniemulsdes estavam carregadas
negativamente.

Além disso, para uma miniemulsdo eletrostaticamente estdvel, o potencial zeta
deve ter um valor inferior a -30 mV ou superior a +30 mV.%° Para os trés LIPs testados,
as miniemulsdes formadas com menor concentracdo de acido oleico apresentaram boa

estabilidade eletrostatica (PZ inferior a -50 mV).
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Estes resultados indicam que a presenca de grupos carboxilato nos LIPs
provavelmente desempenharam um papel na estabilizagdo eletrostatica da miniemulsao.
Em trabalho anterior foi observado que nanoemulsdes produzidas com alginato de so6dio
e acido oleico apresentavam valores de potencial zeta abaixo de - 30 mV. Os autores
sugerem que a estabilidade eletrostatica das nanoemulsdes estava relacionada a presenga
de grupos carboxilato e hidroxila no alginato de sodio.*

Para as miniemulsoes sintetizadas utilizando os LIPs 2-HDEALa ou 2-HDEAMa
os resultados sao claros de que a melhor formulagdo para cada LIP foi com a mistura com
10 mM de écido oleico, para o diametro, o PDI e a estabilidade medida por PZ.

Para as miniemulsdes sintetizadas utilizando o LIP 2-HDEASa tanto a
concentracdo de 10 mM como a de 100 mM de acido oleico foram capazes de formar
miniemulsdes de tamanhos menores, 245 ¢ 170 nm, respectivamente.

Porém, as miniemulsdes utilizando o LIP 2-HDEASa com o acido oleico na
concentragdo de 10 mM, formaram miniemulsdes com maior estabilidade -55 mV e PDI

0,18.

5.1.2. Analise do efeito da concentra¢do dos liquidos iénicos proticos no
tamanho e estabilidade da emulsdo

A analise do efeito da concentragdo dos LIPs no tamanho e estabilidade da
miniemulsao foi realizado adicionando-se diferentes concentragdes dos LIPs 2-HDEALa,
2-HDEAMa e 2-HDEASa (20 mM, 50 mM, 100 mM e 150 mM) e 4cido oleico puro para
uma concentragdo final de 10 mM. Apds a sintese, o tamanho das miniemulsdes foi
determinado pela técnica de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e a estabilidade
através da medigao do Potencial Zeta.

A Tabela 4 traz os resultados do diametro e estabilidade das miniemulsdes
formadas a partir de diferentes concentragdes dos LIPs, mantendo-se fixa a concentragao
de 4cido oleico

Conforme observado na tabela 4, as concentragdes de 20 mM de 2-HDEALa, 50
mM de 2-HDEAMa e 50 mM de 2-HDEASa produziram miniemulsdes de menores
diametros e boa estabilidade (259 nm; 196 nm; 184 nm, respectivamente). baixo PDI (<
0,22) e boa estabilidade eletrostatica (-51, -86 e -73 mV, respectivamente).

Além disso, em todas as condigdes testadas, as superficies das miniemulsoes
estavam carregadas negativamente. A maioria das miniemulsdes exibe valores de

potencial zeta abaixo de -30 mV, o que sugere estabilidade eletrostatica.
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Tabela 4. Diametro médio, PDI e potencial zeta de miniemulsdes preparadas com 10 mM de
acido oleico ¢ diferentes concentragdes de 2-HDEALa, 2-HDEAMa e 2-HDEASa.

Fase Aquosa Fase
2-HDEALa (mM) oleosa
20 50 100 150
Tamanho (hm) 259+6 337+12 403+100 262%+4  4cido
PDI* 0,17 0,31 0,25 0,21 oleico
PZ (mV) 51+2 -66+1 -49+1 -35+1 10mM
2-HDEAMa (mM)
20 50 100 150
Tamanho (nm) 228+ 11 196+21 245+17 255+7  4cido
PDI* 0,19 0,21 0,31 0,25 oleico
PZ (mV) -70+1 -86+10 -69+3 -46+0 10mM
2-HDEASa (mM)
20 50 100 150
Tamanho (hnm) 245+9 184+7 1954 245+8  4cido
PDI* 0,18 0,22 0,21 0,29 oleico
PZ (mV) 55+0 -73+2 -66+4 -42+1 10mM

Os valores representam média = desvio padrdo (n = 3). *PDI: indice de polidispersao.

Tendo em vista os valores negativos de Potencial Zeta acredita-se que houve uma
preferéncia pela exposi¢ao dos anions dos LIPs no meio externo.

A partir de nossos resultados, observou-se um tamanho menor de miniemulsdes
obtidas com LIPs com anions maleato e salicilato em compara¢do com anion lactato.

Isso pode ser atribuido ao maior volume molecular dos dnions maleato e salicilato
em comparagdo ao anion lactato, o que poderia levar ao impedimento estérico, resultando
na formacao de goticulas menores.

Além disso, os grupos polares nos anions maleato e salicilato podem aumentar a
estabilizacdo eletrostatica da gota, resultando em uma formagdo de tamanho de gota
menor.

Em outro estudo, nanoemulsdes foram preparadas utilizando 6leo de palma com
alto teor oleico, gelatina e proteina de soro de leite. Foi observada uma relagdo direta do
soro e do 6leo com o tamanho das gotas da nanoemulsdo.®! Os autores sugeriram que a
camada proteica ao redor do 6leo promove um aumento na estabilidade da nanoemulsao
e uma redugdo na coalescéncia das gotas.

Cabe ressaltar que as reacdes de sintese utilizando apenas as solu¢des dos LIPs
nas diferentes concentracdes, sem a adi¢do do acido oleico, ndo levaram a formacao de

miniemulsoes, € que a sintese envolvendo apenas agua com acido oleico na concentragao
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de 10 mM, sem a adi¢ao de LIP formou miniemulsdes também carregadas negativamente
(-55 mV), porém com grande diametro e dispersao de tamanho (4166 + 2926 nm), como

visto na tabela 5.

Portanto, a utilizacdo dos LIPs torna-se essencial na sintese das miniemulsdes

sendo capazes de produzir miniemulsdes estaveis e de reduzido tamanho.

Em geral, quando o dleo esta em niveis elevados, proporcionaram particulas
maiores das miniemulsdes. O aumento do teor de 6leo, pode levar a um aumento da
viscosidade da fase dispersa e, consequentemente, a um aumento da resisténcia ao fluxo

e restri¢do da taxa de quebra de gotas.”

A distribui¢do de tamanho das miniemulsdes pode ser visualizada na Figura 7. A
miniemulsdo com 10 mM de acido oleico e 20 mM de 2-HDEALa exibiu uma dispersao

monomodal sem goticulas de emulsdo maiores que 1000 nm (Figura 7a).

Da mesma forma, para miniemulsdes com 10 mM de &cido oleico e LIPs 50 mM
de 2-HDEAMa ¢ 2-HDEASa, o processo de sintese alcangou controle de tamanho, com

menos de 2% da gota de emulsdo excedendo 1000 nm de tamanho (Figura 7b e c).

Valores de PDI < 0,30 sdo importantes em relagdo a estabilidade fisica das
miniemulsdes, demonstrando controle de tamanho na sintese e boa qualidade das

miniemulsdes. 39141

Os valores de PDI < 0,20 observados Tabela 3 para miniemulsdes com menor
concentracao de acido oleico indicou que sobre estas condigdes um controle de tamanho

foi alcangado nestas sinteses.

A partir dos resultados apresentados neste estudo, os LIPs utilizados neste trabalho
desempenham um papel importante junto com o acido oleico na formacdo de
miniemulsdes homogéneas e estaveis sob agitacdo magnética simples com tempo de
reacdo curto (30 min) sem a necessidade de energia adicional. Os resultados sugerem que
esses LIPs em meio aquoso sdo capazes de formar uma camada ao redor do acido oleico,

evitando a coalescéncia das goticulas e criando miniemulsoes.

A redugdo do tamanho de uma emulsdo para a escala de miniemulsdo proporciona

uma 4rea superficial maior que pode aumentar a atividade antimicrobiana.'#?
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Figura 7. Distribui¢do de tamanho de miniemulsdes com LIPs: a) 2-HDEALa, b) 2-HDEAMa e
¢) 2-HDEASa.

O pH das miniemulsdes a serem utilizadas no tratamento das dermatofitoses € um
fator importante a ser considerado para evitar danos as células epiteliais.

Pode-se verificar na Tabela 5 que o pH das miniemulsdes otimizadas foram 5,0
para a miniemulsdo com 2-HDEALa 20 Mm e acido oleico 10 mM (ME20Lal0AO); 7,0
para a miniemulsao com 2-HDEAMa 50 Mm e acido oleico 10 mM (ME50Mal0AQO) e
6,0 para a miniemulsdo com 2-HDEASa 50 mM e 4cido oleico 10 mM (ME50Sal10AO).

O pH da pele é levemente 4cido com valor de pH entre 4,7 e 5,7.1%:1% As
miniemulsdes sintetizadas neste trabalho apresentaram pH proximos aos valores
encontrados na pele humana. Portanto, nenhuma das miniemulsdes estd numa faixa de

pH prejudicial a pele humana e animal.
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Tabela 5. pH, didmetro médio z (nm), indice de polidispersao (PDI) e potencial zeta (mV) das
miniemulsdes e um controle apenas com acido oleico em agua (ME10AO).

Miniemulsdes pH Tamanho (nm) PDI* Potencial Zeta (mV)
MEZ20Lal0A0O 5.0 259+ 6 0.17 -51+2
MES50Mal0AO 7.0 196 + 21 0.21 -86 + 10
ME50Sal0A0 6.0 184+ 7 0.22 -713+2
ME10AO 8.0 4166 + 2926 1 -55+5

O conhecimento do pH das miniemulsdes também ¢ muito importante para a
manutengdo do seu estado emulsionado, seus tamanhos de particulas e formatos.

Variar o pH altera o estado de protonagao do acido oleico e dos LIPs, que por sua
vez influencia a densidade de carga superficial e a geometria de empacotamento no

sistema.'®

5.2. Incorporacio do antifiingico nas miniemulsdes mais promissoras como veiculo
para farmaco.

Para a incorporagdo do antifingico clioquinol, foram sintetizadas miniemulsdes
utilizando as concentragoes de acido oleico e LIPs otimizados, sendo essas, 10 mM de
acido oleico € 20 mM do LIP 2-HDEALa, 50 mM do LIP 2-HDEAMa e 50 mM do LIP
2-HDEASa.

Nessa etapa, todas as solugdes e materiais utilizados foram esterilizados em
autoclave a 1 bar e 150°C a fim de evitar que outros microrganismos interfiram na agao
antifingica do produto.

Na Tabela 6 estdo os resultados do didmetro hidrodindmico e da estabilidade
(Potencial Zeta) das miniemulsdes formadas apos incorporacgao do antifiingico clioquinol.

Pode-se observar que a incorporacao do clioquinol, no interior das miniemulsdes,
nao levou a uma modificacdo do diametro destas, bem como da estabilidade em
comparagao as respectivas miniemulsdes sem o antifingico.

Cabe ressaltar que da mesma forma que a sintese envolvendo apenas o acido
oleico na concentragcdo de 10 mM sem a adigao de LIP formou miniemulsdes carregadas

negativamente (-55 £ 5 mV), porém com grande diametro e dispersao de tamanho (4166
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+ 2926 nm), essa mesma sintese com a adi¢dao do clioquinol, promoveu a formagao de
miniemulsdes e possivel aprisionamento do clioquinol, porém essas miniemulsdes
continuaram apresentando um grande didmetro e menor estabilidade (2599 + 559 nm) e

(-48 £ 4 mV) quando comparada as miniemulsdes formadas com os LIPs.

Deaguero ¢ colaboradores encapsularam o antifingico miconazol em
nanoemulsoes de colesterol/oleato de sodio e observaram a formacao de emulsdes dentro
da faixa nano (+ 300 nm), onde certa formulagao resultou em 383 = 103 nm e 88 £ 5 m

V, o que representa polidispersdo moderada e estabilidade alta.®?

Quando comparado com o creme disponivel comercialmente, actavis, bem como
com o miconazol livre a formulacao de nanoemulsdes de miconazol exibiu inibi¢cao

fingica aumentada por um fator de trés ou mais.

Além disso, com tamanhos menores de nanoparticulas, maiores porcentagens de

miconazol puderam ser administradas, aumentando ainda mais a eficicia do mesmo.®

Tabela 6. Didmetro médio z, PDI e potencial zeta (PZ) das miniemulsdes e de amostras controle
antes e ap0ds a incorporacao do antifingico clioquinol.

Formulacdes diametro (nm) PDI* PZ (mV)
MEZ20Lal0A0 211 + 27 0,28 £ 0,05 -66 + 2
ME50Mal0AO 191 + 30 0,38 £ 0,02 -86 +5
ME50Sal0A0 200 + 22 0,33 0,02 -82+4

ME20Lal0AQ c/ clioquinol 205+3 0,23 £0,02 -63+4
ME50Mal0AO c/ clioquinol 182 + 15 0,33 £ 0,07 -87+6
ME50Sal0AOQ c/ clioquinol 261 + 45 0,32+ 0,03 -80+6
ME10AO 4166 + 2926 1+0 -55+5
MEZ10AOQ c/ clioquinol 2599 + 559 0,98 £ 0,03 -48 + 4

Os valores representam média £ desvio padrdo (n = 3). ?PDI: indice de polidispersao.
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5.3. Caracterizacio das miniemulsoes
As miniemulsdes foram caracterizadas por Espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear, de Fluorescéncia, de Infravermelho, Microscopia Optica e Confocal,

Calorimetria Exploratoria Diferencial e Anélise Termogravimétrica.

5.3.1. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear — RMN
Os resultados dos reagentes em separado confirmaram a integridade das estruturas
dos LIPs, do acido oleico e do clioquinol, corroborando com aqueles encontrados em

trabalhos anteriores relatados na literatura.'9%146

2-HDEALa
IH RMN (400 MHz, D;0) & ppm 4.01 (q, 1H), 3.77 (t, 4H), 3.14 (t, 4H), 1.23 (d, 3H).
13C RMN (101 MHz, D20) 5 ppm 182.12, 68.23, 56.31, 48.70, 20.04.

2-HDEAMa
IH RMN (400 MHz, D;0) & ppm 6.36 (s, 2H), 3.69 (t, 4H). 3.07 (t, 4H). 13C RMN (101
MHz, D20) & ppm 174.04, 135.26, 56.30, 48.67.

2-HDEASa
IH RMN (400 MHz, d20) 8 7.71 (t, 1H), 7.25 (t, 1H), 6.75 (g, 2H), 3.65 (t, 4H), 2.96 (t,
4H). 3C RMN (101 MHz, dz0) & 175.08, 159.47, 133.64, 130.17, 119.01, 117.78,
116.01, 56.22, 48.59.

Acido oleico
IH RMN (400 MHz, CDCl3) § 9.68 (s, 1H), 5.28 (d, 2H), 2.28 (t, 2H), 1.96 (t, 2H), 1.57

(s, 2H), 1.26 (s, 18H), 0.83 (t, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDCls) § 179.90, 129.90,
34.08, 31.96, 29.58, 29.10, 27.22, 24.70, 22.71, 14.06.

Clioquinol.

"H RMN (400 MHz, CDCls) 6 8.94 (d, 1H), 8.45 (d, 1H), 7.96 (s, 1H), 7.74 (q, 1H), 3.42
(s, 1H). 3C RMN (101 MHz, CDCls) § 153.57, 149.61, 137.47, 134.92, 132.94, 125.66,
123.38, 119.38, 78.89, 39.50.

Quanto a andlise da composicdo da miniemulsdo, todos as miniemulsdes

apresentaram os sinais caracteristicos dos componentes da mistura.
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Possiveis interagdes entre as moléculas dos LIPs com o 4cido oleico e com a dgua
ndo sdo definitivas com 'H, '3C, COSY e HSQC, porém o somatério destas analises
propiciou uma informagdo sobre o assunto. Foi observado um sinal provavelmente dos
dois hidrogénios e do nitrogénio do cation dos LIPs (Figura 8).

Na parte catidnica dos LIPs testados, os hidrogénios ligados ao nitrogénio sio
hidrogénios 4cidos. Na analise de RMN existe uma troca destes pelo deutério da agua
deuterada. E normal trocar esses hidrogénios mais acidos, estes sdo mais labeis, ocorre a
quebra da ligacao mais facilmente, eles saem, e o deutério ocupa as posicoes, formando
uma ligacdo mais estavel.

No caso dos liquidos i6nicos proticos testados, quando nas amostras de cada um
com acido oleico, esse sinal apareceu ainda com os hidrogénios, tendo uma intensidade
significativa.

Observou-se que sem a presenca do acido oleico, a troca de deutério ¢ mais
intensa. Com o acido oleico este sinal ficou mais preservado. Isto pode estar relacionado
a diminuicao da polaridade do meio devido a presenca de acido oleico e/ou a interagao da
parte cationica do LIP com o acido oleico, sob condi¢des de RMN, promovendo
encapsulamento eficiente do acido oleico pelo LIP na miniemulsdo, o que reduziria a
possibilidade de troca H/D no sitio de nitrogénio do IL.

Estes resultados concordam com os resultados interpretados da andlise dos
potenciais zeta das miniemulsdes. Provavelmente, na miniemulsdo, os grupos carboxilato
da parte anidnica dos LIPs estdo em contato com a fase aquosa, estabilizando a
miniemulsdo pela entrega da alta carga negativa, e a parte catidnica estd em contato com

a fase de acido oleico, sendo os participantes do nucleo das miniemulsoes.
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5.3.2. Espectroscopia de Fluorescéncia

Para elucidar a microestrutura das miniemulsdes foi realizado um ensaio de
espectroscopia de emissdo de fluorescéncia com um corante de transferéncia
intramolecular de protons no estado excitado (ESIPT) como sonda fluorescente. E bem
sabido que a emissdao de fluorescéncia dos corantes ESIPT depende da polaridade do
microambiente.'4’

Os liquidos i6nicos sao uma nova classe de solventes que ganharam atencao
significativa de pesquisadores que trabalham com corantes ESIPT devido as suas
propriedades distintas.!*-152

O comportamento ESIPT inverso de certos corantes ESIPT na presenca de LIs foi
explorado através da técnica de espectroscopia de fluorescéncia.

Esta técnica ¢ utilizada porque a emissao dupla de fluorescéncia correspondente
as formas enol e ceto, bem como suas intensidades relativas, demonstraram ser
dependentes dos LlIs.

Desde 2010, estudos apontam para essa correlagdo, como visto em Kimura et al.
estudo a dindmica de fluorescéncia de 4'-N,N-dietilamino-3-hidroxiflavona, uma

importante classe de corante ESIPT, em vérios liquidos i6nicos a temperatura ambiente. !>

! Corante ESIPT HBO ! Anions | Cation 2-HDEA*
D e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e — = o ]
: .- : + '
| H. A PM ! HN(CH,CHOH),
: NY O D : !
! @] : 1 :
' . ' Lactato ' 1
i Tautomero Enol ' ' :
: i OHO ' ;
5 Ve Mt Al s
! : Maleato : ;
: 0Ny ° : :
: : HO I .
E | Tautémero : 0 ] E
: Ceto HN \n’ﬁ\ : : |
1 ' O : ]
: 16 i !
: O Salicilato ! _'

Figura 9. Estrutura quimica do corante HBO e do cation [2-HDEA]" e dos anions [La],
[Ma] e [Sa] dos LIPs utilizados no presente estudo.
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Neste trabalho, os espectros de fluorescéncia do corante HBO foram medidos na
presenca das miniemulsdes com os LIPs 2-HDEALa, 2-HDEAMa, 2-HDEASa e uma
amostra sem a presenc¢a de qualquer LIP, somente acido oleico e agua, utilizando etanol
como solvente (10~* M). Na Figura 9 estdo as estruturas do corante e dos LIPs.

Os solventes CHCI; e etanol foram escolhidos para simular um ambiente
polar/aprético e polar/protico, respectivamente. O corante HBO apresentou apenas uma
banda de emissdo (508 nm) que corresponde a banda ESIPT em cloroférmio e duas
bandas de emissao devido aos confoérmeros enol/ceto (405 nm e 508 nm, respectivamente)
em etanol como solvente.

Como resultado, na Figura 10, pode-se observar que a emissao de fluorescéncia
do corante HBO foi dependente dos LIPs puros: o corante HBO apresentou apenas a
banda ESIPT na presen¢a de 2-HDEALa (20 mM) e duas bandas enol/ceto na presenca
de 2-HDEAMa (50 mM); a banda ESIPT estava ausente e apenas a banda enol foi
detectada na presenca de 2-HDEASa (50 mM). Estes resultados indicam que a emissdo
ESIPT foi provavelmente favorecida em um LIP de menor viscosidade, como 2-
HDEALa, em comparag¢ao com os de maior viscosidade 2-HDEAMa e 2-HDEASa, como
ja relatado na literatura para outro corante ESIPT.!*

Conforme observado para LIPs puros, a dindmica da emissao do corante HBO nas
miniemulsdes dependeu da natureza dos anions do LI. Uma miniemulsdo apenas com
agua e 4cido oleico foi preparada para comparacdo. Nas miniemulsdes com 2-HDEALa
e 2-HDEASa a banda ESIPT foi predominante (500 nm), o que indica que o corante foi
inserido em ambiente apolar promovido pelo acido oleico sem contato com a agua.

Por outro lado, na miniemulsdo com o LIP 2-HDEAMa apenas a banda enol foi
observada (412 nm), indicando que o corante faz ligacdes de hidrogénio com moléculas
de 4gua e evita a emissdo do ceto-tautomero.

Estes resultados estdao disponiveis na Figura 10 e, na Figura 11 encontra-se uma
representacdo esquematica demonstrando a formacdo de miniemulsdes fluorescentes
utilizando o corante HBO.

Além disso, o comportamento de fluorescéncia do corante HBO nas miniemulsdes
contendo lactato e salicilato como contra-anions ¢ semelhante ao das miniemulsdes
apenas com agua e acido oleico (Figura 10). Estes resultados indicam que nas
miniemulsdes com 2-HDEALa e 2-HDEASa o acido oleico ¢ eficientemente circundado
por LIP, formando uma miniemulsao micelar/vesicular. Estes resultados concordam com

o que foi observado pela analise de RMN.
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Figura 10. Espectros de emissao de fluorescéncia do corante HBO na presenga dos LIPs puros
2-HDEALa, 2-HDEAMa e 2-HDEASa em etanol (10* M) e miniemulsdes com os LIPs 2-
HDEALa 20 mM e 10 mM de acido oleico (ME20Lal00A), 2-HDEAMa (ME50Mal00A), 2-
HDEASa (ME50Sal00A). Os espectros de emissdo de fluorescéncia do corante HBO em
cloroférmio, etanol e miniemulsdo apenas com agua e acido oleico (NE10OA) foram feitos para
comparacao.

Vale ressaltar novamente que de acordo com os resultados apresentados neste
trabalho, os LIPs desempenham um papel importante junto com o acido oleico na
formagdo eficiente de miniemulsdes sob agitagdo magnética simples com tempo de
reacdo curto (30 min), sem a necessidade de energia adicional. Em outro trabalho, o
corante HBO lipofilico exibiu uma banda estreita de emissdo de fluorescéncia devido ao
mecanismo ESIPT na presenca de lipossomas de L-a-fosfatidilcolina (ECPC), 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) e 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DOPC). O entorno proporcionado pelos lipossomas desempenhou papel fundamental na
fotofisica do corante HBO de tal forma que o corante foi inserido na bicamada lipidica

sem contato com a dgua.'?®
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Figura 11. Representacdo esquematica demonstrando a formagao de miniemulsdes fluorescentes
utilizando corante HBO.

A diferenca no comportamento de fluorescéncia do corante em miniemulsdo com
o LIP 2-HDEAMa pode estar associada ao maior potencial zeta desta miniemulsao (-73
+ 2 mV; Tabela 5). Como a superficie desta miniemulsdo ¢ mais negativa, a ligacdo de
hidrogénio intramolecular do corante necessaria para a emissdao do ESIPT é quebrada para

dar lugar as interacdes intermoleculares de hidrogénio.

5.3.3. Microscopia Optica e Confocal

O corante fluordforo 2-(2’°-hidroxifenil)benzoxazol (HBO) foi utilizado para que
ao se inserir na parte lipidica das particulas das miniemulsdes revelasse se estas estao
realmente no nucleo e estdo sem contato com a agua circundante. O corante HBO tem
cadeias alquilicas mais longas e ¢ mais parecido com a estrutura lipidica e as interacdes
intermoleculares de van der Waals sdo favorecidas, mantendo os corantes dentro do

emaranhado de cadeias alquilicas.

A microscopia 6tica revelou estruturas esféricas para as miniemulsdes dos LIPs
com &cido oleico. Na Figura 12-a, b e ¢ pode-se observar uma menor dispersao de
diametro hidrodindmico das particulas, o que concorda com os resultados da Tabela 5.
Na Figura 12-d observa-se que as miniemulsdes preparadas sem LIPs, somente com
acido oleico em agua, apresentaram estruturas amorfas com tendéncia a formar

agregados.
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Assim, a verificou-se que a adi¢do de LIP na sintese da miniemulsdo melhorou

sua morfologia e estabilidade.'®!

As imagens apresentadas nestes resultados sdo fotografias de um instante e ndo
conseguem passar a dindmica do movimento das particulas pelo movimento Browniano
que € caracteristico destas. Em videos gravados pode-se verificar deslocamentos laterais,
e quando se usa como parametro a distancia das particulas com a lente dos microscopios
claramente tem-se um sobe e desce das miniemulsdes, tanto para o microscopio optico,
quanto no confocal. Devido a estas diferengas de profundidade as imagens fotograficas
podem entregar, em um primeiro momento, ideias erroneas dos didmetros hidrodinamicos

das particulas.

Figura 12. Fotografias de microscopia oOptica das miniemulsdes com écido oleico e: (a) 2-
HDEALa; (b) 2-HDEAMa; (c) 2-HDEASa; (d) sem LIP

Na Figura 13 pode-se observar pela Microscopia Confocal utilizando o corante
HBO foi efetiva em mostrar que todas as miniemulsdes apresentaram formato esférico
cujos tamanhos estavam na faixa dos didmetros medidos por espalhamento dinamico de

luz.

63



Figura 13. Microfotografias Confocal de amostras de miniemulsdes: (a) 2-HDEALa, (b) 2-
HDEAMa, (c) 2-HDEASa.

5.3.4. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier - FTIR

As caracteristicas quimicas das miniemulsdes foram avaliadas por infravermelho
com transformada de Fourier de reflexdo total atenuada (FTIR-ATR). Os espectros
observados nas Figura 14 (b)-(d) obtidos para cada solugdo de LIP com acido oleico ¢
clioquinol n3o se mostraram conclusivo, tendo-se grande influéncia da agua nos
espectros.

A Figura 14 pode ser usada para confirmar as estruturas do 4acido oleico e o
farmaco clioquinol. Na Figura 14(a) sdo verificadas bandas na regido de 1635 cm’!
(estiramento =C-H), pico muito amplo de 3410 até 2350 cm™! (estiramento O-H do 4cido
carboxilico) e pico agudo em 1708 cm™ caracteristica do estiramento simétrico da ligagio
carbonila (vibragao C=0) de acidos graxos, os quais confirmam que trabalhamos com o
4cido oleico. Ha ainda bandas em 2922 cm™!, 1465 cm™ (C-H deformacio angular), 1395
cm’! (C-H deformacio).

Picos caracteristicos do clioquinol também podem ser visualizados na Figura
14(a) 3140 e 1205 cm™! (O-H fendlico), 3060 cm™ (C-H aromético), 1610 e 1580 cm™!
(C=C e C=N aromaticos), 1265 cm™ (C-0), 960 cm™ (alongamento C-Cl aromatico) e
785 em™! (3 H adjacentes em anel aromético). H4 também picos em 1750, 1495, 1370,
1330, 1200, 875, 805, 729, 650 e 565 cm™.

Estes picos ndo sdo visiveis nos espectros que representam as misturas contendo
as miniemulsdes com cada LIP e 4cido oleico. Contando com as outras técnicas analiticas
utilizadas neste trabalho, pode-se sugerir que o nao aparecimento dos picos do farmaco
pode indicar que o mesmo esteja fortemente encapsulado, ou como dito acima, os mesmos

ndo aparecem por estar em concentragdo muito reduzida perante a dgua da solugao.
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Figura 14. Comparagao dos espectros do FTIR de (a) substancias controle; misturas com os LIPs:
(b) 2-HDEALa; (c) 2-HDEAMa; (d) 2-HDEASa.

Para as solu¢des dos LIPs, na literatura, quanto ao espectro FT-IR!>* os mesmos
apresentam uma banda larga na faixa de 3700-2400 cm™ para uma estrutura de amonio
(NH2"). A vibragio de alongamento (O-H) 3700-3000 cm™' est4 incorporada nesta banda.
A banda larga centrada em 1600 cm™! é uma banda combinada de estiramento de carbonila

e vibragdes de curvatura do plano (N-H).
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Utilizando do software on-line SpectraBase da Wiley, foi possivel montar

espectros de comparacao dos resultados das amostras deste trabalho com algumas

bibliotecas da Wiley.

Os espectros a seguir (Figura 15 a Figura 21) demonstram grandes aproximagoes

das amostras reagentes deste trabalho com as da biblioteca e, também aparecem outros

espectros com variacoes das montagens de comparagao das interagdes das miniemulsdes
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Figura 15. Comparagdo dos espectros do FTIR do acido oleico utilizado neste trabalho com o
apresentado na biblioteca Wiley.

Na Figura 15 pode-se observar que o espectro do 4cido oleico desta Tese coincide

em muito com o espectro do acido oleico WLX #171 da biblioteca Wiley.
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Figura 16. Comparacdo dos espectros do FTIR do clioquinol utilizado neste trabalho com o
apresentado na biblioteca Wiley.

Na Figura 16 pode-se observar que o espectro do clioquinol desta Tese coincide

em muito com o espectro do clioquinol DWX #226 da biblioteca Wiley.

Estas semelhancas, somadas aos resultados de outras técnicas, como RMN, resulta

em afirmar que aquelas amostras sdo de acido oleico e clioquinol.

66



Na Figura 17 ¢ visivel que o espectro de uma amostra do LIP 2-HDEALa em
concentragdo 20 mM ¢ totalmente influenciado pela agua, tal ¢ a identificagdo que os
picos demonstram. A baixa concentracdo do LIP perante a quantidade de agua presente

acaba por esconder qualquer possibilidade dos seus picos se sobreporem a amplitude dos

picos que identificam a agua.
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Figura 17. Comparacéo dos espectros do FTIR do LIP 2-HDEALa em solug@o aquosa 20 mM com
amostra de agua pura da biblioteca Wiley.

Na Figura 18 ¢ visivel que o espectro de uma amostra do LIP 2-HDEAMa em
concentracdo 50 mM também ¢ comandado pela agua, visto a baixa concentragdao do LIP

este ndo consegue sobrepor seus picos.
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Figura 18. Comparacdo dos espectros do FTIR do LIP 2-HDEAMa em solucdo aquosa 50 mM
com amostra de agua pura da biblioteca Wiley.
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Na Figura 19 ¢ visivel que o espectro de uma amostra do LIP 2-HDEASa em
concentragdo 50 mM também é comandado pela 4dgua, visto a baixa concentragdo do LIP

este ndo consegue sobrepor seus picos perante os das amplitudes da dgua.
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Figura 19. Comparacao dos espectros do FTIR do LIP 2-HDEASa em solucdo aquosa 50 mM
com amostra de agua pura da biblioteca Wiley.

O espectrograma da Figura 20 foi construido para demonstrar que qualquer que
seja o LIP estudado nesta pesquisa, 2-HDEALa, 2-HDEAMa, ou 2-HDEASa, nao ¢
visivel uma diferenca de comportamento conforme muda o seu anion, pois a

predominancia da 4gua na amostra supera a apresentacao de picos dos LIPs.
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Figura 20. Comparacdo dos espectros do FTIR dos 2-HDEALa, 2-HDEAMa e 2-HDEASa em
solugdo aquosa comparados com o espectro IR-ATR da dgua pura da biblioteca Wiley.
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O espectrograma da Figura 21 foi formatado para demonstrar que o espectro da
miniemulsdo do LIP 2-HDEALa 20 mM, ja com o clioquinol dissolvido no 4cido oleico
(linha azul) ndo apresenta algum pico de interagdo nesta amostra referente as amostras de
clioquinol (linha roxa) e 4cido oleico (linha vermelha) em separados. Os espectros estao
deslocados para facilitar a visualizagdo das curvas individualmente. (versdo modificada das

representagdes da Figura 14).

Presume-se que estes reagentes nao conseguiram influenciar no espectro da

amostra completa (La + ac. Ole. + clioq.) devido as suas baixas concentracoes.
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Figura 21. Comparacdo dos espectros do FTIR do 2-HDEALa em solugdo aquosa
comparados com os espectros do clioquinol e do acido oleico. Linha azul: (La + 4c. ole. + clioq.)
miniemulsdo do LIP 2-HDEALa 20 mM contendo clioquinol. Linha marrom: (La 20 mM + 4c.
ole.) miniemulsdo do LIP 2-HDEALa.

5.3.5. Calorimetria Exploratoria Diferencial - DSC

E de suma importincia o conhecimento das interagdes térmicas de amostras que
ao mesmo tempo sdo utilizadas na sintese de nanomateriais e tem objetivo fim uma
aplicacio biologica.'>

Em geral, os liquidos i6nicos sdo muito dificeis de cristalizar, muitas vezes
permanecendo na forma de liquidos metaestaveis.!*® Ao realizar as anélises de DSC em
um liquido i6nico protico, almejou-se obter informacdes detalhadas sobre suas
propriedades térmicas, transi¢des de fase e estabilidade térmica, o que ¢ fundamental para
entender seu desempenho e aplicabilidade em diferentes condi¢des. Picos de degradagdo
térmica ou decomposi¢ao podem indicar limitacdes de temperatura para a aplicagao
pratica dos liquidos 16nicos proticos.

Para entender a faixa de temperatura em que o liquido i6nico protico pode ser
usado efetivamente estudou-se a temperatura de transicdo de fase. A capacidade

calorifica, que pode ser entendida como a quantidade de energia envolvida em uma
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determinada transi¢ao de fase € possivel calcular pelas areas sob os picos das transi¢des
de fase.

E importante salientar que o uso da técnica de DSC em gréficos de comparagio,
torna-se com menos efeito positivo na elucidagao dos fenomenos de interacdo. Estes
fendmenos podem estar sobre efeito como Forgas van der Waals, interagdes hidrofobicas
e eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio, hidratagdo, entropia conformacional e o ambiente
fisico (como pH e for¢a ionica) das solu¢des dos LIPs e suas misturas.

Na Figura 22 que representa o0 DSC de fusao da amostra do LIP 2-HDEALa puro
pode-se verificar uma Tg em -56 °C, a qual confirma sua estrutura quimica, pois pela
literatura encontrou-se uma referéncia para -50 °C."*” O percursor 4cido lactico tem

temperatura de fusdo em 53 °C.
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Figura 22. Termograma DSC de fusdo da amostra do LIP 2-HDEALa puro.

Nas Figura 23 e na Figura 24 que representam os DSC de fusdo das amostras dos
LIPs 2-HDEAMa puro e 2-HDEASa puro, consecutivamente, pode-se verificar Tg de -
49,6 °C para o 2-HDEAMa puro ¢ -60,8 °C para o 2-HDEASa puro.

As amostras testadas ndo apresentaram temperaturas de transicdo vitrea (Tg's)

bem definidas. A Tg transmite uma indica¢ao sobre a coesdo das moléculas da amostra.
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Conforme pode-se verificar nos termogramas das Figuras 22 a 24, convém manter
a estabilidade das propriedades das miniemulsdes restringindo o seu uso a temperaturas

de operacio abaixo de 0 °C.'®

Entretanto, na faixa de temperatura do corpo humano ou de um animal, cerca de
35 °C, ndo aconteceria nenhum tipo de alteragdo termodindmica ou estrutural das
miniemulsdes, facilitando o uso das mesmas pois as propriedades conhecidas das

miniemulsdes pelos resultados ensaiados sao mantidas.

Na Figura 25 tem-se representados os resultados da anélise DSC de Fusao (Tm)
de uma amostra do 4cido oleico puro e trés amostras do grupo do LIP 2-HDEALa (uma
em solu¢do de 20 mM, uma mistura da solu¢do com o acido oleico; ¢ outra com a adi¢ao

do clioquinol & mistura anterior).

A partir do pico de fusdo € possivel verificar sensivel diferen¢a nas areas dos picos,
o que pode representar diferentes cristalinidades. O ponto de fusdo da amostra completa
(linha verde) ¢ diferente dos demais indicando que ocorreu alguma interacdo do

clioquinol com o LIP ou o 4cido oleico.
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Figura 25. Comparagdo dos Termogramas DSC de fusdo do grupo de amostras do LIP 2-
HDEALa (em solucdo de 20 mM, em mistura da solugdo com o acido oleico, com a adi¢do do
clioquinol a mistura anterior, € uma amostra do acido oleico puro).
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Figura 26. Comparagdo dos Termogramas DSC de fusdo do grupo de amostras do LIP 2-
HDEAMa (em solugdo de 50 mM, em mistura da solu¢do com o acido oleico, com a adi¢do do
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A Figura 26 representa o DSC de fusdo do grupo de amostras do LIP 2-HDEAMa

a 50 mM onde também ¢ possivel ver o deslocamento do pico da Tm da mistura completa.

Na Figura 27 que representa o DSC de fusdo do grupo de amostras do LIP 2-
HDEASa a 50 mM ¢ possivel verificar um deslocamento bem importante da mistura
completa. Isto pode ser devido a estrutura quimica do ion do LIP, o salicilato. O Anel

aromatico do anion ¢ atrativo para um farmaco com anéis aromaticos, como o clioquinol.

Em se tratando de temperatura de cristaliza¢do, em emulsdes estaveis ¢ esperado

que apare¢a somente um pico para a mistura.

Misturas instaveis apresentam um pico em separado para o 6leo emulsificado e

outro para a parte ndo emulsificada.

Na Figura 28 que representa o DSC de cristalizagdo do grupo de amostras do LIP
2-HDEALa 20 mM pode-se verificar um deslocamento entre os termogramas de maior

intensidade.
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Figura 28. Comparacdo dos Termogramas DSC de cristaliza¢do do grupo de amostras do LIP 2-
HDEALa 20 mM.

O ponto de cristalizagdo da amostra completa (linha verde) ¢ diferente dos demais
indicando que ocorreu alguma intera¢do do farmaco com o LIP ou o 4cido oleico. Pode-

se propor que ocorreram interagdes, pois ao se adicionar o clioquinol, mesmo sendo o
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elemento em propor¢ao muito inferior aos demais, comparando areas sob as curvas, este

foi capaz de modificar o resultado da amostra da solu¢ao que continha somente o LIP.

Cada termograma produziu durante a corrida térmica somente um pico com a
solucao aquosa do LIP, um pico quando a amostra continha o LIP misturado com o 4cido

oleico, e um pico quando a amostra continha 4cido oleico, clioquinol e o LIP.

Conforme explicagdo anterior, onde uma amostra que resulta durante a corrida
térmica em somente um pico para um termograma de cristaliza¢do, seu resultado ¢
indicativo de uma mistura estavel entre seus componentes, o que estd em concordancia
com os resultados de potencial zeta (PZ) que indicavam bons resultados de estabilidade

para a amostra.

Na Figura 29 e Figura 30 que representa o DSC de cristalizacdo do grupo de
amostras dos LIPs 2-HDEAMa 50 mM e 2-HDEASa 50 mM, respectivamente, o
comportamento dos resultados foram semelhantes aos do grupo de amostras que

continham o LIP 2-HDEALa 20 mM.
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Figura 29. Comparagdo dos Termogramas DSC de cristaliza¢@o do grupo de amostras do LIP 2-
HDEAMa 50 mM.
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Figura 30. Comparacao dos Termogramas DSC de cristalizacdo do grupo de amostras do LIP 2-
HDEASa 50 mM.

Na Tabela 7 na Tabela 8 estio demonstrados o Calor de Fusdo e o Calor de
Cristalizagdo obtidos das analises graficas dos termogramas das Figuras 22 a 30.

Exceto pelo Calor de Fusdo da amostra de miniemulsdo com o LIP 2-HDEASa,
as demais amostras apresentaram um comportamento de maiores calores para a fusdo do
grupo de amostras contendo o LIP 2-HDEALa, depois o 2-HDEAMa, e por fim, em
calores mais baixos o grupo de amostras do LIP 2-HDEASa (AHr La > Ma > Sa).

Com estes resultados da Tabela 7, pode-se interpretar que o grupo de amostras
com o anion lactato tem um processo de fusdo mais tarde que os demais em uma elevagao
da temperatura das amostras. Da mesma forma que, quando a temperatura diminuir, os
componentes com calores de fusdo mais baixos, do grupo do ion salicilato, podem
cristalizar primeiro. Os ingredientes com calores de fusdo mais altos absorverdao mais
calor durante a fusao e liberarao mais calor durante a cristalizagao.

Quando analisados os resultados por colunas, nas amostras com os ions maleato e
salicilato, pode-se verificar calores diferentes entre quando j4 existe o clioquinol e quando
ainda ndo foi adicionado as miniemulsdes. Isto pode ser um indicativo de que nao hd uma
homogeneidade perfeita nestas misturas, diferente do que ¢ visto no grupo de amostras

do ion lactato.
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Tabela 7. Calores de Fusdo das amostras de 2-HDEALa, 2-HDEAMa e 2-HDEASa com suas
solucdes aquosas, miniemulsdes sem e com clioquinol

Calor de Fusdo
2-HDEALa 20 mM 2-HDEAMa 50 mM 2-HDEASa 50 mM

(J/g)
Solucdo aquosa 301,8 286,9 283,4
Miniemulsao
sem clioquinol 292,5 287,9 296,9
Miniemulsao
292,6 277,2 266,9

com clioquinol

Na Tabela 8 estes calores de cristalizagdo mais altos para as amostras com o ion
lactato confirmam a interpretag@o anterior. Excecdo para a amostra da solu¢do aquosa do
ion maleato. Nesta entende-se que uma nova corrida de analises com rampas diferentes
de temperatura seria o ideal para uma interpretacao mais correta e remog¢ao de qualquer
davida sobre a manutencao deste resultado.

Ainda sobre a linha de amostras contendo as miniemulsdes sem o clioquinol, a
pequena diferenga dos resultados pode ser devida exclusivamente aos pontos que o
pesquisador escolheu nos graficos para o software calcular os calores gerados nos
processos que ocorreram. Um pequeno erro ¢ normalmente reconhecido pela escolha
manual que se deve fazer aos pontos que sdo tangentes as curvas e delimitam os calculos

do software.

Tabela 8. Calor de Cristalizagdo das amostras de 2-HDEALa, 2-HDEAMa e 2-HDEASa com
suas solucdes aquosas, miniemulsdes sem e com clioquinol.

Calor de
Cristalizagdo 2-HDEALa20mM  2-HDEAMa 50 mM  2-HDEASa 50 mM
J/g)
Solucdo aquosa 226 4 2322 223.1
Miniemulsao 2257 2264 275
sem clioquinol ’ ’ ’
Miniemulsao
2299 2237 2259

com clioquinol
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5.3.6. Analise Termogravimétrica — TGA

Cuidados com a temperatura maxima de trabalho na preparacdo das amostras ¢
essencial para os LIPs. O aquecimento acima de sua primeira temperatura de
decomposicdo (perda de massa) promovera a transferéncia protons de volta para a amina
devido a possibilidade de evaporacdo do componente acido volatil, resultando em uma
mistura de reagentes separados: liquido idnico e amina ndo reagida.'?>15

Analisando o termograma, a analise de TGA (Figura 31) mostrou a curva de
degradacao da amostra do LIP 2-HDEALa puro. Um leve decaimento aconteceu

provavelmente por evaporacao da agua em 125 °C, e o decaimento forte por degradacao

a271,9 °C.
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Figura 31. Termograma TGA-DTG do LIP 2-HDEALa (puro).

A andlise de TGA do LIP 2-HDEAMa puro (Figura 32) mostrou a curva de
degradacao da amostra com as seguintes temperaturas, 92,7; 119,9; 199,3; 280,8; 386,9 ¢
577 °C, onde ocorreu alguma perda de massa. Nesta ultima, provavelmente ocorreu a
calcinagdo total da amostra. Nesta molécula, as interagdes das duplas ligacdes sdo

maiores, portanto, mais dificil de quebrar com a elevagao da temperatura.
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Figura 32. Termograma TGA-DTG do LIP 2-HDEAMa (puro).

Na Figura 33, Figura 34 ¢ Figura 35, consecutivamente, tem-se as temperaturas
de degradacdo das amostras do LIP 2-HDEASa puro (103,7; 246,6; 306,5 e 549 °C), acido
oleico (281,6; 377,7; 455,7 ¢ 538,3 °C), e para o clioquinol (216,7; 285,0 e 508,6 °C).
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Figura 33. Termograma TGA-DTG do LIP 2-HDEASa (puro).
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Figura 35. Termograma TGA-DTG do clioquinol (puro).
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Figura 36. Termograma TGA-DTG: miniemulsdo contendo 4cido oleico, clioquinol e LIP 2-
HDEALa 20 mM.

Nas Figuras 36 a 38, tem-se os termogramas das miniemulsdes contendo os LIPs
2-HDEALa 20 mM, 2-HDEAMa 50 mM e 2-HDEASa 50 mM, respectivamente, com
clioquinol. Nestes ¢é possivel verificar que o fendmeno de evaporagdo da dgua, elemento
preponderante nas formulagdes ¢ o mandatario e acontece com perda de massa superior

a 96 % proximo da temperatura de evaporagao da adgua.
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Figura 37. TGA-DTG: miniemulséo acido oleico, clioquinol e LIP 2-HDEAMa 50 mM.
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Figura 38. Termograma TGA-DTG: miniemulsdo contendo acido oleico, clioquinol e LIP 2-
HDEASa 50 mM.

Na Tabela 9 encontram-se os resultados de Temperatura de degradagdo dos LIPs
puros, em solucdo aquosa para as suas concentracbes de 20, 50 e 50 mM,
consecutivamente para o 2-HDEALa, 2-HDEAMa e 2-HDEASa, fechando com
formulacGes das miniemulses com e sem o cliogquinol para cada LIP.

Tabela 9. TGA — DTGs: Termogravimetria Derivada (%/°C) dos LIPs e suas miniemulsoes
Temperaturas de degradagdo (°C) para perdas de massa acima de 86 %

Amostras 2-HDEALa 2-HDEAMa 2-HDEASa
LIP puro 271,99 * 246,67
LIP solucao 103,872 102,05° 109,29¢
MExx100A" 110,36 112,65 101,75
MExx100Ac® 100,97 113,00 110,45

‘(a) 2-HDEALa 20 mM, (b) 2-HDEAMa 50 mM, (c) 2-HDEASa 50 Mm. (d) MExx100A: miniemulsao
(ME) produto da mistura de cada solugdo de LIP nas concentragdes (a), (b), ou (c) com o acido oleico a 10
mM. (e) MExx100Ac miniemulsdo produto de (d) com clioquinol incorporado. (xx) conforme
concentragdo de cada LIP em (a), (b) ou (c) *2-HDEAMa puro Maior degradagdo aconteceu em 280,83 °C
com perda de massa de 29,91 %.

Fica perceptivel pela Tabela 9 que quando as amostras envolvem o uso de uma

solucdo aquosa, proporcionalmente a variacdo da temperatura de degradacdo ¢ pouco

apreciavel.
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O LIP 2-HDEALa puro demonstrou um comportamento de perda de massa muito
parecido com o de seu percursor, o acido lactico. A amostra analisada ndo apresenta um
plato. Tao logo inicia o seu aquecimento ha perda de umidade, e na faixa proxima de 185
°C tem-se a maior perda de massa. Conforme literatura, os processos que ocorrem Sao
desidrataco, bem como rea¢des de reducdo e descarboxilagdo.'®

Diferente dos outros LIPs que tiveram somente 2 e 3 temperaturas de degradagao
(LIP 2-HDEALa e LIP 2-HDEASa, consecutivamente), para o LIP 2-HDEAMa ¢
percebivel no seu termograma sete temperaturas onde ocorreram perdas de massa. Este
resultada sugere uma amostra que recebeu impurezas, pois o normal quando se trata do
4cido maleico é ter uma temperatura de degradagdo terminando em 240 °C.'%

Na temperatura proxima de 246 °C cogita-se que a parte anidnica do 2-HDEASa
puro sofreu a degradacao para fenol e didxido de carbono, perdendo cerca de 86 % de sua
massa de amostra. Em amostras de acido salicilico espera-se uma degradacdo em torno
de 210 °C,'®" porém ¢ importante que ocorrem variagdes pela escolha da rampa de
aquecimento e pela pureza da amostra, € no caso desta Tese, o acido salicilico é somente
uma parte da estrutura analisada, mas que demonstra ter forte influéncia para acontecer a
degradagdo do LIP 2-HDEASa.

Devido as caracteristicas definidas pela composi¢do das miniemulsdes onde a
agua ¢ preponderante, com o uso da técnica de TGA nao foi possivel verificar a interagao
entre as substancias da mistura, ou a formacdo de qualquer estrutura vesicular, porém a
TGA foi muito importante para se conhecer as temperaturas de degradagdo dos reagentes

que sdao matéria-prima das miniemulsoes.

5.4. Analise da acao antifingica das miniemulsées sintetizadas contendo o clioquinol

O intuito desse projeto consistiu em desenvolver uma miniemulsdo estavel e
soluvel em 4gua que permitisse a inclusdo do farmaco clioquinol (antifingico pouco
soluvel em solugdes aquosas) em formulagdes como esmaltes e xampus para tratamento
topico de micoses.

Para tal, ap6s a sintese das miniemulsdes e incorporacao do clioquinol, testou-se,
primeiramente, a acdo antifiungica do composto em unhas. Os testes foram realizados no
Laboratorio de Pesquisa em Micologia Aplicada da Faculdade de Farmacia, UFRGS.

Conforme a Figura 39, comparando-se as unhas tratadas com todas as
miniemulsdes sintetizadas e os controles positivos (somente unhas e o fungo) bem como,

com o controle negativo (somente unhas e clioquinol), pode-se observar que, apds 3 dias
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de tratamento, houve uma pequena inibi¢do no crescimento do fungo para as
miniemulsdes contendo os LIPs 2-HDEAMa e o 2-HDEASa, mas nao o esperado para
um tratamento eficaz. O mesmo observou-se para a miniemulsdes contendo os LIPs 2-

HDEALa (sem foto guardada pelo laboratorio de micologia).

Figura 39. Placas contendo o meio BDA com o fungo Trichophyton rubrum e os discos de cascos
suinos. Tratamento da unha, apds 3 dias, com as miniemulsdes sintetizadas com 50 mM de 2-
HDEAMa, 10 mM de acido oleico e 750 pg/mL de clioquinol (A), com 50 mM de 2-HDEASa,
10 mM de acido oleico e 750 pg/mL de clioquinol (B), controle positivo (¢) controle negativo (d).

Com os resultados observados, sugere-se que nao se obteve o mesmo resultado
positivo do observado para o clioquinol puro, pois a alta estabilidade das miniemulsdes
impediu a total libera¢do do clioquinol na unha, impossibilitando a a¢do antifiingica.

A alta estabilidade das miniemulsdes contendo o farmaco ¢ muito importante para
permitir a presenga desse antifungico em formulagdes aquosas de forma homogénea.
Caso o farmaco fosse adicionado diretamente em formulacdo aquosa, o mesmo
precipitaria evitando a sua agdo, bem como, prejudicando a sua comercializagdo e

estocagem.
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5.5 Efeito de formulacdes com diferentes pH na liberacio do farmaco do interior das
miniemulsdes

Conforme estabelecido pelo grupo de estudo do laboratério em conjunto com
informacdes debatidas com membros da Faculdade de Farmacia, passou-se a adotar o
objetivo de provocar alteracdes de pH e verificar em qual faixa as miniemulsdes se
tornariam instaveis, e assim pudesse ocorrer a liberagao do clioquinol.

O objetivo destes ensaios foi alterar as caracteristicas das miniemulsdes
sintetizadas e com isto, observar a quebra do estado emulsionado. Resultados que
trouxessem o potencial zeta para a faixa entre -30 mV a +30 mV, e principalmente, os
mais proximos de zero, indicariam agregagdo das particulas, quebra das miniemulsdes,
abertura das miniemulsdes e assim, a libera¢ao dos farmacos.

Primeiramente foram preparadas novas bateladas das miniemulsdes, conforme
capitulo 4.4.

Conforme a Tabela 10, as miniemulsdes obtidas das sinteses para as amostras
controle com os LIPs 2-HDEALa, LIP 2-HDEAMa e LIP 2-HDEASa apresentaram bons
valores de diametro hidrodinamico das particulas conforme resultados anteriores (207,
155 e 148 nm, respectivamente) ¢ uma boa estabilidade (— 60, -79 e -76 mV,
respectivamente).

Apods obten¢do das miniemulsdes com cada LIP, fez-se a adicdo dos agentes
escolhidos conforme os seguintes critérios: carater basico forte, acido forte, acido fraco,
e dois exemplos de substancias que ja sdo comercialmente de uso topico na higiene e
cuidados pessoais, o sabonete liquido e o produto conhecido como base de unha.

Conforme pode-se verificar na Tabela 10, a adicdo de 1 mL do HCl acarretou uma
diminuic¢do da estabilidade (PZ de +2, +9 e +4 mV para as miniemulsdes com LIP 2-
HDEALa, LIP 2-HDEAMa e LIP 2-HDEASa, respectivamente), Porém, o pH muito
baixo (pH 1) o eliminou como agente desestabilizador das miniemulsdes visto a inteng¢do
de seu uso junto a pele humana ou pelo animal.

Verificou-se que a estabilidade das miniemulsdes com adi¢do de 1 mL &cido
acético diminuiu, porém, também propiciou uma reducdo do pH. Um dos exemplos esta
na miniemulsao formada com o LIP 2-HDEALa, a qual o potencial zeta passou do valor
de -60 para—24 mV e o pH de 5 para 3,5. Isso pode ser atribuido a mudanga no estado de
ionizacao das miniemulsdes com acido acético embutido na bicamada devido a alteragao

do pH do meio circundante.'®?
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Tabela 10. pH, didmetro médio (nm), indice de polidispersdo (PDI) e potencial zeta (mV) das
miniemulsdes na antes e apds adicdo dos denominados agentes de desestabilizacdo.

Composicao das solucdes para  Volume
as miniemulsoes utilizado Didmetro PDI PZ
(5 mL de A+ x mL de B) de B (nm) (mV)
A B (mL)
Clioquinol Controle - 5 207 £5 0,36 £0,02 -60+2
+ 4cido oleico HCl 1 1 505+123 1+0,01 +2+5
+ acido acético 1 3,5 226+ 11 0,16 £0,01 -24+1
2-HDEALa NaOH 0,03 8 N.D. N.D. N.D.
sabonete liquido 1 5,5 36 £8 0,50+0,23 -88+5
20 mM base de unha 0,9 5 277+2  0,11+£0,02 -45+6
Clioquinol Controle - 7 155+£2 0,24 +£0 -79 £ 4
+ acido oleico HCI 1 1 *N.D. *N.D. +9+2
. acido acético 1 4 618 +£25 0,53+0,02 -20+1
NaOH 0,03 8 120+ 4 0,24+0 -84 +4
2-HDEAMa sabonete liquido 1 6,5 241 £ 51 0,94 £0,1 -58+5
S0mM base de unha 0,9 5  336+7 044+0  -41+1
Clioquinol Controle - 6 148 £ 2 0,32+0,01 -76+3
ioquino
+ acido oleico HCI 1 1 150 + 122 1+0,01 +4 £ 1
+ acido acético 1 3,5 293 +17 0,26 +0,02 -28+2
2-HDEASa NaOH 0,03 8,5 119+ 10 0,30+0,01 -79+2
sabonete liquido 1 6 2142+145 0,89+0,19 -63+2
50 Mm base de unha 09 5  135+£2  038+003 -49+11

*N.D.: ndo disponivel. Zetasizer® indicou miniemulsdes instaveis por rapida aglomeragao.

Abaixo de 4,0 no pH, a separagdo de fases ocorreu em minutos. A redugdo do pH
diminuiria a densidade i6nica da emulsao, e reduziria as forcas de repulsdo entre eles.

Na adicao de NaOH, verificou-se que somente com a adi¢do de 30 uL. de NaOH
foi possivel observar a olho nu o desaparecimento da turbidez, indicando uma possivel
desestabilizagdao da amostra.

Porém, ndo se observou alteragdo no potencial zeta das miniemulsdes.
Miniemulsdes com os LIPs 2-HDEAMa e com 2-HDEASa com o uso do hidréxido de
sodio (NaOH) indicaram valores de didmetro das particulas e uma boa estabilidade pela
resposta do DLS-PZ (120 nm, -84 mV), (119 nm, =79 mV), respectivamente, mas estes
resultados nao indicam emulsdes desestabilizadas.

Enquanto as miniemulsdes estiverem em meio de cargas negativas, como exemplo
(OH"), sera mantida a repulsdo eletrostatica entre suas particulas, e assim, ndo ocorrera
agregacdo destas e serd mantido o estado emulsionado e as miniemulsdes com o fairmaco
aprisionado.'%> Uma possivel explica¢io estd no fato que em particular, as miniemulsdes

de 4cido graxo (4cido oleico) anidnicas sdo estaveis dentro de uma faixa de pH alcalino,
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Figura 40. Observagoes visuais para o resultado da sintese de emulsdo com os LIPs (2-HDEALa:
(La); 2-HDEAMa: (Ma); 2-HDEASa: (Sa) - (24 horas apds o final da sintese e o término da adicdo
de todos os agentes).
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como os encontrados nesta pesquisa que estdo na faixa de 8 a 8,5.16% Porém, conforme a
Figura 40, os resultados de Potencial Zeta sdo conflitantes com o visual da amostra logo
apo6s adigdo minima de 30 uL de NaOH.

Como acido oleico ¢ fracamente anidnico, a emulsdo que o tem como base
hidrofobica so ¢ estavel at¢ um maximo pH em torno de 8,0. Para 4cidos graxos e seus
sabdes em pH alto, todas as moléculas de 4cido graxo tornam-se ionizadas e a repulsio
entre moléculas carregadas de forma semelhante em uma monocamada adsorvida desses
anions pode resultar em uma expansao da monocamada, que por sua vez pode levar a um
enfraquecimento e seu filme ficar instavel.'®*

No caso da adigao de sabonete liquido na emulsao formada com o LIP 2-HDEALa,
observou-se a elevagdo do pH e um aumento da estabilidade das miniemulsdes (PZ de -
88 mV). No caso da miniemulsdo formada com o LIP 2-HDEAMa, verificou-se a
diminui¢do do pH e a redugao do potencial zeta (Tabela 10). Porém, em todos os casos
observou-se a diminui¢do da turbidez. Para a miniemulsdo com o LIP 2-HDEASa
verificou-se leve reducdo do potencial zeta ao adicionar o agente, mesmo sem alteracdo
do pH.

Utilizando-se a base de unha como agente da desestabilizagdo das miniemulsdes,
conforme Tabela 10, apos passadas 24 horas da sintese das miniemulsdes e adi¢do deste
agente observou-se que se manteve um estado emulsionado. Conforme a Tabela 10, o pH
5 resultante da mistura foi o0 mesmo para todos os LIPs. Todos tiveram reducdao do
potencial zeta.

Visto que a intengdo era achar um bom agente desestabilizante das miniemulsoes,
levando em conta o critério de 1 mL como méaximo volume a ser adicionado e ter-se um
visual de estado emulsionado quebrado, pode-se afirmar que nenhum agente atingiu junto
todos os critérios (pH seguro mais préximo do normal da pele, diminuir a estabilidade
visual, diminuir o potencial zeta, e aumentar a agregag¢do das particulas visto no PDI
elevado).

O 4cido cloridrico HCl agiu muito bem em termos de PZ e PDI, mas o pH
resultante da quantidade necessaria a uma desestabiliza¢do visual ndo deixa seguro o seu
uso.

Apos andlises das influéncias de todos os agentes, foi possivel verificar que o uso
o uso do agente NaOH nas miniemulsdes dos trés LIPs mostrou-se com maior potencial
para liberacdo do antifungico em termos de um minimo de volume visualmente ja

remover o estado emulsionado que era muito perceptivel nas amostras controle.
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Em outra fase de testes com outros agentes modificadores do pH das
miniemulsodes, o hidréxido de amonio também teve comportamento muito semelhante a
todos os resultados dos trés LIPs com o hidroxido de sédio, dentro das mesmas condi¢des
de ensaios.

Pela interpretagcdo dos resultados estes agentes ndo seguiram como uma escolha
correta quando do uso de miniemulsdes com o farmaco clioquinol.

Para a quebra do estado emulsionado, apds novos ensaios com reagentes como:
fosfato de sd6dio monobasico 1M (NaH2POs), fosfato de sodio bibasico 1M (NaHPOs),
acido citrico 1M, hidréxido de magnésio 1 %, e tampao Tris (10 mM) — EDTA (1 mM) —
TE com pH 9, e verificou-se que o fosfato de sddio monobésico ¢ muito bem indicado.

Além do bom resultado visual, para as amostras da miniemulsao 2-HDEALa os
resultados obtidos indicaram pH aceitavel (5,0), alto PDI (>0,316) e importante reducao
do PZ (-42 mV), chegando na faixa de baixa resisténcia a manter o estado emulsionado.

No caso das miniemulsdes com o LIP 2-HDEAMa o uso do fosfato também
resultou em um pH aceitavel (5,0), alto PDI (0,9668) e importante redugao do PZ (-21
mV). Ja para as amostras da miniemulsdo 2-HDEASa ao usarmos o fosfato monobdsico
obteve-se pH aceitavel (5,0), alto PDI (0,706) e importante redu¢do do PZ (-23 m V).

Alguns shampoos tém fosfato de soédio monobasico em sua formulagdo
(Palmolive® Naturals®) para ajustes de pH, como tamponamentos, e haveria a
possibilidade de se misturar a logdo com a miniemulsdo no shampoo na ocasido da

aplicagdo no antifingico.

5.6. Analise da acdo antifingica das miniemulsées na erradicacio do biofilme
microsporum canis em pelos de animal

Os resultados ao se avaliar a atividade antifungica em pelos de animais estdo
descritos neste capitulo. Para tanto, a acdo antifingica das miniemulsdes foi testada na
erradicacdo do biofilme Microsporum canis em pelos de animal.

Nestes testes analisou-se em duplicata as miniemulsdes dos LIPs com o acido
oleico, e as miniemulsdes dos LIPs com o 4cido oleico e clioquinol. Nesta ultima
miniemulsdo, em uma duplicata foi adicionado o fosfato de s6dio monobasico 1M.

Nos resultados da Tabela 11 pode-se verificar que os percentuais de inibicdo nao
sdo altos, o que indica que estas formulagdes ndo sdo eficazes quando se quer evitar que

o fungo cresca.
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Tabela 11. Inibigdo da Formacao do biofilme (pelos pré-tratados com as formulagdes).

Formulacdes

Erradicacio (%)

10 mM de 4cido oleico e 20 mM de 2-HDEALa

10 mM de 4cido oleico e 50 mM de 2-HDEAMa

10 mM de 4cido oleico e 50 mM de 2-HDEASa

Clioquinol + acido oleico

(clioquinol + &cido oleico 10 mM) + LIP 2-HDEALa 20 mM (aq.) + NaH,PO4 1M

(clioquinol + 4cido oleico 10 mM) + LIP 2-HDEAMa 50 mM (aq.) + NaH,PO4 1M
(clioquinol + &cido oleico 10 mM) + LIP 2-HDEASa 50 mM (aq.) + NaH,PO4 1M

(clioquinol + acido oleico 10 mM) + LIP 2-HDEALa 20 mM (aq.)

(clioquinol + acido oleico 10 mM) + LIP 2-HDEAMa 50 mM (aq.)

(clioquinol + acido oleico 10 mM) + LIP 2-HDEASa 50 mM (aq.)

*= amostras tiveram crescimento predominante de bactérias.

46
18
37
54
0
32

28

Ja os resultados demonstrados na Tabela 12 indicaram o6timos resultados de

erradicacdo do biofilme formado em pelos tratados apds o biofilme fingico formado.

Percebe-se que mesmo as formulagdes sem o farmaco clioquinol tiveram efetividade

total.

Tabela 12. Remocao do biofilme formado (pelos tratados apds a formacao do biofilme).

Erradicacio

Formulacdes (%)
10 mM de 4acido oleico e 20 mM de 2-HDEALa 100
10 mM de acido oleico e 50 mM de 2-HDEAMa 100
10 mM de acido oleico e 50 mM de 2-HDEASa 100
Clioquinol + 4cido oleico 9
(clioquinol + acido oleico 10 mM) + LIP 2-HDEALa 20 mM (aq.) + NaH,PO4 1M 100
(clioquinol + &cido oleico 10 mM) + LIP 2-HDEAMa 50 mM (aq.) + NaH,PO4 1M 100
(clioquinol + 4cido oleico 10 mM) + LIP 2-HDEASa 50 mM (aq.) + NaH,PO4 1M 100

(clioquinol + acido oleico 10 mM) + LIP 2-HDEALa 20 mM (aq.)
(clioquinol + 4cido oleico 10 mM) + LIP 2-HDEAMa 50 mM (aq.)
(clioquinol + acido oleico 10 mM) + LIP 2-HDEASa 50 mM (aq.)

*= amostras teve crescimento predominante de bactérias.

90



A partir deste ponto, decidiu-se por ndo continuar com o0s ensaios com a
incorporagdo do farmaco, assim reduz-se uma etapa da formulagao, erros de manipulacao
e incorporagao do antifingico clioquinol e reduz-se os custos com a aquisi¢ao do farmaco.

Na conclusao das pesquisas, realizou-se ensaios que comprovassem a efetividade
do uso dos LIPs, porém em formulagdes emulsionadas com o acido oleico, testando-se
em conjunto com amostras dos LIPs puros e, com amostras s6 com agua e acido oleico
misturados.

Conforme a Tabela 13, no presente trabalho, os resultados obtidos para remogao
do biofilme nos pelos demonstraram que as trés miniemulsdes contendo 10 mM de acido
oleico ¢ 20 mM de 2-HDEALa, 50 mM de 2-HDEAMa, 50 mM de 2-HDEASa
promoveram a completa erradicacao do fungo M. canis.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as trés formulagdes, pois
foi removido 100% do biofilme fungico formado.

Ainda pela Tabela 13 ¢ possivel verificar que as amostras dos LIPs puros nao
trouxeram resultados satisfatorios quando comparadas com estes LIPs em uma
apresentacao emulsionada.

E, a amostra da mistura agitada somente de dgua e acido oleico teve resultado
bom, mas inferior ao atingido pelas miniemulsdes com os trés LIPs, cada um em separado

na sua respectiva formulagao.

Tabela 13. Erradicagdo do biofilme de Microsporum canis em fios de pelos de animais. Os pelos
foram lavados com agua e tratados com as formulagdes por 15 min.

Formulagoes Erradicacio (%)

10 mM de 4cido oleico e 20 mM de 2-HDEALa 100 ?
10mM de acido oleico e 50 mM de 2-HDEAMa 1002

10 mM de 4cido oleico e 50 mM de 2-HDEASa 1002

10 mM de 4cido oleico 90 +0.08°
2-HDEALa puro 67+0.11°
2-HDEAMa puro 95+0.11°
2-HDEASa puro 95+0.022
Controle positivo 0

Os valores representam média + desvio padrdo em triplicata para cada ponto. Valores médios com a mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste ANOVA Tukey (p < 0,005).
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Os resultados encontrados neste estudo corroboram os de outros trabalhos
publicados sobre a atividade de compostos i6nicos contra fungos.'®166

Ribas et al.'® relataram que compostos idnicos demonstraram atividade
antidermatofita, inclusive contra dermatéfitos multirresistentes. Esses compostos i6nicos
podem ser uma excelente alternativa terapéutica no combate a diversos fungos. Dessa
forma, Bergamo et al.'®” descreveram atividade contra isolados de Candida tropicalis
multirresistentes, e Ribas et al.' demonstraram atividade potente contra Fusarium
graminearum.

No presente trabalho, o LIP com anion lactato puro foi menos eficiente que os LIP
com anions maleato e salicilato puros, e nenhum deles apresentou 100% de erradicagdo
do biofilme. A mesma observagao foi feita para o acido oleico 10 mM, que mostrou
apenas 90% de erradica¢@o do biofilme.

1197 avaliaram a atividade antimicrobiana de LIPs com o cation 1-

Dimitri et a
amonio-2-propanol e diferentes anions para aplicacdo na remocao de fungos e bactérias
de papéis deteriorados.

Através deste trabalho de pesquisa, este autor pode afirmar que todos os LIPs
testados apresentaram atividade antimicrobiana e isso € significativamente afetado pelo
tamanho e pelos grupos funcionais especificos na estrutura do anion do LIP.

Destaca-se que, os LIPs de hidroxidietilam6nio com os &nions empregados
apresentam atividade antimicrobiana para um amplo espectro de patdgenos humanos e
exibem eficacia de inibicdo comparavel a gentamicina, sendo potenciais agentes
antimicrobianos.!'!?

Neste trabalho, as miniemulsdes contendo os LIPs proporcionaram a erradicacao
total do biofilme. Portanto, a utilizacdo das miniemulsdes a base de acido oleico ¢ dos
trés LIPs para tratamento de pelos de animais apresentou efeito sinérgico, aumentando a
atividade antibiofilme em comparacao aos LIPs puros e a miniemulsao preparada apenas
com acido oleico. !

Os resultados deste estudo também foram comparados com dados da literatura
(Tabela 14)%%141:168-171 e que nanoemulsdes foram aplicadas como agente antibiofilme.
Vale ressaltar que a atividade antibiofilme observada neste estudo foi comparavel, ou em
alguns casos até superior, a relatada na literatura.

Esses achados sugerem que as miniemulsdes sintetizadas neste trabalho tém
potencial para serem utilizadas como formulacdo soluvel em dgua, como uma logdo, para

o tratamento de dermatoses de pelos de animais.
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Tabela 14. Atividade antibiofilme de nanoemulsdes comparadas as miniemulsdes produzidas
neste trabalho.

Tamanho Tempo de
Atividade
Tipo de nanoemulsao médio exposicio Ref.
antibiofilme
(nm) (min)
Nanoemulsdo baseada em
Oleo essencial de Thymus 56 %
daenensis Tween 80 como Contra biofilme de
o 172 1440 168
surfactante ndo idnico e Acinetobacter
lecitina como co- baumannii
surfactante
Nanoemulsdo baseada em
solucao salina tamponada
com fosfato (PBS - fase
aquosa), colesterol e o6leo 66 % contra
de girassol (fase oleosa) e  44a47  biofilme de Candida 1440 169
éter cetilico de auris

polioxietileno (20) (Brij®
58) e fosfatidilcolina de

soja como surfactante

92 % contra

Nanoemulsao baseada em
) Actinomyces

6leo de soja, cloreto de

o ) 308 viscosus, 89 % 30 170

cetilpiridinio e Triton X-

contra Candida
100 em 4gua
albicans

0
Nanoemulsdo baseada em 100 % contra

acetato de clorexidina resistante
\ L 63 methicillin 1440 8
Tween 80, propileno glicol,
- . - Staphylococcus
e miristato de isopropila
aureus
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Tamanho Tempo de
Atividade
Tipo de nanoemulsao médio exposicio Ref.
antibiofilme
(nm) (min)

81 % contra
Nanoemulsdo com base de
Staphylococcus
o0leo span 60, e agua.
aureus, 72 % contra

Bacillus subtilis, 66
nanoemulsdes formuladas 49 1440 17
% contra

Posteriormente, as

foram enxertadas com a
_ _ Escherichia coli e
matriz de hidrogel a base de

| 68 % contra
goma gelana.
Candida albicans.

72 % em biomassa
Nanoemulsdo baseada em
. de biofilme pré-
Oleo essencial Zanthoxylum

106 formado de 1440 14l
schinifolium Sieb. et Zucc,
Staphylococcus
Tween 80 e agua.
epidermidis

259,196 ¢
Nanoemulsdo baseada em 184 nm p/
LIP 2-HDEALa, 2- 2-HDEALa, 100 % contra s nesta
HDEASa e 2-HDEAMa 2-HDEAMa Microsporum canis Tese
com acido oleico em agua. €

2-HDEASa

Continuacdo da Tabela 14.

Uma ilustragdo geral do caminho até o atingimento destes objetivos pode ser

visualizada na Figura 41.
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microfotografia confocal de
miniemulsio

. cabeca anidnica
do Liquido
I6nico Protico

cauda catiénica
VY do Liquido Inico
Prético
soluciio aquosa scido oleico
com Liquido
Iénico Prético

W Acdido oleico

parte intema
no polar das
o MiniemulsGes
apos

tempo de agitacio 30 min solugio aquosa
fluorescéncia

apos tratamento
com miniemulsio

e

pelo sem biofilmede
Microsporum canis

pelo com biofilmede
Microsporum canis

Figura 41. Sintese verde de miniemulsdo desenvolvida com soluggo aquosa de LIP e acido oleico em uma etapa e reduzido custo com
atividade de 100 % na remocao de biofilme Microsporum canis.
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6.CONCLUSOES

Neste trabalho, até onde tem-se conhecimento, relata-se pela primeira vez uma
sintese simples e de baixo custo de miniemulsdes utilizando moléculas verdes como
liquidos i6nicos proticos e acido oleico e sua utilizagao na erradicacao do fungo M. canis
causador da dermatofitose em pelos de animais.

Os resultados apresentados neste trabalho indicam que as concentragdes de 2-
HDEALa 20 mM, 2-HDEAMa 50 mM e 2-HDEAMa 50 mM e acido oleico 10 mM
produziram miniemulsdes com pequenos didmetros, baixo PDI e boa estabilidade
eletrostatica sob agitacdo magnética simples em um curto tempo de reacdo a uma
temperatura de 25 °C.

Macroscopicamente, apos sintese da miniemulsao, verificou-se a formagao de um
liquido branco opalescente e de aspecto homogéneo. Microscopicamente, a miniemulsdo
apresentou o formato esférico e seu pH foi proximo ao da pele humana e animal, o que
indica que nenhuma das miniemulsdes esta em uma faixa de pH prejudicial a pele.

Conforme os resultados de caracterizacao das matérias-primas utilizadas para a
formagdo das miniemulsdes, tanto o acido oleico, os LIPs e o clioquinol usados estavam
integros no momento que foram utilizados.

A andlise de RMN mostrou que provavelmente ocorreu interagdo da parte
cationica de todos os LIPs com o éacido oleico, promovendo encapsulagdo eficiente do
acido oleico pelos LIPs na miniemulsao.

Além disso, a anélise de fluorescéncia confirmou que os LIPs em meio aquoso
foram capazes de formar uma camada ao redor do acido oleico, evitando a coalescéncia
das goticulas, criando miniemulsdes.

Considerando a natureza altamente higroscopica dos LIPs, devido a presenca de
grupos hidroxila, a absor¢do de umidade do ambiente pode ser a principal razdo para as
diferencas relatadas nos resultados de analises térmicas.

A partir dos ensaios dos didmetros das particulas, o menor tamanho da emulsao
foi alcangado misturando a menor quantidade de 4cido oleico com as segundas menores
concentracoes dos LIPs testados. As miniemulsdes sintetizadas utilizando-se os LIPs
mostraram-se mais estaveis que as com apenas acido oleico.

O antifingico, clioquinol, foi eficientemente incorporado pelas miniemulsdes

sintetizadas com o acido oleico e os LIPs 2-HDEALa, 2-HDEAMa e 2-HDEASa. Apos a
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incorpora¢ao do farmaco, as miniemulsdes permaneceram com um tamanho pequeno e
alta estabilizacdo, permitindo que sirvam como transporte do clioquinol em formulacdes

aquosas como, por exemplo, shampoos.

Apesar da alta estabilidade das miniemulsdes contendo o firmaco ser muito
importante para permitir a presenga desse antifungico em formulagdes aquosas de forma
homogénea, a mesma impediu a liberacao do clioquinol em testes nas unhas de porco,
impossibilitando a ag¢do antifingica. A liberagao do clioquinol das miniemulsdes foi
testada a partir e agentes com potencial desestabilizante. Apds andlises das influéncias de
todos os primeiros agentes escolhidos para alteragdo do pH, foi possivel verificar que em

um ou mais critérios estes agentes ndo sao passiveis de uso.

Além dos resultados das miniemulsdes a incorporagdo eficiente do antiflingico
enquanto ainda na fase de testes em unhas, a partir de novos ensaios, desta vez de
erradicagdo de biofilme de Microsporum canis cem pelos de animal, pode-se verificar os
otimos resultados das miniemulsdes na erradicacao total do biofilme sem a necessidade
da incorporagdo do farmaco. Vale ressaltar que todas as miniemulsdes apresentaram efeito
sinérgico, aumentando a atividade antibiofilme em comparagdo aos LIPs puros ¢ a
miniemulsdo preparada apenas com acido oleico.

Estes resultados abrem um novo campo de estudo envolvendo novos materiais
utilizando liquidos 106nicos na area terapé€utica. Portanto, os resultados deste estudo
sugerem que esses materiais poderiam ser um potencial formulagdo soltivel em agua para

ser utilizada como logdo no tratamento de dermatoses de pelos animais.
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/.PERSPECTIVAS DE TRABALHO

Os estudos desenvolvidos durante este trabalho de doutorado apontam para
diversas perspectivas e possibilidades de pesquisas que podem ser produzidas e
aprimoradas quanto ao tema de producao de miniemulsdes antifungicas:

e Avaliar o tempo para a perda de estabilidade das miniemulsdes utilizando medi¢ao
do Potencial Zeta em periodo longo de tempo visando simular o tempo de
prateleira.

e Testar as miniemulsdes nos ensaios de irritabilidade em simulagdes in vitro junto

ao laboratéorio da Faculdade de Farmacia.
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Figura S1: termograma DSC dos liquidos i6nicos préticos 2-HDEALa, 2-HDEAMa, 2-HDEASa (puros).
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Figura S3: espectro RMN **C do acido oleico.
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112



—182.12
—68.23
56.31
—48.70
—20.04

H

HO\/\ | /\/OH 4
T 5 70
H

OH

I L

230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Figura S7: espectro RMN *3C do liquido idnico prético 2-HDEALAa.

—4.79 D20

—6.36

w

A

0

300

-280

260

240

£220

+200

180

160

140

120

~100

80

60

L40

F20

-0

i3000
;2800
l2600
L2400
l2200
LZOOO
71800
;1600
71400
L1200
llGOO
;800

;600

;400

-200

=
=
0.43~ —m—moo-

g

4.00=

-0

--200

11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 85 80 7.5 7.0 6.5 6.0 55
f1 (ppm)

T T T T

Figura S8: espectro RMN H do liquido idnico prético 2-HDEAMa em DMSO.

T T T T T
50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0

113



6.0
1 (ppm)

Figura S10: espectro RMN *H do liquido iénico prético 2-HDEASa em DMSO.
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Figura S12. espectro RMN H (400 MHz) da miniemulsdo com o LIP2-HDEALa em D,O
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Figura S24. espectro RMN H da miniemuls3o 2-HDEALa com clioquinol.
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Figura S27. espectro RMN *C da miniemulsdo 2-HDEASa com clioquinol.

10

0

40000

35000

30000

25000

20000

15000

10000

5000

123



