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RESUMO

Dos novos farmacos langados no mercado a partir de 1980, cerca de 30% apresentam
origem natural ou semissintética. Entre 40 e 70% destes novos prototipos de farmacos
(naturais ou sintéticos) apresentam baixa solubilidade aquosa, o que pode inviabilizar a sua
utilizacdo comercial. Uma das alternativas encontrada pela industria farmacéutica foi a
veiculagdo dessas substancias a partir de veiculos ou sistemas de liberagdo de farmacos, tais
como: micelas, microemulsdes, lipossomos, nanoparticulas e ciclodextrinas. Neste trabalho,
sistemas microemulsionados biologicamente compativeis foram obtidos utilizando a mistura
Tween 80 e Span 20, na propor¢do 3:1, como tensoativo, miristato de isopropila ou acido
oléico como fase oleosa, dgua bidestilada, e em alguns sistemas, etanol como cotensoativo.
Também foram obtidos sistemas auto-microemulsificantes (SMEDDS) utilizando
propilenoglicol ou sorbitol como cotensoativo. As microemulsdes obtidas foram
caracterizadas quanto ao comportamento reoldgico, tamanho das goticulas e condutividade
elétrica. O produto natural bioativo frans-desidrocrotonina (DCTN), bem como extratos e
fragdes das espécies vegetais Croton cajucara Benth (Euphorbiaceae), Anacardium
occidentale L. (Anacardiaceae) e Phyllanthus amarus Schum. & Thonn. (Euphorbiaceae),
foram solubilizados satisfatoriamente nos sistemas microemulsionados obtidos, enquanto que
outros produtos também isolados da espécie Crofon cajucara, trans-crotonina e acido
acetilaleuritdlico, ndo apresentaram resultados satisfatorios em termos de solubilidade. A
avaliacdo da propriedade antioxidante, pelo método do DPPH, dos extratos vegetais
incorporados nos sistemas microemulsionados obtidos evidenciou a capacidade antioxidante
dos extratos de Phyllanthus amarus e Anacardium occidentale, bem como a atuagdo dos
sistemas microemulsionados, que para o caso do extrato etandlico de Phyllanthus amarus
dobrou a sua atividade antioxidante quando solubilizado em microemulsdes. O extrato
hidroalcoolico de Croton cajucara incorporado em um sistema auto-microemulsificante
mostrou atividade bacteriostatica frente a colonias de bactérias Bacillus cereus e Escherichia
coli. Adicionalmente, foi realizado um estudo de simula¢do computacional por Dindmica
Molecular de sistemas micelares para uso farmacoldgico contendo tensoativos derivados de
acucares, N-dodecilamino-1-deoxilactitol e N-dodecil-D-lactosilamina, que indicou que o

processo de micelizacao do primeiro sistema € mais favoravel que o segundo.

Palavras-chave: Microemulsao. Sistemas de liberacdo de farmacos. Trans-desidrocrotonina.

Extratos vegetais. Atividade antioxidante. Dinamica Molecular.



ABSTRACT

Among the new drugs launched into the market since 1980, up to 30% of them belong
to the class of natural products or they have semisynthetic origin. Between 40-70% of the new
chemical entities (or lead compounds) possess poor water solubility, which may impair their
commercial use. An alternative for administration of poorly water-soluble drugs is their
vehiculation into drug delivery systems like micelles, microemulsions, nanoparticles,
liposomes, and cyclodextrin systems. In this work, microemulsion-based drug delivery
systems were obtained using pharmaceutically acceptable components: a mixture Tween 80
and Span 20 in ratio 3:1 as surfactant, isopropyl mirystate or oleic acid as oil, bidistilled
water, and ethanol, in some formulations, as cosurfactants. Self-Microemulsifying Drug
Delivery Systems (SMEDDS) were also obtained using propylene glycol or sorbitol as
cosurfactant. All formulations were characterized for rheological behavior, droplet size and
electrical conductivity. The bioactive natural product trans-dehydrocrotonin, as well some
extracts and fractions from Croton cajucara Benth (Euphorbiaceae), Anacardium occidentale
L. (Anacardiaceae) e Phyllanthus amarus Schum. & Thonn. (Euphorbiaceae) specimens, were
satisfactorily solubilized into microemulsions formulations. Meanwhile, two other natural
products from Croton cajucara, trans-crotonin and acetyl aleuritolic acid, showed poor
solubility in these formulations. The evaluation of the antioxidant capacity, by DPPH method,
of plant extracts loaded into microemulsions evidenced the antioxidant activity of Phyllanthus
amarus and Anacardium occidentale extracts. For Phyllanthus amarus extract, the use of
microemulsions duplicated its antioxidant efficiency. A hydroalcoholic extract from Croton
cajucara incorporated into a SMEDDS formulation showed bacteriostatic activity against
colonies of Bacillus cereus and Escherichia coli bacteria. Additionally, Molecular Dynamics
simulations were performed using micellar systems, for drug delivery systems, containing
sugar-based surfactants, N-dodecylamino-1-deoxylactitol and N-dodecyl-D-lactosylamine.
The computational simulations indicated that micellization process for N-dodecylamino-1-

deoxylactitol is more favorable than N-dodecyl-D-lactosylamine system.

Keywords: Microemulsions. Drug delivery systems. 7rans-dehydrocrotonin. Plant extracts.

antioxidant capacity. Molecular Dynamics.
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1 INTRODUCAO

Anualmente, milhares de novos prototipos de farmacos (lead compounds) ou novas
substancias bioativas, isto é, moléculas que apresentam potencial bioldgico ou que sao
candidatos a farmacos, sdo descobertas através de técnicas de quimica combinatoria e High
Throughput Screening (HTS) (LIPINSKI et al., 1997, KOEHN e CARTER, 2005). No
entanto, 40 a 70% desses novos prototipos de fAdrmacos apresentam baixa solubilidade aquosa,
inviabilizando, em alguns casos, o avango nos estudos cientificos que poderiam resultar na
comercializacao do farmaco (GODDEERIS et al., 2006; KOGAN e GARTI, 2006).

A grande variedade de plantas e de substancias presentes em cada espécie vegetal faz
com que o reino vegetal seja uma das principais fontes de novos protdtipos de fArmacos, em
especial antibioticos e agentes antitumorais. De fato, quase 30% dos novos fairmacos langados
no mercado a partir da década de 1980 até os dias de hoje sdo classificados como produtos
naturais ou semissintéticos (NEWMAN e CRAGG, 2007). Este percentual poderia ser ainda
maior se ndo fosse a baixa solubilidade aquosa comum nos compostos de origem natural.

Uma das espécies que detém destaque progressivo por suas propriedades bioldgicas € o
Croton cajucara Benth. (Euphorbiaceae), vulgarmente conhecido como “sacaca”, uma
espécie nativa da regido amazonica do Brasil. Deste Croton pode ser isolado o diterpeno
bioativo trams-desidrocrotonina, que estd correlacionado com as principais propriedades
farmacolodgicas desta planta (MACIEL et al., 2000). No entanto, tém sido reportados casos de
hepatotoxicidade apds o uso cronico e indevido do cha das folhas da sacaca (MACIEL et al.,
2002).

A fim de superar a limitagdo da baixa solubilidade, bem como outras limitagdes comuns
aos prototipos de farmacos, foi desenvolvida uma série de sistemas de liberagao de farmacos,
tais como nanoparticulas, lipossomos, emulsdes, microemulsdes, solucdes micelares,
dendrimeros e complexos de ciclodextrina. Dentre os muitos beneficios do uso destes
veiculos, destacam-se: o aumento da eficacia terapéutica de um farmaco através do aumento
da sua solubilidade aquosa, prote¢do contra degradacdo enzimadtica, aumento do intervalo
entre as doses, e/ou diminui¢do de efeitos adversos pela administragdo de menor dose ou pela
liberagdo do farmaco em sitio especifico. Dentre estes sistemas, as micelas e as
microemulsdes tém se destacado pelo baixo custo e pela facilidade na preparacdo das

formulagdes, bem como pela estabilidade das formulagdes.
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A utilizacdo de microemulsdes como sistemas de liberacdo de farmacos requer um
cuidado especial na escolha de componentes que devem ser farmacologicamente aceitaveis.
Tensoativos ndo-idnicos e zwiteridnicos sdo preferidos, enquanto que o uso de cotensoativos
deve ser evitado ou minimizado por razdes toxicoldgicas. A caracterizagdo fisico-quimica dos
sistemas de liberagao de farmacos ¢ de fundamental importancia para orientar o seu uso nas
diversas vias de administracdo (injetavel, oral, transdérmica, etc.). Em geral, experimentos de
reologia, tamanho de particulas, condutividade elétrica e de solubilidade sdo frequentemente
utilizados para a caracterizacdo de sistemas microemulsionados.

Os métodos computacionais modernos também tém sido um importante instrumento
utilizado tanto para o descobrimento de novos farmacos quanto para a otimizagdo da
formulag¢do ou do fdrmaco. Sistemas micelares podem ser caracterizados por métodos de
simulagdo por Dindmica Molecular, cujos resultados geralmente apresentam consonancia com
dados obtidos experimentalmente.

O presente trabalho teve como objetivo a obtencdo e a caracterizagdo de sistemas
microemulsionados aplicados a solubilizacdo de produtos naturais bioativos isolados de
Croton cajucara, bem como de extratos obtidos das espécies vegetais Croton cajucara Benth.
(Euphorbiaceae), Anacardium occidentale L. (Anacardiaceae) e Phyllanthus amarus Schum.
& Thonn. (Euphorbiaceae). Adicionalmente, objetivou-se o estudo computacional de
simulagdo por Dindmica Molecular de sistemas micelares formados por tensoativos a base de
acucares, objetivando a ampliacdo do trabalho realizado na dissertacdo de mestrado deste

autor (GOMES, 2004), bem como a disponibiliza¢do de novos veiculos de farmacos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Este capitulo esta subdividido em quatro partes, em que sdo discutidos: aspectos
teoricos referentes aos tensoativos, as microemulsdes, as propriedades farmacologicas das

espécies vegetais utilizadas neste trabalho, e a técnica de simulagdo por Dindmica Molecular.

2.1 TENSOATIVOS

Tensoativos ou surfactantes sdo compostos que apresentam a propriedade de se adsorver
na superficie ou interfaces de um sistema, alterando de maneira significativa a energia livre
superficial ou interfacial. Sao moléculas anfifilicas constituidas de duas regides bem
caracteristicas: uma polar ou hidrofilica, formada por grupos eletricamente carregados ou
cadeias polioxietilénicas, e outra regido apolar ou hidrofobica, que ¢ constituida geralmente
de cadeias hidrocarbonicas. A presenga, na mesma molécula, de duas partes com polaridades
distintas caracteriza o termo anfifilico. Uma representagdo esquematica de um tensoativo
pode ser vista na Figura 2.1, em que comumente a regido hidrofobica € representada por uma

cauda apolar, e a regido hidrofilica por uma cabeca polar (ROSSI et al., 2006).

cabeca

cauda apolar polar

Figura 2.1 — Representacéo esquematica de uma molécula anfifilica
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2.1.1 Classificacio quanto a natureza da cabeca polar

Quanto a natureza do grupo hidrofilico, os tensoativos podem ser classificados em
i0nicos (catidnicos ou anidnicos), ndo-idnicos ou anfoteros (zwiteridnicos) (ROSSI et al.,

2006) (Figura 2.2).

O \® Br@
| —
@)
TENSOATIVO ANIONICO TENSOATIVO CATIONICO
dodecilsulfato de sédio (SDS) brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB)

B N N Y N ® C,Hypsp (—OCH,CH,—),OH
CH,OPO,CH,CH,N(CH,),
TENSOATIVO ZWITERIONICO TENSOATIVO NAO-IONICO
dipalmitofosdatidilcolina (lecitina) polioxietileno

Figura 2.2 — Exemplos de tensoativos idnico, ndo-idnico e zwiteridnico

Especificamente, os tensoativos catidnicos produzem, em solucdo aquosa, ions
carregados positivamente em sua superficie ativa. Sdo representados pela forma geral R,X'Y",
em que R representa uma ou mais cadeias hidrofobicas, X pode ser atomos de N, P, S, As, Te,
Sb, Bi ou os halogénios, e Y um contra-ion. Apresentam grande poder de adsor¢do nas mais
variadas superficies, porém sua toxicidade é geralmente mais elevada em comparagdo com as
demais classes. Sao utilizados comumente no tratamento de téxteis e em condicionadores para
cabelo. Os sais de amonio quaternario, como o brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), estao
entre os principais compostos desta classe de tensoativos.

Os tensoativos anionicos contém, na sua maioria, um grupo polar do tipo sulfato,
sulfonato, carboxilato ou fosfato, combinado com uma cadeia hidrofobica, que, em solucao
aquosa, se ionizam e se tornam negativamente carregados. Esta classe constitui no principal
tipo de tensoativo, correspondendo a cerca de 60% da producdo mundial de surfactantes
(HOLMBERG et al., 2003). Sao largamente utilizados na induastria de limpeza, como
detergentes e saboes. Os sabdes possuem na sua parte hidrofilica um sal de sédio ou de
potéassio de acido carboxilico, enquanto os detergentes t€ém como matéria-prima compostos

sulfonados derivados do petroleo, como o dodecil-sulfato de sodio (SDS). Tensoativos
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anionicos sao geralmente incompativeis com os catidnicos, € sensiveis a “dgua dura” (solugdo
aquosa contendo certos cations divalentes, como Ca’" e Mg”").

Os tensoativos que apresentam em sua estrutura molecular dois grupos polares que, em
meio aquoso, tendem a produzir ions de cargas opostas sdo chamados de tensoativos anfoteros
ou zwiterionicos. Sdo extremamente dependentes do pH da solugdo em que se encontram,
podendo se comportar tanto como um tensoativo catiénico quanto anionico, ou ainda, como
um ndo-idnico. Sdo compativeis com todas as outras classes e geralmente apresentam
propriedades biologicas (HOLMBERG et al., 2003), sendo, portanto, biocompativeis.

Os tensoativos nao-idnicos sdo substincias cujas moléculas ndo formam ions em
solucdao aquosa, ou seja, sao incapazes de se ionizarem. Sua natureza hidrofilica ¢ justificada
pela presenga de grupos oxietilénicos situados ao longo de uma cadeia hidrofobica. Dessa
forma, a hidrofilia (polaridade) destes compostos ¢ determinada pelo nimero de dtomos de
carbono na cadeia lipofilica (quanto menor esse nimero maior a hidrofilicidade), bem como
pela quantidade de subunidades polares presentes em sua estrutura (quanto maior a
quantidade maior a hidrofilicidade). Apresentam a vantagem de serem pouco suscetiveis ao
pH e a presencga de ions na solu¢do em que se encontram, e sdo normalmente compativeis com
todos os outros tipos de tensoativos, sendo a segunda classe de tensoativo mais utilizada no

mundo (HOLMBERG et al., 2003).

2.1.2 Classificacdo quanto a estrutura quimica

Com relagdo a sua estrutura quimica, os tensoativos podem ser classificados em
monocatendrios (apresentam uma Unica cadeia hidrocarbdnica), bicatenarios (duas caudas
apolares) e tricatenarios (com trés cadeias alquilicas) (Figura 2.3).

Existem ainda os tensoativos geminados (diméricos) (MENGER e LITTAU, 1991), que
apresentam sequencialmente: uma cadeia hidrocarbonica longa, um grupo i6nico, uma cadeia
espacadora, um segundo grupo i6nico, € outra cadeia hidrocarbonica (Figura 2.3). Quando um
tensoativo geminado apresenta os seus dois grupos ionicos diferentes entre si, ele ¢ chamado
de heterogeminado (ALAMI ¢ HOLMBERG, 2003). Em funcdo da forte distor¢do da
estrutura no meio aquoso, causada pela presenca de duas cadeias laterais na molécula, os
tensoativos geminados e os heterogeminados sdo agentes mais eficazes na reducdo da tensao
interfacial. Adicionalmente, este tipo de tensoativo forma agregados em concentragdes mais

baixas que os seus correspondentes monopolares.

Fabiano do Espirito Santo Gomes 2010



Tese de Doutorado, PPGQ-UFRN 25

/\/\/\/\/\/O

MONOCATENARIO
BICATENARIO TRICATENARIO
GEMINADO MULTIPLAS CABECAS (TRICATIONICO)

BOLAFORME

Figura 2.3 — Representacdo esquematica da classificac@o estrutural de tensoativos

Outro tipo de classificacdo ¢ dado aos tensoativos cujas moléculas apresentam dois
sitios positivos ou negativos separados por uma distancia relativamente grande, tendo sido
denominados tensoativos ou eletrdlitos bolaformes (BRODY e FUOSS, 1956). Existem ainda
tensoativos com multiplas cabegas (mono, di ou tricatidnicos) cujos agregados formados em
meio aquoso, diminuem progressivamente de tamanho a medida que aumenta a quantidade de

grupos polares (BHATTACHARYA e HALDAR, 2002).

2.1.3 Atividade dos tensoativos em solucio

O comportamento dos tensoativos em solugdes deriva diretamente de sua estrutura
molecular (regides com solubilidade distinta em agua). A parte hidrofilica (ou solvofilica)
consiste geralmente em um grupo polar pequeno, que pode ser idnico ou sem carga. A parte
hidrofébica ou apolar ¢ constituida de uma cadeia longa, geralmente de natureza

hidrocarbdnica, podendo apresentar em alguns casos composi¢ao fluoralquil ou aromaética.
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Um surfactante (que literalmente significa agente ativante em uma superficie) ¢
caracterizado pela tendéncia de se adsorver em superficies e interfaces. O termo interface
denota a fronteira entre duas fases imisciveis, enquanto o termo superficie ¢ geralmente
aplicado quando uma dessas fases ¢ um géas ou vapor. Existem basicamente cinco tipos
diferentes de interfaces nas quais moléculas de tensoativos podem ser adsorvidas: solido-
vapor (superficie), solido-liquido (interface), solido-solido (interface), liquido-vapor
(superficie) e liquido-liquido (interface). Esta propriedade de adsor¢do em interfaces esta
relacionada com a reducdo da energia livre na interface. A energia livre interfacial por
unidade de area representa a quantidade de trabalho necessaria para a expansao da interface e
¢ frequentemente denominada de tensao interfacial (HOLMBERG et al., 2003).

A adi¢do de tensoativos a uma solu¢do aquosa faz com que as moléculas anfifilicas se
adsorvam na superficie dgua-ar, de modo que a parte hidrofilica do tensoativo esteja voltada
para a dgua, enquanto a parte hidrofobica se encontra direcionada para o ar (Figura 2.4). Deste
modo, a superficie 4gua-ar ¢ coberta por moléculas anfifilicas e a tensao interfacial da solugao
¢ reduzida. Quando esta superficie se encontra saturada com moléculas anfifilicas, a adicdo de
mais tensoativo provoca a migra¢ao destas novas moléculas introduzidas (mondmeros) para o
interior da solugdo. A parte polar de cada monomero ¢ hidratada ao contato com a fase
aquosa, e a parte hidrofobica se auto-associa formando agregados micelares de modo a
minimizar o seu contato com a agua (Figura 2.5). A estrutura dos agregados formados por um
tensoativo em solucdo aquosa depende de varios parametros, tais como: estrutura molecular
dos compostos anfifilicos, hidratagdo dos grupos polares, interacdes intermoleculares,

temperatura e concentracdo micelar (ISRAELACHVILI, 1976).

— i
=
=y

Figura 2.4 — Atuagdo de moléculas anfifilicas na supeficie agua-ar e no interior de uma solucdo aquosa

Em geral, podem ser encontradas micelas em solugcdes com baixa concentragdo de

tensoativo. A concentracdo em que agregados micelares comecam a se formar ¢ denominada
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de concentracdo micelar critica (CMC), e representa uma importante propriedade dos
tensoativos (RUCKENSTEIN e NAGARAJAN, 1975; HOLMBERG et al., 2003). Uma
solucdo contendo tensoativo acima da sua CMC significa que micelas podem ser encontradas
no interior da solu¢do e que as interfaces existentes estdo saturadas por moléculas de
tensoativo. O valor da CMC ¢ determinado pelo balango entre as forgas de repulsdo entre as
partes polares e as forgas de atragdo entre as partes hidrofobicas. Este valor ¢ reduzido quando

a repulsdo entre as partes polares ¢ diminuida (TALHOUT e ENGBERTS, 1997).

micela direta micela inversa

i
i

N o
s

lamelas vesicula cilindro

Figura 2.5 — Representagdo esquematica de agregados formados por tensoativos em solugdo aquosa

A concentracdo micelar critica pode ser determinada experimentalmente a partir de
diferentes propriedades fisico-quimicas. O ponto de inflexdao apresentado em todas as curvas
corresponde ao inicio da formacdo de agregados moleculares, os quais interferem nas

propriedades da solugdo (Figura 2.6).
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Figura 2.6 — Representagdo grafica para a determinagdo da CMC a partir de diferentes parametros fisico-

quimicos

Os agregados moleculares de tensoativos e suas moléculas isoladas (mondmeros)
encontram-se em equilibrio associagdo-dissociagdo, ¢ a lei da acdo das massas pode ser
aplicada. Do ponto de vista cinético, a associacdo dos monomeros em agregados moleculares
se da a partir de dois processos: um lento (107 s) correspondente a desagregagdo total do
agregado molecular, e outro rapido (10° s) que traduz a duragdo da presenga de um
mondémero no interior do agregado. A micelizacdo, portanto, ¢ um fenomeno dinamico, em
que os mondmeros continuamente se interconvertem em micelas e vice-versa (BLANZAT,
2000).

Uma das principais propriedades das solu¢des de tensoativos ¢ a capacidade de
aumentar a solubilidade de solutos lipofilicos em agua. A solubilizacdo ¢ consequéncia da
presenca de dominios hidrofobicos nos agregados micelares que atuam como microambiente
propicio para a localizagdo de compostos lipofilicos. Quando o formato dos agregados
micelares permanece inalterado com a adi¢do do soluto lipofilico, tem-se a formacdo de
micelas inchadas, onde as moléculas do soluto encontram-se na camada interfacial de
tensoativos, aumentando o tamanho dos agregados. Quando o soluto lipofilico solubilizado
forma uma fase ou dominio no interior da micela, os agregados sdao designados de

microemulsdo (NAGARAJAN e RUCKENSTEIN, 1991).
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2.3.1.1 Termodinamica de micelizagdo em solugdo aquosa

A formagdo de micelas pode ser visto como um mecanismo alternativo ao processo de
adsor¢do de moléculas anfifilicas em uma interface, j4 que para ambos 0s processos o
principal fator ¢ a remog¢ao do contato entre grupos hidrofoébicos do tensoativo e a agua,
reduzindo, dessa forma, a energia livre do sistema. O efeito hidrofobico ¢ responsavel pelos
processos espontdneos de adsorcdo interfacial e de auto-associacdo das moléculas de
tensoativo, que estdo associados a remoc¢do da cauda hidrofobica do contato com a agua
(TANFORD, 1980).

O efeito hidrofobico também pode ser compreendido a partir do efeito causado pela
presencga de grupos hidrofébicos nas interagdes agua-agua (IUPAC, 1997). Antes do processo
de micelizagdo, as moléculas de adgua localizadas ao redor da parte hidrofobica do tensoativo
(primeira camada de solvatagdo) adotam uma conformagdo rigida, de modo a permitir a
existéncia de uma minima rede de liga¢des de hidrogénio (CHANDLER, 2005). Durante a
micelizacdo, diminui o contato das partes hidroféobicas com o meio aquoso, liberando as
moléculas de agua de uma arquitetura intermolecular rigida, favorecendo o aumento de
entropia do sistema.

A energia livre associada a solvatagdo de uma molécula anfifilica em meio aquoso ou
no interior do agregado micelar pode ser aproximada considerando os componentes
individuais da energia livre nas partes hidrofilicas e hidrofobicas do tensoativo. Antes que as
primeiras micelas sejam formadas apds a saturagdo das interfaces, moléculas isoladas de
tensoativos (mondmeros) se encontram dispersas no interior de um sistema aquoso. Apds a
micelizacdo, a parte hidrofilica do tensoativo permanece interagindo com o meio aquoso,
enquanto as partes hidrofobicas adotam uma conformacgdo no interior da micela direta que
evita o contato com a agua. Desse modo, a energia livre da parte hidrofilica permanece
constante durante a micelizacdo porque sempre estard em contato com a 4gua, € a energia
livre de micelizagdo pode ser aproximada ao valor da energia livre que corresponde a
transferéncia da parte hidrofobica do tensoativo do meio aquoso para o interior do agregado
micelar. Termodinamicamente, a energia livre ¢ definida pela expressao:

AG=AH-TAS (1)

De acordo com a equagdo (1), a energia livre pode ser decomposta nos termos entalpico
(H) e entropico (). Durante a micelizacdo, o termo entélpico esta associado a minimizagao do

contato interfacial agua-oleo (transferéncia das cadeias lipofilicas do tensoativo de um
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solvente polar para o interior hidrofébico do agregado) e a formagdao de novas ligagdes de
hidrogénio ou interacdes dipolo-dipolo entre as partes polares dos tensoativos € a agua, bem
como de interacdes dipolo induzido-dipolo induzido entre as partes hidrofobicas do
tensoativo. No caso de tensoativos i6nicos, a repulsdo das partes polares (associada com as
repulsdes eletrostaticas ou estéricas entre os grupos polares hidratados) contribui
negativamente para a entalpia de micelizagdo. A temperatura ambiente, a contribui¢do
entalpica para a micelizagdo ¢ pequena, e torna-se mais significante com o aumento da
temperatura (PAULA et al,, 1995). O termo entropico esta associado a agregacdo das
moléculas anfifilicas (diminuicdo da entropia) e a quebra da rigida configuragdo entre as
moléculas de dgua ao redor dos mondomeros (aumento da entropia) (BLANZAT, 2000;
MARQUES et al., 2003; BRASHER et al., 1995). Ou seja, a diminuicdo da entropia do

sistema micelar ¢ devida a transferéncia de calor, durante o fenomeno da agregacdo dos

tensoativos, para a vizinhancga, de acordo com a equagao (2):

_ 9%y — i
as= e, as= [ @)

Uma maneira simples de relacionar a estrutura geométrica de um tensoativo com o tipo
de agregado preferencial a ser formado ¢ o parametro de empacotamento P
(ISRAELACHVILI, 1976). Este parametro ¢ uma quantidade adimensional definida pela
expressao P = V/aol = an/ap, em que V € o volume da cadeia hidrocarbdnica, ay € a area 6tima
ocupada pela cabeca polar na interface polar-apolar, e / ¢ o comprimento critico da cadeia
(aproximadamente igual, porém menor do que o comprimento da cadeia hidrocarbdnica
totalmente estendida). O parametro P também pode ser visto como a razao entre a area da
secdo transversal da parte hidrocarbonica, ay, € a area interfacial da cabeca polar, ay.

O parametro de empacotamento, P, ndo contém qualquer grandeza molecular, e sim,
quantidades que relacionam a presenga de um tensoativo sob a “forma” de certo tipo de
agregado definido. Se o tensoativo tem a “forma” de um cone, entdo ele tende a formar
micelas esféricas, para as quais os valores de P sdo proximos de 1/3. Se o formato for similar
a um cone truncado, serdo formadas micelas cilindricas, ja que P = 1/3—1/2. Para os
tensoativos com formato cilindrico, o tipo de agregado mais estavel sdo as bicamadas, em que
P = 1. Em micelas com formato de disco, bem como em vesiculas, os valores de P se
encontram em um intervalo entre 0,5—1. Por fim, se o tensoativo apresenta o formato de um
cone truncado e invertido, tendera a formar estruturas inversas, para as quais P > 1 (Figura
2.7). Dessa forma, variando-se o comprimento da cadeia alquilica ou a sua fluidez (através da

variacdo de temperatura, por exemplo), o volume hidrocarbonico ou a area da cabega polar,
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pode-se, em principio, prever qual tipo de agregado serd formado sob condi¢des pré-definidas.
Para tensoativos i06nicos, por exemplo, a diminui¢do das interagdes repulsivas entre as cabegas
polares, induzida pela adicdo de um sal, ird reduzir o valor de ao, aumentar V/al, e causar
uma transicao entre micelas esféricas para micelas cilindricas (NINHAM et al., 1983).

Para a obtencdo de vesiculas, cujo pré-requisito é 1/2 < V/ayl < 1, utiliza-se geralmente,
tensoativos bicatenarios, ja& que suas duas caudas hidrofobicas, em conjunto, apresentam
grande volume hidrocarbonico, V. Entretanto, no caso de tensoativos catanidnicos (mistura
equimolar de tensoativos i0nicos de cargas opostas), a atracdo eletrostatica entre as cabecas
polares dos dois tensoativos idnicos gera, aparentemente, um tensoativo pseudo-zwiteridnico
bicatenario, resultando em uma menor area efetiva da cabeca polar, com ampliacdo da regiao
hidrofobica, quando comparado com os tensoativos isolados (KALER et al., 1992). Nesse
caso, observa-se também, a formacao de estruturas vesiculares ao invés de micelas esféricas

ou cilindricas.
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Figura 2.7 — Representagdo esquematica dos agregados em fun¢do do pardmetro de empacotamento
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2.2 MICROEMULSOES

Quando um o6leo ¢ disperso em uma fase aquosa sem nenhum outro tipo de aditivo, a
estabilidade das goticulas formadas ¢ muito pequena, e eclas tendem a se fundirem
(coalescerem) até a total separacdo de fases. A adigdo de tensoativo a esta mistura permite a
criacdo de um filme na interface 6leo-agua e a formacao de dispersdes coloidais denominadas
emulsdes e microemulsdes. Emulsdes sdo sistemas instdveis que tendem a separagdo de fases,
e que apresentam pequena curvatura da camada interfacial e que, por isso, geram goticulas de
tamanho relativamente grande (1-10 um). A producao de emulsdes geralmente requer o uso
de quantidade moderada de tensoativo. Microemulsdes, por sua vez, sdo sistemas
considerados termodinamicamente estaveis, ja4 que ndo tendem a separagdo de fases.
Apresentam camada interfacial com grande curvatura e agregados com tamanho nanométrico
(~10 nm). As microemulsdes sdo consideradas sistemas altamente dindmicos e para sua
formacgdo sdo necessdrias grandes quantidades de tensoativo e, usualmente, a adi¢do de um
cotensoativo (HOLMBERG et al., 2003).

O conceito de microemulsdo foi introduzido na literatura nos anos de 1940 por HOAR e
SCHULMAN (1943) ao descreverem a producao de uma solugdo transparente ou translicida
a partir da titulacdo de uma emulsdo com hexanol. Entretanto, apenas no final dos anos de
1950, foi que SCHULMAN et al. (1959) estabeleceram o termo microemulsdo, que ao longo
dos anos, tem sido definido e redefinido em fun¢do dos avangos tecnoldgicos. Atualmente,
considera-se que as microemulsdes sdo dispersdes coloidais termodinamicamente estaveis e
opticamente isotropicas constituidas de um ou mais agentes tensoativos, uma fase polar, uma
fase oleosa (orgénica), e frequentemente, um cotensoativo, que pode ser um alcool ou amina
de cadeia média (MOULIK e PAUL, 1998; KLIER et al., 2000). Ao contrario das emulsdes,
as microemulsdes requerem menor quantidade de energia mecanica para sua preparacao, ja
que sdo formadas espontaneamente apos pouco tempo de agitagdo.

Quando tensoativos s3o adicionados a uma mistura imiscivel de dgua e Oleo, as
moléculas do tensoativo tendem se localizar na interface Oleo/agua, que ¢
termodinamicamente mais favoravel, reduzindo, dessa forma, a tensdo nesta interface a
valores muito proximos de zero, e gerando microdominios de 4dgua e Oleo separados por
extensas interfaces internas constituidas de moléculas do tensoativo (VOLLMER, 1999).
Estes microdominios ou microestruturas compreendem microgoticulas da fase dispersa em

uma fase continua, com tamanho variando entre 15 ¢ 200 nm (ESPOSITO et al., 2003).
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As microemulsoes sdo sistemas dinamicos, onde processos de agregacao e desagregacao
operam simultaneamente, em que a interface flutua espontanea e continuamente em funcao da
razdo e natureza de seus componentes e da temperatura, gerando diversos tipos de
microestruturas (Figura 2.5). Estes processos envolvem a troca continua de matéria entre as
diferentes fases, resultando em um equilibrio global, e compreendem o intercambio de: (i)
moléculas de 4gua nos seus estados livre e associado, (i1) contra-ions entre as partes polares
do tensoativo e 0 meio aquoso, (iii) moléculas do cotensoativo entre o filme interfacial e a
fase continua ou dispersa, e (iv) moléculas do tensoativo entre o filme interfacial e a fase
aquosa (MOULIK e PAUL, 1998).

As microemulsdes apresentam microestruturas que podem ser constituidas de
microgoticulas de o6leo em &agua (microemulsdes do tipo O/A) ou de agua em oleo
(microemulsdes do tipo A/O) (Figura 2.8). As primeiras sdo observadas quando a fragcdo de
volume do 6leo ¢ baixa em comparagdo a agua, e as ultimas quando a fragdo de volume da
agua ¢ pequena. Quando as quantidades de agua e 6leo em um sistema microemulsionado
forem similares, podem ser observadas estruturas bicontinuas, em que a agua e o O6leo
coexistem como fase continua na presenca de uma interface estabilizada por moléculas do

tensoativo.

.\k\ I Agua
@ Oleo [ Sleg,

Agua

Oleo Agua

Microemulsdo A/O Microemulsao O/A Microemulsdo bicontinua

Figura 2.8 — Representacdo esquematica das trés microestruturas mais comumente encontradas em sistemas
microemulsionados: (a) microemulsdo agua em 6leo; (b) microemulsdo 6leo em dgua; (¢) microemulsdao
bicontinua

2.2.1 Formacao de microemulsoes

A formagdo e a estabilidade das microemulsdes sdo justificadas por variadas teorias,

algumas das quais estdo baseadas em interacdes envolvendo o filme interfacial
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(ISRAELACHVILI, 1976), e outras em aspectos termodinamicos (KAHLWEIT et al., 1990,
PECK et al., 1991; SKAF e STELL, 1992). Para ambos os tipos de teorias, a formagdo das
microemulsdes deriva essencialmente da reducdo da tensdo na interface agua/dleo, da
formac¢ao de um filme interfacial fluido composto de moléculas do tensoativo, e da penetragao
e associacdo de moléculas da fase oleosa neste filme de tensoativos (SCHULMAN et al.,
1959). No entanto, geralmente se faz necessaria a presenga de um cotensoativo para que o
filme interfacial se torne mais flexivel e alcance valores de tensdo inferiores a 1 mN/m.
Devido a maior flexibilidade do filme interfacial por causa da inclusdo de um cotensoativo,
pode ocorrer a expansdo da regido de ocorréncia de microemulsdes em sistemas contendo
tensoativo, agua e fase oleosa. A formagao de microemulsdes sem a presenca de cotensoativo
¢ possivel quando o volume da parte hidrofobica do tensoativo € pequeno, ou quando a cadeia
lipofilica apresenta grupos fluidizantes, como insatura¢des. Nestes casos, a presenca do
cotensoativo ndo é necessaria € a composi¢do da microemulsdo restringe-se aos outros trés
componentes (LV et al., 2006; WARISNOICHAROEN et al., 2000).

Admitindo-se uma racionalizagdo termodinamica simplificada, considera-se que a
energia livre de formagdo da microemulsdo depende de dois fatores: (i) da capacidade do
tensoativo em reduzir a tensdo superficial na interface agua/dleo, e (ii) da variagdo de entropia
do sistema, os quais estdo sumariamente apresentados na equacao abaixo:

AG, =y-A-T-AS, )

em que AGr é a energia livre de formacgdo, y é a tensdo superficial na interface
agua/oleo, AA ¢ variagdo da area interfacial durante o processo de microemulsificagdo, AS € a
variacdo de entropia do sistema, e 7 ¢ a temperatura. Como o aumento da area interfacial, A4,
¢ imprescindivel para a formagdo de goticulas de agua em Odleo, ou 6leo em dagua, a
estabilidade das microemulsdes advém do aumento de entropia devido a mistura de uma fase
em outra na forma de um grande numero de pequenas goticulas. No entanto, espera-se que
contribui¢des favoraveis de entropia também derivem de outros processos dinamicos como a
difusdo de moléculas de tensoativo na camada interfacial e o continuo intercambio das

moléculas de tensoativo nos dominios mondmero-micela (LAWRENCE ¢ REES, 2000).
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2.2.2 Diagramas de fases

A mistura entre agua, 6leo e tensoativo(s) ¢ capaz de gerar uma extensa variedade de
estruturas ¢ fases (Figura 2.8). Além das microemulsdes, podem também existir emulsdes,
fases cubicas ou hexagonais cristalinas e estruturas lamelares em misturas contendo
tensoativo, dgua e fase oleosa, dependendo da quantidade e da natureza de cada componente
do sistema. A relagdo entre a formagdo de diversas fases e estruturas de uma mistura ¢ sua
composi¢ao pode ser visualizada com o auxilio de um diagrama de fases, que sdo sistemas
ternarios onde cada vértice do diagrama representa 100% de um determinado componente.
Ocasionalmente, as microemulsdes podem conter componentes adicionais como
cotensoativos, aditivos e firmacos, os quais podem influenciar na formagdo das
microestruturas observadas. Nestes casos, quando quatro ou mais componentes s3o estudados,
diagramas de fases pseudo-ternarios sao usados, nos quais um dos vértices do diagrama estara
representando uma mistura bindria de razdo fixa como tensoativo/cotensoativo, agua/farmaco

ou fase oleosa/farmaco (Figura 2.9a).

Tensoativo

Tensoativo

(Tensoativo/Cotensoativo)

Agua Oleo Agua Oleo

Figura 2.9 — (a) Representagdo esquematica de um diagrama de fases pseudo-ternario. (b) Diagrama de fases
pseudo-ternario hipotético onde estio representadas as regides de microemulsdo (1), de emulsdo ou duas fases
(20) e cristais liquidos (CL)

A construcdo de diagramas de fases pode requerer um gasto dispendioso de tempo,
principalmente quando um dos objetivos ¢ delinear com precisdo os limites de cada fase.

Além disso, sonica¢do e aquecimento podem ser utilizados para se alcangar rapidamente o
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equilibrio, principalmente quando sao usados tensoativos nao-idnicos
(WARISNOICHAROEN et al., 2000). A metodologia mais pratica para a construcao de
diagramas de fases envolve a preparacdo de uma série de misturas bindrias e a sua posterior
titulagdo com um terceiro componente, avaliando-se aspectos fisicos da mistura apds cada
adi¢ao do titulante (DJORDIJEVIC et al., 2004).

Alguns cuidados, no entanto, devem ser tomados com relacio ao controle da
temperatura € ao tempo de espera para que o sistema atinja o equilibrio, a fim de que ndo
ocorram discrepancias no diagrama de fases. Estes cuidados sdo aplicados, sobretudo, quando
sdo utilizados tensoativos nao-iOnicos, ja que sao muito susceptiveis a temperatura,
ocorrendo, portanto, a diminui¢do de sua solubilidade com o aumento da temperatura. Esta
classe de tensoativos apresenta ainda uma temperatura de inversdo de fase, conhecida como
PIT (phase inversion temperature), que € a temperatura em que um tensoativo soluvel em
agua torna-se soluvel em o6leo, tornando-se, portanto, incapaz de formar microemulsdes do
tipo O/A. Se a PIT for muito préxima da temperatura de utilizacdo da microemulsdo, ela pode
se tornar um fator limitante para a sua aplicagdo (WARISNOICHAROEN et al., 2000).

A andlise de um diagrama de fases pode revelar variadas regides em que podem ser
encontrados diversos tipos de agregados, e que podem assumir diferentes tamanhos,
dependendo da concentragdo e natureza dos componentes, da razdo tensoativo/cotensoativo e
da temperatura do sistema (Figura 2.9b). Em misturas muito ricas em tensoativo (regido A) ha
a tendéncia da formagao de cristais liquidos (ALANY et al., 2001) e estruturas lamelares, em
que o tensoativo € o cotensoativo organizam-se sob a forma de bicamadas na interface
agua/dleo, separando ambas as fases. Esta regido ¢ caracterizada por misturas viscosas, € em
alguns casos pode ser observada a formacdo de géis (ALVAREZ-FIGUEROA e BLANCO-
MENDEZ, 2001).

Na regido proxima ao vértice da agua (regido B), podem ser observadas microgoticulas
de 6leo dispersas no meio aquoso (microemulsoes do tipo O/A), desde que a concentragao de
tensoativos seja suficiente para formar filmes interfaciais fluidos. A dilui¢do infinita com a
fase aquosa tende a formar micelas diretas. O outro extremo do diagrama, proximo ao vértice
da fase oleosa (regido D), é caracterizado pela presenga de microgoticulas de agua dispersas
na fase oleosa (microemulsdes do tipo A/O), sendo o volume da fase interna pequeno. A
dilui¢do infinita com a fase oleosa tende a formar micelas inversas, com a fase aquosa
dissolvida em seu interior. Entre essas duas regides pode existir uma regido intermediaria
(regido C), em que podem ser observadas fases bicontinuas, caracterizadas por extensas fases

de 4gua e oleo separadas por um filme interfacial composto por tensoativo e cotensoativo. Ja
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nas composi¢des proximas ao eixo binario dgua-oleo (regido E), a quantidade de tensoativo
torna-se insuficiente para facilitar a formagdo de microemulsdes. Nesta regido, fases multiplas
podem existir, tais como: emulsdes, emulsdes em equilibrio com a fase aquosa ou oleosa,

microemulsdes em equilibrio com a fase aquosa ou oleosa, e sistemas trifasicos.

2.2.3 Aplicacio das microemulsdes

Devido as suas propriedades fisico-quimicas singulares, tais como capacidade de formar
espontaneamente microestruturas em misturas imisciveis, estabilidade termodinadmica e facil
preparagdo, as microemulsdes tém sido aplicadas na recuperagao de petroleo (DANTAS et al.,
2001), na remogao de hidrocarbonetos no solo e na agua (OLIVEIRA et al., 2004), na sintese
de nanoparticulas (LOPEZ-QUINTELA, 2003), como meio reacional para sintese de diversos
materiais (ENGBERTS et al., 2006), na extracdo de metais pesados (DANTAS et al., 2005) e
de cor de efluentes industriais (DANTAS et al., 2004), na solubilizagdo e protecdo de
moléculas ativas como pigmentos ¢ substancias perigosas (GARTI et al, 2004), em
formulacdes de limpeza, cosméticos e alimentos (FLANAGAN e SINGH, 2006), e como
espermicidas (D’CRUZ et al., 2001). Além dessas aplicagdes, as microemulsdes tém sido
recentemente utilizadas na veiculagao de farmacos (LAWRENCE e REES, 2000; OLIVEIRA
et al., 2004; FORMARIZ et al., 2005), que juntamente com outros sistemas como o0s

lipossomos e as nanoparticulas, contribuem para a biodisponibilizacdo de farmacos.

2.2.4 Microemulsoes como sistemas de liberacdo de farmacos

Quando um farmaco ¢ administrado a um individuo, ele ¢ absorvido e distribuido por
todo o seu corpo. No entanto, apenas uma pequena parte da dose administrada alcanga o seu
sitio de agdo farmacoldgico. A fracdo restante pode agir em outras partes do organismo e
provocar efeitos adversos. A utilizacao dos sistemas de liberagdo de farmacos visa diminuir a
incidéncia desses efeitos adversos e aumentar o indice terapéutico dos farmacos, através da
sua liberagdo controlada em sitios especificos e/ou a taxas constantes. Nesse aspecto, as

microemulsdes apresentam propriedades e vantagens peculiares. A existéncia de
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microdominios de diferentes polaridades no interior de uma solugdo unifasica permite a
solubilizacdo tanto de farmacos hidrossoluveis quanto lipossoluveis, ou até de ambos ao
mesmo tempo (LEE et al., 2003). Em geral, fArmacos lipofilicos tendem a se localizar no
interior das microemulsdes O/A ou na regido hidrofobica das moléculas do tensoativo que
formam a camada interfacial, onde em ambos os casos a liberacdo do farmaco sera lenta. No
caso de microemulsdes do tipo A/O, a incorporacao de um farmaco lipofilico geralmente se
da na fase continua oleosa ou mesmo na camada interfacial, mas nesse caso espera-se uma
liberacdo mais rapida do farmaco. Por sua vez, os farmacos hidrofilicos tendem a se encontrar
predominantemente no interior das microemulsdes do tipo A/O ou na fase aquosa dispersa de
microemulsdes do tipo O/A. Neste caso, a sua liberacao serd mais rapida em sistemas do tipo
A/O.

As microemulsdes também apresentam a vantagem de aumentar a biodisponibilidade de
certos farmacos, seja através da solubilizagdo de farmacos pouco soluveis (KAWAKAMI et
al., 2002), ou pela protecdo contra a hidrdlise enzimatica (LYONS et al., 2000),
possibilitando a reducdo da dose administrada, garantindo além de vantagens economicas, a
diminuicdo de possiveis efeitos adversos. Nesse contexto, estudos estdo sendo realizados para
que certas substancias toxicas, como a camptotecina (CORTESI et al., 1997) e o metotrexato
(ALVAREZ-FIGUEROA ¢ BLANCO-MENDEZ, 2001), possam ser veiculados a partir de
microemulsdes para o tratamento de tumores malignos.

Adicionalmente, as microemulsdes podem atuar ainda como um sistema reservatorio
para o farmaco, garantindo a sua liberacdo lenta e a prolongagdo do seu efeito farmacolégico
(DALMORA et al., 2001). Como exemplo, foi comprovado que microemulsdes ricas em
colesterol tendem a se concentrar em certos tumores solidos, garantindo a liberagdo de
agentes antineoplasicos em seu sitio de a¢do farmacologico (AZEVEDO et al., 2005).

A liberagdo do farmaco a partir dos sistemas microemulsionados pode seguir dois
mecanismos basicos (BONACUCINA et al., 2009), a depender do tipo de microemulsado, da
via de administracdo e da natureza do farmaco. No primeiro mecanismo, a fase oleosa pode
atuar como um sistema reservatorio, no caso de microemulsdes do tipo O/A, ou como uma
barreira externa difusora em microemulsdes do tipo A/O. Em ambos os casos, ocorre
liberacao lenta e prolongada do farmaco (DALMORA et al., 2001). Pelo outro mecanismo,
através da via oral, o farmaco pode ser liberado do sistema microemulsionado a partir da
fagocitose das goticulas de 6leo contendo um farmaco lipofilico, aumentando, assim, a

biodisponibilidade de farmacos pouco soluveis em agua (BONACUCINA et al., 2009).
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A aplicacao de sistemas microemulsionados como veiculos para farmacos depende nao
apenas da natureza do farmaco, mas também da via pela qual o fArmaco em questdo sera
administrado. Diversas caracteristicas das microemulsdes podem limitar seu uso por
determinada via de administracdo, mas, por outro lado, podem contribuir para sua veiculagao
por outra via. Assim, por exemplo, a via parenteral (intravenosa) requer o uso de
microemulsdes do tipo O/A, a fim de se evitar o risco de embolia causada pela inversdo e
aumento das goticulas (FORMARIZ et al., 2005; PARK et al., 1999), e microemulsdes
viscosas do tipo A/O sdo preferidas para a administragdo transdérmica (SPICLIN et al.,
2003). Para a administragdo oral ¢ recomendado o uso de sistemas microemulsionados
resistentes a diluicdo, como os sistemas auto-microemulsificantes (NARANG et al., 2007).
Dessa forma, ¢ imprescindivel o conhecimento prévio da natureza do farmaco a ser
microemulsionado, bem como das vias em que esse farmaco sera administrado a fim de se
obter um sistema microemulsionado otimizado. Além desses dois fatores, existe um terceiro,
igualmente importante: os componentes utilizados nas microemulsdes para uso bioldgico

devem ser farmaceuticamente aceitaveis.

2.2.4.1 Componentes de microemulsodes

Apesar das muitas vantagens, as microemulsdes apresentam desvantagens que podem
limitar o seu uso como sistemas de liberacao de farmacos. A principal delas consiste no fato
de que a maioria dos componentes comumente utilizados para a formacao de microemulsdes
ndo sdo farmaceuticamente aceitdveis. Em alguns casos, para que microemulsdes sejam
formadas sdo necessarias grandes quantidades de tensoativo, que nessas condigdes podem
gerar efeitos toxicologicos significativos, além de elevar o custo final da formulacdao. Desta
forma, a escolha dos componentes de uma microemulsdo para uso farmacologico requer um
balanco entre trés fatores: a escolha de compostos que sejam capazes de formar
microemulsdes, que sejam atoxicos, € que preencham todos os requisitos para um bom

veiculo.
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2.2.4.1.1 Tensoativos em microemulsoes biologicas

Os tensoativos desempenham um papel fundamental na formag¢do do filme interfacial,
gerando dominios de fase aquosa e oleosa. Para que este filme seja estavel e alcance valores
de tensdo proximos de zero sao necessdrias grandes quantidades de tensoativo,
correspondendo, na maioria dos casos, a no minimo 30% em massa da microemulsao.
Portanto, a aplicagdo de microemulsdes como sistema de liberagdo de farmacos requer a
utilizagdo de tensoativos atoxicos e biodegradaveis. Neste caso, tensoativos ndo-idnicos e
anfoteros sao preferiveis frente aos i6nicos, pois além de serem menos toxicos, sdo também
menos susceptiveis ao pH e a presenga de eletrolitos, além de apresentarem CMC mais baixa.

Os tensoativos anfoteros de ocorréncia natural, como as lecitinas, sdo considerados
biologicamente atéxicos (FIUME, 2001) e por isso tém sido largamente empregados na
formulacao de microemulsdes para uso farmacéutico (PARK et al., 1999; PAOLINO et al.,
2002; MORENO et al., 2003; CHANGEZ et al., 2006). As lecitinas sdo predominantemente
hidrofébicas devido a presenga de duas caudas apolares, no entanto, apresentam também
hidrofilia moderada proveniente dos grupos polares zwiterionicos presentes em sua estrutura
(Tabela 2.1). Como as lecitinas sdo bastante lipofilicas para formar espontaneamente o filme
interfacial, imprescindivel para a formagdo da microemulsdo, faz-se necessaria, geralmente, a
adicdao de um cotensoativo para viabilizar a formagdo de microemulsdes a base de lecitinas, o
que pode acarretar em um aumento da toxicidade da formula¢do (PARK et al., 1999). No
entanto, para evitar o uso do cotensoativo, uma op¢ao viavel seria a utilizagdo de uma mistura

de lecitina com um tensoativo ndo-idnico (MORENO et al., 2003).
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Tabela 2.1 — Estrutura quimica de alguns dos principais tensoativos farmaceuticamente
aceitaveis

Tensoativos Estrutura quimica
T Poli t
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Os tensoativos nao-idnicos, por sua vez, podem ser utilizados como alternativa aos

fosfolipidios (lecitinas), j& que apresentam baixa toxicidade em concentragdes moderadas.
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Dentre eles, destacam-se os ésteres do sorbitol (Tweens e Spans), os compostos polietoxilados
(alquil-poliéteres, Brij, Poloxameros e Cremophor) e os glicerideos (Labrasol) (Tabela 2.1).
Todos sdo amplamente empregados em microemulsdes para uso topico (CHEN et al., 2004;
SINTOV e SHAPIRO, 2004; HUA et al., 2004) e oral (KIM et al., 2001; ZHENG e FULU,
2006; KIM et al., 2005), mas praticamente apenas os polissorbatos possuem toxicidade
toleravel para uso parenteral (PARK e KIM, 1999) e ocular (ALANY et al., 2006). Mesmo
assim, os tensoativos ndo-ionicos sao desaconselhados em formulacdes de uso cronico, visto
que além de apresentarem certa toxicidade, ndo sdo facilmente eliminados pelo organismo.
Atualmente, tensoativos mais biodegradaveis, como os ésteres de sacarose (Tabela 2.1), vém
sendo estudados e utilizados em sistemas microemulsionados para uso farmacologico
(GARTI et al., 1999; BOLZINGER et al., 1998).

Uma propriedade importante e determinante para a formacdo das microestruturas de
microemulsdes contendo tensoativos ndo-idnicos ¢ o balango hidrofilo-lipéfilo (BHL), que
leva em consideragdo a contribuicao relativa das partes hidrofilica e hidrofobica da molécula
do tensoativo. Geralmente, tensoativos com baixo BHL (3-6) tendem a formar microemulsdes
do tipo A/O, enquanto que tensoativos com altos valores de BHL (8-18) sdo preferiveis na
formagao de microemulsdes do tipo O/A. Tendo em vista esta propriedade dos tensoativos
ndo-i6nicos, varios estudos estdo sendo realizados utilizando misturas de tensoativos com
BHL distintos no intuito de eliminar o uso de cotensoativo (LI et al., 2005; KIM et al., 2005),
melhorar as propriedades fisico-quimicas da microemulsdo (CONSTANTINIDIS e
SCALART, 1997), aumentar a regido de microemulsdo no diagrama de fase (KIM et al.,
2005) e formar microestruturas distintas daquelas que seriam formadas utilizando-se os

tensoativos individualmente (efeito sinérgico dos tensoativos) (PORRAS et al., 2004).

2.2.4.1.2 Cotensoativos em microemulsoes biologicas

Os cotensoativos sdo geralmente constituidos de moléculas polares que possuem uma
pequena cauda hidrofobica, como os alcodis e as aminas de cadeia média, que apresentam
variadas fungdes, tais como: (i) diminuicdo da tensdo interfacial dgua-dleo (permitindo a
formacgao de microemulsdes); (ii) estabilizacdao do filme de tensoativo formado (aumentando a
sua fluidez); (iii) bloqueio do surgimento de fases liquidas cristalinas (aumentando a regido de

microemulsdo); (iv) permitir maior penetragdo da parte hidrofobica do tensoativo na fase
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oleosa (aumentando a entropia do sistema); e (v) diminui¢do das interacdes repulsivas das
cabecas polares, no caso de tensoativos i6nicos. Adicionalmente, a presenca de um
cotensoativo pode influenciar na solubilizacdo do farmaco, principalmente em microemulsdes
ricas em fase oleosa, ja que a molécula do cotensoativo ird competir com o farmaco por locais
livres na regido interfacial (GARTI et al., 2006). Por outro lado, o uso de cotensoativos pode
facilitar a solubilizagdo de farmacos lipofilicos em microemulsdes do tipo O/A, uma vez que
torna o meio mais hidrofobico a partir da diminuicdo da constante dielétrica da agua
(NARANG et al., 2007).

Na maioria dos casos, a presenca do cotensoativo pode inviabilizar a utilizacao
biologica de uma microemulsdo, tornando-a uma formulacao farmaceuticamente inaceitavel.
De fato, o emprego de alcoodis de cadeia média, como butanol e hexanol, pode resultar em um
aumento significativo da toxicidade da formulagdo. Além disso, a solubilidade aquosa desses
compostos em microemulsdes do tipo O/A ¢ frequentemente maior que a do tensoativo
principal. Consequentemente, quando a microemulsao ¢ diluida, o cotensoativo tende a migrar
para a fase aquosa, diminuindo sua concentragdo na interface agua-0leo, podendo
desestabilizar as goticulas de microemulsao.

Alternativas para a utilizacdo de alcodis de cadeia média sdo alvo de interesse cientifico,
e o emprego de pequenas moléculas polares se mostra uma opgao viavel. Etanol, por exemplo,
tem sido utilizado como cotensoativo tanto em microemulsdes do tipo O/A (RUTH et al.,
1995) quanto A/O (ZHANG et al., 2005), por apresentar toxicidade mais toleravel que seus
homologos de cadeia maior (ALANY et al., 2006). Alcodis polihidroxilados, tais como
sorbitol (KTISTIS, 1990) e propilenoglicol (RADOMSKA ¢ DOBRUCKI, 2000; CHEN et
al., 2004), tém sido também utilizados como aditivos para facilitar a formagdo de
microemulsdes, bem como os poliglicerdis comerciais Plurol Oleique® (DJORDIJEVIC et al.,
2005) e Plurol Isostearique® (ESPOSITO et al., 2003).

No entanto, dependendo da sua porcentagem na formulagdo, o uso destes cotensoativos
em formulagdes farmacéuticas pode levar a ocorréncia de efeitos adversos. Por outro lado, a
necessidade do uso destes cotensoativos pode ser justificada pelo custo-beneficio, ou seja,
biodisponibilidade do farmaco ou gravidade da enfermidade com poucas opgdes de
tratamento. Um exemplo classico de que as vantagens sdo superiores aos efeitos adversos
causados pelo uso de cotensoativos consiste na formulagcdo comercial Norvir®, utilizada no
tratamento da AIDS, que ¢ um sistema auto-microemulsificante contendo 42% em massa de

etanol (STRICKLEY, 2004).
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2.2.4.1.3 Fase oleosa em microemulsoes biologicas

A fase organica ou oleosa desempenha um papel importante tanto na formacdo da
microemulsdo como na solubilizagdo do farmaco. Nem sempre o mesmo tipo de Oleo gera
condicdes favoraveis para ambos os casos. De fato, moléculas de 6leo com grandes cadeias
hidrocarbonicas podem ndo gerar microemulsdes, pois suas moléculas ndo conseguem
penetrar no filme de tensoativo e ajudar na sua fluidez e estabilizag@o. J4 as moléculas de 6leo
com cadeias hidrocarbonicas mais curtas apresentam maior facilidade de penetragao do filme
interfacial, porém, a capacidade de solubilizacdo de farmacos, sobretudo os lipofilicos, pela
fase orgénica ¢ diminuida. Assim, um balanco entre essas duas propriedades deve ser levado
em conta na escolha da fase oleosa a ser utilizada em microemulsdes para uso farmacéutico.

A maioria dos 6leos utilizados nas microemulsdes para uso farmacéutico sao volumosos
e semi-polares, ao contrario dos oOleos hidrocarbonicos (alcanos) que sdo comumente
utilizados em outras aplica¢des. Dessa forma, os triglicerideos de cadeia média e longa, como
o Miglyol (VALENTA e SCHULTZ, 2004; AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2003), e os
¢ésteres de acido graxo, como o miristato de isopropila (PODLOGAR et al., 2005; MORENO
et al., 2003) e o palmitato de isopropila (DREHER et al., 1997) sdo farmaceuticamente
aceitaveis ¢ bastante utilizados na obtengdo de microemulsdes (Tabela 2.2). Outro 6leo
bastante utilizado é o acido oléico, que possui a propriedade de aumentar a permeacio
transdérmica (ESCRIBANO et al., 2003) e a absorcao enteral (ZHENG e FULU, 2006) de
certos farmacos. Oleos vegetais, como 0Oleo de soja (TEREK et al., 2006), azeite de oliva
(KAWAKAMI et al., 2002), entre outros (KIM et al., 2005), bem como a mistura de varios
6leos (KAWAKAMI et al., 2002; ACHARYA et al., 2001) também podem ser empregados.
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Tabela 2.2 — Estrutura quimica de alguns dos principais 6leos farmaceuticamente aceitaveis

Oleo Estrutura quimica

Miristato de isopropila (IPM) "
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CH3(CH2)n\/U\O )\SCH

3
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CH,(CH \/\/\/\/\/U\
3(CH,); OH
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2.2.4.1.4 Fase aquosa em microemulsoes biologicas

A fase aquosa utilizada em microemulsdes para uso farmacéutico deve estar livre de
contaminantes, sendo utilizado geralmente agua bidestilada, deionizada ou ultra-pura, além de
solugdes de NaCl a 0,9%. Esta fase pode conter aditivos, como tampdes (CORREA et al.,
2005), agentes gelificantes (VALENTA e SCHULTZ, 2004), promotores de permeacao
dérmica (LEE et al., 2003; NEUBERT et al., 2005) e diversos tipos de preservativos (PARK
e KIM, 1999; KANG et al., 2004; GAO et al., 2003), que podem influenciar tanto na regido

de ocorréncia de microemulsdo quanto na solubiliza¢dao do farmaco.
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2.2.3 Caracterizacio fisico-quimica

Em contraste com a facil preparacdo, a caracterizagdo das microestruturas presentes em
um sistema microemulsionado nem sempre ¢ um procedimento simples, apesar de esse ser um
conhecimento de vital importancia para a sua exploracdo comercial. Diversas técnicas tém
sido largamente empregadas com o objetivo de caracterizar os sistemas microemulsionados.
A nivel macroscopico, experimentos de reologia (BOLZINGER-THEVENIN et al., 1999;
MORENO et al., 2003; SPICLIN et al., 2003; VALENTA e SCHULTZ, 2004) e de
condutividade elétrica (PODLOGAR et al., 2004; PODLOGAR et al., 2005; LV et al., 2005;
ALANY et al., 2001) tém sido empregados a fim de se obter valiosas informacgdes a respeito
das microestruturas presentes no interior dos sistemas microemulsionados.

Por sua vez, técnicas de espalhamento de luz (espalhamento de luz dinamico — DLS,
espalhamento de néutrons a baixo angulo — SANS, e espalhamento de raios X a baixo angulo
— SAXS) (MOULIK e PAUL, 1998; GODDEERIS et al., 2006; SHUKLA et al., 2003;
SHUKLA e NEUBERT, 2006; BOON e YIP, 1982; SHUKLA et al., 2002; FANUN et al.,
2001; TOMSIC et al., 2006; GARTI et al., 2006) e de microscopia (microscopia eletronica de
transmissdo no modo criofratura — crio-TEM ou FFTEM) (MOULIK e PAUL, 1998;
VINSON et al., 1991; BOLZINGER et al., 1998; ALANY et al., 2001; BOLZINGER-
THEVENIN ef al., 1999) podem ser utilizadas com o intuito de extrair informagdes sobre o
tamanho das goticulas. Para as técnicas de espalhamento faz-se necessdrio a utilizagdo de
sistemas diluidos a fim de se evitar resultados incorretos devido as interagdes inter-gotas
(PODLOGAR et al., 2004). A utilizagdo da microscopia eletronica ¢ restrita ao modo de
criofratura. A visualizacdo das microestruturas presentes no interior das microemulsdes pela
técnica de microscopia eletronica requer o resfriamento extremamente rapido da amostra a
fim de manter intacta a microestrutura e minimizar a ocorréncia de artefatos (VINSON et al.,
1991).

Um dos principais atributos das microemulsdes como veiculos farmacéuticos € o seu
alto poder de solubilizagdo. A quantificagdo de um farmaco no interior de uma microemulsao
pode ser feita a partir de técnicas cromatograficas, em especial a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (RHEE et al, 2001; LV et al, 2005, CHEN et al., 2004), ou
espectroscopicas (espectroscopia no UV-Vis). Quando o farmaco microemulsionado absorve
luz na regido do UV-Visivel (760 > A > 220 nm) geralmente sdo utilizadas técnicas

espectroscopicas para a quantificagdo do farmaco (MORENO et al., 2001; HASSE e
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KEIPERT, 1997; CORREA et al., 2005), visto ser uma técnica mais simples e barata. Caso
contrario, a quantificacdo pode ser feita apenas por CLAE. As interagdes do farmaco com os
componentes da microemulsdo e a sua localizacdo exata no interior do sistema
microemulsionado podem ser obtidas a partir de experimentos de ressonincia magnética
nuclear de 'H (LV et al., 2005) e de ressondncia magnética nuclear de gradiente do campo
pulsante (MOMOT e KUCHEL, 2003; JOHNSON JR., 1999; HUA et al., 2004; FANUN et
al.,2001; KREILGAARD et al., 2000; GARTI et al., 2006).

A liberacdo e a permeagdo de farmacos a partir de microemulsdes de uso topico podem
ser testadas in vitro, a partir de métodos de difusdo de fluxo continuo ou estatico, combinado
com o uso de membranas artificiais (acetato de celulose) (DALMORA et al., 2001;
JURKOVIC et al., 2003) ou naturais (derme humana ou de porco) (CHEN et al., 2004;
SINTOV e BOTNER, 2006).

2.3 PRODUTOS NATURAIS E PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS

Plantas tém sido tradicionalmente utilizadas por populagdes em todos os continentes no
controle de diversas doencas e pragas, sendo reconhecidas mais de 13 mil espécies que sdao
mundialmente consumidas como farmacos ou fonte de farmacos (SIMOES et al., 2004).
Cerca de 30% dos novos farmacos langados no mercado nos ultimos 30 anos foram obtidos a
partir de fontes vegetais ou tiveram origem semi-sintética, isto €, a partir de transformagdes

quimicas de um produto natural (NEWMAN e CRAGG, 2007).

2.3.1 Croton cajucara Benth

O género Croton, de acordo com PAX e HOFFMANN (1931), pertence a familia
Euphorbiaceae (subfamilia Crotonoideae), sendo um dos géneros mais numerosos desta
familia (MACIEL et al., 2006). A Euphorbiaceae possui mais de 8000 espécies amplamente
distribuidas em regides tropicais e temperadas de todo o mundo. No Brasil ha mais de 300 das
cerca de 700 espécies do género Croton, a maioria delas com propriedades quimicas e/ou

farmacologicas conhecidas. O género Crofon tem representantes tanto medicinais, quanto

Fabiano do Espirito Santo Gomes 2010



Tese de Doutorado, PPGQ-UFRN 49

toxicos; uma das espécies mais conhecidas no Norte do Brasil ¢ o Crofon cajucara Benth,
vulgarmente conhecido por sacaca (feitigo na lingua Tupi) (MACIEL et al., 2000).

No estado do Pard, as folhas e cascas do caule deste Crofon cajucara sdo utilizadas na
forma de cha ou pilula, no combate a diabetes, diarréia, maldria, febre, problemas estomacais,
inflamagao do figado, rins, vesicula e no controle de indices elevados de colesterol. A sacaca
também ¢ comercializada em farmdacias de manipulacdo e, neste caso, o p6 das cascas do
caule ¢ vendido em cépsulas (quantidade aproximada de 250 mg). As folhas sdo
comercializadas em feiras livres da cidade de Belém-PA para disttrbios do figado e auxilio na
digestdo, principalmente ap6s ingestdo de alimentacdo rica em gorduras. O po das folhas ¢
vendido com indicacdo hepatoprotetora, para tratamento de diabetes e para dietas de
emagrecimento (COSTA et al., 2007).

Estudos fitoquimicos foram realizados com grandes quantidades de folhas e cascas do
caule (partes utilizadas na medicina popular) de arvores variando entre 1%2-6 anos de idade,
buscando o isolamento de substancias majoritarias que pudessem vir a ter representatividade
em testes bioldgicos, e mostraram que as cascas do caule sdo ricas em diterpenos do tipo
clerodano, tendo sido isolados: trans-desidrocrotonina (DCTN), trans-crotonina (CTN), cis-
cajucarina B, frams-cajucarina B, cajucarina A, cajucarinolida, isocajucarinolida,
isosacacarina e o triterpeno acido acetilaleuritélico (AAA) (MACIEL et al., 1998; MACIEL
et al.,2003).

2.3.1.1 trans-Desidrocrotonina

Dentre os terpenoides isolados, a DCTN (Figura 2.10) foi o componente majoritario
isolado, com um rendimento incomum de 1,4%, em se tratando de produto natural. Este 19-
nor-clerodano mostrou correlacio com grande parte das propriedades farmacologicas de
Croton cajucara, tendo sido comprovada as seguintes atividades: hipoglicémica,
hipolipidémica, antigenotdxica, antiulcerogénica, antiinflamatéria e antinociceptiva,

antitumoral, antiestrogénica e cardiovascular (COSTA et al., 2007).
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trans-desidrocrotonina (DCTN)  trans-crotonina (CTN) Acido acetilaleuritélico (AAA)

Figura 2.10 — Estrutura quimica da DCTN, CTN e AAA

2.3.1.2 Extratos da sacaca

Extratos de varias polaridades obtidos das folhas de Croton cajucara apresentaram
atividade anti-hiperlipidémica (FARIAS et al., 1996), antiinflamatoria e antinociceptiva
(CAMPOS et al., 2002). No entanto, apesar do seu perfil farmacologico, esses extratos
apresentaram baixa solubilidade nos solventes biologicos convencionais, dificultando sua
biodisponibilizagao (GOMES et al., 2007).

Além dos clerodanos, observou-se a presenca de flavonoides (3,7,4'-tri-O-metilcanferol
e 3,7-di-O-metilcanferol) e esteroides (B-sitosterol, estigmasterol, 3-O-glicopiranosil-B-
sitosterol) em extratos polares de Croton cajucara (MACIEL et al., 2009). Estes compostos,
em especial os flavonoides, foram correlacionados com a propriedade antioxidante deste
Croton (MACIEL et al., 2009).

Estudos realizados com o extrato hexanico comprovaram que o 6leo fixo apolar obtido
das cascas do caule de Croton cajucara possui propriedades antinociceptiva e antiinflamatoria
(BIGHETTI et al., 1999), bem como atividade antifingica frente a diversos patdgenos
(SOUZA et al., 2006). Esta atividade biologica pode estar correlacionada a presenca de
sesquiterpenos (espatulenol, 24%; a-copaeno, 20%; cipreno, 21%; linalol, 0,6%) e diterpenos
do tipo clerodano (frans-crotonina, cis-cajucarina B e trans-cajucarina B) presentes neste 6leo

essencial (SOUZA et al., 2006).
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2.3.2 Phyllantus amarus Schum. & Thonn

Phyllanthus amarus Schum. & Tonn (Euphorbiaceae) ¢ um arbusto que cresce de 30 a
60 cm, pertencente a familia Euphorbiaceae, ¢ pode ser encontrado em areas tropicais e
subtropicais da América, Asia e Africa (WRIGHT et al., 2007). No Brasil, esta espécie
também ¢ conhecida como “quebra-pedra”, sendo empregada na medicina popular para o
tratamento de diversos disturbios, tais como: disfun¢des renais, infecgdes intestinais, diabetes
e hepatite B (WRIGHT et al., 2007, KUMARAN ¢ KARUNAKARAN, 2007; CALIXTO et
al., 1998), além de possuir propriedades anticancer e antiinflamatoéria, frente a doencas que
tem como etiologia a a¢do de radicais livres (KUMARAN e KARUNAKARAN, 2007).

O estresse oxidativo, induzido pelo oxigénio radicalar, ¢ considerado como uma das
principais causas de diversas doencas degenerativas como cancer, arteriosclerose, tlcera
gastrica, dentre outros (KUMARAN e KARUNAKARAN, 2007). Diversos produtos naturais,
como os polifendis, taninos e flavonodides presentes em plantas do género Phyllanthus
(HARISH e SHIVANANDAPPA, 2006; FANG et al., 2008), apresentam atividade
antioxidante por serem capazes de doar um atomo de hidrogénio ou um elétron ao radical

livre.

2.3.3 Anacardium occidentale L.

A espécie Anacardium occidentale L. (Anarcadiaceae), popularmente conhecida como
caju, ¢ nativa das regides norte e nordeste do Brasil. A Amazodnia parece ter sido o bergo de
diferentes espécies do género Anacardium que se irradiou para o resto do mundo. E o
cajueiro, seu representante mais conhecido, ¢ uma arvore rustica, nativa da zona arenosa
litoranea de campos e dunas, que vai do nordeste do pais até o baixo Amazonas (SILVA e
TASSARA, 1996). Os indigenas de lingua tupi, habitantes autdctones do nordeste do Brasil,
ja conheciam muito bem o caju e faziam dele um de seus mais completos e importantes
alimentos (SILVA e TASSARA, 1996).

Muitos s3o os usos etnofarmacoldgicos associados ao caju, dentre eles encontram-se:
adstringente, antidiabético, anti-diarréico, anti-hemorragico, antiinflamatorio, anti-reumatico,

antitérmico, antiulcerogénico, diurético e vermifugo, onde sdo utilizados cascas do caule,
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casca da castanha, ramos, pendiculos, raiz, folhas, frutos, semente e 6leo (GONCALVES et
al., 2005). Metabolitos especiais (acidos anacardicos, cardanois, cardois e fendis alquilicos)
extraidos do liquido da castanha de caju de Anacardium occidentale apresentaram atividade
antioxidante (TREVISAN et al., 2006). Diversos metabolitos presentes nas plantas tém
apresentado atividade antioxidante, sendo cada vez mais reconhecidos como importantes
agentes na captura de radicais livres (cuja formagdo ocorre espontaneamente em diferentes
etapas do metabolismo, em que processos oxidativos estdo envolvidos) que estdo diretamente

relacionados ao processo de envelhecimento e as doengas degenerativas, dentre elas o cancer.

2.4 SIMULACOES POR DINAMICA MOLECULAR

Simulagdes computacionais sao frequentemente utilizadas em diversos estudos com o
objetivo de compreender as propriedades de moléculas e agregados moleculares em termos
estruturais e interagdes microscopicas entre elas. Elas servem como um complemento aos
experimentos convencionais, permitindo compreender algo novo que dificilmente seria
descoberto utilizando os métodos convencionais atuais. Sao duas as principais de técnicas de
simulagdo computacional cldssica: Dindmica Molecular (MD) e Monte Carlo (MC).
Adicionalmente, existem varias técnicas hibridas que combinam caracteristicas de ambas. As
técnicas de simulagdo computacional podem ainda atuar como ponte entre a dimensdo e a
escala de tempo microscOpicos € o mundo macroscopico dos experimentos laboratoriais.
Pode-se assim prever interacdes moleculares e obter predigdes “exatas” acerca das
propriedades de uma solugdo, por exemplo. Por fim, os métodos computacionais podem
também realizar simulagdes que seriam dificeis ou impraticaveis em laboratério, como os
experimentos que devem ser realizados a altissima pressao e/ou temperatura.

A simulagdo por Dindmica Molecular (MD, do inglés Molecular Dynamics) constitui
em uma das principais ferramentas computacionais para o estudo de sistemas atdmico-
moleculares, para os quais os efeitos de temperatura ndo podem ser desconsiderados. Nesta
categoria estdo incluidos os sistemas fisicos, quimicos e biologicos constituidos por um
grande conjunto de atomos ou moléculas (aproximadamente 10 particulas), cujas
propriedades sdo governadas por processos que envolvem energias da ordem de k3T, onde kg

¢ a constante de Boltzmann e 7' ¢ a temperatura em Kelvin.
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Em termos simplificados, a Dinamica Molecular ¢ uma técnica computacional em que
se determinam os movimentos das particulas de qualquer sistema, do qual se conhecem o
potencial de interacdo entre estas particulas e as equagdes que regem seu movimento. A
Dindmica Molecular permite, portanto, estudar a evolucdo temporal das configuragdes dos
constituintes do sistema e, a partir das sequéncias de posi¢cdes geradas, determinar as
propriedades macroscopicas do sistema, conforme os principios fundamentais da Mecanica
Estatistica. Neste método, particulas interagentes, inicialmente dispostas em uma determinada
configuracdo, movimentam-se sob a influéncia de potenciais intermoleculares. Conhecendo
posicdes e velocidades de todas as particulas em um determinado instante #), pode-se
computar as forgas resultantes em cada particula, devido as interagcdes com as demais e entao
determinar posi¢des e velocidades em um instante superior ¢ + Jt, através das equacdes de
movimento Newtonianas. As novas posi¢des sdo utilizadas para o cdmputo de novas forcas e
dai posicdes e velocidades em ¢y + 2:0¢t. Este procedimento ¢ realizado sucessivamente
gerando trajetdrias moleculares para todo o sistema.

O numero de particulas que compdem o sistema a ser simulado depende da natureza do
proprio sistema, das propriedades que se deseja estudar e da capacidade computacional
disponivel, mas deve, sobretudo, ser representativo do sistema macroscopico real. Sistemas
contendo 10°-~10° 4tomos podem ser estudados com os métodos e recursos computacionais
atuais (MORGON e COUTINHO, 2007). As propriedades de equilibrio do sistema em estudo
sdo determinadas a partir de médias temporais sobre um intervalo de tempo suficientemente
grande na escala atdmica (aproximadamente entre 10" a 10® segundo de tempo real). O
tempo total de simulagdo depende dos processos dindmicos que se deseja investigar ¢ da
convergéncia estatistica das propriedades de interesse.

Uma caracteristica marcante do método MD ¢ o estabelecimento de forte sinergia com
estudos experimentais. Os resultados das investigagdes experimentais geralmente motivam e
guiam os estudos de MD. Os resultados obtidos por dinamica, por sua vez, fornecem
explicagdes detalhadas a nivel microscopico dos fendmenos observados experimentalmente.
Outra caracteristica importante ¢ a diversidade de sistemas tratdveis por esta metodologia.
Podem ser estudados por MD desde sistemas homogéneos como gases, fluidos supercriticos,
liquidos, solugdes e misturas, a sistemas pouco (ou nada) homogéneos como interfaces, filmes
de Langmuir-Blodgett, biomembranas, polimeros orginicos e inorganicos, polissacarideos,
lipideos, proteinas, acidos nucléicos e seus complexos, passando por sistemas como micelas,

zedlitas, argilas e nanomateriais (MORGON e COUTINHO, 2007).
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2.4.1 Interacoes moleculares

A técnica de simulagdo por Dindmica Molecular consiste basicamente na resolucdo,
passo a passo, das equagdes de movimento, que para um sistema atdmico simples pode ser

escrita como:

mf=fi fi= e B() "

As forgas F, atuando sobre os atomos, podem ser calculadas derivando a energia
potencial E(+"), onde " = (r;, r2, ..., ry) representa o conjunto completo de 6N coordenadas
atdmicas, em que N é o nimero de atomos do sistema.

O estado de um sistema classico pode ser completamente descrito especificando as
posi¢des € momento lineares de todas as particulas. O espago sendo tridimensional, cada
particula esta associada a 6 coordenadas. Um sistema de N particulas ¢ caracterizado por 6N
coordenadas. O espaco dimensional 6V, definido por estas coordenadas ¢ chamado de espaco-
fase do sistema.

As simulagdes MD classicas sdo, na maioria das vezes, aplicadas a sistemas onde se
consideram interagdes cldssicas. Com o objetivo de viabilizar o calculo, os métodos MD
negligenciam os efeitos quanticos, gerando um erro intrinseco associado a essa aproximacao.
Para esta finalidade, o sistema em estudo deve estar em estados nos quais os efeitos quanticos
possam ser desprezados, ou seja, estados nos quais as energias e as massas consideradas sao
muito maiores que as envolvidas em efeitos nos quais as energias sdo transferidas em
quantidades discretas e ndo continuas. Os potenciais efetivos classicos de interagdes
moleculares (campos de for¢a) sdo normalmente derivados de calculos quanticos e
posteriormente ajustados através de métodos empiricos bem controlados de maneira a
representarem adequadamente as interacdes entre os constituintes em uma dada faixa de
condigdes termodinamicas.

Os potenciais utilizados nas simulagdes MD cldssicas sdo aproximagdes ou

O~

representacdes classicas de potenciais quanticos. Isto €, nenhum efeito quantico
considerado. Isto quer dizer que nas simulagdes MD cléssicas, nenhuma ligagdo quimica ¢
rompida, ndo hé interagdes entre orbitais e ndo hé ressonancia, por exemplo. Diversos tipos de
potenciais analiticos podem ser usados para representar as interagdes entre as particulas, que
devem ser escolhidos para cada tipo de intera¢do, procurando a melhor representacdo da curva

de energia potencial verdadeira, de acordo com os recursos computacionais disponiveis e com
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o tipo de fendmeno observado. Estes potenciais analiticos poderiam ser usados para propagar
a trajetoria dos nucleos tanto quanticamente, de acordo com a equagdo de Schrodinger
dependente do tempo, como classicamente, pelas equagdes de Newton. O calculo das
trajetorias usando a mecanica cldssica ¢, evidentemente, muito mais rapido, pois a interacao
entre as particulas é analisada apenas pela carga atoOmica, enquanto que nos métodos MD
quanto-mecanicos a interagdo entre as particulas ¢ analisada eletronicamente. Para o estudo de
propriedades dindmicas de biomoléculas e certos agregados moleculares, a temperatura
ambiente, utilizando o método MD classico existe um erro intrinseco, mas que pode ser pouco

relevante dependendo da analise feita (MORGON e COUTINHO, 2007).

2.4.2 Campos de forca e parametrizacao

No contexto da mecéanica molecular, um campo de for¢a consiste em um conjunto de
funcionais e parametros utilizados para descrever a energia potencial de um conjunto de
particulas e que sdo derivados de trabalhos experimentais e de calculos quanticos. Um campo
de forca pode fornecer parametros para cada d&tomo em um sistema (all-atom force field),
incluindo o hidrogénio, ou tratar atomos de carbono e hidrogénio, em grupos metil ou
metilénicos por exemplo, como um Unico centro de interagdo (united-atom force field ou
coarse-grained force field). Este Gltimo tipo de campo de forga ¢ frequentemente utilizado em
longas simulac¢des envolvendo proteinas e outras macromoléculas, em que se pode aumentar a
eficiéncia computacional simplificando o sistema estudado com apenas poucas perdas de
informacoes.

Os funcionais de um campo de for¢a englobam tanto os termos ligados, referentes aos
atomos que estdo ligados por ligagdes covalentes, quanto os termos ndo-ligados que
descrevem as interacdes eletrostaticas e de van der Waals de longo alcance. A decomposi¢ao
especifica destes termos depende do campo de forca, mas uma forma geral da energia
potencial total () calculada por um campo de for¢a genérico pode ser descrito como:

Etotal = Eligados + Endo-ligados ) (5)
onde a energia dos componentes ligados e ndo ligados podem ser dados pelas equacdes:
Eligados = Eligacao T Eanguiar T Etorsional » € (6)

Endo—ligados = Eeletrosta'n'ca + ELennard—Jones (7)
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Os termos Ejigacio € Eanguiar correspondem, respectivamente, aos estiramentos de uma
ligacdo quimica e as descricoes das deformagdes angulares, e sdo geralmente modelados
como osciladores harmodnicos, ndo permitindo a quebra da ligagdo. O termo Eyyrsional
corresponde as deformagdes dos angulos diedro. O termo ndo ligado Ejennard-sones refere-se as
interagdes intermoleculares de van der Waals computadas em termos do potencial de
Lennard-Jones, enquanto que o termo eletrostatico Eejerosiica Obedece a lei de Coulomb.

Além dos funcionais, um campo de for¢a deve definir um conjunto de pardmetros para
cada tipo de atomo. Como exemplo, um campo de forca deve incluir pardmetros distintos para
atomos de oxigénio de um grupo carbonila e de um grupo hidroxila. Um conjunto de
parametros tipico inclui valores para a massa atomica, raio de van der Waals e carga parcial
para cada atomo individualmente, e valores de equilibrio para comprimento de ligacao,
angulos de ligacao e diedros. Geralmente, os parametros ndo sdo transferiveis entre campos de
forca devido a utilizacdo de diferentes funcionais de interagdo, ¢ devido a existéncia de
correlagdes entre os parametros em cada campo de forga. Pelo fato de usarem moléculas e
protocolos diferentes em suas parametrizagdes, pode acontecer de dois campos de forga
possuirem parametros diferentes e serem igualmente precisos na descricdo de determinadas
propriedades de um mesmo sistema.

Atualmente, existem diversos tipos de campos de forca, cada qual projetado para
diferentes finalidades. Dentre eles, os mais usados sao o AMBER (CASE et al., 2006),
CHARMM (MACKERELL JR. et al., 1998), GROMACS (LINDAHL et al., 2001) e OPLS
(JORGENSEN et al., 1996).

2.4.3 Etapas da simulacio MD

Para a simulacdo de particulas através do método de Dindmica Molecular sdo
necessarias algumas técnicas especificas para cada etapa do processo de descricdo das
posicdes e velocidade das particulas a cada instante. Geralmente, estas etapas incluem: (i) a
geracao inicial das moléculas; (i1) o calculo das forgas exercidas sobre cada particula, devido
as interagdes intermoleculares; (iii)) a movimentagdo das particulas; (iv) a escolha de
ensembles e controles de simulacdo; e (v) a andlise ou armazenamento das configuragdes

(trajetorias) (MORGON e COUTINHO, 2007).
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Inicialmente ¢ criada uma caixa de simulagdo, que pode adotar a configuragcdo cubica,
ortorrdmbica, octaédrica ou outra geometria, onde se encerram as N moléculas do sistema. As
dimensdes desta caixa sdo escolhidas de modo que a densidade numérica, N/V, corresponda
aquela do sistema real nas condi¢gdes termodindmicas estudadas. A posi¢do inicial das
moléculas na caixa de simulagdo pode ser feita de forma aleatéria ou em configuragdes
especificas. No entanto, para evitar que eventuais maus-contatos entre moléculas prejudiquem
os primeiros passos de uma simulacdo, a maioria dos programas de simulacio MD requerem
uma reacomodac¢do das moléculas na caixa de simulacdo, que ¢ realizada através de uma etapa
de minimizagdo da energia de interacdo entre as moléculas (MORGON e COUTINHO, 2007).

Apesar de atualmente dispormos de recursos computacionais para estudarmos sistemas
com até cerca de 10° particulas, o método MD pode usar condi¢des de fronteira para que os
resultados obtidos possam ser extrapolados para um sistema real de particulas
(aproximadamente 10> particulas). Assim, impdem-se condi¢des periddicas de contorno a
caixa MD, imaginando que ela estd rodeadas por imagens dela propria, preenchendo todo o
espaco tridimensional. As particulas-imagem em cada caixa-imagem terdo precisamente as
mesmas posicdes relativas e as mesmas velocidades do que as particulas na caixa MD, como

ilustrado na Figura 2.11.
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Figura 2.11 — Exemplo de uma caixa MD, a sua transi¢ao e condigdes de fronteira a duas dimensoes

Uma dada particula, em principio, deve interagir com todas as demais particulas do
sistema, bem como suas imagens ¢ mesmo com as imagens dela propria, com excecdo dela
mesma. Isto tornaria o célculo extremamente oneroso. Na pratica, a caixa de simulacdo ¢
gerada grande o bastante para que cada dtomo sO interaja com as imagens mais proximas.
Quando as interacdes entre as moléculas forem de curto alcance, isto ¢, quando puderem ser

desprezadas ap6és uma distdncia pré-determinada (aproximadamente 3 diametros
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moleculares), chamada de distancia ou raio de corte ou truncamento, 7., os calculos das forcas
e energia sao realizados de acordo com a aproximagdo da imagem mais proxima com
truncamento: dada uma particula d, a caixa sofre uma translacdo de modo a ficar centrada em
d (Figura 2.11). Entdo a particula d somente atua explicitamente com as particulas ou imagens
que se encontrem dentro do raio de corte, ., centrado na particula d. A distancia 7. deve ser
igual ou menor do que metade do lado da caixa MD. Apds a distancia 7., assume-se uma
distribuicdo uniforme de particulas e aplicam-se corre¢des de longo alcance que podem ser
calculadas analiticamente.

A densidade do sistema ¢ mantida, assumindo que se uma particula sair da caixa MD
atravessando uma das paredes, uma das particulas-imagem entra pela parede oposta com a
mesma velocidade. Deste modo, o método de Dinamica Molecular mantém o volume V e o
nimero de moléculas constantes. Por outro lado, uma vez que as posi¢des e velocidades
iniciais estejam atribuidas, a energia total do sistema fica definida como o somatoério das
energias cinética e potencial para cada particula. Como o sistema evolui no tempo sem
interferéncias externas, entdo a energia total conserva-se ao longo da trajetéria no espago
fisico. De acordo com a Mecéanica Estatistica, a média temporal de qualquer propriedade
sobre aquela trajetéria deve ser equivalente a média de ensemble microcandnico. Ou seja, as
médias de ensemble microcandnico podem ser obtidas a partir de uma trajetoria de Dindmica
Molecular. Como a energia total, volume e numero de moléculas se mantém constantes,
propriedades como a temperatura e a pressao, por exemplo, flutuam ao longo da trajetoria. O
sistema alcancgara o equilibrio quando as médias das propriedades flutuantes forem constantes

no tempo.

2.4.3.1 Ensembles

Durante a simulagdo, alguns pardmetros macroscopicos podem ser mantidos constantes
em conjuntos como NpT, NVT ou NVE, onde N ¢ o numero de particulas no sistema, p a
pressao, V o volume, T a temperatura e E a energia. Estes conjuntos de parametros
caracterizam ensembles (conjuntos) diferentes e definem uma equacdo de estado para o
sistema, de modo a permitir que diferentes funcdes termodindmicas possam ser mais
convenientemente calculadas em um ou outro ensemble. Um ensemble ¢ um grande conjunto

de réplicas de um sistema de interesse que diferem entre si nas atribuigdes das coordenadas e
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do momento das particulas. Assim, cada réplica ocupa uma regido do espago de fases. Se o
sistema for ergodico (isto ¢, depois de um tempo suficientemente grande cada réplica do
sistema tiver passado por todas as regides do espago de fases, onde a densidade de
probabilidade ndo ¢ nula), a média temporal, da qual as fungdes termodindmicas sdo
definidas, pode ser mais convenientemente, segundo Gibbs, substituidas por médias de
ensemble (MORGON e COUTINHO, 2007).

Equacdes de movimento diferentes geram sucessdoes de estados de acordo com o
ensemble empregado. As equagdes de movimento de Newton, especificamente, geram estados
com energias constantes e, se o sistema em estudo estiver livre de qualquer campo externo,
podem ser aplicadas as equagdes de Newton de maneira muito simples, para a obtencao das
trajetorias determinadas por estados do ensemble microcandnico (NVE). Na pratica, uma dada
propriedade termodinamica sera obtida computando-se médias sobre todas as configuragdes

do sistema definidas pelas trajetorias de MD.
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3 ESTADO DA ARTE

Neste capitulo ¢ apresentado um breve resumo dos estudos encontrados na literatura a
respeito de sistemas microemulsionados aplicados a veicula¢dao de farmacos (se¢do 3.1), das
propriedades biologicas dos produtos e extratos vegetais utilizados neste trabalho (se¢do 3.2)
e de estudos de simulagdo por Dindmica Molecular realizadas com micelas formadas por

tensoativos a base de agucares (segao 3.3).

3.1 MICROEMULSOES COMO VEICULOS DE FARMACOS

Na farmacologia, as microemulsdes tém sido bastante utilizadas na preparacdo de
nanoparticulas poliméricas (LOPEZ-QUINTELA, 2003), bem como em sistemas de liberagio
de farmacos nas mais diversas vias de administragdo. Um exemplo significativo ¢ a
formulagdo comercial de uso oral Sandimmune Neoral®, em que o farmaco ciclosporina A,
um undecapeptideo ciclico imunossupressante, utilizado no combate a rejei¢ao de 6rgaos de
pacientes transplantados, foi incorporado em uma microemulsdo pré-concentrada contendo
Labrafil, azeite de oliva, etanol e outros excipientes (STRICKLEY, 2004).

Em um contexto geral, firmacos de diversas classes tém sido incorporados em sistemas
microemulsionados para as diversas vias de administragdo, objetivando variadas aplicagdes
farmacoldgicas, tais como: aumentar a biodisponibilidade do farmaco, reduzir sua toxicidade
e/ou manter sua concentragdo plasmatica constante. A aplicacdo pela via oral de
microemulsdes, por exemplo, é bastante comum para agentes antitumorais (KANG et al.,
2004; YANG et al., 2004) devido a grande capacidade de solubilizagdo desses sistemas. Para
os antibidticos, a incorporacdo em microemulsdes para uso parenteral ¢ preferencial (HU et
al., 2001; MORENO et al., 2001; BRIME et al., 2004), no sentido de se manter a sua
concentragdo plasmatica constante e diminuir seus efeitos adversos. Por fim, microemulsdes
de uso transdérmico tém sido amplamente utilizadas para a veiculagdo de agentes
antiinflamatérios (ESCRIBANO et al., 2003; DALMORA et al., 2001; MEI et al., 2003) e
anestésicos (KREILGAARD et al., 2001; AREVALO et al., 2004). No primeiro caso, as

microemulsdes de uso topico podem evitar o surgimento de efeitos adversos gastrintestinais, e
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no segundo, podem aumentar a absor¢ao dos agentes anestésicos, produzindo um efeito mais

imediato.

3.1.1 Administracio oral de microemulsoes

A via oral ¢ a rota preferencial para a veiculagcdo da maioria dos agentes terapéuticos, ja
que evita a dor e o risco de infeccdo associados a via parenteral, além de apresentar maior
aceitagao por parte do paciente. No entanto, a veiculacdo oral de farmacos lipofilicos ¢
prejudicada devido a baixa solubilidade em agua desses agentes, o que acarreta em uma
biodisponibilidade oral bastante reduzida. A via oral também representa um grande obstaculo
para os farmacos peptidicos devido a certas barreiras enzimaticas e fisicas do trato
gastrintestinal (SARCIAUX et al., 1995).

A biodisponibilidade estd relacionada com a quantidade de farmaco que alcanca a
circulagdo sistémica em comparacdo com a dose administrada, sendo clinicamente importante
porque os efeitos farmacologicos e toxicologicos de um farmaco sdo proporcionais tanto a
dose quanto a propria biodisponibilidade. Quando a biodisponibilidade ¢ muito baixa, como
no caso da maioria dos peptideos, a sua variagdo se torna mais abrangente, ocasionando
dificuldades no controle da concentracdo do farmaco e dos efeitos produzidos por ele. Além
disso, se a biodisponibilidade oral de um farmaco ¢ de cerca de 10%, significa que 90% da
dose administrada ¢ perdida. Para farmacos de elevado custo, esta situacdo pode ser
inaceitavel.

A Organizagao Mundial de Satde (OMS) divide os farmacos de uso oral em quatro
classes: cerca de 34% dos farmacos comerciais pertencem a classe I (alta solubilidade aquosa;
alta permeabilidade pelo trato gastrintestinal), 17% a classe II (baixa solubilidade; alta
permeabilidade), 39% a classe III (alta solubilidade; baixa permeabilidade), e 10% a classe IV
(baixa solubilidade; baixa permeabilidade) (LINDENBERG et al., 2004). Regra geral, os
sistemas microemulsionados sdo mais empregados na veiculagdo oral de farmacos lipofilicos
(classes II e IV). Isso porque farmacos lipofilicos necessitam atravessar 0 meio aquoso antes
de alcancar os tecidos-alvos, e esta etapa geralmente ¢ a responsdvel pela sua baixa
biodisponibilidade devido a sua pouca solubilidade em &4gua. Dessa forma, sistemas

microemulsionados permitem que tais farmacos estejam distribuidos no interior das trés fases
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(fase dispersa, fase continua ou dispersante, e camada interfacial de tensoativo), minimizando
a sua precipitagao e garantindo, assim, o aumento da sua biodisponibilidade.

Virios métodos foram desenvolvidos na tentativa de otimizar a biodisponibilizacdo oral
de determinados farmacos, dentre eles o uso de sistemas de liberagdo controlada de farmacos.
Nesse contexto, as microemulsdes se apresentam como bons veiculos de liberagdo oral, pois
apresentam ampla capacidade de solubiliza¢do de farmacos pouco soliveis em agua (YANG
et al., 2004) ou ainda, evitando a sua degradacdo enzimdatica (LYONS et al., 2000).
Entretanto, uma microemulsdo pode ser diluida em contato com um meio fisiolégico,
podendo resultar na formacao de outras microestruturas a partir da quebra da microemulsao.
De fato, a dilui¢do de uma microemulsao acarreta em um aumento do volume de dgua na sua
composicdo, e microemulsdes do tipo A/O podem ser invertidas, transformando-se em
microemulsdes multiplas ou do tipo O/A. Além disso, a diluicdo de uma microemulsdo pode
provocar ainda sua desestabiliza¢ao devido a migracao de moléculas do cotensoativo do filme
interfacial para a fase aquosa externa.

Com o intuito de minimizar estas desvantagens foram desenvolvidos sistemas de
liberagdo de farmacos auto-microemulsificantes (Self-microemulsifying drug delivery systems
— SMEDDS). Esses sistemas sdo constituidos de uma mistura isotropica de tensoativos(s),
cotensoativo, o0leo e o farmaco, que pode ser dispersa no trato gastrintestinal gerando, apos
leve agitagdo, microemulsdes do tipo O/A com tamanho inferior a 100 nm (POUTON, 1997).
Geralmente, a propria mobilidade digestiva do estdmago e do intestino ja gera uma agitagao
suficiente para auto-microemulsificagdo in vivo. Os SMEDDS sdo compostos principalmente
por 6leos e/ou tensoativos de natureza lipidica (GERSHANIK e BENITA, 2000; HU et al.,
2001), j& que as microemulsdes com componentes lipidicos apresentam a capacidade de
aumentar a liberacdo do farmaco (KIM et al., 2000) e de minimizarem possiveis variagdes na
sua absorcdo (SUBRAMANIAN et al., 2004), uma vez que este tipo de tensoativo ¢
facilmente hidrolisado no intestino delgado por enzimas do pancreas (ARAYA et al., 2006).
A utilizacdo dos sistemas auto-microemulsificantes tem recebido bastante atencdo (Tabela
3.1) ap6s o sucesso comercial de formulagdes contendo a ciclosporina A (comercializada com
o nome de Sandimmune Neoral®), e dois inibidores da protease do HIV, o saquinavir

(Fortovase®) e o ritonavir (Norvir®) (STRICKLEY, 2004).
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Tabela 3.1 — Farmacos microemulsionados para administragao oral

Farmaco Estudos Referéncia
Flurbiprofeno Caracterizacao fisico-quimica (LTI et al., 2005)
Ibuprofeno Farmacocinético (ARAYA et al., 2006)
g (SUBRAMANIAN et al.,
Farmacocinético 2004)
Celecoxibe
Caracterizagao fisico-quimica (GARTTI et al., 2006)
Citotoxico (MCF7)
Antitumoral in vivo (SKOV-3) (KANG et al., 2004)
Farmacocinético (YANG et al., 2004)
Paclitaxel Citotoxico (HTB37) (GURSOY et al., 2003)
Caracterizagao fisico-quimica (LEE et al., 2008)
Farmacocinético (GAO et al., 2003)
Farmacocinético (KHOO et al., 1998)
Halofantrina
Farmacocinético (HOLM et al., 2003)
Nitrendipina Farmacocinético (KAWAKAMI et al., 2002)
Bifenil dimetil g
dicarboxilato (BDD) Farmacocinético (KIM et al., 2001)
Danazol Farmacocinético (PORTER et al., 2004)
Idebenona Caracterizagao fisico-quimica (KIM et al., 2000)
Simvastatina Farmacocinético (KANG et al., 2004)
Farmacocinético (WU et al., 2006)
Silimarina
Farmacocinético (WOO et al., 2007)
Farmacocinético (GROVE et al., 2006)
Seocalcitol
Farmacocinético (GROVE et al., 2007)
Leuprolida Supressao gonadotropica in vivo (ZHENG e FULU, 2006)

Farmacocinético
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Xibornol Toxicologico (CIRRI et al., 2007)
Fenofibrato Antilipidémico in vivo (PATEL e VAVIA, 2007)
Itraconazol Farmacocinético (WOO et al., 2008)
Vinpocetina Farmacocinético (CHEN et al., 2008)
Docetaxel Farmacocinético (YIN et al., 2009)
Arteméter Antimalarico in vivo %%:?IDAWGADE etal,

Farmacocinético (ZHANG et al., 2008)
Oridonina

Caracterizacdo fisico-quimica

(LIU et al., 2009)

9-nitro-camptotecina

Farmacocinético
Citotoxico
Antitumoral in vivo (SKOV-3)

(LU et al., 2008)

Exemestano Caracterizagao fisico-quimica (SINGH et al., 2008)
Curcumina Farmacocinético (CUI et al., 2009)
Nimodipina Farmacocinético (Yl etal., 2008)
Tacrolimo Caracterizacdo fisico-quimica (BORHADE et al., 2008)
Prostaglandina E1 Disfuncgao erétil in vivo (LEE et al., 2008)

N-acetilglicosaminil-N-
acetilmuaramil dipeptideo

Farmacocinético

(LYONS et al., 2000)

Derivados da heparina

Farmacocinético

(KIM et al., 2005)

3.1.2 Administracido parenteral de microemulsoes

A via parenteral ¢ bastante utilizada quando se deseja um efeito farmacologico
imediato, ja que o farmaco ¢ administrado diretamente na corrente sanguinea, estando ele
completamente biodisponivel. No entanto, a administracdo parenteral de farmacos lipofilicos,

especialmente pela via intravenosa, ¢ um grave problema para a induastria farmacéutica, visto

2010
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que solucdes oleosas e agregados relativamente grandes podem causar embolia (VON
CORSWANT et al., 1998; PARK et al., 1999).

As microemulsdes do tipo O/A sdo capazes de solubilizar farmacos pouco soluveis no
interior hidrofébico de microestruturas cujo meio dispersante ¢ a dgua, e dessa forma, tém
sido estudadas como sistemas capazes de administrar parenteralmente farmacos lipofilicos
(Tabela 3.2), principalmente aqueles que apresentam baixa biodisponibilidade oral (VON
CORSWANT et al., 1998; PARK e KIM, 1999; HWANG et al., 2004). Mais do que em
qualquer outra aplica¢do, o uso de microemulsdes para a liberacdo parenteral de farmacos
requer alguns cuidados com relacdo a toxicidade dos componentes (MORENO et al., 2003;
VON CORSWANT et al., 1998), ao controle do tamanho das goticulas (a fim de se evitar a
percolacdo) (PARK et al., 1999) e a esterilizagdo da formulagdo. Com relagdo a este ultimo,
apesar das microemulsdes ndo poderem ser autoclavadas, elas podem ser facilmente

esterilizadas por filtragdo (JUNPING et al., 2003).

Tabela 3.2 — Farmacos microemulsionados para administragao parenteral

Farmaco Estudos Referéncia

Gentamicina Farmacocinético (HU et al., 2001)

Caracterizagao fisico-quimica (MORENO et al., 2001)

Toxicolégico

Antifingico in vivo (BRIME et al., 2004)
Anfotericina B

Farmacocinético (BRIME et al., 2003)

Caracterizagao fisico-quimica

Toxicolbgico (BRIME et al., 2002)

Farmacocinético (PARK e KIM, 1999)

Flurbiprofeno
Farmacocinético (PARK et al., 1999)

Farmacocinético

Citotoxico (H292)

Antitumoral in vivo (B16)
Paclitaxel Toxicoldgico

(RODRIGUES et al., 2005)

Farmacocinético

Hipersensibilidade (HE et al., 2003)
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Farmacocinético

Vincristina Antitumoral in vivo (M5076)  (JUNPING et al., 2003)
Toxicoldgico

Etoposida Farmacocinético (AZEVEDO et al., 2005)
Farmacocinético

Acido retindico Citotoxico (HL60 e MCF?7) (HWANG et al., 2004)

Norcantaridina Farmacocinético (ZHANG et al., 2005)

Caracterizagao fisico-quimica (VON CORSWANT et al.,

Felodipina Toxicologico 1998)

3.1.3 Administracao transdérmica de microemulsoes

A via transdérmica oferece varias vantagens quando comparada com outras vias de
administracdo mais tradicionais. A administracdo transdérmica de um farmaco permite, por
exemplo, que ele alcance a circulacdo sistémica sem sofrer o efeito de primeira passagem no
figado, o que ¢ muito util para farmacos que apresentam intenso metabolismo hepatico. Além
disso, a via transdérmica permite uma liberacdo mais gradual e controlada do farmaco,
evitando o surgimento de picos plasmaticos que podem estar associados a efeitos adversos.
Outras vantagens incluem a facil administracio de uma formulacdo transdérmica e a
possibilidade da imediata suspensao do tratamento, quando necessario (KREILGAARD,
2002; HEUSCHKEL et al., 2008).

No entanto, apesar das vantagens da administragao transdérmica, poucos farmacos estdo
disponiveis comercialmente como formulagdes topicas. A principal limitagdo se encontra na
propria pele, e mais especificadamente na stratum corneum, que € considerada como um dos
mais impermeaveis epitélios do corpo humano para substincias exogenas. Dessa forma, o
principal desafio das formula¢des topicas atualmente ¢ permitir um aumento substancial da
permeagdo dérmica do farmaco sem induzir alteragdes irreversiveis na permeabilidade da pele
(KREILGAARD, 2002).

As microemulsdes tém sido bastante estudadas como formulagdes topicas tanto para

moléculas hidrofilicas quanto lipofilicas, das mais variadas classes de farmacos (Tabela 3.3).
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De fato, determinadas caracteristicas das microemulsdes contribuem para uma eficiente
administracao transdérmica. A primeira delas ¢ a grande quantidade de farmaco que pode ser
incorporada na formulagdo devido a sua alta capacidade de solubilizagcdo, aumentando assim,
o gradiente de concentracdo frente a pele (HUA et al., 2004). Outro aspecto ¢ o controle do
coeficiente de parti¢do do farmaco no interior da microemulsdo e entre a microemulsio e a
pele, que pode ser regulado mudando-se a composi¢ao e/ou os constituintes da microemulsao
(CHANGE-Z et al., 2006). Por fim, os tensoativos, em especial as lecitinas, e certos 6leos,
principalmente os 4cidos graxos, como o acido oléico, e seus ésteres como o miristato de
isopropila, utilizados como componentes de microemulsdes, podem reduzir a barreira
funcional da stratum corneum e atuar como promotores de permeagao dérmica (CHANGEZ
et al., 2006; ESCRIBANO et al., 2003), através da modificacdo do nivel de hidratagao da
stratum corneum (HUA et al., 2004), ou da perturbagdo da bicamada lipidica da pele
(SINTOV e BOTNER, 2006).

A estrutura das microemulsdes também desempenha um papel fundamental na
veiculagdo transdérmica de substancias bioativas. Para fArmacos hidrossoltuveis, por exemplo,
as microemulsdes do tipo O/A sdo preferiveis devido a maior capacidade de solubilizagdo de
compostos hidrofilicos e do efeito de hidratacdao da pele (LEE et al., 2003). Geralmente, o
inverso ¢ observado para farmacos lipofilicos, onde as microemulsdes do tipo A/O e
bicontinuas sdo bastante utilizadas. Por outro lado, hidrogéis e organogéis de microemulsao
vém sendo amplamente estudados como veiculos para a liberagdo transdérmica de farmacos
(ALVAREZ-FIGUEROA ¢ BLANCO-MENDEZ, 2001; DREHER et al, 1997;
ABOOFAZELI et al., 2002).

Tabela 3.3 — Farmacos microemulsionados para administragdo transdérmica

Farmaco Estudos Referéncia

Permeacao in vitro
Antiinflamatorio in vivo ~ (ESCRIBANO et al., 2003)
Irritabilidade

Permeacao in vitro

Diclofenaco Farmacocinético (SINTOV e BOTNER, 2006)
Permeacao in vitro (KANTARCI et al., 2005)
Permeacao in vitro (KWEON et al., 2004)

Diclofenaco e indometacina  Permeagao in vitro (DREHER et al., 1997)
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Permeacao in vitro

(YANG et al., 2002)

Aceclofenaco Antiinflamatorio in vivo

Permeacao in vitro (LEE et al., 2005)

Permeagdo in vitro (PAOLINO et al., 2002)
C Irritabilidade

etoprofeno

Permeacao in vitro (RHEE et al., 2001)
Ibuprofeno Permeacao in vitro (CHEN et al., 2006)

Permeacgao in vitro (PARK et al., 2005)
Piroxicam

Antiinflamatorio in vivo  (DALMORA et al., 2001)

Permeacao in vitro

Irritabilidade (CHEN et al., 2004)
Triptolida

Permeacao in vitro

Antiinflamatorio in vivo (MEL et al., 2003)
Rofecoxibe Permeagao in vitro (DESAL 2004)

Antiinflamatorio in vivo

Acido niflaimico

Antiinflamatorio in vivo

(BOLZINGER et al., 1998)

Acido ascorbico e derivados

Antioxidante in vitro

(JURKOVIC et al., 2003)

Antioxidante in vitro

(JURKOVIC et al., 2004)

Permeacao in vitro

(TROTTA et al., 1996)

Metotrexato Permeacio in vitro (ALVAREZ-FIGUEROA ¢
cao v BLANCO-MENDEZ, 2001)
Vinpocetina Permeacao in vitro (HUA et al., 2004)

Irritabilidade

5-fluorouracila

Permeacao in vitro

(GUPTA et al., 2005)

Irritabilidade
Difenidramina Permeacao in vitro (SCHMALFUB et al., 1997)
Estradiol Permeagao in vitro (PELTOLA et al., 2003)

Lidocaina e prilocaina

Permeacao in vitro

(KREILGAARD et al., 2000)

Farmacocinético

(KREILGAARD, 2001)
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Permeacao in vitro
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(SINTOV e SHAPIRO, 2004)

Lidocaina Farmacocinetico (KREILGAARD et al., 2001)

Anestésico in vivo

Permeacio in vitr (SINTOV e BRANDYS-SITTON,

¢ao in vitro 2006)

Analgésico in vivo (AREVALO et al., 2004)

Ametocaina Analgésico in vivo
.. (ESCRIBANO et al., 2005)

Permeacao in vitro

Farmacocinético

Analgésico in vivo (CHANGEZ et al., 2006)
Tetracaina Irritabilidade

Permeacao in vitro (CHANGEZ et al., 2006)
Metoxsaleno Permeacao in vitro (BAROLI et al., 2000)
Indometacina Permeacao in vitro (EL MAGHRABY, 2010)
Nicardipina Permeagdo in vitro (ABOOFAZELI et al., 2002)

Permeagao in vitro (BOLTRI et al., 1994)
Nifedipina

Permeacao in vitro

(THACHARODI e RAO, 1994)

3.1.4 Administracio ocular de microemulsoes

A administracdo de fairmacos pela via ocular ¢ bastante utilizada quando se deseja um
efeito farmacologico topico, isto €, restrito ao local de aplicacdo da dose, evitando assim, que
o farmaco seja distribuido pela circulacdo sistémica. No entanto, a aplicagdo oftalmica
apresenta algumas desvantagens, principalmente com relacdo a baixa biodisponibilidade (1-
10%) dos farmacos, que se deve a sua absor¢do dificultada pela cérnea, ocasionada pela
drenagem lacrimal (VANDAMME, 2002).

As microemulsdes tém sido alvo de constante estudo, objetivando otimizar o potencial

oftalmoldgico de diversas substancias bioativas (Tabela 3.4). Geralmente, as microemulsdes

Fabiano do Espirito Santo Gomes 2010



Tese de Doutorado, PPGQ-UFRN 71

de uso ocular sdo do tipo O/A, pois tal tipo de microestrutura presente permite a dissolucao de
farmacos lipofilicos na camada interfacial ou na fase oleosa interna, promovendo a liberagao
controlada do farmaco incorporado (HASSE e KEIPERT, 1997) e o aumento de sua
estabilidade fisico-quimica (LV et al., 2005). Adicionalmente, as microemulsdes nao
provocam prejuizos temporarios a visdo do paciente, tendo em vista que sdo sistemas
opticamente isotrépicos (HASSE e KEIPERT, 1997). Microemulsdes do tipo A/O voltadas
para aplicacao ocular também tém sido estudadas devido as possiveis dilui¢cdes e transicdes de
fase que podem ocorrer no olho apos a sua aplicacdo (ALANY et al., 2006).

A toxicidade das microemulsdes de uso oftalmico deve ser levada em consideragdo a
fim de se evitar possiveis danos a cornea e a retina. O uso de tensoativos e cotensoativos com
toxicidade minima ¢ altamente recomendado. Dentre os tensoativos mais utilizados estdo os
polissorbatos, poloxdmeros e lecitinas (VANDAMME, 2002), e dentre os alcodis utilizados
como cotensoativo, aquele que apresenta menor toxicidade € o etanol (ALANY et al., 2006),
apesar de o propilenoglicol ser bastante utilizado (HASSE e KEIPERT, 1997; RICHTER e
KEIPERT, 2004). Em 2006, LV ef al. (2006) reportaram a obten¢do de microemulsdes livres
de cotensoativo contendo uma mistura dos tensoativos Tween 20 e Span 20 para a aplicagao

ocular do cloranfenicol.

Tabela 3.4 — Farmacos microemulsionados para outras vias de administrag@o

Farmaco Estudos Referéncia
Intranasal

Diazepam Farmacocinético (Ll et al.,2002)
Clonazepam Farmacocinético (VYAS et al., 2006)
Zolmitriptano Farmacocinético (VYAS et al., 2005)
Nimodipina Farmacocinético (ZHANG et al., 2004)

Toxicolégico

Caracterizagao fisico-quimica

Sumatriptano .,
Farmacocinético

(VYAS et al., 2006)

Intranasal e ocular

Androstenediona Permeacao in vitro (RICHTER e KEIPERT, 2004)
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Ocular
Caracterizagao fisico-quimica  (LV et al., 2005)
Cloranfenicol
Caracterizagao fisico-quimica  (LV et al., 2006)
Prilocarpina Mictica in vivo (HASSE ¢ KEIPERT, 1997)
P Biocompatibilidade ’
Subcutaneo
Quercetina Antl'lelsl,ln?anlose e (GUPTA et al., 2005)
Toxicologico
Intravaginal
Vanadoceno Toxicoldgico (D’CRUZ e UCKUN, 2001)

3.2 PRODUTOS NATURAIS COMO FONTE DE FARMACOS

Durante um longo periodo, as plantas medicinais constituiram a base da medicina
terapéutica e, somente em meados do século passado ¢ que as substancias puras isoladas ou
sintetizadas, foram incorporadas ao arsenal terapéutico, tendo sido denominadas de farmacos.
Os vegetais constituem uma grande e diversificada fonte de farmacos, pertencentes a classe de
metabolitos especiais ou secundarios que apresentam uma variedade enorme de atividades
biologicas, muitas das quais podendo ser essenciais para a sobrevivéncia € o bem estar de
humanos e animais (SOEJARTO e FARNSWORTH, 1989).

O uso de plantas medicinais com fins de prevencdo, tratamento e cura de doencas,
ultrapassou todas as barreiras dos processos evolutivos e sobrevive até os dias atuais, sendo
amplamente utilizada por grande parte da populagdo mundial como fonte de recurso
terapéutico eficaz. No século XX o progresso cientifico possibilitou o estudo sistematico de
um grande numero de plantas, com consequente identificagdo de compostos bioativos. No
final da década de 1980 estimou-se que 74% destes compostos teriam sido obtidos através de
pesquisas que visavam comprovar a autenticidade das informagdes populares ou etnomédicas

de vegetais medicinais (SOEJARTO e FARNSWORTH, 1989).
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No periodo entre 1983 e 1994, dos 520 novos farmacos aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA), 203 (39%) foram desenvolvidos a partir de produtos naturais
(CRAGG et al., 1997). Dados reportados em 1985 mostram que a medicina alopatica ja
utilizava aproximadamente 119 farmacos provenientes de 90 espécies de plantas superiores
(FARNSWORTH e SOEJARTO, 1985). Dentre elas, 74% foram descobertas em pesquisas
fitoquimicas que contemplaram a escolha da planta pelo seu uso na medicinal tradicional
(FARNSWORTH e SOEJARTO, 1985).

Na década passada, estimou-se que entre os vinte principais fairmacos mais vendidos
nos Estados Unidos, apenas sete ndo eram derivados de produtos naturais. Em contrapartida,
faziam parte do contexto historico de drogas medicinais naturais, em decorréncia de terem
aspectos estruturais (semelhanga em subunidades moleculares) e farmacoldgicos semelhantes
a determinados produtos naturais. Atualmente, um ter¢o dos medicamentos mais vendidos e
prescritos no mundo, tem origem a partir de produtos naturais, o que equivale dizer que 40%
dos medicamentos disponiveis na terapéutica atual foram desenvolvidos a partir de produtos
naturais, onde 25% sdo de origem vegetal, 13% de microorganismos ¢ 3% de animais
(CALIXTO, 2003). O percentual se eleva para 70% quando se trata de drogas
anticarcinogénicas ¢ antibioticas (CALIXTO, 2003). Newman e colaboradores reforcam estes
dados ao divulgarem em 2000, que 25% das receitas médicas de paises industrializados
derivam direta ou indiretamente de plantas. E estima ainda, que este percentual sobe para 50%
quando se considera a comercializacdo de medicamentos em mercados populares (NEWMAN

et al., 2000).

3.2.1 Sistemas de liberagao de farmacos e os produtos naturais

A principal classe de metabdlitos especiais ¢, sem duvida alguma, a dos alcaléides,
como os extraidos dos géneros Vinca, Taxus e Camptotheca, que apresentam intensa atividade
antitumoral. Os alcaldides extraidos da Vinca rosea, como a vincristina € a vimblastina, sdo
amplamente soluveis em agua e representam o segundo farmaco antineoplasico mais utilizado
no mundo (CORTESI e NASTRUZZI, 1999). Apesar disso, a alta incidéncia de efeitos
adversos neurologicos causados pela administracdo de alcaldides da Vinca impedem a

expansao de seu uso. Nesse sentido, diversos sistemas carreadores, em especial lipossomos e
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microemulsdes, foram obtidos e estudados para a veiculagdo desta importante classe de
alcaldides (JUNPING et al., 2003; HUA et al., 2004; CHEN et al., 2008).

O paclitaxel ¢ um alcaldide extraido da espécie Taxus brevifolia, uma arvore nativa do
Pacifico, sendo um dos mais efetivos agentes quimioterapicos utilizados no tratamento do
cancer de ovario ¢ mama. Ele ¢ comercializado sob o nome de Taxol®, tendo como
excipiente uma mistura 1:1 de Cremophor EL, um tensoativo derivado do 6leo de ricino, e
etanol, os quais sdo responsaveis pela alta incidéncia de efeitos adversos em pacientes
tratados com Taxol®. Além disso, o paclitaxel apresenta baixissima solubilidade aquosa, o
que diminui consideravelmente a sua biodisponibilidade. Uma solug@o para estes problemas,
tem sido o desenvolvimento e a otimizagdo de sistemas de liberagcdo para a veiculacao do
paclitaxel, como as microemulsdes (RODRIGUES et al., 2005; HE et al., 2003), em especial
os sistemas auto-microemulsificantes (KANG et al., 2004; YANG et al., 2004; GURSOY et
al., 2003; GAO et al., 2003; LEE et al., 2008). Outros compostos derivados do paclitaxel,
como o docetaxel, também vém sendo estudados em sistemas microemulsionados com o
objetivo de aumentar sua biodisponibilidade oral (YIN et al., 2009).

A camptotecina e seus andlogos semissintéticos apresentam intensa atividade
antitumoral frente a diversos modelos de tumores. No entanto, devido a sua baixa
biodisponibilidade e aos seus intensos efeitos adversos, seu uso clinico prolongado tem sido
evitado (CORTESI et al., 1997, CORTESI ¢ NASTRUZZI, 1999). O uso clinico deste
importante alcalodide pode estar associado a utilizagdo de sistemas de liberacdo controlada de
farmacos, como lipossomos, microemulsdes e sistemas micelares, que permitem diminuir a
dose administrada e, consequentemente, diminuir os efeitos adversos, aumentando a sua
biodisponibilidade (CORTESI et al., 1997; CORTESI e NASTRUZZI, 1999; LU et al.,
2008).

Além dos alcal6ides antineoplasicos, diversos outros farmacos de origem vegetal (WOO
et al., 2007; ZHANG et al., 2008; MANDAWGADE et al., 2008; LIU et al., 2009; CUI et al.,
2009) tém sido introduzidos em sistemas microemulsionados. O principal motivo tem sido a
baixa solubilidade destes produtos naturais, visando o aumento da sua biodisponibilidade.

Oleos vegetais também tém sido utilizados em sistemas microemulsionados como fase
oleosa (BIRUSS et al., 2007; MANDAWGADE et al., 2008; STRICKLEY, 2004). Apesar de
geralmente apresentarem uma extensa cauda apolar, o que dificulta o processo de
micelizacdo, a utilizagdo de cotensoativos diminui a constante dielétrica da agua e permite

maior penetra¢ao das caudas apolares na fase aquosa.
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3.3 MICELAS FORMADAS POR ALQUIL-GLICOSIDEOS E SIMULACAO POR
DINAMICA MOLECULAR

Tensoativos ndo-idnicos a base de aclcares, como os glicolipideos e os alquil-
poliglicosideos, tém atraido a atengdo devido a sua capacidade de biodegradagdo, baixa
toxicologia (VON RYBINSKI e HILL, 1998), e pequena ou nenhuma dependéncia com a
temperatura (AOUDIA e ZANA, 1998). A cabeca polar destes tensoativos pode consistir de
um ou mais grupos sacarideos, enquanto que a parte hidrofobica pode consistir de uma, duas
ou até mais cadeias alquilicas. A ligacdo quimica mais frequente entre as partes hidrofilica e
hidrofobica nesta classe de tensoativo sdo éter, éster, amina e amida. Tensoativos a base de
acucares exibem variado comportamento termotrdpico e liotropico, € podem apresentar fases
cubicas, hexagonais, lamelares, cristais liquidos e micelares em solugdo aquosa
(DRUMMOND e WELLS, 1998; WALTON et al., 2006; COPPOLA et al., 2002; AUVRAY
et al., 1995). Sdo ainda largamente empregados na extragdo e cristalizacdo de membranas
protéicas (ODAHARA, 2004), na emulsificacdo de substratos para reagdes enzimaticas
(LAZO e QUINN, 1980) e como veiculos para farmacos (SODERLIND et al., 2003).

No entanto, a ocorréncia natural de tensoativos a base de aclcares ¢ geralmente
pequena, além de serem de dificil isolamento (HOLMBERG, 2001). No final do século XX,
uma nova familia de tensoativos a base de acucares proveniente de dissacarideos
desprotegidos foi introduzida na literatura (LATGE et al., 1991; GARELLI-CALVET et al.,
1992). Eles consistem de uma cadeia alquilica ligada, por uma ligagdo amina, a um grupo
acucar, o qual pode estar na configuragdo aberta (alditol) ou de anel (aldose) (Figura 3.1), e
sua sintese envolve apenas duas etapas de baixo custo (LATGE et al, 1991,
BHATTACHARYA ¢ ACHARYA, 2000; GOMES, 2004). N-dodecilamino-1-deoxilactitol e
N-dodecil-D-lactosilamina apresentam uma grande variedade de agregados e microestruturas
em solucdes aquosas e seu processo de micelizagdo tem sido estudado por técnicas de
espalhamento como SANS e SAXS (DUPUY et al.,1996; DUPUY et al., 1998). Com base
nessas propriedades, t€ém-se estudado a possibilidade de utilizar tais tensoativos como agentes
de solubilizagdo de moléculas e farmacos hidrofébicos, seja através de sistemas micelares ou

de vesiculas catanionicas (BLANZAT, 2000; GOMES, 2004).
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Figura 3.1 — Estrutura das moléculas de tensoativo (a) N-dodecilamino-1-deoxilactitol (C,,N-lactitol) e (b) N-
dodecil-D-lactosilamina (C;,N-lactosil)

Simulagdes de Dinamica Molecular (MD) tém demonstrado ser uma importante
ferramenta para a investigagdo de propriedades micelares, e estudos recentes forneceram
importantes informagdes a respeito do formato (KONIDALA et al., 2006; BRUCE et al.,
2002; TIELEMAN et al., 2000; BOGUSZ et al., 2000, CHONG et al., 2006), perfil de
hidratagdo (FAEDER e LADANYI, 2005; FAEDER e LADANYI, 2001; BRUCE et al.,
2002), interagdes especificas (RAKITIN e PACK, 2004; FAEDER et al., 2003) e
propriedades dinamicas das micelas (FAEDER e LADANYI, 2005; BOGUSZ et al., 2001;
MARRINK et al., 2000) em solu¢des aquosas. A principal for¢a atuante no processo de
micelizagdo ¢ o efeito hidrofobico (TANFORD, 1980), porém, em tensoativos a base de
acucares a extensa rede de ligagcdes de hidrogénio observada na cabeca polar pode também
exercer certa influéncia na micelizacdo. Alguns estudos computacionais t€ém se destinado a
estudar propriedades estruturais de compostos alquil-glicosideos no processo de micelizagao
em termos do tipo de ligacdo (alfa ou beta) entre a cadeia alquilica e o grupo agucar
(BOGUSZ et al., 2000) e das posigdes axial ou equatorial dos grupos hidroxila
(estereoquimica do grupo sacarideo) (CHONG et al., 2006).
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4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Neste capitulo sdo apresentados os materiais e métodos utilizados durante a execucdo

deste trabalho.

4.1 ESCOLHA DOS COMPONENTES DA MICROEMULSAO

Todos os produtos utilizados na formulagcdo das microemulsdes sdo farmaceuticamente
aceitaveis e foram utilizados sem prévia purificacdo (Tabela 4.1), & exce¢do do acido oléico,
que foi purificado em coluna cromatografica contendo silica (230-80 Mesh) e carvao ativado,

e sua pureza foi confirmada pelo indice de refragao.

Tabela 4.1 — Produtos utilizados na formulagdo das microemulsdes

Produto Fabricante Pureza
Tensoativos

Tween 80 Acros Organics -
Tween 40 Acros Organics -
Tween 20 Acros Organics -

Span 20 Sigma-Aldrich -
Cotensoativos

Etanol P.A. Cromato Quimica 99.5%
Propilenoglicol P.A. Vetec 99,5%
Sorbitol Sigma >98%
Oleos

Miristato de isopropila Acros Organics 96%
Acido oléico Synth Purificado em coluna cromatografica
Miglyol Condea Chemie -
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4.2 PRODUTOS NATURAIS MICROEMULSIONADOS

Os clerodanos trans-desidrocrotonina (DCTN) e trans-crotonina (CTN), bem como o
triterpeno acido acetil aleuritolico (AAA) (Figura 2.10, pagina 42) foram obtidos a partir de
estudos realizados previamente segundo metodologia descrita por MACIEL et al. (2000) e
disponibilizados para uso neste trabalho.

Dentre os produtos bioativos isolados do Croton cajucara Benth, apenas o clerodano
trans-desidrocrotonina foi purificado em coluna cromatografica contendo silica gel (230-80
Mesh). Apds concentracao das fragdes obtidas e de experimentos de cromatografia de camada
delgada (TLC), as fragdes que tiveram a sua pureza assegurada foram reunidas e

disponibilizadas para uso.

4.2.1 Extratos vegetais

Os extratos hexanico (CC-EH), cloroformico (CC-EC) e metandlico (CC-EM)
provenientes das folhas de Croton cajucara, bem como os terpendides isolados, foram obtidos
de acordo com a metodologia previamente descrita (MACIEL et al., 2000). A planta foi
adquirida no mercado Ver-o-peso (Belém-PA) e sua autenticidade comprovada por
experimentos fitoquimicos que foram monitorados por comparagdes em cromatografia em
camada delgada (TLC) com padrdes auténticos de DCTN, CTN e AAA.

As cascas do caule de Anacardium occidentale L. foram coletadas em Natal (RN) e a
identificagdo botanica da espécie foi realizada pela botanica Maria Iracema Bezerra Loiola.
Uma exsicata elaborada foi depositada no herbario da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte. O material vegetal (1,3 kg) foi fragmentado em pequenos pedacos e submetido a
extracdo via percolacdo com metanol. O extrato metandlico obtido (AO-EM) (62,3 g) foi
submetido a um procedimento cromatografico em gel de silica, e forneceu uma fragdo apolar
(eluida em hexano) correspondente ao 6leo fixo (AO-FO), uma fragdo de polaridade mediana
(eluida em cloroféormio), uma fragdo polar (eluida em metanol) e uma fragdo muito polar
(eluida em metanol:agua, 8:2) rica em taninos (AO-FT) (GOMES et al., 2006).

Phyllanthus amarus Schumm. & Thonn foi coletado em Natal (RN) e a identificacdo

botanica da espécie foi realizada pela botanica Maria Iracema Bezerra Loiola. Uma exsicata
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foi elaborada (n°® 1645) e depositada no herbario da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte. O material vegetal seco (124,5 g da planta inteira) foi submetido a extragdo via
percolagdo com metanol. O filtrado obtido foi reduzido em um rotaevaporador, gerando 16,9

g do extrato alcodlico de Phyllanthus amarus (PA-EE) (MACIEL et al., 2007).

4.3 OBTENCAO DOS DIAGRAMAS DE FASES

Os diagramas de fases pseudo-ternarios foram elaborados a partir da dilui¢do com a fase
aquosa de pré-misturas de tensoativo/cotensoativo e fase oleosa a varias composigdes,
verificando sempre apos cada adi¢do do titulante, e posterior agitagdo em vortex, qualquer
mudanga no aspecto fisico da mistura. Quando necessario, foi feita também a dilui¢do de pré-
misturas de tensoativo/cotensoativo e dgua com a fase oleosa. Em todos os diagramas foram
obtidas apenas as regides de ocorréncia das microemulsdes, ignorando-se as fases existentes

nas demais regides.

4.4 TESTES DE SOLUBILIDADE

A quantificagdo do farmaco foi determinada por espectroscopia no UV-Vis a partir de
sucessivas diluicoes em metanol. Inicialmente, foi obtida uma curva de calibragao tomando-se
uma massa conhecida do fAirmaco, o qual foi dissolvido em 1,0 mL de metanol. Em seguida,
determinou-se a absorbancia das amostras contendo o firmaco ap6s diversas diluigdes em
metanol.

Para a determinacao da solubilidade da DCTN e CTN nos sistemas microemulsionados,
ou em um de seus componentes isolados, procedeu-se da seguinte maneira: em um tubo de
ensaio foi colocado 1,0 mL do veiculo (microemulsdo ou um de seus componentes) € em
seguida adicionou-se o farmaco até que se verificasse a saturagdo do sistema (formacao de
precipitado em suspensdo) apoés um minimo de 10 minutos de agitacdo (vortex). Em seguida,
a mistura foi agitada em um banho termostatico, por 24 h, a temperatura ambiente (27 + 1 °C).
Por fim, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 2800 rpm e pequenas aliquotas do

sobrenadante foram analisadas por espectroscopia no UV-Vis, cujas medidas de absorbancia
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foram realizadas em triplicata a fim de se calcular a concentragdo do farmaco nos sistemas
microemulsionados a partir da curva de calibracao.

Para os sistemas auto-microemulsificantes foi realizado um teste de reten¢ao do
farmaco na microemulsdo a medida que esta ¢ diluida em dgua. Uma quantidade pré-
determinada do produto natural foi solubilizada no sistema auto-microemulsificante, o qual,
em seguida, foi diluido em trés vezes (D1) e depois em trinta vezes (D2) a concentragao
inicial. A quantidade do produto natural dissolvida na microemulsdo original (DO0) e diluida
(D1 e D2) foi determinada por espectroscopia no UV-Vis a partir de sucessivas dilui¢des em
metanol, de forma similar ao procedimento realizado para os sistemas microemulsionados
convencionais. Todas as andlises de UV-Vis, para cada dilui¢ao, foram realizadas em
triplicata.

Para a determinagdo da solubilidade dos extratos nos sistemas microemulsionados, a
curva de calibragao foi obtida solubilizando-se 1,0 g do extrato em 1,0 mL do proprio sistema
microemulsionado testado e, posteriormente, realizada a leitura da absorbancia, no
comprimento de onda méximo de cada extrato, de solugdes diluidas a partir desta solucao
inicial. O restante da metodologia seguiu o protocolo descrito acima para os ensaios de

solubilidade dos produtos naturais de Croton cajucara (DCTN e CTN).

4.5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS MICROEMULSOES

Os sistemas microemulsionados obtidos foram caracterizados quanto ao indice de

refracdo, comportamento reoldgico, tamanho das goticulas e condutividade elétrica.

4.5.1 indice de refracio

O indice de refracdao foi obtido em um refratdmetro Abbé Leica Auto, da Tecnal

(Piracicaba, Sao Paulo) a temperatura ambiente (25 °C).
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4.5.2 Reologia

Os dados de viscosidade foram obtidos em um redmetro Haake Mars, utilizando o
software RheoWin 3 Job Manager. Foram empregados em todas as analises o rotor Z41. Foi
utilizado o modo de variacdo de tensdo a uma taxa de cisalhamento constante dentro do
periodo de rotagio que variou de 1 a 150 s™. A temperatura em todas as analises foi de 25 +
0,5 °C. O comportamento reologico de cada sistema microemulsionado foi avaliado a partir
do grafico gerado pelos valores da tensdo versus taxa de cisalhamento, obtidos no decorrer de
120 segundos de experimento. Os sistemas que apresentaram comportamento linear (valor de
1> > 0,9999) no grafico gerado foram considerados fluidos Newtonianos e sua viscosidade foi
determinada pelo software RheoWin 3 Job Manager como o coeficiente angular da curva. Os
sistemas considerados ndo-Newtonianos tiveram sua viscosidade determinada a partir do
coeficiente angular da linha de tendéncia do grafico tensdo versus taxa de cisalhamento,

gerado a partir de no minimo 100 pontos.

4.5.3 Distribuicio de tamanho das goticulas

O tamanho das goticulas de microemulsao foi determinado em um instrumento zetasizer
da Brookhaven Instruments. Todas as medidas foram realizadas em triplicata a temperatura
constante de 25,0 °C e com um feixe de luz de comprimento de onda de 659,0 nm, com um
angulo de incidéncia de 90,0°. Todas as amostras utilizadas foram recém-preparadas e

agitadas durante 10 minutos antes da analise.

4.5.4 Condutividade elétrica

As determinacoes de condutividade elétrica, k, foram realizadas em um condutivimetro
Digimed DM-31 equipado com um eletrodo cuja constante da célula era 0,77 cm™. Todas as
medidas de condutividade foram realizadas em triplicata a temperatura controlada de 25 + 0,5

°C.
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4.6 ESTUDO DAS PROPRIEDADES ANTIOXIDANTE E BACTERIOSTATICA

Os ensaios farmacolégicos dos extratos solubilizados em sistemas microemulsionados
consistiram da avaliagdo da propriedade antioxidante e do efeito bacteriostatico, realizados
em parceria com laboratorios do departamento de Quimica da UFRRIJ e do departamento de

Biologia e Genética da UFRN.

4.6.1 Propriedade antioxidante

A agdo antioxidante dos extratos vegetais solubilizados em sistemas microemulsionados
foi avaliada utilizando-se como fonte de radical livre o 2,2-difenil-picril-hidrazila (DPPH)
(MENSOR et al., 2001). As solugdes-estoque foram preparadas em metanol na concentragao
de 1 mg/mL. O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pogos no volume total de 100 pL.
Foram feitas diluigdes dos extratos e fragdes testados, as quais foi ajuntada uma solugdo de
0,3 mM de DPPH em metanol. Ap6s o tempo de 30 minutos de repouso no escuro, foi feita a
leitura das microplacas em leitora Elisa a 490 nm. Foram realizados trés ensaios
independentes, todos em triplicata. O percentual antioxidante foi calculado a partir da
seguinte equacao:

%AA =100 — (Aamostra — Abranco) X 100/ Acontrole (®)

Onde: Aamostra = absorbancia da amostra correspondente ao extrato com DPPH; Apranco =
absorbancia do branco correspondente ao extrato sem DPPH; Aconrole = absorbancia da
solugdo pura de DPPH a 0,3 mM.

A atividade antioxidante foi expressa em valores de CEsy + dp (concentracdo efetiva na
captura de 50% do radical livre DPPH e desvio-padrio, respectivamente), obtidos a partir do
grafico que relaciona o percentual de atividade antioxidante (%AA) com a concentracdo de

cada extrato testado.
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4.6.2 Atividade bacteriostatica

Foi realizado o in6culo de uma colonia para cada espécie bacteriana testada em 5 mL de
meio de cultura LB (Luria Broth), incubados por 16-18 h, a 37 °C, sob agitacdo de 180 rpm.
Apos esse periodo, 5 uL do cultivo descrito foi adicionado a diferentes concentragdes da
amostra a ser testada e ao meio de cultura, perfazendo um volume final de 100 pL. As
amostras foram entdo incubadas por 24 h, a 37 °C, sem agitacdo. Ap6és o periodo de
incubacdo, o crescimento microbiano foi observado e determinado como a medida de
absorbancia obtida através de espectrometria no UV-Vis em comprimento de onda de 600 nm.
Como controle positivo foi utilizada uma combinagdo dos antibidticos ampicilina (2 pg/mL) e

cloranfenicol (12,5 pg/mL).

4.7 SIMULACAO POR DINAMICA MOLECULAR DE MICELAS

Moléculas de N-dodecilamino-1-deoxilactitol (Cj;N-lactitol) e  N-dodecil-D-
lactosilamina (C;;N-lactosil) foram modeladas utilizando o campo de forga GLYCAM 04
(WOODS GROUP, 2007). Os parametros ausentes foram obtidos a partir do moddulo
antechamber (WANG et al., 2006) da suite de programas AMBER 9.0 (CASE et al., 2006).
As cargas parciais atdmicas foram obtidas utilizando o algoritmo RESP, derivando as cargas
de potenciais eletrostaticos calculados no nivel HF/6-31G* a partir do programa GAMESS.
Duas micelas esféricas contendo 88 mondmeros de Cj;N-lactitol e C;,N-lactosil foram
construidas empregando-se um software criado pelo grupo. Cada micela foi solvatada com
aproximadamente 17.000 moléculas de agua do tipo TIP3P em uma célula periodica de
formato octaédrico com dimensdes iniciais a = b = ¢ = 119,0 A, gerando uma concentracio de
0,25 M ou 87,2% (m/m) de agua. Esta configuracdo inicial estd consideravelmente acima da
CMC (6 x 10 mol/L) para o Cj;N-lactitol e estd de acordo com estudos experimentais que
revelaram um numero de agregacao de 88 a 297 K (24 °C) (DUPUY et al., 1996; DUPUY et
al., 1998).

As simulagdes de Dinamica Molecular (MD) foram realizadas usando a suite de
programas AMBER 9.0 (CASE et al., 2006). O raio de corte foi fixado em 9,0 A e todas as

interacoes eletrostaticas de longo alcance foram tratadas pelo método Particle Mesh Ewald
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(PME). Como sugerido por KIRSCHNER e WOODS (2001), as interagdes de van der Waals
do tipo 1-4 (scnb) e as interacdes eletrostaticas do tipo 1-4 (scee) foram fixadas em 1. A
geometria molecular foi preservada utilizando o algoritmo SHAKE (RYCKAERT et al.,
1997) e as equagdes de movimento foram integradas com um intervalo de tempo de 2 fs.

Inicialmente, os sistemas solvatados tiveram a sua energia minimizada utilizando 500
passos do método Steepest Descent (SD), seguido de 2.000 passos do método de gradiente
conjugado, mantendo a micela fixa. Uma outra etapa de minimizagao foi realizada, desta vez
deixando a micela livre, a fim de eliminar maus contatos antes da etapa de termalizagdo. Em
seguida, os sistemas foram aquecidos de 0 a 298 K a volume constante em um intervalo de
100 ps usando a técnica de Langevin com uma frequéncia de colisdo de 25,0 ps'. Finalmente,
uma simulagdo MD no ensemble NpT foi realizada para cada sistema em um intervalo de 10
ns, a 1 atm e 298 K, com coordenadas arquivadas a cada 0,5 ps. Os primeiros 500 ps da
simulagdo foram considerados como etapa de equilibrio e o restante como a etapa de
producao.

O célculo do raio de giro e a andlise das ligagdes de hidrogénio foram realizados a partir
do moédulo ptraj da suite de programas AMBER. Para avaliar as interagdes mondmero-
solvente e inter- e intra-mondmeros, a ligacdo de hidrogénio foi definida baseada em dois
critérios geométricos: (i) distdncia oxigénio-oxigénio maxima de 3,0 A, e (ii) angulo da
ligagdo O—H:---O superior a 120°. Foram ainda considerados os atomos de nitrogénio e
oxigénio como aceptores de hidrogénio, e quando apropriado, o correspondente atomo de
hidrogénio como doador. A area superficial acessivel ao solvente (SASA) dos agregados foi
calculada usando o programa NACCESS (HUBBARD e THORNTON, 1993). Para os
calculos de SASA foram definidos raios atdmicos de 1,8; 1,6; 1,4 e 0,0 A para os atomos de

C, N, O e H, respectivamente, além de um raio de prova de 1,4 A com espessura de 0,05 A.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESCOLHA DOS COMPONENTES DA MICROEMULSAO

Inicialmente, a escolha dos componentes (tensoativo, cotensoativo e fase oleosa) das
microemulsdes seguiu o critério de toxicidade, em virtude da aplicacdo biologica dos sistemas
microemulsionados obtidos. Na sequéncia, procurou-se utilizar componentes que permitissem

a obtencdo de extensas regidoes de microemulsao em um diagrama de fases.

5.1.1 Escolha do tensoativo

Para a obtengdo dos sistemas microemulsionados foram selecionados tensoativos nao-
i0nicos, ja que sdo inertes a variacdes de pH e apresentam baixa toxicidade (STRICKLEY,
2004). Nesse contexto, foram testados os tensoativos Tween 80, 40 e 20, e o Span 20, que sao
liquidos a temperatura ambiente, bem como misturas Tween/Span em vérias proporgdes.

O Span 20 ¢ um ¢éster do sorbitol bastante lipofilico (Tabela 2.1, pagina 42),
apresentando, portanto, um baixo BHL. Misturas contendo apenas o Span 20 como tensoativo
tenderam a formar emulsdes nas composi¢des ricas em 6leo, e géis ou cristais liquidos nas
composi¢des ricas no tensoativo. A utilizagdo de Tweens (80, 40 e 20) como tensoativo
estendeu um pouco a regido de microemulsdo, porém verificou-se ainda a existéncia de uma
ampla regido de cristais liquidos nas composi¢des ricas em tensoativo e também em certas
regides proximas ao vértice da agua.

Os tensoativos ndo-idnicos tendem a formar com maior facilidade microestruturas
gelificadas em composi¢des com alta concentragdo do tensoativo. A interacdo do tensoativo
com moléculas de agua permite a formacdo de um arranjo estrutural rigido, como as fases
cubicas, lamelares ou hexagonais de alta viscosidade. Tais microestruturas tendem a limitar o
potencial de aplicagdo das microemulsdes como veiculo de farmacos, devido ao seu
comportamento reologico. Uma forma simples e util de verificar a tendéncia da formagao de
géis por parte desse tipo de tensoativo pode ser feita através do estudo de uma mistura binaria

tensoativo-agua. Desta forma, foi realizado o estudo liotropico de sistemas contendo os
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tensoativos hidrofilicos Tween 20, 40 e 80 em mistura com o Span 20, em trés diferentes
proporcdes, com o objetivo de se eleger a melhor propor¢do dos tensoativos empregados em
cada sistema, ou seja, aquele que apresenta a menor tendéncia a formagao de gel. (Figura 5.1).
Para as misturas Tween 80/Span 20 (T80:S20) e Tween 20/Span 20 (T20:S20) a proporcao
que apresentou a maior resisténcia a gelificacao foi 3:1 (Tween : Span), enquanto que para o

sistema Tween 40/Span 20 (T40:S20) a razao escolhida foi 2:1.

50 +
45
a0 - ——T80:520
35 _ —B—T40:520
1]
B 30 T20:520
=x
25
20
15 - :/\.7 -
10 T T T T T 1
40 50 60 70 80 90 100
% Tween

Figura 5.1 — Capacidade maxima de formagao de misturas isotrépicas em fungdo quantidade de agua, variando-
se a propor¢do entre os tensoativos Tween e Span 20.

A partir da definicdo das propor¢des de cada sistema de tensoativo foi obtido um
diagrama de fases ternario, utilizando o miristato de isopropila (IPM) como fase oleosa
(Figura 5.2). O resultado demonstrou que a utilizagdo de um tensoativo bastante hidrofilico
como o Tween 20 inibiu a formagao de microemulsdao em regides ricas em oOleo, ¢ estendeu
um pouco a regido de microemulsdo em direcdo ao vértice da dgua. Os sistemas T80:S20
(3:1) e T40:S20 (2:1) apresentaram diagramas parecidos. Entretanto, a utilizagdo do Tween 80
permitiu a formagao de microemulsdes A/O com pelo menos 5% em massa de dgua. Por isso,
o sistema T80:S20 (3:1) foi utilizado na preparagdo de todos os sistemas microemulsionados

deste trabalho.
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Figura 5.2 — Diagramas de fases de misturas contendo Tween:Span 20 (3:1), IPM e agua. (a) Tween 80; (b)
Tween 40; (c) Tween 20
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A utilizacdo de misturas de tensoativos de BHL distintos ¢ um recurso bastante
utilizado, pois o efeito sinérgico entre eles pode ampliar a regido de microemulsdo, bem como
garantir ou melhorar certas propriedades fisico-quimicas da formulagdo (LI et al., 2005; KIM
et al., 2005). Observou-se, neste caso, a diminui¢do da regido de cristais liquidos nas
composi¢des proximas ao eixo tensoativo-agua, devido principalmente ao abaixamento do
balanco hidrofilo-lipofilo (BHL) da mistura de tensoativos utilizada, que contribuiu para uma
melhor interagdo com a 4gua. De fato, o Span 20, que ¢ um tensoativo bastante lipofilico,

pode atuar como fase oleosa estabilizando a regido lipofilica do Tween 80.

5.1.2 Escolha do cotensoativo

Os cotensoativos tém como principal funcdo aumentar a fluidez do filme de tensoativo
formado, estabilizando os microdominios formados de 6leo em dgua ou de 4dgua em oOleo.
Nesse contexto, sdo usados geralmente alcoois de cadeia média como o butanol e o hexanol.
No entanto, estes alcodis sdo bastante tdxicos, mostrando-se inapropriados para uso
farmacologico. Uma alternativa ¢ o uso do etanol como cotensoativo. Apesar do etanol nao
apresentar a mesma capacidade de penetracdo no filme interfacial que seus homologos de
cadeia maior, este alcool apresenta toxicidade bastante inferior em comparagdo com o0s
alcoois superiores, e por isso ¢ largamente utilizado em microemulsdes para uso
farmacologico (RUTH et al., 1995; ZHANG et al., 2005; ALANY et al., 2006).

Neste trabalho, o etanol foi testado como cotensoativo em duas concentragdes: na razao
Cotensoativo/Tensoativo (C/T) igual a 0,5 e 1,0 (Figura 5.3). Na mistura com menores
quantidades de etanol (C/T igual a 0,5) observou-se um pequeno estreitamento da regido de
microemulsdao proxima ao vértice da agua em comparacao com a mistura com C/T igual a 1.
Nas composigdes ricas em fase oleosa, os dois sistemas apresentaram comportamento similar.
Apesar de ser preferivel a utilizagdo de quantidades minimas de etanol em virtude de sua
toxicidade, o sistema com razdo C/T igual a 1 foi escolhido, levando-se em conta a
possibilidade de migragcdo do alcool para o meio externo, que pode levar a desestabilizagdo e

consequente quebra da microemulsao.
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Figura 5.3 — Diagramas de fases de misturas contendo Tween 80:Span 20 (3:1) e etanol nas razdes (a) C/T igual
a0,5¢e(b)C/Tiguala 1,0

Além de permitir a estabilizacdo da fase dispersa, o cotensoativo possui a capacidade de
tornar a fase aquosa menos hidrofilica a partir da diminuicdo da constante dielétrica da agua.
Como resultado, havera maior penetragdo da parte hidrofobica do tensoativo na fase aquosa e,
consequentemente, maior estabilizagdo das goticulas (O/A ou A/O) formadas na
microemulsdo, como pode ser observado comparando-se os diagramas de fase da Figura 5.3

com o da Figura 5.2a (regido de microemulsdo mais extensa em sistemas com cotensoativo).
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5.1.3 Escolha da fase oleosa

Em microemulsdes de uso bioldgico ¢ preferivel a utilizagdo de 6leos com cadeia
hidrocarbonica relativamente curta a média. Isso porque tais sistemas frequentemente
apresentam cotensoativos com cadeias bastante curtas, como o etanol, o que dificulta a sua
penetracdo no filme interfacial e a sua consequente estabilizagdo. Assim, 6leos com cadeias
mais curtas tendem a penetrar mais no filme interfacial auxiliando também na sua
estabilizacao.

Dentre os 6leos testados, o miristato de isopropila (IPM) se sobressaiu frente aos demais
por apresentar a maior regido de microemulsdo (Figura 5.4). O Miglyol, apesar de possuir
uma cadeia hidrocarbonica menor que o IPM, apresenta em sua estrutura trés cadeias
hidrocarbonicas (Tabela 2.2, pagina 46), resultando em uma alta lipofilicidade e rigidez da
molécula, o que justifica a estreita regido de microemulsao observada quando ¢ utilizado este
0leo como fase oleosa. Por isso, o Miglyol ndo foi empregado em nenhum sistema
microemulsionado deste trabalho. O 4cido oléico (AO), por sua vez, apresenta a maior cadeia
hidrocarbdnica, porém a insaturagdo presente em sua estrutura lhe confere maior fluidez por
comparagdo com os demais Oleos testados. Adicionalmente, o acido oléico ¢ bastante
utilizado em formulagdes tdpicas por ser um bom promotor de permeagdo dérmica
(ESCRIBANO et al., 2003). Porém, o alto carater lipofilico do acido oléico restringiu a
forma¢ao de microemulsdes do tipo O/A (regido de microemulsdo proxima ao vértice da
agua), apesar de ter facilitado a ocorréncia de microemulsdes do tipo A/O (regido de

microemulsdo proxima ao vértice do 6leo).
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Figura 5.4 — Diagramas de fases de misturas contendo (a) IPM, (b) Miglyol e (c) acido oléico como fase oleosa
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5.2 OBTENCAO DOS SISTEMAS MICROEMULSIONADOS

A partir da andlise dos diagramas de fase obtidos foram escolhidas véarias composigdes
na regido de microemulsdo de cada diagrama (Tabela 5.1), contemplando as microestruturas
bicontinuas, do tipo 6leo em agua (O/A) e do tipo dgua em 6leo (A/O) (Figura 2.8, pagina
34). Entretanto, devido ao alto carater lipofilico do 4cido oléico, os sistemas contendo este
6leo se restringiram as microemulsdes bicontinuas e do tipo A/O.

O sistema ME-A do tipo O/A (microemulsdo rica em fase aquosa) tem,
preferencialmente, indicagdo para a solubilizacdo e veiculagdo de substancias polares de
carater hidrofilico. Em um contexto geral, este tipo de sistema (O/A) ¢ utilizado para
administracdo parenteral (PARK e KIM, 1999) e transdérmica (CHANGEZ et al., 2006) de
farmacos.

Por sua vez, os sistemas ME-C e ME-F sdao microemulsdes ricas em fase oleosa (tipo
A/O), que sdo empregadas na veiculagdo de farmacos lipofilicos ou apolares, principalmente a
partir da via transdérmica (BAROLI et al., 2000), j4 que podem atuar como adjuvantes na
permeagdo dérmica do farmaco.

Os sistemas ME-B e a ME-E s3ao microemulsdes do tipo bicontinua e se caracterizam
por uma alta viscosidade e quantidades equivalentes de fase aquosa e oleosa. Diante dessas
caracteristicas, sdo largamente empregados na administragao transdérmica (ESCRIBANO et

al., 2003) e intranasal (LI et al., 2002) de farmacos das mais variadas classes e polaridades.

Tabela 5.1 — Composicao das Microemulsdes (ME) (% em massa)

ME-A ME-B ME-C ME-D ME-E ME-F

Tween 80 13,12% 22,5% 18,75% 22,5% 22,5% 15,0%

Span 20 4,38% 7,5% 6,25% 7,5% 7,5% 5,0%

Etanol 17,5% 30,0% 25,0% — 30,0% 20,0%
IPM 5,0% 20,0% 45,0% 65,0% — —

Acido oléico — — — — 20,0% 55,0%

Agua 60,0% 20,0% 5,0% 5,0% 20,0% 5,0%
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Com o intuito de se evitar a utilizagdo do etanol foi obtido um diagrama de fases cujo
sistema ndo apresentava cotensoativo (Figura 5.2a). O sistema foi composto da mistura
Tween 80:Span 20 (3:1), IPM e agua, tendo apresentado uma consideravel regido de
microemulsdo. Assim como os sistemas ME-C e ME-F, o sistema ME-D, obtido sem uso de
etanol, ¢ uma microemulsdo do tipo A/O, rica em fase oleosa. Este sistema se difere das
microemulsdes com etanol por apresentar maior viscosidade, devido a menor fluidez da
camada interfacial ocasionada pela auséncia do cotensoativo. Comparativamente, o sistema
ME-D representa a melhor proposta de veiculagdo de farmacos, em fun¢do de ndo conter

etanol.

5.2.1 Obtencao dos sistemas auto-microemulsificantes

Os sistemas auto-microemulsificantes sdo constituidos de uma mistura isotrdpica de
tensoativos, cotensoativos, 6leo e farmaco, sendo bastante utilizados na administracao oral de
farmacos com baixa biodisponibilidade oral. Uma propriedade importante destes sistemas €
que o aspecto isotropico da microemulsdo permanece inalterado mesmo apds sucessivas
dilui¢des com agua. Isso € muito importante, pois no sistema digestivo as microemulsdes sao
diluidas ou “absorvem” a &4gua do trato gastrintestinal, podendo ocorrer a quebra da
microemulsao.

Dentre os varios sistemas testados, dois deles apresentaram regides propicias para a
formulagdo de sistemas auto-microemulsificantes (Figura 5.5). Essas regides podem ser
identificadas pela area compreendida entre as linhas pontilhadas que percorrem o diagrama de
fases, partindo do eixo bindrio tensoativo/cotensoativo-6leo até o vértice da dgua. Ambos os
sistemas foram diluidos em até trinta vezes e ndo se verificou a quebra da microemulsao.
Entretanto, os sistemas apresentaram mudanca de coloracdo do amarelo (devido a alta
concentragdo do Tween 80 e Span 20 no sistema inicial) para um tom levemente azul,
caracteristico de particulas coloidais de tamanho nanométrico, o que pode sugerir a

coalescéncia das goticulas de microemulsao quando esta ¢ diluida.
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Figura 5.5 — Diagramas de fases a partir dos quais foram obtidos os sistemas auto-microemulsificantes (a) ME-G
e (b) ME-H. A regido entre as duas linhas pontilhadas indica a regido propicia para formulacao de sistemas auto-
microemulsificantes.

O sistema ME-G ¢ composto de 46,66% em massa da mistura Tween 80:Span 20 (3:1),
que foi o tensoativo utilizado, 23,33% de propilenoglicol (PG) como cotensoativo, e 30,0% de
IPM, utilizado como fase oleosa. Para este sistema de uso oral, o etanol foi substituido pelo
propilenoglicol, que ¢ um alcool mais toleravel que o primeiro. Por sua vez, o sistema auto-
microemulsificante ME-H contém em sua composi¢do 52,29% da mistura Tween 80:Span 20
(3:1), 13,06% de etanol (EtOH), 2,65% de sorbitol (Sorb), 25,0% de IPM e 7,0% de agua

bidestilada, que foi utilizada para solubilizar o sorbitol. Neste sistema, o sorbitol foi utilizado
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com o objetivo de diminuir a quantidade de etanol utilizada e garantir a estabilidade da
microemulsao apds sucessivas diluigdes com agua, ja que apesar de ser um agucar, o sorbitol
¢ freqlientemente utilizado como adjuvante na formacdo de microemulsdes do tipo O/A
(KTISTIS, 1990; PARK e KIM, 1999). O mecanismo de atuagdo do sorbitol na microemulsao
ainda ndo estd completamente elucidado, porém experimentos de espalhamento de luz
comprovaram que microemulsdes contendo sorbitol tendem a apresentar goticulas com

tamanho duas vezes maior que os sistemas sem sorbitol (PARK e KIM, 1999).

5.3 TESTES DE SOLUBILIDADE

Um dos grandes desafios da industria farmacéutica atualmente ¢ a veiculagdo de
compostos bioativos pouco solaveis em 4gua. Dados recentes mostraram que
aproximadamente 35-40% de todos os novos compostos quimicos, isolados ou sintetizados,
apresentam baixa solubilidade aquosa (GODDEERIS et al., 2006; KOGAN e GART, 2006).
Nesse sentido, as microemulsdes tornam-se valiosos instrumentos na veiculagdo desses
compostos, pois sdo capazes de solubiliza-los nos microdominios da fase dispersa e, em
especial, na camada interfacial, aumentando, assim, a sua biodisponibilidade (NARANG et
al.,2007).

Neste trabalho, a solubilidade dos produtos naturais DCTN, CTN e AAA, bem como
dos extratos vegetais, foi avaliada a partir do céalculo da sua concentracio em uma
microemulsdo (ou uma solugdo de um dos seus componentes) saturada com precipitado
visivel. Dessa forma, pode-se garantir que ao se retirar uma aliquota do sobrenadante, apds
centrifugacdo, e calcular a concentracdo do produto nesta aliquota, obteve-se a sua

solubilidade nesta solugao apos fazer todos os calculos referentes as diluigdes realizadas.

5.3.1 Solubilizacdo da trans-desidrocrotonina

A quantificagdo do produto natural bioativo trams-desidrocrotonina (DCTN) foi
realizada por espectroscopia no UV-Visivel, em todos os sistemas microemulsionados

convencionais (ME-A ao ME-F), bem como em certos componentes isoladamente, tais como
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Tween 80, IPM, agua bidestilada, &cido oléico, Miglyol e propilenoglicol (Tabela 5.2). O
comprimento de onda maximo (Amsx) encontrado para a DCTN foi 238 nm, em metanol a
temperatura ambiente. O Ansx encontrado para os sistemas microemulsionados usados neste
trabalho variou de 215 a 230 nm, de modo que ndo houve sobreposicao significativa com o
comprimento de onda da amostra a ser analisada. Em todas as analises, foi realizada a leitura
da absorbancia da microemulsdao sem a amostra (branco) no comprimento de onda de 238 nm
e descontada do sistema contendo a amostra, correlacionando a absorbancia obtida com a

curva de calibragdo previamente construida (Anexo A).

Tabela 5.2 — Solubilidade da DCTN nos diversos veiculos testados

Veiculo Solubilidade DCTN (mg/mL)*
ME-A (O/A) 1,306 + 0,048
ME-B (bicontinua) 12,024 + 0,538
ME-C (A/O) 25,045 +£0,141
ME-D (A/O)** 10,262 + 0,423
ME-E (bicontinua) 10,967 + 0,492
ME-F (A/O) 27,193 £ 0,368
IPM 4,176 + 0,035
Miglyol 11,754 + 0,588
Acido oléico 5,427 £ 0,236
Propilenoglicol 4,774 £ 0,076
Tween 80 4,266 + 0,304

Agua 5,03 x 107 + 0,0048

* Os valores correspondem a media de 3 experimentos (Solubilidade = média + desvio-padrao)

** Jsento de cotensoativo

A polaridade mediana da DCTN permitiu obter melhores resultados com os sistemas
ME-C e ME-F, que sdo microemulsdes do tipo A/O. Neste caso, a grande quantidade da fase
oleosa contribuiu para a dissolu¢do da molécula, que pode se encontrar dissolvida no meio
dispersante (fase oleosa), bem como na camada interfacial de tensoativo. A auséncia do

cotensoativo (etanol) ocasionou significativa reducdo da solubilidade da DCTN no sistema
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ME-D. A justificativa pode ser dada pela diminui¢ao da fluidez da camada de tensoativo, em
fun¢do da auséncia do etanol (que solubiliza bem a DCTN), que tem como consequéncia a
diminui¢do da capacidade de solubilizacdo da camada interfacial.

A grande quantidade de 4gua (60% em massa) na ME-A fez com que a DCTN
apresentasse a menor solubilidade nesse sistema quando comparada com os demais sistemas
microemulsionados testados, sendo mais baixa inclusive que a sua solubilidade nos
componentes isolados da microemulsdo. De fato, microemulsdes do tipo O/A ndo sdo
apropriadas para solubilizar moléculas com baixa polaridade. Entretanto, uma forma de se
elevar a solubilidade da DCTN em microemulsdes do tipo O/A seria aumentar a propor¢ao de
tensoativo/cotensoativo, permitindo assim a obtengdo de goticulas com menores tamanhos e
uma associacdo mais facilitada entre a camada interfacial e a molécula da DCTN. Para os
sistemas bicontinuos (ME-B e ME-E) a DCTN apresentou solubilidade intermediaria entre os
sistemas do tipo A/O e O/A, porém equivalente 8 ME-D.

Quanto a solubilidade da DCTN nos componentes individuais, verificou-se maior
solubilidade nos 6leos e no Tween 80 que na 4gua, como ja era esperado, devido a polaridade
mediana da molécula. Mesmo assim, sua solubilidade em todos os 6leos foi inferior aquela
verificada nas microemulsdes do tipo A/O, o que comprova o grande poder de solubilizacio
dos sistemas microemulsionados. Um resultado interessante foi a alta solubilidade da DCTN
no Miglyol, superando em mais de duas vezes a dos outros 6leos testados e se equivalendo as
microemulsdes bicontinuas e a ME-D. O grande volume molecular do Miglyol pode ser o
responsavel pelo alto poder solubilizante deste 6leo semi-polar (NARANG et al., 2007).
Entretanto, a DCTN nao foi encapsulada em nenhum sistema microemulsionado contendo
Miglyol, pois todas as misturas testadas com este 6leo geraram pequenas regides de
microemulsdo.

Quanto a estabilidade dos sistemas microemulsionados, ndo se observou a quebra das
microemulsdes com o tempo. Também nao se observou a precipitagdo da DCTN solubilizada
nos sistemas ME-C e ME-D, nos quais a DCTN microemulsionada foi disponibilizada para

testes farmacologicos, em um intervalo minimo de trés meses.
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5.3.1.1 Solubilizagao nos sistemas auto-microemulsificantes

O produto natural bioativo trans-desidrocrotonina foi solubilizado satisfatoriamente no
sistema auto-microemulsificante ME-G (solubilidade = 10,830 + 0,221 mg/mL), que possui
em sua composicdo o propilenoglicol como cotensoativo ao invés do etanol. O
propilenoglicol (propan-1,2-diol) ¢ um cotensoativo menos toxico que o etanol, e por isso ¢
largamente empregado em formulagdes farmacéuticas, chegando a atingir 55% em massa em
formulagdes comerciais de uso oral, como na formulagdo Agenarase®, que contém o
amprenavir como principio ativo (STRICKLEY, 2004).

O alto poder solubilizante de um sistema microemulsionado deriva principalmente da
solubilizacdo na camada interfacial de tensoativo. Nesse contexto, a solubilizagdo de um
farmaco na camada interfacial afeta a microemulsdo em nivel microestrutural (por exemplo, o
tamanho das goticulas), mas também ¢ intensamente afetada pelas mudangas estruturais que
porventura ocorrerem na microemulsdo. Quando um sistema auto-microemulsificante ¢
diluido com 4gua, como observado no trato gastrintestinal, ocorre a inversdo da curvatura da
camada interfacial: as goticulas do tipo A/O se transformam em goticulas do tipo O/A.
Durante este fenomeno, pode ocorrer a precipitacao do fArmaco solubilizado no sistema auto-
microemulsificante, principalmente quando o sistema esta proximo da capacidade maxima de
solubilizacdo do farmaco em questdo. Isso porque, além da camada interfacial, a fase oleosa
também desempenha um importante papel no poder solubilizante das microemulsdes, uma
vez que as moléculas do d6leo penetram na camada interfacial de tensoativos, aumentando a
hidrofobicidade desta e, assim, favorecendo a solubiliza¢ao de farmacos lipofilicos.

Dessa forma, a precipitacio de um farmaco a partir de um sistema auto-
microemulsificante se deve a uma subita diminui¢do da capacidade de solubilizagdo da
microemulsdo, que pode ocorrer durante a dilui¢do em agua. Neste caso, a agua interfere na
curvatura da camada interfacial, principalmente em sistemas contendo cotensoativos, que
podem migrar para a fase aquosa dispersante com a dilui¢do. Assim, o processo de
precipitagdo pode ser afetado pelas condi¢cdes do trato gastrintestinal e pela atuacdo lipidica
(NARANG et al., 2007; PORTER et al., 2004; GODDEERIS et al., 2007; FATOUROS et al.,
2008).

A fim de se avaliar a possibilidade de precipitagdo da DCTN a partir do sistema auto-
microemulsificante ME-G no que diz respeito a diluicdo com agua, foram realizados dois

experimentos de solubilidade. Em um deles partiu-se do sistema ME-G saturado com a DCTN
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(na capacidade méaxima de solubilizacdo da DCTN, ou seja, na concentragao de 10,8 mg/mL),
€ no outro partiu-se de uma concentragao 3,0 mg/mL de DCTN incorporada no sistema ME-
G. Ambos os sistemas foram diluidos duas vezes: trés vezes a concentracao original DO (D1)
e trinta vezes a concentragdo original (D2), e tiveram sua solubilidade testada nos sistemas

diluidos D1 e D2 (Tabela 5.3).

Tabela 5.3 — Dados de solubilidade da DCTN no sistema ME-G ap6s sucessivas diluigdes em agua

Sistema Concentracao Concentracao Concentracao obtida/
(Diluicao) tedrica (mg/mL) obtida (mg/mL) concentracio tedrica
ME-G DO 3.0 3,0 100,0%
(original) 10,8 10,8 100,0%

ME-G DI 1,0 1,0 100,0%
(3 vezes) 3.6 2,9 80,5%
ME-G D2 0,10 0,08 80,0%
(30 vezes) 0,36 0,24 66.7%

Para o sistema ndo-saturado na concentragdo inicial de 3,0 mg/mL, cerca de 80% da
DCTN permaneceu retida no sistema auto-microemulsificante apds a diluigdo D2,
correspondente a trinta vezes a concentragdo original. Este resultado ja era esperado e reforca
o uso do sistema ME-G na veiculagdo oral da DCTN, uma vez que ndo se observou
precipitagdo considerdvel do produto natural na concentragdo testada. O propilenoglicol,
presente na composicao do sistema ME-G, ¢ menos propenso a migracao para a fase aquosa
que o etanol, que ¢ comumente utilizado como cotensoativo em sistemas auto-
microemulsificantes, e pode ser o responsavel pela baixa precipitagdo da DCTN, uma vez que
a camada interfacial permaneceu praticamente intacta, no que diz respeito a sua
hidrofobicidade.

No entanto, quando este experimento foi repetido na capacidade maxima de
solubilizacdo do sistema ME-G, observou-se a reducao de cerca de 35% na solubilidade da
DCTN no sistema diluido D2 (Tabela 5.3). Este fato pode ser atribuido a inversdo da
curvatura da camada interfacial, associado a mudangas microestruturais do local de

solubilizacdo da DCTN (NARANG et al., 2007).
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5.3.2 Solubilizacao de outros produtos bioativos de Croton cajucara

A trans-crotonina (CTN), outro clerodano isolado de Crofon cajucara, teve sua
solubilidade testada nos sistemas microemulsionados contendo IPM como fase oleosa e etanol
como cotensoativo (sistemas ME-A a ME-C), bem como nos componentes Tween 80, IPM e
agua bidestilada (Tabela 5.4). A CTN apresentou solubilidade bastante inferior aquela
observada para a DCTN. Porém, de maneira similar & DCTN, a solubilidade da CTN foi
maior nos sistemas ricos em fase oleosa (ME-B ¢ ME-C), devido a polaridade mediana desta
molécula. Além disso, sua solubilidade nos sistemas microemulsionados foram superiores em
compara¢do com seus componentes isolados, o que comprova a eficicia das microemulsdes

na solubiliza¢do deste importante produto natural.

Tabela 5.4 — Solubilidade da CTN nos diversos veiculos testados

Veiculo Solubilidade CTN (mg/mL)*
ME-A 2,038+ 0,115
ME-B 3,941 + 0,080
ME-C 3,585 + 0,065
IPM 2,613+ 0,183
Tween 80 2,781 + 0,396
Agua 53 x 107+ 0,048

* Os valores correspondem a media de 3 experimentos (Solubilidade = média + desvio-padrao)

Quanto ao triterpeno acido acetilaleuritolico (AAA), sua solubilidade foi testada em
diversos sistemas microemulsionados, porém em nenhum deles a solubilidade foi superior a 1
mg/mL. O AAA apresenta propriedades biologicas significativas (MACIEL et al., 2000),
porém sua baixa solubilidade em praticamente todos os excipientes bioldgicos limita sua
biodisponibilidade e, consequentemente, uma resposta farmacoldgica satisfatoria. Estudos de
RMN no estado solido, DSC e de modelagem molecular confirmaram que a molécula de

AAA apresenta-se sob a forma dimérica, com ligacdes de hidrogénio inter-moleculares,
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diminuindo, assim, a ocorréncia de formacao de ligacdes de hidrogénio com a agua, e

consequentemente a sua solubilidade (SAN GIL et al., 2008).

5.3.3 Solubilizaciao de extratos vegetais

Extratos e fracdes obtidas de trés diferentes espécies — Croton cajucara, Anacardium
occidentale e Phyllanthus amarus — foram solubilizados nos sistemas microemulsionados
ME-D e/ou ME-G para fins de realizagdo de experimentos farmacolégicos (Tabela 5.5). A
escolha destes dois sistemas microemulsionados ¢ devida a auséncia de etanol, que pode ser

um fator decisivo para a obten¢do de bons resultados farmacolégicos.

Tabela 5.5 — Solubilidade dos extratos vegetais nos sistemas microemulsionados testados

Solubilidade extratos (mg/mL)*

Extrato
ME-D ME-G
CC-EHA — 8,04 + 0,56
CC-FA 8,35+ 1,05 2,94 + 1,05
AO-EM 8,12 +247 —
AO-FT 5,59+ 1,35 —
PA-EE 50,97 + 0,64 4425+ 1,12

* Os valores correspondem a media de 3 experimentos (Solubilidade = média + desvio-padrao)

O extrato hidroalcoodlico das cascas do caule de Crofon cajucara (CC-EHA), bem como
uma fragdo deste extrato rica em alcaldides (CC-FA) foram solubilizados no sistema ME-G.
O extrato CC-EHA apresentou solubilidade satisfatéria neste sistema, enquanto que a fragdo
rica em alcal6ides (CC-FA) apresentou maior solubilidade no sistema ME-D.

O sistema microemulsionado ME-D solubilizou satisfatoriamente o extrato metandlico
de Anacardium occidentale (AO-EM) e a fracdo polar rica em taninos (AO-FT) obtida deste

extrato. A menor solubilidade para AO-FT pode ser atribuida a elevada polaridade desta
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fracdo, uma vez que o sistema microemulsionado utilizado (ME-D) ¢ rico em fase oleosa e
indicado para a solubilizagdo de compostos lipofilicos.

O extrato etandlico de Phyllanthus amarus (PA-EE) foi o que apresentou o melhor
resultado nos testes de solubilidade. Este extrato ¢ rico em lignanas (KASSUYA et al., 2006;
KASSUYA et al.,, 2003; MACIEL et al., 2007), que sdo compostos com polaridade
moderada, que podem ser facilmente solubilizados em sistemas microemulsionados ricos em

fase oleosa.

5.3.4 Consideracoes gerais sobre os testes de solubilidade

Os sistemas microemulsionados testados solubilizaram satisfatoriamente o produto
natural bioativo trans-desidrocrotonina (DCTN), em especial os sistemas ricos em fase oleosa
devido a polaridade mediana deste diterpeno. Adicionalmente, todos os sistemas
microemulsionados, a exce¢do do sistema ME-A, rico em fase aquosa, foram mais eficazes na
solubilizagdo da DCTN do que seus componentes isoladamente, atestando o alto poder de
solubilizacdo das microemulsdes obtidas.

No entanto, ndo se observou a mesma capacidade de solubilizagcdo destes sistemas com
a CTN, apesar de a unica mudanca estrutural entre a DCTN ser a hidrogenacao da liga¢ao
dupla nos carbonos 3 e 4. Quanto ao triterpeno AAA, a sua solubilizagdo nos sistemas
microemulsionados obtidos nao produziu resultados satisfatorios. Portanto, uma das
alternativas remanescentes para a veiculagdo deste triterpeno ¢ o seu encapsulamento em
nano- e micro-esferas, em que o AAA pode vir a ser encapsulado sob a forma sélida (SAN
GIL et al., 2008).

Os ensaios de diluigdo com o sistema auto-microemulsificante ME-G contendo a DCTN
demonstraram que ndo ocorreu precipitagdo significativa do material solubilizado, quando se
utiliza concentragdes abaixo do ponto de saturagdo ou solubilidade maxima da microemulsao.
Este resultado pode ser visto como uma garantia da ndo-ocorréncia de precipitagdo do
material microemulsionado em uma possivel aplicagao oral do sistema ME-G contendo a
DCTN.

Os sistemas microemulsionados obtidos neste trabalho também foram ftteis na
solubilizagdo de extratos de trés diferentes espécies vegetais. A excegdo do extrato etandlico

de Phyllanthus amarus (PA-EE), os demais extratos tiveram solubilidade inferior aquela
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encontrada para o produto isolado DCTN. A existéncia de uma gama de produtos naturais de
diferentes polaridades pode ter sido o responsavel por essa baixa solubilidade dos extratos
comparada com a DCTN. Mesmo assim, estes extratos foram mais soliveis nos sistemas
microemulsionados testados do que nos excipientes comumente utilizados, e dessa forma,

permitiu que ensaios farmacologicos fossem realizados com tais extratos.

5.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

Os sistemas microemulsionados obtidos foram caracterizados quanto ao indice de
refracdo, comportamento reologico, distribuicdo de tamanho das goticulas e condutividade
elétrica. Os dados obtidos de indice de refragdo foram utilizados nas analises de tamanho das

goticulas.

5.4.1 Reologia

A andlise dos resultados de viscosidade e de indice de refracdo obtidos para os seis
sistemas microemulsionados convencionais (ME-A a ME-F) indicou algumas caracteristicas
interessantes que podem inviabilizar ou respaldar a sua aplicagdo em uma determinada via de
administracdo (Tabela 5.6). Adicionalmente, o comportamento reoldgico de microemulsdes

pode ser um indicativo do arranjo estrutural das goticulas no interior do sistema.
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Tabela 5.6 — Dados de viscosidade e indice de refracdo dos sistemas microemulsionados

Sistema Viscosidade (cp)* indice de refracéo
ME-A 11,25+0,08 1,3723
ME-B 26,74 £ 0,08 1,4068
ME-C 15,81 £0,09 1,4178
ME-D 78,73 + 0,08 1,4404
ME-E 28,85 +0,07 1,4122
ME-F 23,52 +0,07 1,4443

* Os valores correspondem & media de 100 pontos com periodo de rotagdo 1-150 s

O sistema ME-A apresentou a menor viscosidade devido a maior quantidade de agua
presente (60% em massa) neste sistema. Ainda assim, sua viscosidade foi dez vezes superior
ao valor da viscosidade da 4agua pura a 25 °C. Este resultado pode ser atribuido a estrutura
rigida, bem como ao baixo BHL (lipofilicidade) da mistura de tensoativo no sistema ME-A.
Isto pode ser comprovado quando comparamos este sistema com o sistema rico em 6leo, ME-
C. Em comparacdo com ME-A, o sistema ME-C apresentou viscosidade pouco superior,
apesar de apresentar grande quantidade de IPM, que apresenta viscosidade bem superior a
agua, demostrando que a mistura de tensoativo Tween 80 : Span 20 (3:1) apresenta maior
afinidade com o 6leo (IPM). Em termos de aplicacdo farmacologica, pode-se inferir que o
sistema ME-A nao seria util para aplicacdo parenteral. Para esta aplica¢do, faz-se necessario o
uso de sistemas ricos em agua, porém com baixa viscosidade. No entanto, o sistema ME-A
pode ser aplicado em outras vias como a intranasal e intra-ocular, por exemplo.

Os sistemas ricos em fase oleosa, ME-C (45% de IPM) e ME-F (55% de acido oléico),
apresentaram alta viscosidade. No entanto, o sistema ME-F apresentou viscosidade superior
devido principalmente a presenca do acido oléico, que ¢ uma molécula hidrofobica de cadeia
longa e, portanto, com menor poder de penetracdo na camada interfacial de tensoativo que o
IPM. A alta viscosidade desses sistemas, aliada ao carater lipofilico da microemulsao do tipo
A/O torna estes sistemas valiosos para aplicag¢do transdérmica de farmacos.

Para o sistema ME-D, a auséncia do cotensoativo etanol ocasionou aumento
significativo da sua viscosidade. De fato, uma das funcdes do cotensoativo ¢ aumentar a

fluidez da camada interfacial de tensoativo. Sua auséncia, portanto, acarreta em uma maior
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rigidez dos dominios agua-6leo formados, modificando a viscosidade do sistema, e a regido
de microemulsdo (que diminui), como pode ser observado no diagrama de fases (Figura 5.2a,
pagina 89).

Os sistemas ME-B e ME-E, que possuem quantidades equivalentes de dgua e 6leo em
sua composi¢do, apresentaram a maior viscosidade dentre os sistemas que possuiam
cotensoativo. Este resultado pode ser indicativo, mas nao necessariamente conclusivo, da
presenca de estruturas bicontinuas no interior do sistema. Estruturas bicontinuas sao
caracterizadas por extensos dominios de 6leo e dgua inter-conectados tridimensionalmente, e
por isso, apresentam geralmente alta viscosidade (BOLZINGER-THEVENIN et al., 1999).

Todos os sistemas microemulsionados convencionais apresentaram comportamento
Newtoniano, ou seja, a taxa de cisalhamento foi proporcional a tensdo aplicada,
proporcionando, assim, uma viscosidade constante com o tempo dentro da faixa de tensdo

aplicada (Anexo B).

5.4.1.1 Reologia dos sistemas auto-microemulsificantes

Os sistemas auto-microemulsificantes também foram avaliados quanto ao seu
comportamento reoldgico. Inicialmente, foram obtidas a viscosidade de ambos os sistemas
(ME-G e ME-H) na sua forma original (D0), bem como nas dilui¢des em um fator de 3 ¢ em
fator de 30 (D1 e D2, respectivamente) (Tabela 5.7). Como era de se esperar, os sistemas
originais DO apresentaram elevada viscosidade, devido a auséncia (ou pequena quantidade) de
agua em sua composic¢ao inicial. No entanto, a viscosidade do sistema ME-G foi praticamente
o dobro da observada para o sistema ME-H. Dois fatores contribuiram para este resultado: (i)
0 uso do etanol como cotensoativo no sistema ME-H, que conferiu maior fluidez a camada
interfacial de tensoativo, e (ii) a presen¢a do propilenoglicol como cotensoativo no sistema
ME-G. O propilenoglicol, de fato, possui viscosidade acentuada quando comparado aos
alcodis simples, apresentando um aspecto oleoso. Apesar da alta viscosidade dos sistemas

originais D0, ambos (ME-G e ME-H) apresentaram comportamento Newtoniano (Anexo B).
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Tabela 5.7 — Dados de viscosidade e indice de refragdo dos sistemas auto-microemulsificantes

Sistema Viscosidade (cp)* indice de refracio
ME-G (D0) 145,72 + 0,26 1,4471
ME-G (D1) 3,61 +0,09 1,3610
ME-G (D2) 1,18 0,07 1,3349
ME-H (D0) 74,6 = 0,23 1,4390
ME-H (D1) 3,67 +0,09 1,3586
ME-H (D2) 1,16 0,06 1,3346

* Os valores correspondem & media de 100 pontos com periodo de rotagio 1-150 s

Quanto aos sistemas diluidos, pode-se observar que houve um decréscimo bastante
significativo da viscosidade a partir da primeira diluicdo D1 (fator 3), que apresenta
aproximadamente 75% em massa de agua. Isto significa que os sistemas auto-
microemulsificantes obtidos sdo bastante toleraveis a presenca de dgua, ou seja, a diluigdo em
agua, principalmente quando se compara sua viscosidade com a do sistema microemulsionado
convencional rico em agua, ME-A (aproximadamente 11,25 cp). Esta capacidade de
assimilagdo de moléculas de 4gua no interior da microemulsdo ¢ uma -caracteristica
fundamental dos sistemas auto-microemulsificantes. Na segunda dilui¢do, D2, (com fator de
dilui¢do 30) a viscosidade do sistema ficou bastante préxima a viscosidade da dgua pura na
temperatura analisada. Todos os sistemas diluidos, D1 e D2, tanto para o sistema ME-G
quanto para ME-H, apresentaram comportamento Newtoniano (Anexo B).

Outro estudo foi realizado a fim de se determinar os tipos de microestruturas presentes
no decorrer da dilui¢do dos sistemas auto-microemulsificantes. No inicio da dilui¢do, devido a
pequena quantidade de agua presente, as microestruturas observadas no sistema sao do tipo
A/O. Continuando a dilui¢do, a quantidade de 4gua aumenta até se observar a inversdo das
goticulas no interior da microemulsdo para o tipo O/A. Entre essa inversdo, ocorre a formagao
de estruturas bicontinuas ou cristais liquidos, que sdo caracterizadas por uma alta viscosidade
(BOLZINGER-THEVENIN et al., 1999). Assim, o perfil de viscosidade reflete as interagdes
estruturais ocorridas no decorrer da dilui¢do e ndo necessariamente os pontos nos quais as
transi¢des ocorrem. Para o sistema ME-G o pico maximo de viscosidade foi alcangado com a

adi¢ao de 30% em massa de dgua, enquanto que para o sistema ME-H ele foi alcangado com
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40% de agua. (Figura 5.6). Neste pico, podemos garantir a existéncia de estruturas bicontinuas
e/ou cristais liquidos (gel, estruturas cubicas, cilindricas, lamelares). Apds o pico, a adigao de
mais agua provoca o colapso das estruturas em forma de gel e a viscosidade diminui
significativamente, sugerindo a formagao de microestruturas do tipo O/A.

Como esperado, o sistema ME-G apresentou viscosidade superior ao sistema ME-H nas
primeiras diluigdes. Entretanto, nas ultimas dilui¢des realizadas, um decréscimo acentuado da
viscosidade do sistema ME-G foi observado. Isto significa que a inversdo das goticulas do
tipo A/O para O/A ocorre mais rapidamente no sistema ME-G, ou que a existéncia de
estruturas bicontinuas ¢ mais frequentemente observada no sistema ME-H. Além disso, o
estudo reologico dessas diluicdes demonstrou que ambos os sistemas deixaram de ter um
comportamento Newtoniano (Anexo B) em uma diluicdo intermediéria (para ME-G: 20-40%
de agua; ME-H: 30-40%) para retornarem apenas nas ultimas dilui¢cdes (a partir de 50% para

ME-G e ME-H) (Figura 5.6). Este comportamento ndo-Newtoniano ¢ caracteristico de

estruturas lamelares e cristais liquidos (CHAN et al., 2007; D’ANTONA et al., 2000).
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Figura 5.6 — Perfil de viscosidade dos sistemas auto-microemulsificantes no decorrer de uma dilui¢do com agua
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5.4.2 Distribui¢do de tamanho das goticulas

O tamanho médio das goticulas nos sistemas microemulsionados convencionais (ME-A
a ME-F) sdo mostrados na Tabela 5.8. A exce¢io do sistema ME-F, todas as outras
microemulsdes apresentaram didmetro médio das goticulas inferior a 30 nm, dentro da faixa
nanométrica. Adicionalmente, apresentaram também baixo indice de polidispersdo, o que
representa uma distribuicdo de tamanho mais uniforme. O resultado aparentemente
discrepante para o sistema ME-F foi repetido em dois equipamentos diferentes, que
apresentaram valores semelhantes. Este resultado pode ser demonstrativo de um sistema
meta-estavel, uma microemulsdo que se encontra no limiar de se tornar uma emulsdo. De fato,
a adicdo de uma pequena quantidade de 4gua (e.g. o volume de meia gota) ocasiona a quebra

da microemulsao, transformando-a em um sistema emulsionado de aspecto turvo.

Tabela 5.8 — Dados de diametro das goticulas e indice de polidispersdo dos sistemas microemulsionados

Sistema Didmetro (nm)* indice de Polidispersio
ME-A 29,2+0,5 0,290 + 0,005
ME-B 21,1+0,1 0,253 £ 0,004
ME-C 22,6 £1,1 0,264 + 0,014
ME-D 19,4+0,3 0,212 + 0,009
ME-E 11,7+0,1 0,308 + 0,002
ME-F 4604,2 +220,1 0,489 + 0,012

* Os valores correspondem a media de 3 experimentos (média + desvio-padrao)

O resultado mais elevado para o sistema ME-A, rico em fase aquosa, ja era esperado,
tendo em vista que foi utilizada uma mistura de tensoativos com baixo BHL. O alto carater
lipofilico dos tensoativos utilizados faz com que eles se auto-associem, em meio aquoso, com
uma curvatura relativamente pequena, a fim de evitar ao maximo o contato de suas regides
hidrofobicas com as moléculas de agua, o que reflete em um maior didmetro das goticulas de
microemulsdo do tipo O/A.

Os sistemas bicontinuos, ME-B e ME-E, apresentaram baixos valores para o didmetro

de suas particulas. Considerando que os sistemas bicontinuos sido constituidos de extensas
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regioes de dleo e agua, tal resultado parece ser discrepante. Entretanto, a andlise do tamanho
de particulas utilizando técnicas de espalhamento de luz fornece resultados considerando
sempre o formato esférico das particulas (ACHARYA et al., 2001), limitando, assim, a
utilizagdo desta técnica para a obtencdo do tamanho das goticulas em sistemas bicontinuos.
Outro fator que aponta para a existéncia de sistemas bicontinuos ¢ o alto indice de
polidispersdo. Apesar, de ter apresentado o menor tamanho de suas goticulas, o sistema ME-E
também apresentou o maior indice de polidispersdo (excetuando o sistema ME-F).

Também foi obtido o tamanho médio das goticulas do sistema ME-D contendo a
DCTN. O tamanho médio observado foi de 20,5 + 0,1 nm, com indice de polidispersao igual a
0,225. O aumento do tamanho das goticulas de microemulsao no sistema ME-D com a
incorporagdao da DCTN evidencia a localizagdo da molécula de DCTN na camada interfacial
de tensoativos. A presenca de moléculas de DCTN entre moléculas do tensoativo provoca a
diminui¢do da curvatura da micela, e consequentemente, o aumento do tamanho das goticulas.

Por outro lado, a incorporacdao da DCTN no sistema ME-C provocou a diminui¢do do
tamanho das goticulas (18,1 + 0,3 nm; indice de polidispersdo = 0,233). Sabe-se que a adigdo
de cotensoativos ocasiona a expansao da camada interfacial, e consequentemente, o aumento
do tamanho das goticulas de microemulsdo (PATEL e VAVIA, 2007), o que explica, por
exemplo, o menor tamanho das goticulas de microemulsao do tipo A/O no sistema ME-D,
isento de etanol, comparado com o sistema ME-C, ambos sem o farmaco incorporado. A
incorporagdo da DCTN nos sistemas microemulsionados compete com o etanol pela
localizagdo na camada interfacial. A DCTN incorporada expulsa moléculas de etanol da
camada interfacial. Como a DCTN ¢ uma molécula de tamanho médio, a expulsao de
moléculas do cotensoativo no filme interfacial tem um efeito mais pronunciado (diminuicao
do tamanho) que o aumento de tamanho ocasionado pela incorporacdo das moléculas de
DCTN.

O tamanho médio das goticulas nos sistemas auto-microemulsificantes (ME-G ¢ ME-H)
também foi avaliado em fung¢do da diluigdo em dgua. Nesse contexto, foi analisado o tamanho
médio das goticulas nos sistemas originais (D0) e em dois sistemas diluidos (D1 e D2). Para o
sistema ME-G ndo foi observado qualquer influéncia da adi¢do de 4agua no tamanho das
goticulas (aproximadamente 60 nm) (Tabela 5.9). No entanto, para o sistema ME-H observou-
se um comportamento anémalo para o tamanho médio das goticulas, o que pode ocasionar
problemas de liberagdo e/ou precipitagdo do farmaco antes de alcangar o estdmago, causados
principalmente pela migracao do etanol da camada interfacial para a fase aquosa dispersante,

justificando as mudangas microestruturais observadas (NARANG et al., 2007).

Fabiano do Espirito Santo Gomes 2010



Tese de Doutorado, PPGQ-UFRN 112

Tabela 5.9 — Dados de diametro das goticulas e indice de polidispersdo dos sistemas auto-microemulsificantes

Sistema Didmetro (nm)* indice de Polidispersio
ME G (DO0) 32,5+0,5 0,361 + 0,008
ME G (D1) 61,7+0,5 0,274 £ 0,002
ME G (D2) 59,6 £0,6 0,120+ 0,012
ME H (DO0) 41,7+4.4 0,371 + 0,006
ME H (D1) 85,1+1,3 0,328 + 0,003
ME H (D2) 23,1+£0,2 0,076 + 0,008

* Os valores correspondem a media de 3 experimentos (média + desvio-padrao)

5.4.3 Condutividade elétrica

Medidas de condutividade elétrica podem ser empregadas para monitorar mudancas
estruturais nas microemulsdes no decorrer de uma dilui¢do. Um grafico de condutividade
versus fracdo de dgua apresenta tipicamente um formato de sino, onde € possivel distinguir
trés importantes regides (PODLOGAR et al., 2004; PODLOGAR et al., 2005) (Figura 5.7).
Inicialmente, observa-se pequeno acréscimo da condutividade com a adicdo de dgua (®,, <
12% para o sistema ME-G; e @, < 20% para o ME-H). Neste intervalo sdo encontradas
goticulas do tipo A/O, que estdo isoladas uma das outras. Quando a fragdo de agua (®y)
alcanga e excede um valor critico conhecido como limiar de percolagdo (®,), as goticulas
comecam a interagir umas com as outras, formando goticulas maiores além de canais com
muitos caminhos de condutividade, provocando um aumento significativo da condutividade
(k). O limiar de percolacdo (®,) pode ser estimado com maior precisdo a partir do grafico
(dk/dDy,) em funcdo da fragdo de agua (®y) (PODLOGAR et al., 2004; PODLOGAR et al.,
2005) (Figura 5.8). O pico maximo desse grafico corresponde ao @, e pode ser encontrado
entre 20-30% de agua para o sistema ME-G, e entre 30-40% para o sistema ME-H. Assim, a
transi¢do de goticulas do tipo A/O para a fase bicontinua ocorre nesse intervalo. A regido da
fase bicontinua ¢ relativamente ampla, compreendendo o intervalo 20-30 < @, < 55% para

ambos os sistemas, onde a curva perde a sua linearidade. Com a adigdo de mais agua, a
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condutividade decai um pouco, sugerindo a ocorréncia do processo de transformagdo da fase

bicontinua em goticulas do tipo O/A, onde a fase aquosa torna-se a fase continua.

k (u S/cm)

100

804

60 —

40

k (1 S/cm)

100 4

40

204

% agua

Figura 5.7 — Graficos de condutividade elétrica em fun¢@o da composi¢do de dgua nos sistemas auto-
microemulsificantes ME-G (a) e ME-H (b).

A andlise das mudancas estruturais nos sistemas auto-microemulsificantes feita a partir
dos dados de condutividade corroboraram com os resultados de viscosidade. A regido de fase
bicontinua ou cristais liquidos inicia-se entre 20-30% e se estende por volta de 50-60% de
agua, e ¢ caracterizada por um aumento significativo da condutividade (Figura 5.7) e da
viscosidade (Figura 5.6). Antes e apds essa regido temos, respectivamente, microestruturas do

tipo A/O e O/A.
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— ME-G

dk/d ¢
v
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Figura 5.8 — Grafico da primeira derivada dk/d®,, em fung@o da composigdo de agua
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5.4.4 Consideracoes gerais sobre a caracterizacio fisico-quimica

Os ensaios de caracterizacdo fisico-quimica permitiram confirmar o tamanho
nanométrico das microemulsdes obtidas e, principalmente, estimar o tipo de microestrutura
presente em cada sistema microemulsionado convencional (ME-A a ME-F). Desta forma, os
resultados de distribuicdo de tamanho sugerem que o sistema ME-F, apesar de ser unifésico e
limpido, pode ndo se constituir em uma microemulsdo. Além disso, os dados de viscosidade
obtidos também permitiram viabilizar ou restringir cada sistema microemulsionado para
aplicacdo em determinada via de administragdo (parenteral, oral, transdérmica, etc.).

Quanto aos sistemas auto-microemulsificantes, observou-se concordancia dos
resultados de viscosidade e condutividade com relagdo as transi¢des de microestruturas
observadas no decorrer da dilui¢do em agua. A inversdo das goticulas A/O para O/A ocorre
mais cedo para o sistema ME-G. O sistema ME-H apresentou extensa regido de cristais

liquidos e/ou fase bicontinua, mesmo em altas composi¢des de fase aquosa.
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5.5 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES ANTIOXIDANTE E BACTERIOSTATICA

Produtos naturais bioativos e extratos obtidos de diversas espécies vegetais apresentam
valiosas propriedades biologicas. Extratos e fragdes, apesar de conterem uma variedade de
substancias, podem apresentar um ou mais principios ativos responsavel(is) por determinada
propriedade farmacologica da planta. Dessa forma, podem-se reduzir custos e trabalho com o
isolamento de um produto natural bioativo, utilizando-se extratos e fracdes, contendo este
produto em quantidade apreciavel, sem perda significativa de suas propriedades biologicas.

No entanto, a utilizacdo de extratos vegetais pode recair no mesmo problema
frequentemente observado para produtos naturais isolados: a baixa solubilidade nos
excipientes convencionais. Nesse contexto, os sistemas microemulsionados podem se tornar
valiosos instrumentos para a biodisponibilizagdo desses extratos, bem como para diminui¢ao
da sua dose-resposta.

Neste trabalho foi avaliada a propriedade antioxidante de extratos de diferentes espécies
vegetais, bem como a atividade bacteriostatica de um extrato de Croton cajucara. Em todos
os ensaios farmacoldgicos, os extratos foram solubilizados em microemulsdes, a fim de se

avaliar a eficacia desses sistemas como veiculos farmacologicos.

5.5.1 Propriedade antioxidante

A propriedade antioxidante de extratos ou fragdes das espécies vegetais Croton
cajucara, Anacardium occidentale e Phyllanthus amarus foi avaliada frente ao radical DPPH.
Sistemas microemulsionados foram utilizados para aumentar a solubilidade dos materiais
testados com perspectiva de aumento da sua agdo antioxidante. Em alguns casos, foi avaliada
a acdo antioxidante de extratos na sua forma bruta ¢ solubilizados em sistemas
microemulsionados, a fim de atestar a importancia desses sistemas na veiculagdo de fArmacos

e extratos vegetais.
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5.5.1.1 Extratos de Croton cajucara solubilizados em microemulsdes

Os sistemas microemulsionados obtidos neste trabalho mostraram-se eficazes no
processo de solubilizacdo dos extratos de diversas polaridades obtidos das folhas da espécie
Croton cajucara. O sistema ME-A (rico em fase aquosa) foi o que melhor solubilizou o
extrato metanolico (CC-EM), devido, principalmente, a alta polaridade deste extrato. Ambos
os sistemas ME-C e ME-D solubilizaram bem o extrato hexanico (CC-EH). Para o extrato
cloroférmico (CC-EC), o sistema contendo o cotensoativo (ME-C) foi o mais eficaz (GOMES
etal.,2007).

Os resultados antioxidativos obtidos com os extratos testados (CC-EH, CC-EC e CC-
EM) mostraram que as folhas de Crofon cajucara apresentam propriedade antioxidante. A
atividade antioxidante foi expressa em valores de CEs) + desvio-padrao (Tabela 5.10), obtidos
através do grafico que relaciona o percentual de atividade antioxidante (%AA) com a

concentracdo de cada extrato testado.

Tabela 5.10 — Valores de CEs, obtidos para os extratos CC-EH, CC-EC e CC-EM solubilizados em sistemas
microemulsionados

Extrato CEsp (mg/mL)*
CC-EH em ME-C 413,00+ 11,07
CC-EH em ME-D 446,07 + 52,22
CC-EC em ME-C 279,96 + 38,26
CC-EC em ME-D 362,63 £ 15,27
CC-EM em ME-A 348,05+ 3,70
CC-EM em ME-D 321,83 £ 22,10

* Os valores correspondem a media de 3 experimentos

Os extratos de maior polaridade (CC-EC e CC-EM) apresentaram os melhores
resultados antioxidantes, que pode ser justificado pela maior concentracdo dos flavonoides
3,7,4'-tri-O-metilcanferol e 3,7-di-O-metilcanferol, que sdo compostos polares presentes

nesses extratos (MACIEL et al., 2009).
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Adicionalmente, pdde-se verificar, que em relacdo aos sistemas microemulsionados
testados, ndo se observou interferéncia significativa na atividade avaliada, a excecdao do
extrato cloroformico, CC-EC, que apresentou maior atividade antioxidante quando
solubilizado no sistema ME-C, que pode ser justificado pela baixa solubilidade deste extrato

no sistema ME-D.

5.5.1.2 Extratos de Anacardium occidentale solubilizados em microemulsdes

Foram avaliados o extrato metandlico bruto (AO-EM) obtido das cascas de Anacardium
occidentale, bem como uma fragdo apolar correspondente ao 6leo fixo (AO-FO) deste extrato
e outra fracdo muito polar, rica em taninos (AO-FT) (GOMES et al., 2006). Devido a sua
baixa solubilidade em excipientes comumente utilizados, a fragdo AO-FT foi solubilizada em
sistemas microemulsionados. Deste modo, pode-se avaliar também a influéncia das
microemulsdes na atividade antioxidante e, igualmente, atestar a sua importdncia como
veiculos de farmacos.

Os resultados da avaliagdo da acdo antioxidante mostraram-se bastante positivos,
particularmente para o extrato metandlico bruto (AO-EM) e para a fracdo rica em taninos
(AO-FT) (Tabela 5.11) (GOMES et al., 2006). No entanto, a fragdo correspondente ao 6leo
fixo (AO-FO) ndo apresentou atividade até a dose de 710 pg/mL. De acordo com o esperado,
estes resultados indicam que a atividade antioxidante de AO-EM decorre provavelmente da
fragdo AO-FT rica em taninos (CHANWITHEESUK et al., 2005). Em relagdo aos sistemas
microemulsionados testados, ME-A e ME-D, ndo se observou interferéncia significativa na
atividade avaliada.

Apesar do carater polar da fragdo AO-FT, ambas as formulagdes testadas (ME-A e ME-
D) solubilizaram parcialmente esta fracdo. Apesar disso, foram significativamente eficazes na
avaliagdo da agdo antioxidante de Anacardium occidentale, ja que possibilitaram a
biodisponibilizagao dos taninos. Uma vez que a a¢do antioxidante de AO-FT foi comparavel
ao do extrato bruto (AO-EM), o poder antioxidante de Anacardium occidentale foi atribuido a
presenca de taninos, contidos nesta fracdo. Outros sistemas microemulsionados ndo foram

avaliados, pois ndo foram mais eficazes na solubilizacdo de AO-FT (GOMES et al., 2006).
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Tabela 5.11 — Valores de CEs, obtidos para os extratos e fra¢des de Anacardium occidentale

Extrato CEs) (ng/mL)*
AO-EM bruto 42,47 +0,14
AO-FT em ME-A 39,27 + 1,07
AO-FT em ME-D 42,20 +5,20
AO-FO N/A

* Os valores correspondem a media de 3 experimentos

5.5.1.3 Extratos de Phyllanthus amarus solubilizados em microemulsdes

O extrato metandlico de Phyllanthus amarus (PA-EM) e suas formulagdes
microemulsionadas tiveram sua a¢do antioxidante avaliada frente ao radical DPPH (Tabela
5.12). Observou-se aumento efetivo da propriedade antioxidante quando o extrato PA-EM foi
microemulsionado. De fato, a utilizacdo de um sistema microemulsionado aumentou a
capacidade do material solubilizado, prevenindo a sua precipitacdo durante o experimento e,

como consequencia, praticamente dobrando a sua agdo antioxidante.

Tabela 5.12 — Valores de CE5, obtidos para o extrato metanolico de Phyllanthus amarus

Extrato CEs) (ng/mL)*
PA-EM bruto 46,67 + 1,12
PA-EM em ME-A 18,33 £ 0,75
PA-EM em ME-D 22,96 + 1,29

* Os valores correspondem a media de 3 experimentos

O sistema ME-A, do tipo O/A, foi mais eficaz que o sistema ME-D (A/O), rico em fase
oleosa, devido ao carater polar do extrato avaliado. Microemulsdes do tipo O/A sdo mais

eficazes na veiculagdo de compostos polares, como as lignanas e compostos fenodlicos
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presentes na espécie Phyllanthus amarus, que sdo provavelmente responsaveis pela sua acao
antioxidante (MACIEL et al., 2007).

5.5.2 Atividade bacteriostatica

O extrato hidroalcoolico obtido das cascas do caule de Croton cajucara (CC-EHA),
solubilizado no sistema auto-microemulsificante ME-G, teve sua acao bacteriostatica avaliada
frente a bactérias gram-negativa Escherichia coli e gram-positivas Bacillus cereus. Ambas as
linhagens utilizadas apresentaram-se sensiveis ao extrato CC-EHA em ME-G, tendo sido

observado efeito dose-dependente nas concentracdes testadas (0,1; 0,5 e 1,0 mg/mL) (Figura
5.9).
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B. cereus
E. coli
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Sobrevivéncia bacteriana (%)
Sobrevivéncia bacteriana (%)

Cont + Cont - 0,1mg/ml 0,5mg/ml 1,0mg/ml Cont + Cont - 0,1mg/ml 0,5mg/ml 1,0mg/ml
Extrato Croton cajucara Extrato Croton cajucara

Figura 5.9 — Percentual de sobrevivéncia de colonias da (a) bactéria gram-positiva B. cereus e (b) bactéria gram-
negativa E. coli em meio de cultura LB contendo diferentes concentragdes do extrato CC-EHA apos 24 h de
incubacao. Cont+ = controle positivo (ampicilina : cloranfenicol, 4:1). Cont- = controle negativo

Comparativamente, o efeito inibitdrio mais significativo foi observado frente a bactéria
gram-positiva B. cereus (Figura 5.9a), e pode estar correlacionada com diferengas na estrutura
molecular, especialmente na membrana celular, entre os individuos destes dois grupos de
gram. Este efeito bactericida pode estar correlacionado com a presenca de clerodanos (trans-
desidrocrotonina, dentre outros) (MACIEL et al., 2000), bem como com os constituintes
apolares presentes no 6leo fixo do extrato CC-EHA (SOUZA et al., 2006).

O extrato CC-EHA apresenta baixa solubilidade aquosa, limitando seu uso oral e
parenteral. Nos ensaios bactericidas foi utilizado o sistema auto-microemulsificante ME-G

para a solubilizacdo deste extrato, permitindo assim a avaliagdo de sua atividade
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bacteriostatica. O uso deste tipo de microemulsdo ao invés dos sistemas microemulsionados
convencionais (ME-A a ME-F) foi de extrema importancia neste tipo de ensaio bioldgico,
visto que nele ocorrem diluicdes em meio essencialmente aquoso, o que provocaria a quebra
das microemulsdes se ndo fosse utilizado um sistema auto-microemulsificante. O sistema
ME-H, também um sistema auto-microemulsificante, ndo foi utilizado por conter etanol em
sua composicdo, um solvente que apresenta propriedades citotoxicas que poderia interferir
nos resultados obtidos. No entanto, mesmo com o uso do sistema ME-G, isento de etanol,

observou-se efeito bactericida moderado da microemulsio testada.

5.5.3 Consideracoes gerais sobre os ensaios antioxidantes e bacteriostaticos

A atividade antioxidante estd correlacionada com a presenga de certas classes de
compostos que possuem a propriedade de neutralizar a acdo do oxigénio radicalar. Plantas de
diversas espécies vegetais contém substancias antioxidantes e sdo empregadas no combate a
doengas cuja etiologia é o estresse oxidativo. Entretanto, certos compostos e extratos dessas
plantas apresentam baixa solubilidade nos excipientes mais utilizados, podendo ocasionar sua
precipitacdo e diminuicdo da atividade antioxidante. Neste sentido, as microemulsdes podem
atuar na solubilizagdo de agentes antioxidantes, prevenindo a sua precipitacio e,
consequentemente, contribuindo eficazmente para a biodisponibilidade do farmaco e, em
alguns casos, ampliando sua agdo bioldgica. Como exemplo, destacam-se 0s experimentos
envolvendo extratos de Croton cajucara, que tiveram sua atividade antioxidante diretamente
proporcional a sua solubilidade em sistemas microemulsionados.

As microemulsdoes obtidas neste trabalho foram, ainda, imprescindiveis para a
realiza¢ao de ensaios que avaliaram a propriedade antioxidante de uma fracao polar, insolavel
em solventes biologicos, obtida de Anacardium occidentale (AO-FT). Dessa forma, pdde-se
atribuir a classe de compostos dos taninos a responsabilidade por grande parte da acdo
antioxidante do extrato metandlico desta planta. Os resultados antioxidativos obtidos com as
microemulsdes utilizadas, bem como com os extratos e fracdes solubilizados nestes sistemas
microemulsionados, demonstraram que as formula¢des ndo interferem nos resultados e foram
eficazes na solubilizagdo dos materiais vegetais, reforcando, portanto, a utilizacdo de

nanossistemas do tipo microemulsdo como veiculos de farmacos e extratos.
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Do mesmo modo, a solubilizagdo de CC-EHA em um sistema auto-microemulsificante
farmacologicamente aceitavel possibilitou a avaliacdo do efeito bacteriostatico deste extrato,
j& que se trata de um extrato polar com baixa solubilidade nos solventes biologicos
comumente utilizados. No entanto, neste caso, houve interferéncia do sistema utilizado, tendo
sido evidenciado efeito bactericida moderado da microemulsdo testada (ME-G) frente as
bactérias estudadas.

Os testes de avaliagdo das propriedades antioxidante e bacteriostatica foram realizados
in vitro. Para o clerodano DCTN, sabe-se que a dosagem utilizada na avaliagdo in vivo de
diversas propriedades bioldgicas foi, na maioria dos casos, superior a 25 mg do produto
natural para cada kg do animal. Como exemplos: propriedade hipoglicémica (25 e 50 mg/kg,
via oral), hipolipidémica (50 mg/kg, via oral), antiulcerogénica (100 mg/kg, via oral),
antiinflamatéria (50 e 200 mg/kg, via intraperitoneal), antinociceptiva (10, 20, 50 e 100
mg/kg, via oral), antiestrogénica (25 e 50 mg/kg, via oral), cardiovascular (10 e 15 mg/kg),
antitumoral contra o carcinoma de Ehrlich (120 mg/kg, via intraperitoneal) (COSTA et al.,
2007).

Comparativamente, pode-se dizer que os sistemas que apresentaram maior capacidade
de solubilizagdo da DCTN foram aqueles do tipo A/O com a presenga de etanol como
cotensoativo (cerca de 25 mg/mL). Neste contexto, para realizacdo de ensaios in vivo
utilizando a DCTN incorporada nos sistemas microemulsionados avaliados, os experimentos
mais viadveis sdo as atividades antinociceptiva, hipoglicémica e cardiovascular. Para os demais
experimentos, faz-se necessario a utilizagdo de um volume maior de microemulsdo para
atingir a concentragdo utilizada nos testes in vivo que foram previamente realizados com a
DCTN livre. Portanto, estudos toxicologicos das formulagdes obtidas neste trabalho,
correlacionando doseamento e composi¢do das microemulsdes, estdo sendo realizados para

avaliar a possibilidade de veiculagdo segura deste prototipo de farmaco nestas formulagdes.

5.6 SIMULACAO MD DE MICELAS DE C;)N-LACTITOL E C,N-LACTOSIL

Sistemas micelares contendo tensoativos a base de agucares, como Cj,N-lactitol ¢ C;,N-
lactosil, podem se constituir em uma excelente op¢cdo como veiculos para fairmacos. Estudos
computacionais podem ser empregados para a otimizacdo desses sistemas a partir da

compreensdo do processo de micelizagao.
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A concentracdo abaixo de 50%, solugdes de Cj;N-lactitol apresentam uma fase
isotropica micelar (I,) (AUVRAY et al., 1995). Em concentragdes proximas de 0,1M, sdo
observados sistemas micelares contendo cerca de 88 mondmeros (DUPUY et al., 1996;
DUPUY et al., 1998). Dados experimentais referentes ao C;,N-lactosil ndo foram encontrados
na literatura. Adicionalmente, cerca de 5% das moléculas de C,N-lactitol encontram-se sob a
forma ionizada em solucdes aquosas com pH 9-10 (DUPUY et al., 1996). Para as moléculas
de Ci2N-lactosil espera-se que esta porcentagem seja ainda menor, devido ao impedimento
estérico do grupo amino na configuracao ciclica. Dessa forma, as simulag¢des foram realizadas
com um alto grau de solvatacdo (cerca de 17.000 moléculas de agua ou 0,25 M), com nimero
de agregacdo 88 para ambos os sistemas, ¢ com todas as moléculas de tensoativo na forma
ndo-ionizada. As simulagdes MD foram realizadas em um intervalo de tempo de 10 ns no
ensemble NpT, porém os primeiros 500 ps foram tomados como etapa para equilibrio. As
propriedades calculadas neste trabalho foram computadas utilizando o tempo total de
producao de 9,5 ns ou, em alguns casos, dos Ultimos 5 ns. As cargas parciais atomicas, para
cada um dos monomeros (Figura 5.10), foram calculadas a partir do nivel HF/6-31G*, sendo

posteriormente utilizadas no algoritmo RESP (Tabela 5.13).

(@
: c3 4 C5 — c7 % Cc9 7 c11 Cl-}d
L= 1% (%4 o/ o
cadeia alquilica
grupo galactosil grupo glucitol
(b)

o (Blen

o9 ‘H%,

arupo galactosil grupo glucosil cadeia alquilica

Figura 5.10 — Representacdo esquematica dos mondmeros (a) C;,N-lactosil e (b) C;,N-lactitol. Sio mostrados os
atomos de oxigénio (vermelho), carbono (ciano), nitrogénio (azul) e hidrogénio (branco) das moléculas de
tensoativo
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Tabela 5.13 — Cargas parciais atdmicas das moléculas de C;;N-lactitol e C;,N-lactosil usadas

nas simulagoes MD

Tipo de atomo
(ver Figura 3.1)

Cargas parciais

C2N-lactitol

Ci2N-lactosyl

Cadeia alquilica

N -0.39 -0.52
C1-C10 0.00 to 0.02 0.01 to 0.03
Cl1 0.04 0.05
C12 -0.06 -0.07
H(N) 0.23 0.30
H(C1) 0.04 0.06
Outros hidrogénios -0.01 to0 0.01 -0.01 to0 0.01
Grupo glucosil (glucitol)

CL,C3 0.00 to 0.03 0.00 to 0.03
C2 0.09 -0.01

C4 -0.06 -0.03

Cs 0.00 0.11

C6 0.06 0.06

02, 03, 06 -0.63t0 -0.53  -0.63 to -0.53
04 -0.31 -0.30

05 -0.57 -0.25
HO2, HO3, HO5', HO6 0.38 to 0.43 0.38 to 0.40
Outros hidrogénios 0.01 to 0.15 0.11t0 0.18
Grupo galactosil

C1,Cs -0.02 -0.04 to -0.01
C2,C3,C4 0.02 to 0.04 0.01 to 0.04
C6 0.04 0.09

02, 03, 04, 06 -0.63t0-0.60  -0.65 to -0.60
05 -0.14 -0.05
HO2, HO3, HO4, HO6 0.37 to 0.46 0.36 to 0.48
Outros hidrogénios 0.10t0 0.18 0.09 to 0.15

TApenas para C,N-lactitol
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5.6.1 Estabilidade e tamanho dos sistemas micelares

Apesar dos agregados micelares estarem em equilibrio dindmico em sistemas aquosos e
as trocas mondmero-micela ocorrerem na escala de tempo de aproximadamente 107 s
(FENDLER e FENDLER, 1975), em ambos os sistemas as micelas permaneceram estaveis e
eventos de escape de mondmeros ndo foram observados no decorrer dos 10 ns de simulagao.
Entretanto, foi observado eventos de escape de mondmeros da célula periddica, conforme
esperado (KONIDALA et al., 2006; CHONG et al., 2006). Além disso, protusdes na
superficie micelar foram claramente observadas a partir dos snapshots obtidos ao longo da
simulagdo (Figura 5.11). No decorrer da simulagdo, ambas as micelas perderam seu formato
esférico inicial para adotar uma conformagdo onde regides especificas da cauda hidrofébica e

da cabeca polar da superficie da micela estavam altamente expostas ao solvente.

(a)

(b}

N nx ?ns 4nx Rns fAns 10

Figura 5.11 — Snapshots dos agregados micelares (a) Cj;N-lactitol e (b) Cj,N-lactosil no decorrer de 10 ns de
simulagdo MD. S8o mostrados os atomos de oxigénio (vermelho), carbono (ciano), nitrogénio (azul) e
hidrogénio (branco) das moléculas de tensoativo, enquanto que as moléculas de agua foram omitidas por
motivos de clareza

O raio de giro (R,) foi calculado sobre o tempo de simulagdo de 9,5 ns. O grafico de R,
em funcdo do tempo para C;;N-lactitol mostrou uma curva ligeiramente ascendente, cujo
valor médio de R, encontrado para este sistema foi 22,06 A (Figura 5.12). Este valor esta de
acordo com o valor experimental de 23,23 A calculado a partir de técnicas de SANS e SAXS
obtidos de um sistema micelar no formato elipsodide oblato contendo 88 moléculas de C;,N-
lactitol a 24 °C (DUPUY et al., 1996; DUPUY et al., 1998). O valor médio de R, encontrado
para CioN-lactosil foi 21,43 A, e permaneceu constante durante o tempo de simulacio,

indicando estabilizacdo deste sistema micelar. O valor superior de R, encontrado para o

Fabiano do Espirito Santo Gomes 2010



Tese de Doutorado, PPGQ-UFRN 125

sistema contendo Cj;N-lactitol em comparacao com o Cj;N-lactosil pode estar relacionado a
grande flexibilidade do residuo aciclico (glucitol) presente no composto alditol. Assim, os
graus de liberdade rotacionais do residuo glucitol permitem a observagdo de multiplas

conformacdes da cabeca polar no interior da camada hidrofilica.

250 T T T T T

240~ -

R (;3;)

20 —

20‘0 1 | 1 | | | | | 1
0 2000 4000 6000 8000 10000

Time (ps)

Figura 5.12 — Raio de giro, R,, de micelas formadas por C;,N-lactitol (preto) e C;,N-lactosil (cinza) no decorrer
de 9,5 ns de simulagdo MD

5.6.2 Area Superficial Acessivel ao Solvente (SASA)

A avaliagdo das regides hidrofobicas e hidrofilicas do sistema micelar expostas ao
solvente foram computadas sobre os ultimos 9,5 ns de trajetéria (Figura 5.13), usando o
método desenvolvido por LEE e RICHARDS (1971). A contribuicdo da cadeia alquilica de
ambos os sistemas ao valor total de SASA foi similar e apresentou-se constante durante a
simulagdo, com valores médios de 3.655 A% e 3.537 A? para Cj;N-lactitol e C;;N-lactosil,
respectivamente. Comparada com o valor total de SASA (21.567 A* para C,N-lactitol, e

22.108 A* para Cj;N-lactosil), a contribuigio da parte hidrofobica ¢ pequena (menos que
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17%), indicando que as cadeias alquilicas estdo apontadas para o centro da micela, evitando
a0 maximo o contato com o solvente. A contribuicao da cabega polar ao valor total de SASA
foi dividida entre os dois grupos agucar. Apesar de ambos 0s tensoativos conterem o mesmo
grupo externo galactosil, a contribui¢do deste grupo para o SASA foi notadamente diferente
(10.780 A’ para o grupo galactosil em C;oN-lactitol, ¢ 13.076 A? em C;,N-lactosil).
Entretanto, esta diferenca foi compensada pelo grupo sacarideo ligado a cadeia alquilica,

glucitol para C;N-lactitol (7.132 A%) e B-glucosil para C ,N-lactosil (5.495 A?%).

14000 — —
12000 — —
10000

S 8000

SASA (

6000

4000

2000 — =

0 2000 4000 6000 8000 10000
Time (ps)

Figura 5.13 — Area Superficial Acessivel ao Solvente (SASA) de micelas contendo moléculas de C;,N-lactitol
(negrito) e Cy,N-lactosil no decorrer de 9,5 ns de simulagdo MD. Sdo mostradas as areas superficiais expostas
das cadeias alquilicas (inferior), e dos grupos glucosil/glucitol (meio) e galactosil (superior)

No processo de micelizacdo, ¢ esperado que a area superficial acessivel da cauda
hidrofobica diminua consideravelmente devido a agregacdo das moléculas de tensoativos
exposta a agua (TANFORD, 1980). Em contrapartida, apenas mudangas sutis sao
frequentemente observadas na 4rea superficial acessivel das cabecas polares (LAH et al.,
2006). Desvios no valor de SASA para a cauda hidrofobica podem sugerir mudangas no
formato das micelas (KONIDALA et al., 2006), enquanto que desvios dos valores de SASA
dos grupos hidrofilicos podem ser atribuidos as interagdes intermoleculares entre as cabecas-

polares. Em nossas simulagcdes MD a contribui¢do de cada grupo para o valor total de SASA
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permaneceu constante para Ci;N-lactitol. J& para C;N-lactosil foi observada diminuicao
gradual das contribui¢des provenientes dos grupos hidrofilicos galactosil e glucosil (Figura
5.13). Este decréscimo pode influenciar negativamente a hidratagdo da micela formada de
C2N-lactosil, uma vez que a grande quantidade de ligagdes de hidrogénio intermoleculares

pode reduzir a ocorréncia de interagdes monomero-solvente.

5.6.3 Interacoes inter-monomeros

A rede de ligagdes de hidrogénio desempenha um papel fundamental na estabilidade,
conformacdo e solubilidade de compostos & base de aglcares, devido, principalmente, a
presenga de varios grupos hidroxila em sua estrutura. De maneira geral, a situagdo mais
comum ¢ cada grupo hidroxila estando associado com duas ligacdes de hidrogénio, uma como
doador e outra como aceptor de ligacdo de hidrogénio. Adicionalmente, o grupo amino
presente nas moléculas de C,N-lactitol e Cj,N-lactosil pode também atuar tanto como
aceptor quanto doador de ligagdo de hidrogénio, apesar de que ¢ esperado que uma pequena
fracdo esteja na forma protonada em solucdo aquosa (DUPUY et al., 1996). Interacdes
intermoleculares, como as ligagdes de hidrogénio, afetam algumas propriedades fisicas das
moléculas e, neste caso especifico, algumas propriedades estruturais dos agregados micelares
(SVENSON, 2004). Assim, a grande quantidade de ligagdes de hidrogénio intermoleculares
observada nas micelas formadas pelos tensoativos a base de agucares pode influenciar alguns
aspectos estruturais como tamanho, formato e estabilidade das micelas.

Neste trabalho, foi avaliado, em nivel molecular, as interagdes inter-mondmeros entre os
grupos agucar sobre os ultimos 5 ns de simulagdo. O niimero total de ligagdes de hidrogénio
intermoleculares por mondmero encontrado para C;N-lactitol foi 1,05 e para C;,N-lactosil
0,86 (Tabela 5.14). Considerando que a contribui¢do energética de cada ligacdo de hidrogénio
¢ cerca de 5 kcal/mol, a diferenca de 0,19 ligagdes de hidrogénio entre os dois sistemas
micelares indicam que a formacdo de micelas contendo C;,N-lactitol ¢ entalpicamente mais
favoravel que C;;N-lactosil por aproximadamente 0,95 kcal/mol de tensoativo (considerando
apenas a componente de ligagdes de hidrogénio). PESTMAN et al. (1999) encontraram uma
diferenca entalpica similar para tensoativos com grupos amida, N-acetil-N-dodecil-
lactosilamina e N-acetil-N-dodecil-1-deoxilactitol, no valor de 1,3 kcal/mol em favor do

composto lactitol. Este resultado calorimétrico reflete as interagdes micela-micela,

Fabiano do Espirito Santo Gomes 2010



Tese de Doutorado, PPGQ-UFRN 128

mondmero-micela € mondmero-monomero, enquanto que a simulagdo MD apresentada neste
trabalho avaliou somente a contribuicdo das interagdes mondmero-monoémero, oriundas das

liga¢des de hidrogénio, para a entalpia de micelizagao.

Tabela 5.14 — Numero médio de ligagdes de hidrogénio inter-monémero ¢ mondmero-solvente no decorrer dos
ultimos 5 ns de simulagdo MD

C2N-lactitol C2N-lactosil
0 ¥ N Monomero- A Monomero-
Atomo Inter-monomero Inter-monomero
solvente solvente

doador aceptor doador aceptor doador aceptor doador aceptor

N 002 000 004 003 007 003 006 012
02 (glc) 0.19 015 040 050 0.3 0.2 033 036
03 (gle) 0.13 013 016 022 010 007 038 048
04 (glc) 0.04 0.12 0.05 0.17
05 (glc) 008 006 030 041 0.07 0.12
06 (glc) 0.15 016 040 062 012 012 026  0.64
02 (gal) 0.10 013 042 051 015 010 049 049
03 (gal) 0.13 010 055 064 009 006 052 0.6l
04 (gal) 0.17 015 047 051 007 009 058  0.58
05 (gal) 0.01 0.03 0.01 0.04
06 (gal) 011 012 033 063 013 014 032 063
Total 107 105 307 422 086 086 293 423

Talc = grupo glucosil/glucitol; gal = grupo galactosil

A andlise das contribui¢des individuais dos doadores e aceptores de ligagdes de
hidrogénio inter-mondmeros revelaram pequenas variagdes entre os dois sistemas. A maior
diferenga encontrada foi para o atomo O4-H do grupo galactosil, em que se observou a
doagao de 0,10 ligagdes de hidrogénio a mais no sistema contendo Cj;N-lactitol, e para os
atomos O3 do grupo glucosil/glucitol e O4 do grupo galactosil, que aceitam, cada um, 0,06

ligacdes de hidrogénio a mais também no sistema contendo C;,N-lactitol. Apesar do grupo
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externo galactosil ser o mesmo em ambas as moléculas de tensoativo, a Uinica hidroxila axial,
presente no carbono C4, estd mais exposta para a formag¢do de interagdes inter- e intra-
moleculares. De fato, os 4tomos de oxigénio da cadeia flexivel de glucitol, presente em C;,N-
lactitol, sdo capazes de interagir mais facilmente e fortemente com a hidroxila axial (O4) do

grupo galactosil.

5.6.4 Interacoes intra-monomeros

As micelas de Cj;N-lactitol fazem um total de 1,37 ligagdes de hidrogénio intra-
molecular por mondmero contra apenas 0,48 para o sistema contendo C;,N-lactosil (Tabela
5.15). Geralmente, ligacdes de hidrogénio intramoleculares sdo mais observadas em
dissacarideos ciclicos que em monossacarideos, devido a possibilidade de interagdes entre os
atomos de oxigénio proveniente dos dois grupos diferentes de aclicar presentes na mesma
molécula. Neste caso, os angulos torcionais ou diedros envolvendo a ligagdo glicosidica sao
de crucial importincia para o estabelecimento de interagcdes intra-moleculares de
dissacarideos. Dessa forma, as interagdes intra-monomeros mais frequentemente observadas
envolveram atomos dos dois grupos agucares, a excecao da interagdo O6—H:--O4 que ocorre
no grupo glucosil (glucitol) em ambos os sistemas micelares. No entanto, o fato de C;,N-
lactitol possuir uma cadeia aciclica flexivel lhe permitiu adotar conformagdes que facilitam a
ocorréncia de interacdes intramoleculares, e isto pode explicar a grande diferenga encontrada
entre estes dois sistemas micelares a base de agucares. De fato, o sistema contendo Ci,N-
lactitol apresenta interagdes intra-mondmeros mais frequentes entre os atomos de oxigénio
pertencentes ao grupo glucitol, em especial os atomos O2, O4 e OS5 (Tabela 5.15).
Adicionalmente, na molécula de C;,N-lactitol, o atomo OS5 pertence a um grupo hidroxila ao
invés do grupo éter como em Cj;N-lactosil, e dessa forma, pode tanto doar como aceitar

ligagdes de hidrogénio.
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Tabela 5.15 — Numero médio de ligagdes de hidrogénio das principais interacdes intra-
monodmeros por moléculas no decorrer dos ultimos 5 ns de simulagio®

Interag:ﬁob C2N-lactitol C;;N-lactosil
N-H---03 0.07 0.00
02-H---04 0.09 0.00
02-H--05 0.09 0.00
03-H---04 0.14 0.00
0O3-H:--O5(gal) 0.12 0.10
0O5-H--02 0.11 N.A.
0O5-H---02(gal) 0.20 N.A.
06-H---O4 0.06 0.07
06-H:--02(gal) 0.03 0.07
02-H(gal)---O5 0.07 0.00
02-H(gal)---O6 0.02 0.05
Total® 1.37 0.48

*S&o mostradas apenas as interagdes com 0.05+ ligagdes de hidrogénio
®Atomos do grupo galactosil estdo indicados por “gal”. Caso contrario, os
atomos pertencem ao grupo glucosil/glucitol
“Considerando todas as ligagdes de hidrogénio intra-moleculares

5.6.5 Perfil de hidratacao

Os sistemas micelares Cj;N-lactitol e Cj,N-lactosil mostraram capacidade de hidratagao
similar, com o primeiro sistema perfazendo uma média total de 3,07 e 4,22 ligagdes de
hidrogénio como doador e aceptor, respectivamente, enquanto que o ultimo faz 2,93 e 4,23
ligagdes de hidrogénio com a agua por mondmero (Tabela 5.14). As principais diferengas
foram encontradas mais uma vez no grupo glucosil/glucitol. O grupo glucitol em C;;N-lactitol
doa 0,29 ligacdes de hidrogénio a mais que o grupo glucosil em Cj,N-lactosil, mas aceita 0,10
ligacdes a menos, devido a substitui¢do do grupo éter por um grupo hidroxila em OS5, que ¢

capaz agora de doar ligacdes de hidrogénio para a 4gua. O grupo amino também parece sofrer
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influéncia da configuragdo do sacarideo. A simulagdo MD mostrou que o grupo amino ¢
capaz de fazer 0,11 ligagdes de hidrogénio a mais com a agua na configuragao ciclica, porém,
¢ importante ter em mente que as cargas parciais atomicas para o nitrogénio foram diferentes
para C;N-lactitol (-0,39) e para C;,N-lactosil (-0,52) (Tabela 5.13, pagina 122). A capacidade
de hidratagdo do grupo galactosil foi similar para ambos os sistemas micelares.

Apesar da semelhanga da capacidade de hidratagdo, existiram diferencas particulares na
contribui¢do atdmica para as interagdes monomero-solvente. O dtomo O3 do grupo glucosil
faz 0,48 ligagdes de hidrogénio a mais com a 4gua em C;;N-lactosil, enquanto que os atomos
02 e O5 do mesmo grupo fazem 0,21 e 0,59 ligagdes de hidrogénio a mais em C;,N-lactitol,
respectivamente. Este surpreendente resultado para o &tomo O3 pode ser explicado em termos
da conformacao preferencial adotada pelas moléculas de C;,N-lactitol no interior da micela.
Foi observado que o atomo O3 do grupo glucitol em Cj;N-lactitol interage bem com os
atomos O4 e O5 dos grupos glucitol e galactosil, respectivamente (Tabela 5.15). Isto sugere
uma conformacao preferencial para esta molécula no interior da micela, em que o atomo O3

estd localizado em uma regido menos exposta ao solvente, como mostrado na Figura 5.14.

Figura 5.14 — Snapshot da simulagdo MD evidenciando uma das interagdes intra-moleculares mais frquentes
observadas no sistema micelar C,N-lactitol. O nimero médio das liga¢des de hidrogénio intra-molecular
03(glc)-H---O4(glc) and O3(glc)-H:-O5(gal) ¢ 0,14 e 0,12, respectivamente. Esta conformagao adotada pelas
moléculas de Ci,N-lactitol previne o a&tomo O3(glc) do contato com a agua.
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5.6.6 Consideracoes gerais sobre as simula¢cées MD

As simulagdes MD caracterizaram as propriedades estruturais e a rede de ligagdes de
hidrogénio de sistemas micelares contendo 88 monomeros de C;;N-lactitol e C;;N-lactosil em
solucdo aquosa. Ambos os sistemas exibiram tamanho e estabilidade similares, embora o
sistema Cj;N-lactitol tenha apresentado ao final da simula¢do fortes deformacdes ou
protrusdes que levaram a grandes diferencas com relagdo ao formato esférico inicial. A baixa
contribuicdo das cadeias alquilicas de ambos os sistemas ao valor total de SASA indicaram
uma elongacdo das micelas (KONIDALA et al., 2006), enquanto que as diferentes
contribuigdes a0 SASA total proveniente dos dois grupos aglicar presentes na molécula de
ambos os tensoativos indicaram um padrdo diferente de ligagdes de hidrogénio.

O sistema micelar C;N-lactitol faz mais ligagdes de hidrogénio intra- ¢ intermolecular
que o sistema Cj;N-lactosil. O fato do oxigénio O5 do grupo glucitol em C;;N-lactitol
pertencer ao grupo hidroxila, ao invés da func¢do éter, contribuiu significativamente para esta
diferenca. Adicionalmente, a grande flexibilidade do grupo glucitol aumentou a ocorréncia de
ligacdes de hidrogénio intramoleculares no sistema micelar CjpN-lactitol. Apesar das
diferencas estruturais entre ambos os tensoativos estudados, a capacidade de hidratacdo de
suas micelas foi similar. A grande quantidade de ligacdes de hidrogénio observada no sistema
micelar Cj;N-lactitol sugere que seu processo de micelizagdo ¢ mais favoravel que no sistema
Cj2N-lactosil, o que corrobora com estudos recentes que demonstram que um grupo alditol ¢
mais favoravel para a formagdo de micelas que um grupo aldose (PESTMAN et al., 1999).
Dessa forma, as simulagdes MD apontam para o uso de micelas de Cj;N-lactitol, em
detrimento de C;,N-lactosil, como veiculos carreadores de farmacos.

O raio de giro, R, do sistema micelar CioN-lactitol ndo permaneceu estavel no decorrer
dos 10 ns de simulagdo MD, o que pode ser indicativo de uma micela nao-estavel. Dessa
forma, esse sistema foi submetido a mais 10 ns de simulagdo MD nas mesmas condi¢des que
a anterior, perfazendo um total de 20 ns, e verificou-se que o R, para este sistema continuou a
crescer levemente no decorrer da simulagdo. Este resultado pode ser devido a propria natureza
das moléculas anfifilicas, em que sua parte hidrofobica estard em continuo movimento no
interior da micela, e em especial, pelo grande niimero de conformagdes que podem ser
adotadas pelas moléculas de Cj;N-lactitol, que podem ocasionar continuas diferencas

estruturais no agregado, como observado na Figura 5.11a.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Conseguiu-se obter sistemas microemulsionados utilizando compostos (tensoativo,
cotensoativo e 6leo) farmaceuticamente aceitaveis, contribuindo assim para a sua aplicagao
em meio bioldgico. Obteve-se ainda um sistema microemulsionado isento de cotensoativo
(sistema ME-D), que devido a auséncia de etanol em sua composi¢do, pode apresentar
reducdo na toxicologia das microemulsdes. Adicionalmente, sistemas auto-
microemulsificantes, voltados para a administragdo oral de farmacos, foram obtidos, sendo
um deles utilizando propilenoglicol ao invés de etanol como cotensoativo em sua composi¢ao
(sistema ME-G), e outro utilizando sorbitol a fim de diminuir a quantidade de etanol utilizada
(sistema ME-H).

Os sistemas micromeulsionados obtidos foram capazes de solubilizar satisfatoriamente
o diterpeno bioativo trans-desidrocrotonina (DCTN), parcialmente a trans-crotonina (CTN), e
incapaz de solubilizar o triterpeno acido acetilaleuritolico (AAA), todos isolados das cascas
do caule da espécie vegetal Crofon cajucara. O sistema auto-microemulsificante ME-G,
isento de etanol, também solubilizou satisfatoriamente a DCTN e ndo se observou
precipitacdo significativa do produto natural com a diluicdo em agua do sistema ME-G.
Adicionalmente, os sistemas microemulsionados obtidos solubilizaram satisfatoriamente
extratos e fragdes obtidos de trés espécies vegetais: Croton cajucara, Anacardium occidentale
e Phyllanthus amarus.

Os experimentos de caracterizacao fisico-quimica permitiram confirmar a existéncia de
microemulsdes em cada sistema obtido, além de direcionar a aplicacdo de cada um desses
sistemas quanto as vias de administracdo preferenciais. Nesse sentido, confirmou-se que o
sistema ME-F ndo se tratava de uma microemulsdo estavel. Os estudos de reologia e de
condutividade elétrica dos sistemas auto-microemulsificantes permitiram ainda prever as
transicdes de microestruturas que ocorrem nesses sistemas com a diluicdo em agua.

Os sistemas microemulsionados obtidos permitiram a realizacdo de ensaios biologicos
de extratos com baixa solubilidade nos excipientes comumente utilizados. Os ensaios
antioxidantes evidenciaram ainda que a propriedade antioxidante dos extratos testados €
diretamente proporcional a sua solubilidade nos sistemas microemulsionados testados.
Adicionalmente, as microemulsdes utilizadas ndo provocaram interferéncia significativa nos
resultados antioxidativos obtidos, ¢ apenas um efeito bactericida moderado frente as coldnias

de bactérias estudadas, o que pode ser considerado uma vantagem adicional desses sistemas.

Fabiano do Espirito Santo Gomes 2010



Tese de Doutorado, PPGQ-UFRN 135

Os estudos de simulacdo de Dindmica Molecular (MD) permitiram caracterizar as
propriedades estruturais de agregados micelares contendo moléculas de N-dodecilamino-1-
deoxilactitol (CjpN-lactitol) e N-dodecil-D-lactosilamina (Cj;N-lactosil). Os resultados
computacionais obtidos corroboraram os dados experimentais de SANS e SAXS obtidos para
o CpN-lactitol (DUPUY et al., 1996; DUPUY et al., 1998). Adicionalmente, as simulagdes
MD apontaram para um processo de micelizacdo mais favoravel para sistemas alditois, como
o CpoN-lactitol, e podem servir como pardmetro na obtengdo de sistemas micelares de
tensoativos a base de agucares.

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram avaliar que os sistemas
microemulsionados obtidos, em especial os sistemas que nao contém etanol em sua
composi¢do, podem se constituir em alternativas vidveis para a veiculacdo de farmacos e
extratos pouco soluveis nos excipientes comumente utilizados, com ganhos significativos na

sua biodisponibilidade.
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ANEXO A — Curva de Calibraciao da DCTN para testes de solubilidade por

espectroscopia no UV-Visivel
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ANEXO B - Graficos de comportamento reoldégico tensio (1) x taxa de cisalhamento (y)
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