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RESUMO

TAKATA, G. M. Desenvolvimento e avaliacdo de nova preparacao de anfotericina B
e/ou cetozonazol em disperséo de bixina, pullulan e trealose. 2019. 81 p. Dissertacéo
(Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2019.

Muitos pacientes acometidos por infec¢des fungicas sucumbem devido a néo eficacia dos
antibidticos ou por toxicidade dos mesmos. Anfotericina B é um dos antifingicos mais
eficientes do mercado apesar de sua alta toxicidade, tem estrutura poliénica e € um
composto insoluvel em agua, sendo necessario o uso de adjuvantes e novas tecnologias
para preparo de formulagcdes eficazes. Cetoconazol € um composto imidazélico, também
com acdao antifangica de grande espectro de acao e dificil solubilizacdo em meio aquouso,
porém solavel somente em baixos valores de pH. Estudos tém demonstrado a utilizacao
de bixina na preparacdo de dispersdes aquosas de compostos insolUveis ou pouco
solaveis em agua. Bixina € o principal composto das cascas de semente de Bixa orellana
(urucum), sendo um carotenoide insolavel em agua, porém, permite preparacdes na forma
de nanodispersdes aquosas com incorporacdo de farmacos apolares ou lipofilicos. O
objetivo deste trabalho foi preparar anfotericina B e cetoconazol na forma de
nanodispersdes a partir de bixina, utilizando pullulan e trealose como adjuvantes e avaliar
estabilidade e eficacia antimicrobiana por ensaios fisico-quimicos e microbioldgicos.
Pullulan é um polissacarideo constituido por unidades de maltotriose, com propriedades
adesivas e capacidade de formar biofilmes, enquanto trealose € um composto com duas
unidades de glicose, com boa estabilidade em faixas de pH de 3 a 10 e capaz de suportar
altas temperaturas, como processos de esterilizagdo por calor umido. Ensaios fisico-
guimicos demonstraram boa manutencdo das caracteristicas das preparacdes propostas
neste projeto, como, por exemplo, didmetro hidrodindAmico e potencial zeta das estruturas
das nanodispersdes de bixina e antifUngicos e também eficacia antimicrobiana frente a
Candida albicans ATCC 10231. Os resultados apresentam perspectivas para
aprimoramentos de formulagcdes com farmacos pouco solUveis ou insolaveis em agua,

pesquisa de novos biomateriais e outras aplicacdes nas areas farmacéutica e cosmética.

Palavras-chave: bixina, nanodispersao, pullulan, trealose, carreador, antifingico.



ABSTRACT

TAKATA, G. M. Development and evaluation of novel preparation of amphotericin B
and/or ketoconazole in dispersion of bixin, pullulan and trehalose. 2019. 81 p. Thesis
(Masters) — Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2019.

Many patients with fungal infections succumb due to ineffectiveness or toxicity of
antibiotics. Amphotericin B is one of the most efficient antifungals on the market despite its
high toxicity. It presents polyenic structure and is a water-insoluble compound. In this
case, it is necessary to use adjuvants and new technologies to prepare effective
formulations. Ketoconazole is an imidazolic compound, also with broad spectrum
antifungal action and difficult solubilization in aqueous medium but it is soluble at low pH
values. Studies have demonstrated the use of bixin in the preparation of aqueous
dispersions of insoluble or poorly soluble compounds in water. Bixin is the main compound
of Bixa orellana (annatto) seed husks, being a water-insoluble carotenoid, but it allows
preparations in the form of aqueous nanodispersions with incorporation of apolar or
lipophilic drugs. The objective of this work was to prepare amphotericin B and
ketoconazole as nanodispersions from bixin, using pullulan and trehalose as adjuvants
and to evaluate them under aspects of stability and efficacy by physicochemical and
microbiological assays. Pullulan is a polysaccharide consisting of maltotriose units with
adhesive properties and ability to form biofilms, while trehalose is a compound with two
glucose units with good stability at pH ranges from 3 to 10 and capable of withstanding
high temperatures such as processes of sterilization by moist heat. Physicochemical tests
demonstrated good maintenance of the characteristics of the preparations proposed in this
project, such as hydrodynamic diameter and zeta potential of bixin and antifungal
nanodispersions and also antimicrobial efficacy against Candida albicans ATCC 10231.
The results present prospects for improvement. of poorly soluble or water-insoluble drug
formulations, research on new biomaterials and other applications in the pharmaceutical

and cosmetic fields.

Keywords: bixin, nanodispersion, pullulan, trehalose, drug carrier, antifungal.
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1 - INTRODUCAO

Muitos pacientes acometidos por infeccdes como as fungicas, sucumbem
devido a ndo eficacia das antibioticoterapias ou por toxicidade dos préprios
medicamentos. Medicamentos a base de anfotericina B tem sido a escolha para
estes pacientes, porém, muitos acabam morrendo devido a alta toxicidade,
principalmente, afetando sistema renal.

A anfotericina B € um antifingico poliénico capaz de se ligar ao ergosterol e
formar poros que alteram a permeabilidade e a estabilidade da membrana celular, e
consequentemente afetam a viabilidade celular (GOLAN et al., 2008, 585). A
insolubilidade em &gua também é uma caracteristica da anfotericina B, de modo que
se adiciona ou lauril sulfato de sédio ou desoxicolato de sédio a formulacédo para
facilitar a solubilizacdo do farmaco em agua (FILIPPIN e SOUZA, 2006). A toxicidade
da anfotericina B também é um aspecto limitante, podendo ser subdividida em
sistémica, renal ou hematolégica, tal que a toxicidade renal é um evento adverso
grave e determinante no grau de resposta terapéutica. Formulacdes de anfotericina
B em lipossomos foram desenvolvidas para diminuir a exposi¢cdo ao tubulo renal
proximal ou a outros sistemas que possam gerar indesejados efeitos adversos
(GOLAN et al., 2008). Comparativamente, a toxicidade da anfotericina B lipossomal
€ menor do que da anfotericina B convencional, de modo que a dose letal 50%
(LD50) em camundongos foi 76 vezes maior para a formulagéo lipossomal do que
para a formulacdo convencional, além da farmacocinética, farmacodindmica e
tolerabilidade também serem melhores (COUKEL e BROGDEN, 1998). Além desses
aspectos, as formulacdes lipossomais de anfotericina B também apresentam um
maior tempo de prateleira do que dispersfes ou po de formula¢des convencionais
(MANOSROI et al., 2004).

Cetoconazol também €& outro agente antifungico de amplo espectro, porém,
apresenta dificuldade em solubilizacdo em preparacbes aquosas, sendo mais
frequente apresenta¢gbes comerciais nas formas de cremes, pomadas e suspensoes.

A proposta deste projeto foi aprimorar estas preparagdes, principalmente em
formulacbes aquosas, utilizando bixina para formar nanodispersées com
incorporacdo destes antifungicos insoluveis em agua, utilizando polissacarideos

pullulan e trealose para melhorar caracteristicas de disperséo e estabilidade.



O pullulan é um biopolissacarideo linear produzido pelo fungo Aureobasidium
pullulans, apresentando ligacdes glicosidicas 1,6 conectando os mondmeros de
maltotriose. Esse polimero apresenta propriedades fisico-quimicas como a
adesividade e a capacidade de formar fibras e filmes biodegradaveis (CHENG et al.,
2011). Por ser nado téxico, ndo-mutagénico, inodoro, insipido e comestivel, as
principais aplicacdes deste polissacarideo se encontram na area alimenticia, como
formadores de filme que pode ser aplicado diretamente em alimentos, aditivo
alimentar (agente de massa em bebidas e molhos, estabilizante em maionese e
estabilizante e/ou melhorador de farinha em alimentos de massa), substituto de
amido e prébiotico.

O pullulan também pode ser aplicado na area farmacéutica como carreador
de farmacos, substituto de plasma, agente de encapsulacdo (desenvolvimento de
formulagbes de liberagdo continua), além de que suas propriedades reoldgicas
podem ser aproveitadas no desenvolvimento de cosméticos e composicées para
cicatrizacdo de feridas (CHENG et al., 2011; LEATHERS, 2003; SINGH et al., 2008).
Outra aplicacdo do pullulan esta na area de vacinas como conjugado atdxico e
capaz de aumentar a producdo de imunoglobulina G e M e reduzir imunoglobulina E
(SINGH et al., 2008). Prajati e colaboradores (2013) enumeraram uma série de
aplicacbes biomédicas e farmacéuticas do pullulan, sendo destacados o
carreamento de farmacose e genes; expansor de plasma; conjugado com atividade
insulinotrépica; formador de filmes orais finos; modificador de superficie. Todas
essas aplicagcbes sdo possiveis, em grande parte, devido a capacidade de
modificacdo quimica do pullulan, como sulfonacdo, carboximetilagcdo, adicdo de
siloxano, adicdo de derivados colesterii e palmitoil, adicdo de nitroalquil,
metacrilacdo, adicdo de cinamatos, conjugacdo com heparina, carbonacgéo etc.
(PRAJATI et al., 2013; CHENG et al., 2011)

A bixina € uma molécula poli-insaturada da classe dos carotendides, sendo
caracterizada por um grupo carboxilico numa extremidade da cadeia poli-insaturada
e um grupo metil-ester na outra. Essa molécula é um dos principais componentes da
Bixa orellana, comumente conhecida como urucum. Em estudos anteriores, Kikuchi
e colaboradores (2016) demonstraram possibilidade de carrear anfotericina B e

eficacia sobre microrganismos em ensaios in vitro.



Candida albicans é um fungo dimdrfico, normalmente encontrado na
microbiota humana e a espécie de maior importancia médica dentro do género
Candida, sendo particularmente importante em pacientes imunocomprometidos,
como portadores de HIV ou recém-transplantados, uma vez que pode causar
infeccbes fatais nesses pacientes (MCCULLOUGH et al., 1996). A Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) refere-se a menor concentragdo de um antibiético onde néo
se observa crescimento microbiologico, tal que a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) recomenda a técnica de macrodiluicio em tubo para a
determinacdo do CIM, onde tubos de ensaio contendo diluicbes seriadas e
logaritmicas de antimicrobianos sdo preparadas e inoculadas com uma suspensao
padronizada de micro-organismo, sendo que a concentracao referente ao tubo onde
nao foi observado crescimento microbiano sera definida como CIM (ANVISA, 2019).
Em um estudo realizado por Coelho e colaboradores (2012), determinou-se que a
CIM da cepa de Candida albicans ATCC 10231 é de 1 ug/ml de anfotericina B.

Assim, este trabalho teve com objetivos principais o preparo de uma nova
nanodispersdo de bixina e pullulan contendo anfotericina B, e avaliar a sua eficacia

em testes microbiolOgicos in vitro e estudar a estabilidade das preparacoes.

1.1. — Reviséo da literatura

A bixina (BX) € uma molécula da classe dos carotendides presentes
predominantemente na superficie de sementes de Bixa orellana L., comumente
conhecido como urucum. Bixina apresenta coloracéo que vai de laranja-amarelada a
purpura, € correntemente conhecida como colorau ou colorifico e amplamente
utiizada na culinaria brasileira e nas industrias farmacéuticas, cosmética e
alimenticia (CAMARGO, 1985), sobretudo como corante alimentar em manteiga,
queijos, salsichas, margarina, sorvete, cereais e outros produtos (MERCK INDEX,
2013; HALLAGAN et al.,, 1995). Bixina € uma molécula poli-insaturada com um
grupo carboxilico numa extremidade e metilester na outra, sendo naturalmente
encontrada na sua forma cis, enquanto que a sua forma all-trans pode ser obtida
apos aguecimento, processamento quimico (MERCK INDEX, 2013) ou incidéncia de
luz (SCOTTER, 2009). Como apresentado por Kikuchi e colaboradores (2016), foi
possivel obter nanodispersdes de bixina capazes de carrear anfotericina B,

observando-se um efeito fungicida contra Candida albicans nas primeiras 2 horas de



interacdo, enquanto que formulagcdes comerciais ndao demonstraram a mesma

intensidade de efeito mesmo apds 24 horas.
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Figura 1 - Moléculas de bixina (A), anfotericina B (B), cetoconazol (C), trealose (D) e pullulan

(E)

A Anfotericina B (AnB) é um antifingico da classe dos polienos, usada contra
infeccdes fungicas (como aspergilose, criptococose, blastomicose, candidiase
sistémica etc), especialmente em pacientes imunocomprometidos, e contra
leishmaniose visceral. O mecanismo de acdo esta relacionado com a formacéo de
canais na membrana plasmatica pela interacdo entre antibidtico e ergosterol,
alterando a permeabilidade celular. O composto € insolivel em agua, tanto que séo
preparados como um coldide tamponado ou uma suspenséao lipossomal. Devido a
sua baixa absor¢do gastrointestinal, sua administracdo geralmente € por via
intravenosa. As reacdes adversas sdo principalmente efeitos sistémicos agudos (por
exemplo, descargas de citocinas), renais e hematoldgicos, contudo as formulacdes
lipossomais atenuam essas reacbes em comparacdo com as formulacdes
convencionais (GOLAN et al., 2008).

O cetoconazol (KT) é um antifangico imidazodlico inibidor da enzima 14a-
esterol desmetilase, responsavel pela conversdo de lanosterol em ergosterol
(GOLAN et al., 2008), consequentemente, altera a permeabilidade celular. De uma
forma geral, o cetoconazol é um antifUngico de amplo espectro, podendo ser
utilizado em infecgcbes sistémicas, superficiais e cutaneas, mas ineficaz contra

onicomicoses. No Brasil, € possivel encontrar o farmaco na forma de creme,



pomada, comprimido ou xampu. Devido a sua caracteristica de base fraca (pKa de
6,5 e 2,9), sb se observa dissolugdo do cetoconazol em agua em baixos valores de
pH, o que torna o desenvolvimento de formulacfes orais particularmente complicado
(LUBACH et al., 2013; HASHEMZADEH e JOUYBAN, 2015). O cetoconazol € capaz
de afetar o sistema citocromo P450, podendo alterar as fungBes hepaticas e a
sintese de hormdnios esteroides, levando a distirbios endocrinos (Bula do
cetoconazol; GOLAN et al., 2008).

A trealose (TR) € um dissacarideo composto por duas moléculas de D-glicose
unidas por uma ligagao glicosidica a,a-1,1. No organismo humano, ela é clivada pela
enzima trealase em duas moléculas de glicose. Em estudos realizados por Richards
e colaboradores (2002), ela ndo apresentou mutagenicidade, genotoxicidade,
teratogenicidade ou outro efeito téxico. Os efeitos adversos mais relevantes séo
sintomas gastrointestinais (vOmito, nausea, desconforto, flatuléncia, distensdo
abdominal, borborigmo, tenesmo, dor abdominal) relacionados com sua alta
ingestao (limiar laxativo de 0,65 g/kg de peso corpdéreo) (OKU e OKAZAKI, 1998). A
trealose apresenta uma alta solubilidade em agua, boa taxa de dissolucdo e boa
compatibilidade com reagentes, podendo ser aplicado no desenvolvimento de
medicamentos, cosméticos, alimentos e produtos médico-veterinario (BOLLIN e
FLETCHER, 1988). Duas propriedades que tornam a trealose interessante € a sua
capacidade de estabilizar estruturas protéicas e lipidicas em condicfes de baixa
atividade de agua (CROWE et al., 1984; CROWE et al., 1998) e a sua atividade
antioxidante (HIGASHIYAMA, 2002; CEJKOVA et al., 2010).

Pullulan (PL) é um exopolissacarideo sintetizado por fungos, atoxico, néo-
mutagénico, inodoro, insipido, comestivel, biodegradavel, altamente sollivel em agua
e insolivel em alcool. Seu peso molecular pode variar de 45 a 600 kDa e sua
estrutura € passivel de modificacbes quimicas (PRAJATI et al., 2013), pode formar
filmes finos impermeéaveis (CHENG et al., 2011).

Kikuchi e colaboradores (2016) estudaram preparacdes de anfotericina B sob
forma de dispersbes a partir de bixina, observando boa eficacia nas novas
formulagcbes e também frente a ensaios microbioldgicos in vitro com Candida
albicans ATCC 10231. Como continuagéo deste trabalho, o presente projeto teve

como objetivo utilizar os polissacarideos pullulan e trealose para aprimoramento



destas preparagfes a partir de bixina, avaliando aspectos fisico-quimicos e eficacia

antimicrobiana frente a Candida albicans.

1.2. — Anfotericina B

A Anfotericina B (figura 2) € um antifungico da classe dos polienos, utilizada
contra infecgcbes fangicas (como asperligiose, criptococose, blastomicose,
candidiase sistémica etc), especialmente em pacientes imunocomprometidos, e
contra leishmaniose visceral. O mecanismo de acdo estd relacionado com a
formacdo de canais pela interagdo entre antibidtico e ergosterol, alterando a
permeabilidade celular. O composto € insollivel em agua, tal que a sua formulagéo
ou € um coldide tamponado ou uma suspenséo lipossomal. Devido a baixa absorcao
gastrointestinal, a sua administracdo geralmente € feita via intravenosa (GOLAN et
al., 2008).
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Figura 2 - Estrutura quimica da anfotericina B

1.2.1. - Formulag¢des de Anfotericina B

As formulagbes que utilizam tensoativos para a dispersdo da anfotericina B
promovem a formacdo de micelas capazes de carrear o farmaco, gerando assim
suspensdes coloidais (BRAJTBURG e BOLARD, 1996). Atualmente no Brasil, os
medicamentos que representam esse tipo de formulagdo sdo Anforicin®, um poé
lidfilo injetavel que tem como excipientes desoxicolato de soédio e tampéao fosfato
(bula do Anforicin®), e Abelcet®, uma suspensado de complexo lipidico injetavel que
apresenta como principais excipientes o dimiristil fosfatidilcolina (DMPC) e o dimiristil
fosfatidilglicerol (DMPG) (bula do Abelcet®).



Formulacbes que utilizam fosfolipidios podem gerar lipossomos capazes de
carrear 0 antifungico dentro da bicamada lipidica. As propriedades fisico-quimicas
dependem da composicao lipidica e da estrutura formada pelos lipidios como os
tipos de camadas (unilamelar, multilamelar e forma de fita), assim como a razéo
entre o antibidtico e os lipideos (BRAJTBURG e BOLARD, 1996). No Brasil, o
medicamento Ambisome® é o0 representante de anfotericina B lipossomal,
apresentando-se na forma de po6 liofilizado estérii para reconstituicdo e
administracdo na forma de infusdo (bula do Ambisome®). Os lipossomos desse
medicamento s&o unilamelares, pequenos e compostos por fosfatidilcolina
hidrogenada de soja, colesterol, DMPG e anfotericina B na proporcao 2:1:0,8:0,4
(BRAJTBURG e BOLARD, 1996; FILLIPIN e SOUZA, 2006).

Outro sistema de carreamento de anfotericina B foi descrita por Vieira e
Carmona-Ribeiro (2001), onde fragmentos de bicamada lipidica acomodavam o
antifangico na sua regido lipofilica. Os fragmentos solubilizaram o antibiético mais
eficientemente do que lipossomos inteiros, uma vez que 0 espectro Optico da
anfotericina B em fragmentos de bicamada se aproximou mais do espectro do
farmaco em solvente ideal do que do espectro em agua, onde se encontrava na

forma de agregado.

1.2.2. — Toxicidade

Barwicz e colaboradores (1992) avaliaram a toxicidade in vivo de preparacdes
contendo anfotericina B (AnB). O medicamento Fungizone ® é uma formulagdo na
forma de AnB-agregada, porém, ndo mais comercializada e avaliada nessa
pesquisa. Verificou-se que o farmaco na forma de agregado era mais toxico do que
na forma monomeérica.

Foram realizadas comparacbes entre varias preparacdes contendo
anfotericina B, dentre as quais AnB-lipossomal (Ambisome®), AnB-lipideo (Abelcet®
e Amphotec®) e AnB-desoxicolato (Anforicin® ou o seu predecessor, 0
Fungizone®). De modo geral, as preparagfes lipidicas, tanto lipossomais quanto
nao-lipossomais, sdo mais bem toleradas e menos toxicas do que as preparacdes
nao-lipidicas, no caso, o AnB-desoxicolato, permitindo a administracdo de maiores
doses, por periodos mais longos e de maneira mais segura e eficaz (BRAJTBURG e
BOLARD, 1996; BOSWELL et al., 1998). A incidéncia de efeitos adversos com 4 e 6



mg/kg/dia de Amphotec® & comparavel com a incidéncia de efeitos adversos com
0,8 e 1,0 mg/kg/dia de AnB-desoxicolato. A porcentagem de ocorréncia de certos
efeitos adversos sao significativamente menores para AnB-lipossomal em
comparacao com AnB-desoxicolato. A concentracdo plasmatica maxima de AnB-
lipossomal é de 25 a 200 vezes maior do que a de AnB-desoxicolato ou de AnB-
lipidio entre diferentes espécies animais estudadas. A eficacia e a duragéo do efeito
antifangico é maior para AnB-lipossomal do que para AnB-desoxicolato, mesmo
administrando doses iguais (BOSWELL et al., 1998). A Dose Letal 50% de AnB-
desoxicolato em camundongos foi 76 vezes maior para a formulacdo de AnB-
lipossomal, além da farmacocinética, farmacodinamica e tolerabilidade também se
mostrarem piores em comparacdo com AnB-lipossomal (COUKEL e BROGDEN,
1998).

1.2.3. — Efeito antifingico

O uso profilatico de Ambisome® em pacientes transplantados resultou na
reducdo da incidéncia de infeccBes fungicas em comparacdo com pacientes que
receberam placebo (TOLLEMAR et al.,, 1993). Numa compilacdo de resultados
obtidos a partir de diferentes artigos, foi observado que a administracdo de AnB-
lipossomal em pacientes com suspeita de infec¢ao resultou ou na total resolucéo de
sintomas ou na melhora clinica em 50 a 87% dos casos (COUKEL e BROGDEN,
1998). Esse tipo de preparacdo apresentou eficacia terapéutica em cerca de 61%
dos casos de aspergiloses e 84% contra candidiase invasiva (RINGDEN et al.,
1991). Também ¢é bem tolerado em pacientes acometidos por outra doenca, por
exemplo, neutropénicos (WALSH et al., 1998), pacientes HIV-positivo (COUKEL e
BROGDEN, 1998) ou criangas com cancer (EMMINGER et al., 1994).

1.2.4. — Efeito anti-leishmaniose

Davidson e colaboradores (1991) relataram o tratamento com AnB-lipossomal
de um paciente enfermo por leishmaniose visceral resistente a antimoniato de
meglumina, pentamidina e paromomicina. A utilizacdo desse medicamento resultou
na melhora das funcbes hepaticas e renal apés 4 dias do inicio do tratamento,
reversao total do quadro clinico apds 14 dias, parada do tratamento apés 21 dias,
nenhuma observacao de reacdo adversa a anfotericina B, alta hospitalar 2 dias apos



parada do tratamento e sem reincidiva da infeccao fungica apds 2 meses da alta
hospitalar.

Ainda nesse artigo (DAVIDSON et al., 1991), para verificar a veracidade do
efeito observado no estudo de caso, foram realizados estudos em camundongos
BALB/c infectados com amastigotas de Leishmania donovani para determinar a dose
efetiva 50% (ED50) e 90% (ED90) de formulacdes intravenosa de AnB-desoxicolato/
convencional e AnB-lipossomal. A formulacdo convencional apresentou ED50 = 4,9
mg/kg e ED90 = 178,3 mg/kg, enquanto que a formulacdo lipossomal apresentou
ED50 = 0,15 mg/kg e ED90 = 2,65 mg/kg. Observou-se toxicidade com a
administragao de 1 mg/kg de anfotericina B. Portanto, a utilizagdo de AnB-lipossomal
gerou o melhor efeito terapéutico contra leishmaniose. Esse estudo abriu espaco
para outros, onde se avaliaram o efeito da formulacédo lipossomal em diferentes
perfis de paciente acometidos por leishmaniose e o efeito de diferentes posologias
(DAVIDSON et al., 1994; DAVIDSON et al., 1996; DI MARTINO et al., 1997; RUSSO
et al., 1996; SEAMAN et al., 1995; THAKUR et al., 1996).

1.2.5. — Efeitos Adversos

As reacdes adversas da anfotericina B s&o limitantes do seu uso nos
tratamentos, pois estdo relacionados a efeitos agudos sistémicos (por exemplo,
tempestade de citocinas), renais e hematolégicos, sendo que 0s renais Sao
considerados eventos adversos graves e determinantes na parada do tratamento. As
formulacdes lipossomais foram desenvolvidas para reduzir esses efeitos adversos,
tal que, como dito anteriormente, elas também sdo mais bem toleradas do que as
formulagcbes convencionais (GOLAN et al., 2008). Mesmo assim elas apresentam
reacdes adversas que podem restringir o seu uso, piorar a morbidade do paciente e
reduzir a adesdo ao tratamento, como, por exemplo, nausea, vomito, calafrio,
pirexia, hipocalemia, hiponatremia, hipocalcemia, hipomagnesemia, hiperglicemia,
dor de cabeca, taquicardia, hipotenséo, dispnéia, alteracdes de funcdo hepatica, tais

guais aumento na concentracao de creatinina e de ureia, etc (bula de Ambisome ®).

1.3. — Cetoconazol
O cetoconazol € um antifungico imidazélico cujo mecanismo de a¢éo consiste

na inibicdo da enzima 14a-esterol desmetilase, que por sua vez é responsavel pela
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conversdo de lanosterol em ergosterol (GOLAN et al., 2008). E uma alternativa a
anfotericina B para casos menos graves, isto é, quando o paciente ndo é
imunocomprometido. Pode ser usado em blastomicoses, histoplasmose e
paracoccidioidomicoses (MAERTENS, 2004; RESTREPO, 1983), é ineficaz contra
aspergilose e mucormicose, e nunca se avaliou adequadamente em pacientes
acamados e sofrendo de candidiase ou criptococose (MAERTENS, 2004). De uma
forma geral, o cetoconazol € um antifungico de amplo espectro de acéo, podendo
ser utilizado em infec¢des sistémicas, superficiais e cutaneas, mas ineficaz contra

onicomicoses.

OOt

Figura 3 - Estrutura quimica do cetoconazol
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1.3.1 — Propriedades fisico-quimicas e a dificuldade no desenvolvimento de
novas formulagdes

No Brasil, o cetoconazol pode ser encontrado na forma de creme, pomada,
comprimido ou xampu, portanto pode ser administrado por via oral ou tépica para
tratar infecgbes fungicas sistémicas e cutaneas, respectivamente. Contudo a
preparacao de formulagcdes e a biodisponibilidade do cetoconazol sdo dependentes
de suas caracteristicas fisico-quimicas, uma vez que ele € uma base fraca com
valores de pKa de 6,5 e 2,9 (LUBACH et al.,, 2013) e apresenta uma baixa
solubilidade em agua em meio neutro (HASHEMZADEH e JOUYBAN, 2015). Tais
caracteristicas tornam o desenvolvimento de formulagcbes complicado,
especialmente as orais. Muitas estratégias foram estudadas para melhorar a
solubilidade e dissolugdo, como o uso de modificadores de pH (ADACHI et al.,
2015), lipossomos (PATEL et al.,, 2009), cocristais (SHAYANFAR e JOUYBAN,
2014) etc.

Lubach e colaboradores (2013) demonstraram in vitro uma alta dissolu¢ao do
cetoconazol em baixos valores de pH, enquanto que em valores de pH = 4 a

concentracdo do antibidtico ndo atinge 1 mg/mL. Reproduzindo o experimento in
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vivo, também se observou o efeito do pH na solubilidade, onde ratos pré-tratados
com famotidina (inibidor de secrecdo gastrica) apresentaram menor concentragdo
plasmatica de cetoconazol, enquanto que ratos pré-tratados com pentagastrina
(estimulador de secrecéo gastrica) apresentaram maior concentracao plasmatica do
farmaco, ambos comparados com ratos controle. Adachi e colaboradores (2015)
encontraram resultados semelhantes, onde adicdo de modificadores de pH a
formulacdo melhorou a dissolucédo e a biodisponibilidade do cetoconazol. Galia e
colaboradores (1998) mostraram in vitro que num ambiente géstrico (pH = 1,2) h&a
uma maior dissolucdo do antibiético do que num ambiente intestinal (pH = 6,5 e 0,75
mM de lecitina), contudo num ambiente intestinal alimentado (pH = 5,0 e 3.75 mM de
lecitina), quando ha uma maior concentracdo de tensoativos, observou-se maior
solubilizacdo do farmaco. Portanto, além da acidez do meio, a presenca de sais
biliares influencia na dissolucéo do cetoconazol no trato gastrointestinal.

A estabilidade das formulacdes é um pardmetro considerado durante o
desenvolvimento de formulacdes. No estudo de Skiba e colaboradores (1999),
avaliou-se a estabilidade de formulacdes aquosas de cetoconazol em diferentes
concentracdes, valores de pHs e concentracdo de antioxidante em temperaturas de
25 ou 50 °C. Encontrou-se que a concentracdo de cetoconazol decai mais
rapidamente em baixos valores de pH, sugerindo uma degradacdo por catélise
acida. A concentracdo de cetoconazol manteve-se 99% da inicial em 25°C, mas
essa porcentagem caiu para 85% em 50 °C (ambos em pH 7, ap6s periodo de 6
meses). O uso de antioxidante aumentou a estabilidade do antibi6tico, mas reduziu o

tempo de prateleira das preparacoes.

1.3.2. — Efeitos adversos

As reacOes adversas mais comuns do cetoconazol sdo dor abdominal,
diarréia, ndusea, dor de cabeca e funcédo hepatica anormal (Bula do cetoconazol),
sendo que a Ultima reacdo esta relacionada com o efeito inibitério do antibiético no
sistema P450. Consequentemente, outro efeito adverso é a ocorréncia de distarbios
endocrinos relacionados com a reducdo da sintese de horménios esteroides
(GOLAN et al.,, 2008), podendo causar ginecomastia, fogacho (ondas de calor),
distarbios menstruais, disfungéo erétil, azoospermiaetc (Bula do cetoconazol). Na
analise de casos feita por Lewis e colaboradores (1984), observou-se uma
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associacdo entre a administracdo de cetoconazol e a ocorréncia de
hepatotoxicidade, apesar da ocorréncia de dano hepatico ser baixo (cerca de 1 em
10.000 casos). Também se observaram casos de reaparecimento de reacao adversa
com a readministracdo do antibidtico, recuperacdo dos sintomas com a
descontinuacao ou reducéo de dose, indicios de lesdo hepética segundo avaliagdo
de pardametros bioquimicos e ocorréncia de necrose hepatica em alguns casos. O
monitoramento dos parametros bioquimicos hepaticos é clinicamente aconselhavel
e, caso nao se observe melhora, reducédo da dose ou parada imediata do tratamento
sao preferiveis para garantir a seguranca do paciente.

Tanto o perfil farmacocinético quanto os efeitos adversos séo limitantes do
uso clinico do cetoconazol. Outro aspecto observado no uso do antifingico € a
ocorréncia de interaces medicamentosas, uma vez que o antifungico inibe a familia
de enzimas hepaticas P450, que por sua vez € responsavel pela metabolizacao de
diversos outros farmacos (GOLAN et al., 2008).

1.4. - Bixina

A bixina é uma molécula da classe dos -carotenoides e presente
predominantemente na superficie de sementes de Bixa orellana L., comumente
conhecido como urucum. Ela tem coloracdo laranja-amarelado e € correntemente
conhecida como “colorau” ou “colorifico”. Essa substancia € amplamente utilizada na
culinaria brasileira e nas induUstrias farmacéuticas, cosmética e alimenticia
(CAMARGO, 1985), sobretudo como corante alimentar em manteiga, queijos,
salsichas, margarina, sorvete, cereais e outros produtos (MERCK INDEX, 2013;
HALLAGAN et al., 1995). Na medicina popular brasileira, as sementes de B. orellana
sdo usadas no preparo de pocdes “afrodisiacas” e “tratamento” de febres,
inflamacgdes, doencas parasitarias e diabete mellitus (CAMARGO, 1985).

A substancia € uma molécula poli-insaturada caracterizada por um grupo
carboxilico numa extremidade e um grupo metilester na outra, sendo naturalmente
encontrada na sua forma cis (Figura 4-A), enquanto que a sua forma all-trans (Figura
4-C) pode ser obtida apds aguecimento ou processamento quimico (MERCK INDEX,
2013). A bixina é fotosensivel, tal que a incidéncia de luz pode provocar mudanca de
isomeria (SCOTTER et al., 2009) e é um dos principais fatores relacionados com a

sua degradacdo (NAJAR et al., 1988). Normalmente a forma cis também é
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denominada de a-bixina ou bixina labil, enquanto que a forma trans € denominada [3-
bixina, bixina estavel ou isobixina (ZECHMEISTER e ESCUE, 1944). A norbixina é
um derivado da hidrdlise da regido metil-éster, também podendo se apresentar na
forma cis (Figura 4-B) ou trans (Figura 4-D), denominada de a-norbixina ou -
norbixina, respectivamente. Diferentemente da bixina, a nobixina é solluvel em agua
(MERCK INDEX, 2013).
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Figura 4 - Estrutura quimica de bixina e norbixina

Estudos da atividade antimicrobiana usando extratos de folhas (IROBI et al.,
2008) ou de sementes (GALINDO-CUSPINERA et al., 2003; GALINDO-CUSPINERA
e RANKIN, 2005) da B. orellana indicaram a inibicdo no crescimento de diversos
micro-organismos, dentre 0s quais Neisseria gonorrhoeae, Bacillus subtilis,
Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus etc, contudo pouca ou nenhuma
atividade contra fungos.

A bixina é capaz de gerar sistemas carreadores micelares devido as suas
caracteristicas estruturais (uma longa cadeia poli-insaturada com uma regiao
hidrofilica numa extremidade). Como apresentado por Kikuchi e colaboradores
(2016), foi possivel obter nanodispersdes de bixina capazes de carrear anfotericina
B. Essas dispersbes apresentaram um efeito fungicida contra C. albicans nas
primeiras 2 horas de interagdo, enquanto que formula¢cbes comerciais nao
demonstraram a mesma intensidade de efeito mesmo apdés 24 horas. No estudo
desenvolvido por Takamoto e colaboradores (2015), nanodispersdo de bixina
apresentou boa estabilidade numa ampla faixa de pH e de concentracdo de cloreto
de sédio. Ainda nesse estudo foram determinadas algumas propriedades fisico-
guimicas da bixina e algumas caracteristicas da sua nanoparticula, como diametro

hidrodinamico (73 a 103 nm) e potencial zeta (cerca de -24 mV).



14

1.4.1. - Atividade antioxidante

Estudos sobre a atividade antioxidante de bixina e norbixina foram realizados
por serem moléculas poli-insaturadas. Kiokias e Gordon (2003) observaram que a
norbixina é capaz de retardar a deteriorac@o oxidativa de 6leos ou de emulsdes Oleo
em agua, sendo que, em emulsdes, ela € mais efetiva do que palmitato ascorbico, a-
tocoferol, acido ascérbico e outros carotendides (bixina e 3-caroteno).

Silva e colaboradores (2001) confirmaram o efeito antioxidante da bixina
frente a cisplatina, substancia capaz de gerar espécies reativas de oxigénio (EROS)
e peroxidacdo lipidica (OZKOK e EDELSTEIN, 2014), em ratos Wistar. Observou-se
gue a bixina reduziu o nimero de aberracdes cromossdmicas e de metafases
anormais e restaurou a concentracdo de glutationa reduzida ao nivel préximo do
controle. Em posteriores estudos in vitro, também utilizando bixina na presenca de
cisplatina, observaram-se menores taxas de ocorréncia de aberragdes
cromossdmicas (ANTUNES et al., 2005) e de genotoxicidade (DOS SANTOS et al.,
2012).

Em outro estudo realizado em ratos Wistar (DE OLIVEIRA et al.,, 2014),
tratados com 1,2-dimetilhidrazona para induzir estresse oxidativo, observou-se que a
administracdo de bixina reduziu a genotoxicidade em hepatdcitos, mas ndo em
células do colon. Realizando andlise histopatolégica do célon, constatou-se que a
bixina ndo conseguiu afetar esse tecido, detectando criptas aberrantes tanto em
ratos tratados com bixina quanto em néo-tratados. Concluiu-se que essa diferenca
de efeitos era devida & diferenca de absorcéo, distribuicdo e metabolizacéo entre os
tecidos.

Moreira e colaboradores (2014) realizaram um estudo mais aprofundado
sobre o efeito antioxidante da bixina. Ratos Wistar foram tratados com tetracloreto
de carbono, causando estresse oxidativo principalmente no figado.
Consequentemente, observou-se aumento sérico de TGO e TGP e na concentracao
de malondialdeido, e reducdo na atividade de glutationaredutase e nas
concentracbes de NADPH e glutationa reduzida. O pré-tratamento com bixina
conseguiu restaurar esses parametros para valores mais préximos ao controle. No
estudo histopatoldgico, observou-se que o tetracloreto de carbono causou
inflamacéo, necrose e degeneracgdo hidropica de hepatdcitos, mas o pré-tratamento
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com bixina preveniu parcialmente lesbes severas. Moreira e colaboradores

apontaram que o efeito protetor da bixina deve-se a sua atividade antioxidante.

1.4.2. — Toxicidade

Bautista e colaboradores realizaram dois estudos em ratos sobre a toxicidade
da bixina. O primeiro estudo avaliou a toxicidade subaguda, administrando bixina por
gavagem durante 28 dias (BAUTISTA et al.,, 2004a), e o segundo avaliou a
toxicidade subcrdnica, com administracdo de bixina por gavagem durante 90 dias
(BAUTISTA et al.,, 2004b). Em ambos o0s casos os parametros bioquimicos,
hematoldgicos, histopatologicos e anatbmicos ndo apresentaram alteracdes que
indicassem toxicidade.

Paumgartten e colaboradores (2002) apontam que o consumo de brasileiro de
bixina é cerca de 150% maior do que o limite de consumo estipulado pela Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (0,065 mg/Kg de peso corporeo).
Nessa pesquisa administrou-se a maior quantidade possivel de bixina em ratas
gravidas, avaliando concomitantemente o efeito de superingestdo e a
teratogenicidade. As cobaias foram alimentadas com 500 mg de bixina/kg de peso
corpéreo via gavagem entre os dias 6 a 15 da gestacdo. Nao se observaram
quaisquer sinais de toxicidade, perda de peso e anomalias anatdmicas nas ratas ao
longo da gestacdo. Os fetos ndo apresentaram anomalias anatdmicas ou retardo no
crescimento. Os resultados apontaram que o consumo de bixina € seguro durante a
gestacdo, tanto para a gestante quanto para o feto. A alta ingestdo de bixina
também néo gerou efeitos toxicos. Ainda assim, estudos em outras espécies animais

de maior porte sdo necessarios para definir um limite de consumo.

1.4.3. — Efeitos em sindromes metabdlicas

Buscando conhecer os efeitos da bixina contra a obesidade, Lima e
colaboradores (2003) avaliaram o efeito da incorporagdo de bixina na dieta
hiperlipidémica de coelhos durante 28 dias. Encontrou-se que a bixina foi capaz de
reduzir a concentracdo sérica de colesterol total, colesterol HDL, triacilglicerideos,
acido urico, TGO e TGP. Ureia, proteinas totais e célcio ndo demonstraram

variagOes significativas nas suas concentracdes em comparagao com controle.
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Roehrs e colaboradores (2014) realizaram estudos para avaliar o efeito da
bixina em ratos diabéticos durante 30 dias. Observou-se reducdo da glicemia e na
concentracdo de frutosaminas (produtos da glicacdo de proteinas) com a
administracdo de bixina. Observaram-se também aumento na concentracdo de HDL
e prevencdo do aumento sérico de triacilglicerideos e de LDL. Interessantemente o
efeito da bixina foi melhor do que a metformina, que n&o afetou o HDL, ou da
insulina, que ndo agiu sob o LDL. Também se observou reducédo na concentracao de
EROs e aumento na atividade das enzimas superéxido dismutase, glutationa
redutase e tioredoxina redutase.

Pesquisando sobre o mecanismo de acdo da bixina, Takahashi e
colaboradores (2009) encontraram que essa substancia ativava o receptor PPARy
em adipdcitos 3T3-L1. Esses receptores nucleares sdo ativados por pequenos
ligantes hidrofébicos e estdo presentes em tecidos com alta taxa de oxidacao de
acidos graxos e de metabolismo peroxissomal. Sua ativagdo em adipdcitos resulta
na diferenciacdo dessas células, consequentemente aumentando o numero de
pequenos adipécitos, expressdo de adiponectina e captacdo de glicose. Para
expandir o conhecimento sobre esse mecanismo de acdo, Goto e colaboradores
(2012) avaliaram o efeito da bixina em outras culturas celulares e em camundongos
KK-Ay obesos e diabéticos. As culturas utilizadas foram células renais de macacos
CV1 e células de hepatocarcinoma humano HepG2 modificadas para expressarem
PPARa. No estudo in vitro, descobriu-se que a bixina ativava somente o receptor
PPARa e nao interferia na viabilidade celular. Em camundongos, a administragéo de
bixina ndo afetou o peso corporal, tecido adiposo branco, figado, baco e rins em
comparacdo com o controle. Referente a efeitos no metabolismo de lipideos,
observou-se reducdo na concentragdo sérica e no acumulo hepéatico de
triacilglicerdis e aumento da expressdao de mRNAs relacionados com PPARa no
figado. Referente a efeitos no metabolismo de carboidratos, observou-se redugéo na
glicemia e na concentracéo de insulina e aumento na concentracdo de adiponectina.
Em teste de tolerdncia a glicose, os camundongos alimentados com bixina
apresentaram uma reducdo mais rapida da glicemia. Portanto a bixina foi capaz de
mitigar sinais relacionados com a diabetes e obesidade mediante ativacdo do

receptor PPARa.
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1.4.4. - Outros efeitos biolégicos

Jewell e colaboradores (1999) avaliaram o efeito de suplementacéo dietética
por 16 dias de diferentes carotenoides, dentre eles a bixina, em sistemas
metabolizadores de xenobioticos (glutationa-S-Transferase e citocromo P450) em
diferentes tecidos. Relacionado com bixina, observou-se que ela ndo alterou a
atividade da glutationa-S-transferase ou a concentracdo de glutationa reduzida, mas
aumentou a atividade do sistema P450 no figado, rins e, principalmente, pulmdes,
apesar de ter se acumulado principalmente no intestino delgado. A suplementacéo
com carotenoides ndo alterou o peso corporal dos ratos ou de 6rgdos especificos.
Os efeitos nos sistemas metabolizadores foram concentracdo dependente, apesar
de sua intensidade variar dependendo do tecido ou o6rgdo afetado. Os
pesquisadores frisaram que a ativacdo do sistema P450 pode ser deletéria, que ha
diferencas metabdlicas entre diferentes espécies e, portanto, mais estudos utilizando
células humanas sé@o necessarios para avaliar o real efeito metabdlico.

Um dos efeitos da dislipidemia é o aumento do risco de dano cardiaco. Com
essa premissa, Xu e Kong (2017) avaliaram o efeito da bixina em células cardiacas
in vitro, utilizando células cardiacas humanas tratadas com LPS para induzir fibrose,
e in vivo, utilizando camundongos. Andlises bioquimicas em camundongos
demonstraram que a administracdo de bixina reduziu a concentracdo sérica de LDL
colesterol, colesterol total, triacilglicer6is e malondialdeido, e aumentou a
concentracdo de HDL colesterol e de superoxido dismutase de forma concentracao
dependente. Analisando o tecido cardiaco dos camundongos, observou-se que a
bixina suprimiu a fibrose, evidenciado pela reducéo de seus marcadores. O mesmo
foi observado na cultura de células cardiacas, além de ndo se observar
citotoxicidade causada pela bixina. Realizando western blot e PCR de transcricéo
reversa, mostrou-se que a bixina estaria reduzindo a formacdo de EROs por
ativacdo da via NRF2 e inibindo a inflamacéo por inativagéo da via NF-kB.

Semelhantemente, Tao e colaboradores (2016) notaram que a ativacdo da via
NRF2 pela bixina apresentava efeitos benéficos em cobaias submetidas a ventilacdo
mecanica, dado que esse procedimento causa distensdo mecanica das vias aéreas
e, consequentemente, inflamacdo. Testes foram realizados inicialmente em
linhagens celulares, observando inocuidade da bixina nas culturas e a ativacao da
via NRF2. Realizou-se injecao intraperitoneal de 200 mg de bixina/kg de peso
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corpéreo em camundongos, 72h antes de submeté-los a ventilagdo mecéanica.
Andlises bioguimicas constataram ativacéo da via NRF2 e a inativacdo da via NF-kB.
A analise histolégica demonstrou que o pré-tratamento com bixina amenizou a
resposta inflamatdria e restaurou a morfologia normal do tecido pulmonar.

Matuo e colaboradores (2013) encontraram que a bixina estimulava a
expressao dos citocromos (CYP) 1Al e 1A2 pela ativagcdo do sistema P450, mas
nao afetava CYP 2B6, 2C9, 2E1 e 3A4. A acdo das CYPs 1Al e 1A2 esta
relacionada com a resposta a xenobidticos carcinogénicos. Ensaio de viabilidade
celular em células HepG2, demonstrou que a bixina afetava significativamente a
viabilidade celular dessa linhagem, indicando efeitos anticancerigenos pela ativacao
desses citocromos. Em contrapartida, a norbixina ndo apresentou esse efeito

indutor.

1.5. — Pullulan

O pullulan é um exopolissacarideo que pode se apresentar na forma soélida
como po6 branco e quando em solucéo possui baixa viscosidade, ndo sendo afetado
por calor, pH ou presenca de ions metélicos. Este composto é considerado atéxico,
ndo-mutagénico, inodoro, insipido, comestivel e biodegradavel. A estrutura quimica
do pullulan consiste em mondémeros de maltotriose (moléculas de glicose unidas por
ligacdes a-1,4) unidos por ligagdes a-1,6 glicosidicas, possui peso molecular que
varia de 45 a 600 kDa (Figura 5). Pullulan é uma base fraca, altamente sollvel em
agua, porém, insoltvel em alcool e outros solventes organicos, sofre decomposicao
a 250°C e carbonizagdo a 280°C (SUTHERLAND, 1998; CATLEY et al., 1986;
PRAJATI et al., 2013).

Pullulan é produzido principalmente pela espécie Aureobasidium pullulans,
apesar de outras espécies também serem capazes de produzi-lo, como a Tremalla
mesenterica, Cyttaria hariotii e Rhodotorula bacarum (SINGH et al., 2008). O A.
pullulans é classificado como nédo patogénico, apesar de algumas cepas causarem

problemas a salde humana ou serem patogénico a plantas (CHENG et al., 2011).
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Figura 5 - Estrutura quimica do pullulan

O pullulan tem a capacidade de formar filmes finos impermeaveis a oxigénio e
com propriedades adesivas (CHENG et al., 2011; SINGH et al., 2008). O composto é
passivel de modificacbes quimicas que o tornam interessante para diversas
aplicacbes, principalmente em &reas alimenticia, biomédica e farmacéutica
(PRAJATI et al., 2013).

Devido a suas caracteristicas atoxicas, nao-irritante, boa solubilidade e
viscosidade em &gua, capacidade de formacdo de filme e boa adesividade, o
pullulan é muito interessante para ser utilizado em formulacbes cosméticas e
farmacéuticas (NAKASHIO et al., 1976). O uso como agente mucoadesivo em
formulacdes orais (NAGAR et al., 2011) ou oftdlmicas (LUDWIG, 2005) consegue
promover e/ou intensificar efeitos desejaveis.

Ha estudos com aplicacdo de pullulan como carreador de farmacos
(FUNDUEANU et al., 2008; GUPTA e GUPTA, 2004; MORIMOTO et al., 2005; KIM
et al., 2003), vacinas (SUGINOSHITA et al., 2002; YAMAGUCHI et al., 1985; SINGH
et al., 2017) ou genes (HOSSEIKHANI et al., 2002; SAN JUAN et al., 2009) por meio
de ligacdes covalentes ou interacfes intermoleculares, sendo possivel regular sua
hidrofobicidade e hidrofilicidade. Outra aplicacdo foi o carreamento de
semicondutores nanométricos para geracao de imagem e monitoramento de células
ou tecidos (HASEGAWA et al., 2005). As modificagbes quimicas permitem o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de farmaco, que podem ser
dependentes de pH, temperatura ou caracteristicas particulares do tecido ou 6rgao
gue se deseja atingir (FUNDUEANU et al., 2008). Também ¢é possivel utilizar o

pullulan como excipiente de medicamentos, cosméticos e alimentos, com a fungéo
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de, por exemplo, estabilizante de emulsdes (YAMAGUCHI e SUNAMOTO, 1991,
HIJIYA e SHIOSAKA, 1974).

A capacidade de formacéao de filme pode ser utilizada para proteger alimentos
contra oxidacdo, e em medicamentos e formulacdes, reduzir mudanca de coloracgéo,
aumentar resisténcia a impactos e, assim, prolongar o tempo de prateleira
(MIYAMOTO et al., 1986; HAYAKAWA et al., 2011).

Na area alimenticia, o pullulan é muito utilizado como aditivo alimentar,
apresentando funcbes variadas e diversificadas. Ele pode agir como agente de
massa em bebidas e molhos, estabilizante de maionese e melhorador de farinha
(CHENG et al., 2011; SINGH et al., 2008), além de poder substituir amido e ter acédo
prebiotica em bifidobactérias (MITSUHASHI et al., 1990). Particularmente, o pullulan
pode ser utilizado no desenvolvimento de alimentos dietéticos para pessoas
diabéticas ou para pacientes com baixa tolerancia a glicose, dado que as enzimas
humanas gradualmente o convertem em glicose (WOLF et al., 2005; HIJIYA e
SHIOSAKA, 1975).

Existem ainda outras possiveis aplicacdes para pullulan:

-Substituto do plasma: fracbes de pullulan entre 30 e 90 kDa podem ser utilizadas
como substituto de plasma. Fracbes maiores que 150 kDa aumentam a pressao
venosa do paciente, enquanto que fracées de baixo peso molecular séo rapidamente
depuradas do organismo. Modificacbes com grupos carbonila ou carboxila
aumentam a resisténcia a enzimas de degradacao (PRAJATI et al., 2013; CHENG et
al., 2011; IGARASHI et al., 1983; KULICKE e HEIZE, 2005);

- Area ambiental: o pullulan tem a capacidade de remover metais pesados, devido a
sua adesividade (BREIEROVA et al., 2002; RADULOVIC et al., 2008), ou atuar
como um agente de floculacédo, devido a suas propriedades poliméricas (ZAJIC e
LEDUY, 1979);

-Cromatografia: o pullulan pode ser modificado quimicamente e apresentar
diferentes tamanhos, viabilizando a elaboracdo de géis com diferentes propriedades
cromatograficas (MOTOZATO et al., 1986). As diferentes fragdes de pullulan podem
ser usadas como padrdes de cromatografia (KAWAHARA et al., 1984);

Uma recente aplicacdo do pullulan tem sido na quimica verde, na producédo
de nanoparticulas. O uso de pullulan puro ou de pullulan modificado com grupos

funcionais se mostrou promissor como agente redutor, estabilizante e de
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revestimento para a producdo de nanoparticulas soélidas (LAKSEE et al., 2018;
GANESHKUMAR et al.,, 2014; COSERI et al., 2015, LAKSEE et al., 2017,
NEOSUWAN et al., 2018; KRULL et al., 2016; KANAMANI e LIM, 2013). Alguns
desses sistemas nanoparticulados foram capazes de carrear farmacos e aprimorar o
efeito dos mesmos (LAKSEE et al., 2018; GANESHKUMAR et al., 2014; LAKSEE et
al., 2017; NEOSUWAN et al., 2018).

Na pesquisa de Ferreira e colaboradores (2015), pullulan foi utilizado na
preparacdo de nanoemulsdes contendo 6leo de semente de roma e cetoprofeno. Foi
realizada comparacdo com nanoparticulas sélidas e a presenca de pullulan néo
afetou a atividade antitumoral do farmaco contra células malignas de glioma nem a
viabilidade de fibroblastos normais. Ainda nessa pesquisa, as nanoemulsfes se
mostraram compativeis com administracdo intravenosa, segundo o teste de
hemdlise realizado. Krull e colaboradores (2016), além de utilizarem pullulan como
estabilizante na producdo de nanoparticulas, também o utilizaram com glicerina e
goma xantana para a producdo de filmes hidrossoliveis de nanoparticulas de

griseofulvina.

1.6. — Trealose

A trealose € um dissacarideo composto por duas moléculas de D-glicose
unidas por uma ligacao a,a-1,1 (RICHARDS et al., 2002; HIGASHIYAMA, 2002;
ELBEIN et al., 2003; GODDIJN e VAN DUN, 1999; ROSER, 1991), apresenta
estabilidade em uma ampla faixa de pH (3,5 a 10) e em altas temperaturas (solugcéao
4% de trealose nédo foi degradada quando aquecida a 100 °C durante 24 horas)
(HIGASHIYAMA, 2002). O composto apresenta dois pontos de fusédo, sendo que a
97 °C ocorre a primeira fusdo e com aquecimento adicional, a 4gua de cristalizagédo
€ expulsa da estrutura, seguida de ressolidificacdo a 130 °C e entdo, na forma
anidra, trealose sofre segunda fuséo a 203 °C (RICHARDS et al., 2002).
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Figura 6 - Estrutura quimica da trealose

Trealose pode ser encontrada em plantas, bactérias, fungos e insetos, sendo
produzido constitutivamente ou somente em certas etapas do desenvolvimento
(RICHARDS et al., 2002; HIGASHIYAMA, 2002; ELBEIN et al., 2003; GODDJIN e
VAN DUN, 1999; ROSER, 1991). Sua biossintese geralmente ocorre pela acdo de
duas enzimas: a trealose-6-fosfato sintetase e a trealose-6-fosfato fosfatase (Figura
7-A) (CABIB e LELOR, 1958). No estudo realizado por Lapp e colaboradores (1971),
observou-se que trealose-6-fosfato sintetase altamente purificada de Mycobacterium
smegmatis conseguia usar outros substratos (GDP-glicose, ADP-glicose, CDP-
glicose e TDP-glicose) como doadores de glicose. O substrato consumido na
biossintese de trealose depende do organismo que a produz, dado que outros
organismos normalmente utilizam um numero limitado de nucleotideos glicosados
(ELBEIN et al., 2003). Existem sinteses alternativas de trealose, como a via da
trealose sintetase (Figura 7-B) (NISHIMOTO et al.,, 1996) ou a via da malto-
oligotrealose sintetase e trealohidrolase (Figura 7-C) (MARUTA et al., 1996).

A
trealose-6-fosfato trealose-6-fosfato
_ sintetase fosfatase
UDP-glicose + glicose-6-fosfato trealose-6-fosfato
UDP
B. trealose
sintetase

maltose =————3 trealose

C. malto-oligotrealose malto-oligotrealose
_ sintetase trealohidrolase
maltodextrina = malto-oligosiltrealose

Figura 7 - Biossintese da trealose
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A metabolizacdo da trealose pode ocorrer por diferentes enzimas, sendo que
a mais relevante € a trealase, uma enzima encontrada no tubulo proximal renal e no
intestino de humanos, e capaz de hidrolisar a trealose em duas moléculas de glicose
(RICHARDS et al.,, 2002; ELBEIN et al.,, 2003). Murray e colaboradores (2000)
reportaram que a atividade enzimética normal desta enzima varia entre 4,8 a 37,1
U/g a partir de biopsias do duodeno inferior de 400 pacientes, onde 369
apresentavam uma histologia normal.

Segundo Richards e colaboradores (2002), a trealose nao apresentou efeitos
mutagénicos ou genotdxicos pelo teste de Ames ou por ensaios clastogénicos
(busca por alteragds cromossémicas ou formacdo de microndcleo). Eles também
apontaram gue a ingestdo de trealose como macronutriente ndo provocou efeitos
toxicos, embriotoxicos, teratogénicos ou relacionados com a reproducdo em ratos,
camundongos e coelhos. Nos testes realizados por Oku e Okazaki (1998), onde
voluntarias ingeriram doses de 30, 40, 50 e 60 g de trealose, calculou-se que seu
limiar laxativo seria de 0,65 g/kg de peso corpdreo (menor do que o limiar da lactose,
de 0,28 g/kg de peso corpéreo). A administracao crescente de doses de trealose
causou um consequente aumento na ocorréncia de sintomas gastrointestinais
(vbmito, nausea, desconforto, flatuléncia, distensdo abdominal, borborigmo,
tenesmo, dor abdominal superior e/ou inferior), de modo que o voluntariado foi
dispensado da dose seguinte com o aparecimento de diarréia. Tais sintomas foram
mitigados dividindo-se as doses ao longo do dia, permitindo uma maior ingestao
diaria do dissacarideo.

As aplicacdes da trealose abrangem desde o desenvolvimento de
medicamentos, cosmeéticos e produtos alimenticios até uso médico-veterinario. A
trealose pode ser usada como excipiente de medicamentos, dado sua alta
solubilidade e boa taxa de dissolucdo em agua, compatibilidade com diversos
reagentes e capacidade de estabilizar os mesmos, reprodutibilidade na producéo de
comprimidos e ser passivel de liofilizacdo (BOLLIN e FLETCHER, 1988). Ela tem a
capacidade de manter a estabilidade de estruturas protéicas e lipidicas em
condicbes de baixa atividade de agua, isto €, essa substancia mantém a estabilidade
de moléculas que sédo submetidas a processos de congelamento-descongelamento
ou desidratacao-reidratacdo (CROWE et al., 1984; CROWE et al., 1998). Portanto,
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apresenta aplicabilidade na criopreservagdo (AHMAD e AKSOY, 2012), liofilizagao
(CARPENTER et al., 1997) e desenvolvimento de alimentos desidratados (ROSER,
1991). Outra propriedade interessante € o seu efeito antioxidante, Util para inibir a
formacdo de aldeidos que podem promover cheiros indesejados (HIGASHIYAMA,
2002), protecdo contra raios UVB (CEJKOVA et al, 2010) e preservacdo de
biomoléculas (BENAROUDJ et al., 2001).

Tendo em vista a versatilidade do pullulan e da trealose, este projeto teve
como objetivo utilizar esses compostos para desenvolver e aprimorar preparacées
de bixina com os antifungicos anteriormente citados, avaliando aspectos fisico-

quimicos e sua eficacia antimicrobiana frente a Candida albicans.

2 - OBJETIVOS
Desenvolver e avaliar preparacdes de anfotericina B e/ou cetoconazol em

nanodispersdes de bixina, na presenca de pullulan e /ou trealose.

2.1. — Objetivos especificos

-Desenvolver preparagdes de anfotericina B e/ou cetoconazol em bixina com
pullulan e/ou trealose;

-Avaliar a eficacia antimicrobiana de cada preparacéo utilizando Candida albicans
ATCC 10231 como micro-organismo teste;

-Realizar estudos de estabilidade de cada preparacdo e avaliar por ensaios fisico-

quimicos.

3 - MATERIAL

Bixina utilizada no trabalho foi gentilmente cedida pela empresa CORANTEC
Corantes Naturais Ltda. na forma de matéria-prima po. Pullulan e trealose foram
cedidos na forma de matéria-prima, grau cosmeético pela Nagase & Company Ltda.
Os antifungicos anfotericina B e cetoconazol sob forma de matéria-prima foram
doados pela Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos.

Todas as analises espectrofotométricas foram realizadas no equipamento
Evolution™201 UV-Visible Spectrophotometer da marca Thermo Scientific.. Analises
de diametro hidrodinamico e potencial zeta foram realizadas no equipamento

Zetasizer Nano (Malvern).
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Reagentes e solventes foram todos de grau analitico. A agua utilizada nas
preparacdes foi obtida por sistema de filtragdo por osmose reversa e por
ultrafiltracao.

Utilizou-se a cepa de Candida albicans ATCC 10231 como micro-organismo
teste para os ensaios microbioldgicos. O meio de cultura utilizado foi o Sabourand
Dextrose Agar, marca Difco (Detroit, USA).

4 — METODOS
4.1. — Determinacgéo de teor de bixina

O teor de bixina foi determinado por método espectrofotométrico conforme
Yabiku e Takahashi (1992). Resumidamente, amostras de bixina reagiram com
solucédo de KOH 5% na propor¢édo de 1:10, promovendo a conversao da bixina em
norbixina. Essa soluc¢do foi diluida em agua na proporcao 1:10 e sua absorbancia foi
determinada em 453 nm pelo espectrofotdmetro Evolution 201 UV-Vis, utilizando
solucéo de KOH 0,5% como branco. Para calculo de norbixina foi utilizado E1% =

2850 (FERREIRA et al., 1999) e depois, realizada conversdo para massa de bixina.

4.2. — Preparo de dispersdes de bixina

O preparo das dispersfes de bixina € baseada na técnica de Batzri e Korn
(1973). Solucéo etandlica contendo bixina foi adicionada gota a gota em agua, sob
agitacdo, na propor¢cdo 1:10 e a temperatura ambiente. Amostras que continham
antibiotico (anfotericina B ou cetoconazol) foram preparadas misturando solugéo
etandlica de bixina com solucdo do farmaco em DMSO:etanol (a propor¢cao de
DMSO e etanol variou dependendo da concentracdo de antifungico que se desejava
alcancar nas amostras), seguido de adi¢cdo gota a gota em agua, sob agitacdo, na

proporcao 1:10 e a temperatura ambiente.

4.3. — Influéncia de pullulan (PL) nas caracteristicas fisico-quimicas de
dispersdes de bixina (BX) contendo anfotericina B (AnB)

Foram preparadas solugdes etandlicas de AnB 400 ug/mL e de BX 2,0 mM, e
a partir destas, foram obtidas as amostras a seguir:
- BX, 0,1 mM em agua,
- AnB 10 pg/mL (10,8 uM) em &gua;
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- AnB 10 pg/mL em etanol;
- AnB 10 pg/mL + BX 0,1 mM em &gua;
- AnB 10 pg/mL + PL 2,5% + BX 0,1 mM em agua.

O pullulan foi incorporado as preparacgdes, solubilizando-se a devida massa
as dispersdes. Realizou-se avaliacdo espectrofotométrica na faixa de comprimento
de onde de 300 a 600 nm para todas as amostras citadas, utilizando agua ou etanol
como branco, conforme as amostras. Também foram realizadas medi¢cdes do

tamanho (diametro hidrodindmico) e carga (potencial zeta) destas amostras.

4.4. — Influéncia do procedimento de incorporacdo de pullulan as dispersdes
de bixina segundo tempo de estabilizacédo de particulas
Foram preparadas 6 amostras:
- dispersao de BX em repouso por periodo de 12-18 horas (overnight);
- dispersao de BX preparada 2 horas antes da andlise;
- PL solubilizado em disperséo de BX overnight;
- PL solubilizado em disperséo de BX preparada 2 horas antes da analise;
- BX dispersa em solucéao de PL e overnight;
- BX dispersa em solucdo de PL preparada 2 horas antes da analise.

A - procedimento de dispersao de bixina |B - procedimento de solubilizagcao de
em solug&o de pullulan ou trealose pullulan ou trealose em dispersao de bixina
dispersao (— trealose/
de bixina pullulan
solugao de preparagéo dlspc_er_sao preparagéo
pullulan/ final de bixina final
trealose

Figura 8 - Método de incorporacgao de pullulan ou trealose nas preparac8es a partir de bixina

Primeiramente, as 6 amostras foram preparadas com concentracdo de BX 10
MM e PL 2,5% e submetidas a determinagao de didametro hidrodinamico e potencial

zeta.
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Posteriormente, as 6 amostras foram preparadas com concentragcédo de BX 15
MM e PL 2,5%, determinando-se também o didmetro hidrodindmico e potencial zeta.

ApoOs 24 horas 0os mesmos parametros foram reavaliados.

4.5. — Efeito do pullulan ou trealose e seu procedimento de incorporagcdo em
preparacdes submetidas a processos de esterilizagéo

Amostras de BX 0,02 mM e AnB 10 ug/mL (10,8 pM), contendo ou néo PL
2,5% ou TR 2,5%, foram elaboradas para avaliar se 0s processos de autoclavagao
ou filtracdo afetariam a estabilidade das mesmas.

A incorporacgao de pullulan ou de tralose seguiu o procedimento das figuras 8-
A ou 8-B, uma vez que a metodologia poderia afetar o comportamento das amostras
perante os processos de esterilizacao.

Todas as amostras foram submetidas a analise de seus espectros e teor por
método espectrofotométrico com varredura na faixa de 300 a 600 nm, utilizando
agua como branco. Os resultados foram comparados e analisados segundo o
processo de esterilizacdo, presenca de pullulan ou trealose e metodologia de
incorporacgao de pullulan ou trealose.

O teor de bixina foi determinado em todas as amostras para avaliar como

cada variavel influenciou na sua concentracao.

4.6. — Influéncia da concentracdo de pullulan na estabilidade de preparacdes
de bixina submetidas ou n&o a estresse térmico
Foram preparadas as seguintes amostras:
- PL 0,5% (1),
-PL 1,0% (2),
- PL 2,5% (3),
-BX 0,2 mM (4),
-BX 0,2 mM + PL 0,5% (5),
-BX 0,2 mM + PL 1,0% (6),
-BX 0,2 mM + PL 2,5% (7).
Triplicatas de cada amostra foram submetidas a 121°C, pressao de 1 atm por
20 minutos (AC) e comparadas com amostras controle que ndo foram submetidas a

estresse térmico (NE).



28

Foi determinado teor de bixina em todas as amostras submetidas ou nédo a
autoclavacao, utilizando método espectrofotométrico. Estas mesmas amostras foram
armazenadas a temperatura ambiente e protegidas da luz e depois de 2 meses,

reavaliadas.

4.7. — Avaliacao fisico-quimica de preparacfes de bixina (BX) com cetoconazol
(KT)

Prepararam-se solucdes-méae de KT 400 uM e BX 2 mM, para obtengao das
seguintes dispersdes aquosas:
- KT 10 uM;

- BX 0,1 mM;
- KT 10 uM + BX 0,1 mM.

Realizou-se espectrofotometria de varredura na faixa de 200 a 600 nm para a
amostra KT 10 uM e de 300 a 600 nm para as demais amostras, utilizando agua
como branco. Diametro hidrodindmico e potencial zeta foram mensurados para
todas as amostras.

Estudo de cinética de agregacdo foi realizada por método
espectrofotométrico, com medi¢cdes de absorbancia em 400 nm e num periodo de 0

a 30 minutos, em intervalos de 30 segundos e utilizando agua como branco.

4.8. — Avaliacao fisico-quimica de preparacGes de bixina (BX) e cetoconazol
(KT) com pullulan (PL) ou trealose (TR)
A partir de solugbes-mée de BX 400 pM em etanol e KT 200 yM em
DMSO:etanol (1:3), foram preparadas as seguintes amostras:
-BX 20 uM (1),
- KT 10 uM (2),
-KT 10 uM + PL 2,5% (3),
-KT 10 uM + TR 2,5% (4),
- KT 10 uM + BX 20 uM(5),
-KT 10 uM + BX 20 pM + TR 2,5% (6)
- KT 10 yM + Bx 20 uM + PL 2,5% (7).
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Trealose ou pullulan foram incorporados as preparacdes, dispersando-se as
devidas concentragdes de BX, KT ou BX + KT em solugbes de PL 2,5% ou de TR
2,5%.

Cada amostra foi submetida a determinacdo de diametro hidrodindmicoe
potencial zeta, e espectrofotometria de varredura de 300 a 600 nm, utilizando agua

como branco.

4.9. — Determinacao de cetoconazol em preparac8es de bixina com pullulan

Realizaram-se testes para avaliar a aplicabilidade da metodologia de
doseamento de cetoconazol desenvolvida por Rubim e colaboradores (2012) nas
preparacdes contendo o farmaco.

Prepararam-se solucdes-méae de KT 100 ug/mL em HCI 0,1 M ou em etanol
para obter solugdes padrdes nas concentragdes de 2, 4, 6 e 10 yg/mL (3,8 uM, 7,5
M, 11,3 pM e 18,8 uM, respectivamente), diluindo-os nos seus respectivos
solventes (HCI 0,1 M ou etanol). Foi realizada espectrofotometria de varredura de
200 a 300 nm para as solugao com concentracado de 6 ug/mL. Determinaram-se os
melhores comprimentos de onda para mensurar a absorbéncia de cetoconazol das
amostras e das solucdes padrées, dependendo do solvente utilizado. Mediu-se a
absorbancia das solucfes padrbes e construiram-se as curvas padrdes.

A partir das solu¢cdes-mae de KT 100 ug/mL em DMSO: etanol (1:1) e de BX
0,8 mM em etanol preparam-se as amostras de KT 5 uyg/mL (9,4 uM) (1), KT 5
pg/mL + PL 1% (2), KT 5 pg/mL + BX 40 uM (3) e KT 5 pg/mL + BX 40 pM + PL 1%
(4). O pullulan foi incorporado as preparagdes dispersando cetoconazol ou mistura
de bixina e cetoconazol em solugéao de PL 1%.

Diluiu-se 1 mL de cada amostra em 9 mL de HCI 0,1 M ou em etanol para
realizar a resolubilizacdo do cetoconazol. As amostras resolubilizadas foram
submetidas a espectrofotometria de varredura de 200 a 300 nm, utilizando os
respectivos solventes de solubilizagdo como branco. Determinou-se a absorbancia
no comprimento de onda de 222 nm para amostras em HC| 0,1 M, ou no
comprimento de onda de 243 nm para amostras em etanol. Devido a insolubilidade
do pullulan em etanol, as amostras que o continham passaram por filtracdo antes de

serem analisadas.
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4.10. — Avaliacdo da atividade antimicrobiana das amostras sob forma de
dispersdes de bixina
4.10.1 — Avaliacdo da inibicdo da proliferacdo de C. albicans pelo método de
difusdo em agar

Para avaliar a atividade antimicrobiana, prepararam-se amostras sob forma
de nanodispersbes de bixina (6,6 pM) contendo 10 pg/mL de cetoconazol ou
anfotericina B (18,8 uM ou 10,8 pM, respectivamente) em glicose 5%, pullulan 1% ou
trealose 1%. Diluiu-se suspensédo de Candida albicans ATCC 10231 em meio SDA
estéril na proporcao 1:100 e 12 mL do meio inoculado foram distribuidos em placas
de Petri. Templates antimicrobianos de inox com 6 pocos (diametro de 6 mm e
capacidade para volume até 100 uL) foram transferidos para a superficie dos meios
inoculados solidificados. Volumes de 50 pyL de cada amostra foram transferidos para
cada um dos pocos em 11 réplicas (n = 11) e a seguir, submetidos a pré-difusédo por
2 horas. Apoés este periodo, as amostras foram incubadas em estufa a 30 °C por 24
horas. Diametros dos halos de inibicdo formados foram medidos com o auxilio de
um paquimetro. Todos 0s materiais passaram por esterilizacdo previamente ao

experimento e os procedimentos ocorreram em condigdes assépticas.

4.10.2. — Avaliacdo da inibicdo da proliferacdo de C. albicans pelo método de
contagem de micro-organismos viaveis por plagueamento pour plate

Todos os ensaios foram realizados com materiais previamente esterilizados
e em condi¢cdes assépticas.

As amostras da Tabela 1 foram preparadas conforme esquema constante na

Figura 9 e o protocolo do Apéndice.
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- Amostras para contagem de microrganismos Viaveis por

plagueamento pour plate

Amostras

BX em agua

BX em pullulan

agua

DMSO 0,5%
AnB 5,0 pg/mL
AnB 2,5 pg/mL
AnB 1,0 pg/mL
KT 20,0 pg/mL
KT 10,0 pg/mL

DMSO 0,5%
AnB 5,0 pg/mL
AnB 2,5 ug/mL
AnB 1,0 pg/mL
KT 20,0 pg/mL
KT 10,0 pg/mL

DMSO 0,5%
AnB 5,0 pg/mL
AnB 2,5 pg/mL
AnB 1,0 pg/mL
KT 20,0 pg/mL
KT 10,0 pg/mL

+

+

+




A - Preparagdo de amostras contendo anfotericina B:

AnB1lmg/mL A4mL+, AnB200ug/mL 5mL+ AnB 100 pg/mL 1mL+ AnB 10 pg/mL +PL 1%
(50% DMSO) 16 mL = (10% DMSO) |5 mL Bx D> L Bx (5% DMSO) JomL +Bx (0,5% DMSO)
etanol PL1%
1mL+,_ AnB 10 pg/mL
oml = 4 Bx (0,5% DMSO)
agua
5mL + > AnB 100 pg/mL  1mL + AnB 10 pg/mL
5mL +BX(5% DMSO) 9mL (0,5% DMSO0)
etanol agua !
2mL+ . AnB100 ug/mL_ 5mlL+ r AnB 50 pg/mL 1mL + AnB 5 pg/mL+PL1%
18 mL (5% DMSO) 5mLBx ~ +Bx(2,5%DMSO) |9 mL +Bx (0,2% DMSO)
etanol PL1%
1mlL+ > AnB 5 pg/mL
9mL + Bx (0,2% DMSO)
agua
5mL+ AnB 50 pg/mL Iml+ . AnB 5pg/mlL
5mL +Bx(2,5%DMSQ) 9mL (0,2% DMSO)
etanol agua !
1mL+I AnB 50 pg/mL _ 5mlL+ AnB 25 pg/mL 1mL+ . AnB2,5pug/mL+PL1%
19mL ~ (2,5%DMSO) 5mLBx ~ +Bx(1%DMSO) |9mL +Bx (0,1% DMSO)
etanol PL1%
1mlL+ > AnB 2,5pug/mL
9mL +Bx (0,1% DMSO)
agua
Sml+ o, AnB25ug/mL _1mltp  Anp 2,5ug/mL
5mL +Bx (1% DMSO) 9ImL (0,1% DMSO)
etanol agua !
B - Preparagdo de amostras contendo cetoconazol:
KT4mg/mL _ 4mlL+, KT800ug/mL _5mL+ KT400 pg/mL _Iml+. kT 40 pg/mL +PL 1%
(50% DMSO) T16 mL © (10%DMSO) [5SmLBx~ +Bx (5% DMSO) J9mL +Bx (0,5% DMSO)
etanol PL1%
1mlL+ KT 40 pg/mL
oml = 4 Bx (0,5% DMSO)
agua
5mlL + KT 400 pg/mL  1mL+ KT 40 pg/mL
5mL +Bx (5% DMSO) ImL (O 5% DMSO)
etanol agua !
2mL+ ., KT400ug/mL  S5mL+ KT 200 pg/mL _1mlL+ KT 20 pg/mL+PL 1%
18 0, 0, T
mL (5% DMSO) 5mLBx ~ +Bx(2,5%DMSO) |9 mL +Bx (0,2% DMSO)
etanol PL1%
1mL+I KT 20 pg/mL
9mL + Bx (0,2% DMSO)
agua
5mL+ KT 200 pg/mL _1mL+,_ KT 20 pg/mL
Sml TeBx (2,5% DMSO) 9 mL = (0,2% DMSO)
etanol agua

C - Preparacgdo de controles:

A mlL+ 5mlL+

50% DMSO W 10% DMSO ————> 5% DMSO + Bx =———{>

5 mL Bx
etanol

5mL+

5mL
etanol

Iml+e pL1% +Bx+

9 mL 0,5% DMSO
PL1%

ImL+
ﬁb Bx + 0,5% DMSO

agua

ImL+

——————> 5% DMSO WD 0,5% DMSO

agua
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Figura 9 - Fluxograma de preparacdo de amostras para contagem de micro-organismos por

plagueamento pour plate
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. — Influéncia do procedimento de incorporacdo de pullulan as dispersdes

de bixina segundo o tempo de estabilizacao de particulas

Para avaliar o efeito do método de incorporacédo de pullulan nas preparacoes,
foram realizados ensaios com variacdo nas etapas de incorporagdo deste
polissacarideo, concentracdes e tempos para estabilizacdo das amostras. Para esta
avaliacao, foram realizadas medic¢des de diametro hidrodinamico e de potencial zeta.

Observa-se nas Tabelas 2 e 3, que a presenca de pullulan aumentou o
diametro hidrodindmico e tornou menos negativa a carga liquida (potencial zeta) das
preparacdes. Também em ambas as tabelas, observou-se que o tempo de
estabilizacdo das particulas (2h ou overnight) ndo influiu significativamente nesses

parametros.

Nas Tabelas 2 e 3, para BX 10 e 15 uM, o potencial zeta de prepara¢des sem
pullulan ficaram em torno de -16 a -23 mV, enquanto, na presenca do

polissacarideo, esse valor passou para -7,0 a -10,0 mV.

Tabela 2 - Efeito do modo de preparo das nanodispersdes de bixina nas suas

caracteristicas fisico-quimicas (diametro hidrodindmico e potencial zeta)

BX 10 pM BX 15 pyM
Parametros Diametro . Diametro :

hidrodinamico P°tenc'\"’/" hidrodinamico P°te”°'\3'
Amostras (nm) A (i) (nm) B ()
BX em agua 1160+65 -234+18  1811+92 -163%16
(overnight)
BX em agua (2h) 109,2+6,4  -26,1+19  173,8+53 -19,7+25
BX em agua
(overnight) + PL 4103 £12,6  -7,8+0,7  677,6+158 -7,4+0,8
2,5% (2h)

BX em solugéo de
PL 2,5% (overnight)
BX em &gua (2h) +
PL 2,5% (2h)

BX em solugéo de
PL 2,5% (2h)

519,2 +90,3 -92+21 602,5 + 89,9 -7,9+0,8
445,1 +1259 -10,4+0,6 684,2 + 27,0 -7,7+0,4

506,3 + 88,6 -10,1+1,7 561,5 + 39,6 -8,4+1,2
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Pela Tabela 3, observa-se que tanto o didmetro hidrodindmico quanto o
potencial zeta se mantiveram no periodo de 24h, demonstrando estabilidade das

preparacgoes.

Tabela 3 - Estudo de estabilidade de bixina (15 uM) no periodo de 24 horas

T=0 T =24h
Parametros Diametro : Diametro :
: o Potencial , S Potencial

hidrodinamico zeta (mV) hidrodinamico zeta (MV)
Amostras (nm) (nm)
BX em agua 1811492 -163+16 1767+39 -148%08
(overnight)
BX em agua
(overnight) + PL 677,6 + 15,8 -7,4+0,8 658,7 £ 7,0 -8,6 £0,8
2,5% (2h)

BX em solugéo de
PL 2,5% (overnight) 602,5 + 89,9 -7,9+0,8 580,8 + 33,8 -7,8+£0,6

BX'em agua (2h) 173,8+53 -19,7+25 177,3+33 -20,1+0,6
BX em agua (2h) + ] _

PL 2,5% (2h) 684,2+270 -7,7+04  713,7+39,2 8,1+0,3
BX em solugéo de

PL 2,5% (2h) 5615+396 -84%12 5760%663 -8,8%0,7

5.2. — Efeito do pullulan ou trealose em preparacdes submetidas a processos
de esterilizacao

Conforme Figura 10, o processo de autoclavacgéo resultou em alteracdes mais
significativas que a filtracdo esterilizante quando os espectros na regiao do visivel
das amostras submetidas a estes processos foram comparadas. A alteragdo que a
autoclavagao provocou foi mais intensa para a amostra de BX 20 uM + PL 2,5%,
enquanto preparacao filtrada manteve o mesmo aspecto que a nao-esterilizada

(controle).
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Amostras contendo
AnB ou AnB + Bx Amostras contendo Bx

1,8
AnB 10 pyg/mL + Bx 20 yM | Bx 20 uM
-\ = =Controle

\ Autoclavacéo
Filtracdo

1,6 F -\

14

12

1,0
0,8
0,6

Absorbancia

0,4
0,2

0,0

1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6

Absorbancia

0,4
0,2

-~

Bx 20 uM + PL 2,5%

0,0
1,6
14
12
1,0
0,8
0,6

Absorbancia

0,4
0,2

0,0 Y
350 400 450 500 550 600

16 Comprimento de onda (nm)

14 -
12 r
10
08

Absorbancia

0,6 +
0,4
0,2

0,0 - -
300 350 400 450 500 550 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 10 - Efeitos da autoclavacédo ou filtracdo em amostras de bixina ou bixina + anfotericina
B
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Absorbancia Absorbancia

Absorbancia

Amostras co

ntendo

Amostras contendo Bx 20 uM AnB 10 pg/mL + Bx 20 pM

1,8

A

B

Controle
Trealose
= Pullulan

0,0
300

500 300 400
Comprimento de onda (nm)

500 600

opes|i opez||1181Sa-0EN

OpeAR|20INY

Figura 11 - Efeito do pullulan ou trealose em amostras de bixina ou bixina + anfotericina B

submetidas a diferentes processos de esterilizacéo
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Pela Figura 11, pode-se observar uma reducdo nos valores de absorbancia
para amostras contendo pullulan ou trealose nas dispersfes de bixina. Quando
estas amostras foram filtradas, parece ter havido retencéo de BX e anfotericina B na
membrana, apesar ndo ter sido perceptivel. O tamanho do poro da membrana de
celulose foi de 0,20 um e eventuais particulas podem ter sido retidas, apesar de ndo
perceptiveis a olho nu. Nesta mesma figura, também foi possivel observar que
amostras com pullulan foram mais estaveis que aquelas com trealose quando
autoclavadas, indicando que trealose parece sofrer alteracdo com calor tmido.

Pelas Figuras 12 e 13, podem ser verificadas diferencas nas preparacdes em
gue bixina foi dispersa em solucdes de polissacarideos (método A) ou quando estes
foram posteriormente adicionados em preparacdes aquosas de bixina (método B).
Essas diferencas podem ser atribuidas a estruturas de bixina que se formam, isto €,
quando previamente preparadas em &agua, moléculas de bixina se auto-associam
como novas particulas e acomodam agua em seu interior. Quando solucado etandlica
de BX é adicionada a solucfes aquosas de pullulan ou trealose, o contetdo interno
também ser& polissacarideo. Quando particula de BX estiver formada e pullulan ou
trealose sdo adicionados depois, 0 que se esperava era a entrada de agua para
equilibrio osmético, ocasionando aumento no tamanho das particulas, como
observado ao medir tamanho (diametro hidrodinamico). Quando as preparacfes sao
submetidas a autoclavacédo, todos os elementos sdo passiveis de degradacdo por
calor, podendo ocasionar a reducao em seus teores.

Por outro lado, o aumento de valores de absorbancia (Tabela 4) durante
determinacdo de BX em presenca de trealose ou pullulan, pode ser atribuido a
reacdo de Maillard durante processo de autoclavacdo e devido a amarelecimento
dos polissacarideos, apesar da bixina sozinha torna-se mais clara. Portanto, cuidado
€ necessario durante as analises dos componentes e novos estudos devem ser

realizados para desenvolvimento de métodos mais precisos.



Absorbancia

Bixina 20 uM + Pullulan 2,5%
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| = =Bixina em solu¢éo de
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] / "\' 3 — Pullulan em disperséo
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Figura 12 - Influéncia de procedimentos de incorporacdo de pullulan a dispersdo de bixina

ap6s processo de esterilizagdo por autoclavacéo

Absorbéancia

Bixina 20 uM + Trealose 2,5%

1.6+ . . — = Bixina em solugéo de
1 4_' . trealose - autoclavado
T P " — Trealose em disperséo
1,2 5 - de bixina - autoclavado
1 / 5, Ao . » 1 Bixina em solucéo de
10+ 7 47wty trealose - controle
] N = = 1 Trealose em disperséo
0,81 de bixina - controle
0,6 -
0,4
0,2
| -t

300 350 400

450 500 550 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 13 - Influéncia de procedimentos de incorporacdo de trealose a dispersédo de bixina

apo6s processo de esterilizacdo por autoclavacéo
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Tabela 4 — Efeito dos processos de esterilizagdo (filtragdo ou autoclavacao)
nas nanodispersfes de bixina, considerando diferentes métodos dessas

preparacdes (com ou sem pullulan ou trealose).

Concentracao de Bixina nas amostras (%)

2,5 % de trealose ou Bixina dispersa em

Amostras pullulan solubilizado solucéo 2,5% de

em disperséo de bixina trealose ou pullulan

Bixina 100% (0,017 mM) 100% (0,026 mM)

Bixina filtrada 100% n.d.

Bixina autoclavada 88,2% 57,7%

Bixina + 2,5% trealose 100% (0,013 mM) 100% (0,019 mM)

Bixina + 2,5% trealose filtrada 115% n.d.

Bixina + 2,5% trealose autoclavada 184% 215,8%

Bixina + 2,5% pullulan 100% (0,017 mM) 100% (0,021 mM)

Bixina + 2,5% pullulan filtrada 100% n.d.

Bixina + 2,5% pullulan autoclavada 80,0% 214,3%

*n.d. — ndo determinado.

Segundo os resultados, a autoclavacao foi o procedimento que provocou as
maiores mudancas nas caracteristicas fisico-quimicas das preparacdes, e esse
efeito variou dependendo da presenca de pullulan ou trealose. O pullulan se
apresentou com maior capacidade estabilizante do que a trealose nessas condicdes
experimentais. O método A mostrou-se mais interessante para incorporacao de
pullulan ou trealose para manter a estabilidade das prepara¢des. Contudo, estudos
para entender a influénciada trealose e do pullulan e como eles interferem na

guantificacdo de bixina ainda precisam ser melhor investigados.

5.3. — Influéncia da concentracdo de pullulan na estabilidade de preparagcdes
de bixina submetidas ou néo a estresse térmico

Para entender se a concentracdo de pullulan influi na estabilidade das
preparacdes, foram preparadas amostras com diferentes concentracfes de pullulan
e submetidas a processo de autoclavacdo a 121 °C por 20 minutos e a seguir,
armazenadas em condicdes normais de ambiente por um periodo de 2 meses.
Amostras foram analisadas quanto ao teor de bixina pelo método de Yabiku e
Takahashi (1992) e os resultados podem ser vistos na Tabela 5.

Analise de variancia foi realizada entre todas as amostras. Em T = 0, as

amostras tratadas ou ndo por autoclavacdo apresentaram concentragcdes muito
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proximas e as diferencas ndo foram significativas (p>0,05), assim como, n&do variou
com a concentragéo de pullulan.

Em T = 2 meses, foi observada diferenca significativa (p=0,02) entre amostras
nao autoclavadas de nanodispersfes sem pullulan e aquelas com PL 2,5% (BX + PL
2,5%), indicando que pullulan pode auxiliar na estabilidade da amostra.

Comparando as amostras entre os tempos 0 e 2 meses, 0 grupo submetido
ao estresse térmico nao apresentou mudancas significativas entre si, demonstrando
que o efeito da autoclavacédo afetou igualmente todas as amostras testadas e nao

houve alteracdo ao longo de 2 meses.

Tabela 5 - Estudo de estabilidade de nanodispersdes de bixina e pullulan no

periodo de 2 meses

~ o Concentracdo média de
Concentracao media de ¢

Amostra bixina em T = 0 (mM) bixina ean:IvT)z meses

Bx 0,014 £+ 0,000 0,012 + 0,000

Tratadas por Bx + PL 0,5% 0,016 + 0,002 0,014 £ 0,001
autoclavacdo Bx + PL 1,0% 0,017 + 0,002 0,015 + 0,001
Bx + PL 2,5% 0,016 + 0,003 0,017 + 0,002*

Bx 0,016 + 0,000 0,012 + 0,001**

N&o tratadas Bx + PL 0,5% 0,016 + 0,000 0,013 + 0,000**
Bx + PL 1,0% 0,017 £ 0,001 0,015 + 0,001

Bx + PL 2,5% 0,017 £ 0,000 0,017 £ 0,002*

* Por teste de Tukey, entre amostras Bx / Bx + PL 2,5%, p = 0,02 para amostras ndo-estressadas e p

= 0,012 para amostras estressadas.

**Por teste de Tukey, entre os periodos de T =0 e T = 2 meses, p = 0,001 para Bx e p = 0,013 para

amostra de Bx + PL 0,5%.
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Figura 14 - Estabilidade de amostras autoclavadas e ndo-autoclavadas no periodo de 2 meses

Na Figura 14, as amostras autoclavadas apresentam picos menores do que

suas contrapartes nao-esterilizadas, e as amostras no tempo 0 apresentam picos
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maiores do que apds 2 meses. Ambos resultados indicam que tanto o processo de
esterilizacdo quanto as condicbes de armazenagem e o0 tempo reduziram a
concentracdo de bixina das amostras. Também pela figura 13, observa-se que a
utilizacado de 2,5% de pullulan gerou uma curva levemente deslocada a direita, se
comparado com as demais, apontando que nessa concentragdo ha uma interacéo
diferente entre pullulan e as particulas de bixina. Entre os comprimentos de onda
300 e 600 nm, os valores de absorbancia das diferentes concentracdes de pullulan
permaneceram abaixo do valor 0,1 em todas as situagcbes (dados ndao

apresentados).

5.4. — Avaliacéao fisico-quimica de preparacdes de bixina (BX) com cetoconazol
(KT)

O cetoconazol foi preliminarmente avaliado em nanodispersdes de bixina e
sob aspectos fisico-quimicos como espectrofotometria de varredura na regido do
visivel e ultravioleta, cinética de agreagacdo, diametro hidrodinamico e potencial
zeta.

Na Figura 15, a espectrofotometria de varredura mostra o pico caracteristico
da bixina por volta do comprimento de onda de 360 a 370 nm, regido do visivel.
Contudo, nao foi possivel observar um pico caracteristico do cetoconazol, visto que
o comprimento de onda de maior absorbancia € em 240 nm (NAVEED e JAWEED,
2014), regiao ultravioleta. Realizando a espectrofotometria de varredura de 200 a
300 nm, para a amostra de cetoconazol, ainda ndo é possivel observar um pico
caracteristico devido a insolubilidade desse farmaco em meio aquoso neutro.
Contudo, a adicdo de cetoconazol alterou significativamente o perfil da bixina,

indicando, portanto, que o antifungico interage com a mesma.
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Figura 15 - Caracterizacdo de dispersfes aquosas de cetoconazol, bixina e mistura por
método espectrofotométrico

Na Figura 16, observa-se que a amostra de cetoconazol ndo gerou uma
variagao significativa na absorbancia ao longo de 30 minutos. Em contrapartida, as
amostras de BX e BX + KT geraram uma maior variagdo na absorbancia durante
esse periodo. A amostra de BX apresentou um vale préximo de 300 segundos e a
maior absorbancia ao longo do tempo. Para a amostra de BX + KT, a presenca de
cetoconazol suavizou o vale gerado pela bixina e atrasou levemente a formacao da
base do vale. A intensidade de absorbancia durante todo o periodo de medicéo
também foi levemente menor em comparacdo com a amostra de BX. Ambas as

amostras comecaram a se estabilizar por volta dos 600 segundos.
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Figura 16 - Cinética de agregacéo de prepara¢gdes aquosas de cetoconazol e bixina no

comprimento de onda de 400 nm

Pela Tabela 6, o potencial zeta do cetoconazol ndo se alterou muito com a
adicao de bixina, permanecendo por volta de -17,0 mV, sugerindo que o cetoconazol
n&o influiria significativamente esse parametro. E possivel que a amostra de KT 10
pg/mL (18,8 uM) esteja na forma de solugao, dado que a solubilidade do cetoconazol
em etanol 10% a 25 °C é de 3,3 yM/g de solvente (HASHEMZADEH e JOUYBAN,
2015).

Tabela 6 - Caracterizacéo fisico-quimica (diametro hidrodindmico e potencial

zeta) de preparacdes de cetoconazol (KT) e bixina (BX)

Amostras Didmetro hidrodinamico (nm) Potencial zeta (mV)
KT 10 pg/mL 187,4 -17,0
KT 10 pg/mL + BX 0,1 mM 1454 -17,9

Pelas figuras 15 e 16 e tabela 6, pode-se supor que o cetoconazol interagiu
com bixina, alterando caracteristicas espectrofotométricas das nanodispersdes e

formacao de particulas, mas néo alterou o potencial zeta.
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5.5. — Avaliacao fisico-quimica de prepara¢cdes de bixina e cetoconazol com
pullulan ou trealose

Uma vez analisado o efeito do cetoconazol com a bixina, foi necessario
avaliar os efeitos do pullulan e da trealose nessas nanodispersdes. Para isso foram
realizadas andlises por espectrofotometria de varredura e medicdo de diametro
hidrodindmico e potencial zeta.

Pela Tabela 7, o diametro hidrodinamico de 48,20 nm da amostra 1 (Bx 20
MM) foi menor do que o esperado de 73 a 103 nm (TAKAMOTO, 2015), porém, o
potencial zeta de -24 mV foi praticamente igual ao obtido por Takamoto (2015) que
foi de -23 mV.

A solubilidade do cetoconazol é de 3,3 pM em etanol 10% a 25 °C
(HASHEMZADEH e JOUYBAN, 2015), enquanto que a trealose é altamente solavel
em agua. Como observado no item 5.3 e também ao se comparar as amostras 5 e 7
(KT 10 yM + Bx 20 uM e KT 10 uM + Bx 20 uM + PL 2,5%, respectivamente) da
Tabela 7, o pullulan tende a aumentar o diametro hidrodinAmico. Portanto, na
amostra 3 (KT 10 uM + PL 2,5%), o pullulan pode ter envolvido agregados de
cetoconazol e aumentado o di@metro hidrodindmico. O mesmo efeito também foi
observado entre as amostras 5 e 7.

O diametro hidrodindmico das amostras 5 (KT 10 uM + Bx 20 uM), 6 (KT 10
MM + Bx 20 uM + PL 2,5%) e 7 (KT 10 yM + Bx 20 uM + TR 2,5%) apresentaram
uma distribuicdo bimodal centrado em torno de 40 e de 300 nm (dados néao
apresentados). Ao se comparar o diametro hidrodinamico da amostra 1 com a
amostra 5, observou-se aumento desse parametro com adicdo de cetoconazol
(48,20 nm e 68,70 nm, respectivamente). Por outro lado, comparando as amostras 5
e 6, a presenca de trealose ndo alterou significativamente o didmetro hidrodinamico.
O potencial zeta das amostras 1, 5 e 6 ndo se contrastam entre si, indicando que a
presenca tanto de cetoconazol quanto de trealose nao alterou o potencial zeta das

particulas de bixina.
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Tabela 7 - Efeito de pullulan ou trealose nas caracteristicas fisico-quimicas

(diametro hidrodindmico e potencial zeta) em preparacdes de bixina e

cetoconazol
A Diametro hidrodinamico Potencial zeta
mostra
(nm) (mV)

(1) Bx 20 uM 48,20 + 1,85 -21,8+4,1
(2) KT 10 uM 97,51+ 1,14 13,1+ 1,0
(3) KT 10 uM + PL 2,5% 36,21 + 0,52 -5,4+0,8
(4) KT 10 uM + TR 2,5% 159,1 +9,1 -150+2,2
(5) KT 10 uM + Bx 20 uM 68,70 + 2,16 -21,5+0,2
(6) KT 10 uM + Bx 20 uM + TR 2,5% 70,78 + 2,16 -22,4+19
(7) KT 10 uM + Bx 20 uM + PL 2,5% 59,08 + 1,77 -82+24

Os espectros de varredura de 300 a 600 nm das amostras 1, 5, 6 e 7
apresentaram um pico por volta de 360 nm, caracteristico da bixina (Figura 17). As
amostras 2, 3 e 4 sO apresentaram ruido (dado ndo apresentado), dado que o pico
referente ao cetoconazol € por volta de 240 nm, e a trealose e o pullulan ndo geram
picos caracteristicos na faixa de comprimento de onda analisada. Pela figura 17, a
presenca de cetoconazol, trealose e/ou pullulan ndo alterou significativamente o
espectro da bixina, tal que é dificil distinguir cada espectro quando sobrepostos

(Figura 17 E — sobreposicao dos graficos anteriores).
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Figura 17 - Efeito do cetoconazol, pullulan e trealose nas preparacdes de bixina
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5.6. — Anélise de metodologia de doseamento de cetoconazol em preparagcdes
de bixina com pullulan

Buscando um método validado de quantificacdo de cetoconazol por
espectrofotometria, encontrou-se o artigo de Rubim e colaboradores (2012). Buscou-
se reproduzir as metodologias descritas no artigo para quantificar o cetoconazol das
preparacdes de bixina.

Realizou-se espectrofotometria de varredura de 200 a 300 nm de solucdes de
cetoconazol 6 pg/mL (11,3 pM) em HCI 0,1 M ou em etanol (dados nao
apresentados). Decidiu-se que as absorbancias seriam mensuradas no comprimento
de onda de 222 nm, em HCL 0,1 M, e 243 nm, em etanol. A partir da medigcéo de

absorbancia das solucfes padrdes, construiram-se as seguintes curvas padrao:

0,7
0,6 s
y =0,063x + 0,0072
0,5 ra—
© R*=10,9999
=
« 0,4 /
2
2023
< /
0,2 /
0,1
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Concentragdo de cetoconazol (ug/mL)

Figura 18 - Curva padréo de cetoconazol em HCI 0,1 M
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Figura 19 - Curva padréo de cetoconazol em etanol

Como ambas as curvas padrdo se mostraram adequadas, a utilizacdo de
etanol é preferivel, pois esse consegue solubilizar a bixina e cetoconazol,
consequentemente, desestruturando as particulas e liberando o cetoconazol para
quantificacao.

Espectrofotometria de varredura de 200 a 300 nm nas amostras apontaram
gue 0s meios eram complexos e que seus componentes interferiam na determinagao
correta da absorbancia (dados ndo apresentados). Dessa forma, seria necessario
aperfeicoar o procedimento de ressolubilizacdo e doseamento de cetoconazol ou

utilizar outra metodologia para determinar a concentracao do antifingico.

5.7. — Influéncia do pullulan (PL) nas caracteristicas fisico-quimicas de
dispersdes de bixina (BX) contendo anfotericina B (AnB)

Este estudo consistiu em analises espectrofotométricas de preparacbes de
bixina com e sem presenca de pululan seguidos por amostras contendo anfotericina
B. Estes ensaios sdo devidos a estudos préevios (KIKUCHI et al., 2016) que
demonstraram eficacia na preparacdo de dispersdes de anfotericina B com bixina.
Também foram consideradas as avaliagbes fisico-quimicas por medicdes de
tamanho (diametro hidrodindmico) e carga (potencial zeta) destas preparacgdes.

Pelas Figuras 20 e 21, observou-se que houve interacdo entre anfotericina B
e bixina devido a alteragdo dos espectros individuais. A presenca de bixina na
dispersdo aquosa de anfotericina B promoveu o aparecimento de picos semelhantes
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a anfotericina B em etanol. Pelo resultado, pode-se supor que a presenca de bixina
aumentou a solubilidade da anfotericina B em agua.

2,0
1,8 1 p
] - - -Bx 0,1 mM em agua
1.6 AnB 20 ug/mL em agua
. — = AnB 20 pg/mL + Bx 0,1 mM
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Figura 20 - Caracterizagdo de dispersdo aquosa de bixina, anfotericina B ou sua mistura, e

solucdo etandlica de anfotericina B por método espectrofotométrico

Na Figura 21, a adicao de pullulan a nanodisperséo de bixina contendo
anfotericina B ndo gerou alteracdes no perfil, indicando que o polissacarideo nao

interagiu com a preparacgao.
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Figura 21 - Efeito do pullulan na disperséo de bixina e anfotericina B

Pela Tabela 8, pode-se observar que a adicdo de pullulan promoveu aumento
no diametro hidrodinAmico de nanodispersdes de bixina, porém, uma diminui¢cdo no
valor absoluto do potencial zeta, sem tornar a carga positiva. Quando anfotericina B
foi preparada em presenca de bixina em agua, houve diminuicdo no tamanho das
particulas a partir de bixina e também valores menos negativos a carga liquida.
Quando 1% de pullulan estava presente, os valores do potencial zeta tornaram-se
menos neutros que apenas em agua em todas as preparacdes. Em resumo, a
presenca de antifingico aumentou o diametro hidrodinamico e reduziu os valores de
potencial zeta das preparacgdes, tornando-se menos negativo, e a presenca de 1%

de pullulan provocou as mesmas mudancas, mas mais intensamente.
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Tabela 8 - Caracterizacéo fisico-quimica (diametro hidrodindmico e potencial
zeta) de preparacdes de bixina (BX) contendo anfotericina B e pullulan (PL)

Amostras Diametro (nm) Potencial zeta (mV)
BX 0,1 mM 40,13 + 0,60 -23,33+ 1,75
BX0,1 mM + PL 1% 52,05 + 0,98 -1293+1,51
AnB 2 ug + BX 0,1 mM 50,93 + 1,47 -17,07 + 0,60
AnB 5 pg + BX 0,1 mM 71,40 £ 1,42 -16,50 + 0,72
AnB 10 ug + BX 0,1 mM 58,13 + 1,20 -15,50 + 0,53
AnB 2 ug + BX 0,1 mM + PL 1% 60,15 + 2,59 -16,36 + 0,06
AnB 5 ug + BX 0,1 mM + PL 1% 63,23 + 4,53 -10,37 + 0,21
AnB 10 pg + BX 0,1 mM +PL 1% 60,50 + 0,47 -13,57 + 1,27

5.8 — Ensaios microbioldgicos

Para avaliar se o pullulan ou a trealose influenciavam na difusdo e na
atividade antimicrobiana das preparacdes, foram realizados ensaios microbiologicos
como teste de difusdo em agar e contagem de micro-organismos viaveis.

Os controles negativos (BX 40 pM + DMSO 0,5% em SG 5%, BX 40 uyM +
DMSO 0,5% em PL 1% e DMSO 0,5% em PL1%) e as placas que continham KT 10
pg/mL (18,8 uM) ndo geraram halos de inibicdo (dados ndo apresentados). Todas as
amostras finais continham DMSO 0,5%, dado que a solubilizacdo inicial dos
antifangicos foi realizada com solucdo 1:1 de DMSO:etanol, seguido por diluicdes
em etanol e dgua com concentracdo alcoodlica final de 10%. Os resultados do
controle negativo indicaram que DMSO 0,5% néao interferiu na viabilidade do micro-
organismo.

Pela Tabela 9 e Figura 22, foi observado que a presenca de trealose ou de
pullulan néo interferiu na difusdo ou atividade antimicrobiana do antifungico, dado
gue o diametro médio foi semelhante a sua contraparte sem pullulan ou trealose. A
presenca de bixina causou uma leve reducdo no diametro dos halos, muito
provavelmente porque a interacdo entre bixina e anfotericina B estaria dificultando a
liberacdo do antifingico para o meio, uma caracteristica interessante para o
desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada de farmaco. Ao analisar as
placas, observou-se que a bixina se manteve no local de administracdo das
amostras (dado ndo apresentado), indicando que ela néo se difunde pelo agar e que

a presenca de pullulan ou trealose nao afetou essa propriedade.
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Tabela 9 - Efeito antifungico de prepara¢gdes contendo anfotericina B por

meétodo de difusdo em agar

AnB 10 pg/mL + SG 5% 10,73 +0,54
AnB 10 pg/mL + PL 1% 10,78 £ 0,43
AnB 10 ug/mL + TR 1% 10,90 + 0,32
AnB 10 pg/mL + Bx 6,6 yM + SG 5% 9,61 + 0,50
AnB 10 ug/mL + Bx 6,6 yM + PL 1% 9,74 £ 0,52
AnB 10 yg/mL + Bx 6,6 uM + TR 1% 9,88 + 0,36

Anf+Glic 5% (1a)

Anf+bx+PL1% (5a) Anf+PL1% (2a)

Anf+bx+TR1% (6a) Anf+TR1% (3a)

Anf+bx+Glic 5% (4a)

Figura 22 — Esquema de distribuicdo de amostras (anfotericina B) em placas.
Obs: *Anf = Anfotericina B, *bx = Nanodisperséo de bixina, *Glic 5% = glicose 5%, *PL 1% =
Pullulan 1%, *TR 1% = Trealose 1%.
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Inicialmente, acreditava-se que com a concentragdo de 10 pg/mL de
cetoconazol se observaria efeito antimicrobiano contra a cepa de Candida albicans
ATCC 10231. Ao realizar revisao na literatura sobre o assunto, foi verificado que a
atividade antifungica varia por diversos fatores como meio de cultura, método de
determinacdo da CIM, cepa teste, concentragdo de micro-organismo no inéculo,
temperatura de crescimento etc (Heel e colaboradores, 1982). Pesquisas que
utilizaram turbidimetria encontraram baixos valores de Concentracdo Minima
Inibitéria, desde menos que 0,1 pg/mL até 10 pg/mL (NIMURA et al.,, 2001; ST-
GERMAIN, 1990; MOODY et al., 1980; BLANCO et al., 1992; HAWSER et al., 1996;
HUGHES et al, 1988; ROGERS e GALGIANI, 1986; ADWAN et al., 2016).
Pesquisas que utilizaram meétodo de diluicio em caldo ou contagem de UFCs
encontraram valores acima de 50 ug/mL (UNO et al., 1982; HUGHES et al., 1987;
SHIGEMATSU, 1981). Algumas pesquisas utilizaram o teste de difusdo em agar
para avaliar a atividade de cetoconazol, contudo n&o observaram a formagao de
halos de inibicdo (NADAS et al., 2011; SHIN e PYUN, 2004).

Desta forma, as concentracfes de cetoconazol utilizadas neste projeto, que
foram até 50 pg/mL, ndo foram suficientes para inibir a proliferacdo de C. albicans
ATCC 10231 e néo foi possivel visualizar halos de inibi¢cdo, estando de acordo com
dados citados anteriormente. O plagueamento das amostras que continham
cetoconazol ficou semelhante aos controles, contendo mais de 10° UFC/mL (dados
nao apresentados).

Por outro lado, as contagens de UFCs para o plagueamentos de amostras

qgue continham anfotericina B apresentam-se na Figura 23.
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Figura 23 - Efeito antifungico de preparagdes contendo anfotericina B por método de
plagueamento pour plate. Legenda: *valor de p pelo teste-t.

Obs.: concentracédo final de BX nos tubos de interacdo amostra/microrganismos foi de cerca de 0,020
mM).

Pela Figura 23, foi constatada a eficacia de anfotericina B nas concentragdes
testadas e diminuicdo de 6 logs de C. albicans nos tempos de interacdo de até 48
horas. Porém, efeito antifUngico imediato foi observado a partir de 2 horas em todas
as amostras contendo 5 pg/mL de anfotericina B. Apds interacdo por 24 horas, foi
possivel obter contagens de viaveis entre 1 e 1000 UFC/mL nas amostras testadas.
Neste periodo, por andlise estatistica pelo teste-t foi constatado que a presenca de
BX promoveu melhor efeito antimicrobiano que anfotericina preparado somente em

agua. Também foram observadas diferencas entre amostras com BX e (BX +
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Pullulan 1%). Em suma, as amostras sem o polissacarideo, isto €, anfotericina B em
bixina em agua demonstrou agir mais rapidamente no controle de proliferacdo de
microrganismos, em todas as concentracdes de antifingico testadas, isto €, 1 — 2,5 -
5,0 pg/mL. Pullulan ndo prejudicou o efeito de anfotericina B, demonstrando ser
interessante para estabilidade da suspenséo, sem ocorrer sedimentacéo dos sélidos
das preparagoes.

A escolha de 1% de concentracdo para pullulan foi devido a fluidez, melhor
manipulacdo e preco da matéria-prima. O fornecedor recomenda uso de 2,5% para
formacdo de filmes para preparo de medicamentos, cosméticos e produtos
alimenticios.

Experimentos utilizando maiores concentracfes de cetoconazol precisam ser
realizados para avaliar a atividade antimicrobiana das nanodispersdes contendo o
antifiingico e concomitantemente, novas avalia¢des fisico-quimicas.

Segundo os resultados obtidos, pullulan ou trealose n&o interferem na

atividade antimicrobiana de preparacdes contendo anfotericina B ou cetoconazol.

6 - CONCLUSOES

Pelos resultados dos ensaios, foram constatados alguns novos pontos em
relacdo a utilizacéo de bixina:
- Pullulan promoveu aumento no diametro hidrodinAmico das particulas das
nanodispersdes de bixina (de 100 para 400 nm) e promoveu alteracdo no potencial
zeta (de -19 para -8 mV) , tornando-0 menos negativo sem passar a valores
positivos (exemplos da Tabela 6);
- Trealose ndo promoveu alteracbes nem de tamanho nem carga das
nanodispersdes devido sua néo ionizagao, indicando nao interferir nas interacoes
entre os componentes das preparacbes e também, ser um bom adjuvante para
processos de liofilizacao;
- Pullulan e trealose ndo interferiram nas interagfes entre bixina e os antifingicos,
sendo demonstrados pelas avaliacbes de tamanho e carga, anélises
espectrofotométricas e ensaios microbiolégicos.
- Preparo de disperséo de bixina com ou sem antifingicos pela adicdo de bixina em
solugdes de pullulan ou trealose mostrou-se o0 método mais pratico, sem alteracdes

de suas caracteristicas fisico-quimicas com o tempo.
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- Ensaios microbiolégicos demonstraram que bixina ndo se difundiu pelo &gar solido
mas permitiu liberagdo de anfotericina B de sua estrutura e promover inibicdo da
proliferagao de Candida albicans ATCC 10231.

- Pullulan (1%) néo interferiu no efeito antimicrobiano de anfotericina B (1 — 2,5 -5,0
pg/mL) e bixina (0,020 mM) .

- Preparagbes de anfotericina B e bixina demonstraram bom efeito antimicrobiano
em comparacdo com amostras por simples dispersdo do antifangico com solvente

ideal (DMSO e etanol 1:1) em meio aquoso.

7 - PERSPECTIVAS

- Mais estudos precisam ser realizados para verificar eficacia antifungica de
cetoconazol em bixina, pullulan e trealose.

- Os resultados demonstraram que preparagbes a partir de bixina, pullulan e
trealosepodem ser aprimorados para dispersdo de farmacos pouco solUveis ou
insollveis em agua, formacao de filmes que podem ser utilizados sobre biomateriais,
novas formula¢cdes farmacéuticas e cosmeéticas.

- Os polissacarideos estudados podem ser Uteis no preparo de materiais para
liofilizacdo, permitindo armazenamento por periodos mais longos sem alterar as

caracteristicas dos produtos.
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Apéndice
Protocolo do ensaio microbiolégico
Determinacdo de microrganismos viaveis pela técnica de interacdo em meio

liquido e deteccdo por plagueamento pour plate

A - Preparacéo do In6culo

Foi realizada subcultura de Candida albicans ATCC 10231 em meio SDA e
incubacdo por 48 horas a 30 °C. A seguir, foi preparada suspensdo de micro-
organismos com 5 mL de &gua destilada estéril e desta, volume de 1 mL foi
transferido para cada 50 mL de agua estéril.
B — Peparacao das amostras

Foram avaliadas as amostras conforme Tabela 1 e Figura 9.
Tabela 10 - Amostras para contagem de microrganismos viaveis por

plagueamento pour plate

Amostra Concentracao final BXemagua BXem pullulan agua
CC DMSO 0,5% + - -
e AnB 5,0 pg/mL + - -
2C AnB 2,5 pg/mL + - -
3C AnB 1,0 pg/mL + - -
4C KT 20,0 pg/mL + - -
5C KT 10,0 pg/mL + - -
CD DMSO 0,5% - + -
1D AnB 5,0 pg/mL - + -
2D AnB 2,5 pug/mL - + -
3D AnB 1,0 pg/mL - + -
4D KT 20,0 pg/mL - + -
5D KT 10,0 pg/mL - + -
CE DMSO 0,5% - - +
1E AnB 5,0 pug/mL - - i
2E AnB 2,5 pg/mL - - +
3E AnB 1,0 pg/mL - - +
4E KT 20,0 pg/mL - - +

5E KT 10,0 pg/mL - -

+
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Foi preparada solucéo de BX com concentracao de pelo menos 0,80 mM em
etanol e o seu teor real foi determinado por espectrofotometria pelo método de
Yabiku & Takahashi (1992).

Foram preparadas solu¢cdes de anfotericina B (solugdo A) e cetoconazol
(solucdo B), pesando 10,0 mg (A) e 40 mg (B), respectivamente, e dissolvendo os
antifangicos em 5 mL de DMSO p.a. e depois, adicionando 5 mL de etanol e
homogeneizando as solucdes.

A partir destas solucdes (A) e (B), foram preparadas as amostras da Tabela

A.
Tabela A — Preparacdo inicial de antifungicos em etanol
_ Solugdo A  Solucéo B
Amostra Concentracgéo final Etanol (mL)
(mL) (mL)
CA DMSO 10% 4 - 16
1A AnB 200 pg/mL 4 - 16
2A AnB 100 pg/mL 2 - 18
3A AnB 40 pg/mL 1 - 19
4A KT 800 pg/mL - 4 16
5A KT 400 pg/mL - 2 18

A partir de cada uma das preparacdes de CA até 5A, foram preparadas as
proximas amostras (Tabela B).
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Tabela B — Preparacdo de amostras em solucao etandlica

CB DMSO 5% CA + -
1B AnB 100 pg/mL 1A + -
2B AnB 50 pg/mL 2A + -
3B AnB 20 pg/mL 3A + -
4B KT 400 pg/mL 4A + -
5B KT 200 pg/mL 5A + -
CBA DMSO 5% CA - +
1BA AnB 100 pg/mL 1A - +
2BA AnB 50 pg/mL 2A - +
3BA AnB 20 pg/mL 3A - +
4BA KT400 pg/mL 4A - +
5BA KT 200 pg/mL 5A - +

A partir das preparacdes da Tabela B, foram preparadas as amostras da
Tabela C.
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Tabela C — Preparacédo de amostras em soluc¢des de pullulan 1%

_ Preparacées Agua Pullulan 1%
Amostras Concentracao final
(1 mL) (9 mL) (9 mL)
CC DMSO 0,5% CB + -
1C AnB 10,0 pg/mL 1B + -
2C AnB 5,0 pg/mL 2B + -
3C AnB 2,0 pg/mL 3B + -
4C KT 40,0 pg/mL 4B + -
5C KT 20,0 pg/mL 5B + -
CD DMSO 0,5% CB - +
1D AnB 10,0 pg/mL 1B - +
2D AnB 5,0 pg/mL 2B - +
3D AnB 2,0 pg/mL 3B - +
4D KT 40,0 pg/mL 4B - +
5D KT 20,0 pg/mL 5B - +
CE DMSO 0,5% CBA + -
1E AnB 10,0 ug/mL 1BA + -
2E AnB 5,0 pg/mL 2BA + -
3E AnB 2,0 ug/mL 3BA + -
4E KT 40,0 pg/mL 4BA + -
5E KT 20,0 pg/mL 5BA + -

Para a interacdo com C. albicans, foram realizadas as misturas conforme

Tabela D, utilizando a ultima diluicdo de indculo recém-preparada.

Todas as amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 2 horas para

interacdo e a segquir, transferidos volumes de 1,0 mL de cada uma das

preparacdespara placas de Petri estéreis e em triplicata. A seguir, foram transferidos

volumes de cerca de 12 mL de meio SDA fundido entre 50 - 55 °C, homogeneizados

cuidadosamente e deixados para solidificar. Amostras foram Incubadas a 30 + 2,0

°C e realizadas contagens dos microrganismos viaveis. Como controle, foram

plagueados in6culos sem amostras nas mesmas concentracdes celulares das

mesmas.
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Tabela D — Interacdo entre micro-organismos e amostras de antifungicos

Inoculados Concentragao final Preparag6es (10,0 mL) Inoculo (10,0 mL)
CCi DMSO 0,2% CC +
1Ci AnB 5,0 pg/mL 1C +
2Ci AnB 2,5 pg/mL 2C +
3Ci AnB 1,0 pg/mL 3C +
4Ci KT 20,0 pg/mL 4C +
5Ci KT 10,0 pg/mL 5C +
CDi DMSO 0,2% CD +
1Di AnB 5,0 ug/mL 1D +
2Di AnB 2,5 ug/mL 2D +
3Di AnB 1,0 pg/mL 3D +
ADi KT 20,0 pg/mL 4D +
5Di KT 10,0 pg/mL 5D +
CEi DMSO 0,2% CE +
1Ei AnB 5,0 pg/mL 1E +
2Ei AnB 2,5 ug/mL 2E +
3Ei AnB 1,0 pg/mL 3E +
4Ei KT 20,0 pg/mL 4E +
5Ei KT 10,0 pg/mL 5E +

In6culo*  Referéncia do Tempo zero Agua estéril +

*inéculo — antes de plaquear o inéculo, foi realizada diluicdo seriada até 10 e plaqueadas em
duplicata, as 3 ultimas dilui¢des.

Amostras foram mantidas em ambiente limpo sob protecédo da luz e a

temperatura ambiente. Repeticdes das contagens foram realizadas nos tempos 24 e

48 horas, conforme descrito anteriormente. Foram plaqueados os controles do

inbculo sem amostras nas mesmas concentracdes celulares e condi¢cdes de

armazenamento.



