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RESUMO

Nos Ultimos anos a procura por sistemas para entrega de produtos com potencial
terapéutico cuja finalidade seja aumentar a eficiéncia, reduzir a toxicidade e melhorar a
biodisponibilidade tem aumentado. Sendo uma mistura de 6leo e dgua, tensoativos e co-
tensoativos, as Microemulsdes (MEs), sdo dispersdes homogéneas, translicidas e
termodinamicamente estaveis, gerando sistemas modificados para liberacdo de farmacos,
produtos naturais ou sintéticos que apresentam baixa solubilidade em meio aquoso. O
objetivo deste trabalho foi preparar e caracterizar uma microemulsdo (ME) associada ao
complexo trans-[Pt(5-heptil-odztH)(PPhsz)2] e verificar seu efeito bioldgico na ativacdo
celular. As MEs foram preparados utilizando Span 80 (SP), Tween 80 (TW), 1-butanol
(BT), formando o sistema SP/TW/BT (3,5:5,5:1,0), agua destilada e triglicerideo de acido
caprico/caprilico associadas ao complexo de Pt(I1). As medidas de pH permaneceram em
6,4 a condutividade elétrica se manteve entre 7 e 8 uS.cm™. A caracterizacéo reoldgica
apresentou perfil de fluxo Newtoniano, a ME associada ao complexo de Pt(I1) apresentou
o valor de area de histerese mais proxima de zero (-0,66 Pa s) do que a ME n#o associada
(0,66 Pa s?), indicando uma maior estabilidade do conjunto complexo/ME. Os resultados
de potencial Zeta de -14.8+5.72 mV para a ME néo associada ao complexo e -19.2+4.49
mV para a ME associada, com o Espalhamento Dinamico de Luz (EDL) obtemos
tamanhos de particulas na faixa de 160 nm. Os testes de viabilidade celular apresentaram
valores superiores a 95% e indices de fagocitose entre 30 a 42% em incubacdes de 30

min, se mostrando promissor para futuros testes.

Palavras-chave:  complexo trans-[Pt(5-heptil-odztH)2(PPhs);];  microemulsdo;

viabilidade celular; fagocitose.



ABSTRACT

In recent years, the search for systems to deliver products with therapeutic potential
whose purpose is to increase efficiency, reduce toxicity and improve bioavailability has
increased. Being a mixture of oil and water, surfactants and co-surfactants,
Microemulsions (MEs) are homogeneous, translucent and thermodynamically stable
dispersions, generating modified systems for the release of drugs, natural or synthetic
products that have low solubility in an aqueous medium. The objective of this work was
to prepare and characterize a microemulsion (ME) associated with the complex trans-
[Pt(5-heptil-odztH)2(PPhs).] and verify its biological effect on cell activation. MEs were
prepared using Span 80 (SP), Tween 80 (TW), 1-butanol (BT), forming the SP/TW/BT
system (3.5:5.5:1.0), distilled water and triglyceride of capric/caprylic acid associated
with the Pt(11) complex. pH measurements remained at 6.4 and electrical conductivity
remained between 7 and 8 pS.cm™. The rheological characterization presented a
Newtonian flow profile, the ME associated with the Pt(Il) complex presented the
hysteresis area value closest to zero (-0.66 Pa s) than the unassociated ME (0.66 Pas™),
indicating greater stability of the complex/ME set. The Zeta potential results of
-14.8+£5.72 mV for the ME not associated with the complex and -19.2+4.49 mV for the
associated ME, with Dynamic Light Scattering (EDL) we obtain particle sizes in the range
of 160 nm. Cell viability tests showed values above 95% and phagocytosis rates between

30 and 42% in 30 min incubations, showing promise for future tests.

Key words: complex trans-[Pt(5-heptil-odztH).(PPhs)2]; microemulsion; cell viability;
phagocytosis.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de sistemas para a entrega medicamentosa e/ou produtos com
potencial terapéutico, cujo objetivo € melhorar o tratamento de doencas, aumentar a
eficiéncia, reduzir a toxicidade e aumentar a biodisponibilidade teve um aumento
significativo nos Gltimos anos (Ramos et al., 2022; Pessoa et al., 2015).

Segundo Chaud (2014), a literatura tem mostrado que as microemulsdes (MES)
surgiram como uma estratégia atrativa para entrega de farmacos. Nesse sentido, 0s
estudos e pesquisas envolvendo o Equilibrio Hidofilo-Lipdfilo (EHL) tém agregado valor
no desenvolvimento de MEs surgindo como forma de propor novas formas de transporte,
baseados em mistura 6leo, 4gua e tensoativos (Kreilgaard, 2002; Ramos et al., 2022).

Microemulsdes sdo sistemas modificados para liberacdo de farmacos, produtos
naturais ou sintéticos com potencial medicinal, sdo dispersdes homogéneas de 0Oleo e
agua, transllcidas e termodinamicamente estaveis, as MEs séo estabilizadas por um filme
interfacial composto por tensoativos e co-tensoativos conjugado, existente na forma de
goticula. Sdo caracterizados por agregados esféricos com didmetro normalmente na
ordem de 100 nm (Oliveira; Scarpa, 2001; Kreilgaard, 2002; Ramos et al., 2022).

As propriedades da liberagéo controlada de emulsdes séo indicadas de acordo com
a viscosidade da fase oleosa, a equivaléncia 6leo-agua e o tamanho da goticula da emulsao
(Ribeiro et al., 2015). Para caracterizar completamente esses sistemas, as medidas como
pH, condutividade e as técnicas de caracterizacdo reoldgica, difracdo de raios-X e entre
outras sdo de grande valia (Podlogar et al., 2004; Boonme et al., 2006; Ribeiro et al.,
2015).

Segundo Anjomshoa et al., (2019), em relacdo aos compostos de platina (Pt) que
obtiveram grande sucesso na quimioterapia do cancer, com énfase a cisplatina, que foi
aprovada para uso clinico, no entanto, apresenta baixa solubilidade em &gua, resisténcia
e uma variedade de efeitos colaterais, podendo afetar rins, sistema nervoso e audicao. 1sso
acontece devido a molécula ndo ser muito seletiva, levando-a a atacar também as células
saudaveis.

Neste contexto, a utilizagdo de sistemas microemulsionados e/ou encapsulados
torna-se uma estratégia interessante para minimizar as dificuldades encontradas na
administragdo de farmacos que sdo insoluveis em agua (Egito et al., 2021).

A preparacdo de novos farmacos anticancerigenos a partir de metais de transicao,

é uma area de pesquisa promissora na busca por tratamentos mais eficazes contra o
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cancer. Metais de transi¢ao, como platina, ruténio, rodio, iridio e outros, tém propriedades
Unicas que podem ser exploradas para desenvolver compostos capazes de combater
células cancerigenas de maneiras especificas com menores efeitos colaterais (Rijt; Sadler,
2009; Bai et al., 2017). Ainda assim os critérios de caminhos para tais compostos ainda
estdo em construgdo, ndo nos permitindo, por enquanto, um fornecimento de regras gerais
a serem seguidas.

Pensando nos sistemas microemulsionados e na baixa solubilidade de compostos
de platina contendo fosfinas terciarias como a trifenilfosfina (PPhs) e derivados de 1,3,4-
oxadiazol-2-tiona (odztH) sintetizados (Souza et al., 2021), propor a associa¢do do
complexo em um sistema microemulsionado pode ser uma solucéo a realizagao de ensaios

bioldgicos e suas possiveis aplicacdes.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Preparar e caracterizar uma microemulsdo associada ao complexo

trans-[Pt(5-heptil-odztH).(PPhas)2] e verificar seu efeito biologico na ativagdo celular.

2.2 Objetivos especificos
= Desenvolvimento e caracterizacdo do neomaterial;

» Ensaios bioldgicos de biocompatibilidade (viabilidade);
» Ensaios bioldgicos de ativagdo celular (fagocitose e atividade microbicida).

14



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Microemulsao

A formagdo de microestruturas em soluc¢des aquosas de substancias tensoativas é
o fendbmeno comum da auto-organizacdo molecular como forma de alcancar estabilidade
termodinamica. As moléculas de surfactante geralmente se auto agregam na presenca de
agua e formam uma rica variedade de estruturas (Ezrahi; Aserin; Garti, 1999; Egito et al.,
2021).

Misturas de compostos coloidais de dois solventes imisciveis podem ser
estabilizados por um filme tensoativo em que adsorvem na interface liquido-liquido e tém
uma ampla gama de aplicacbes em reacGes quimicas, cosméticos e sistemas de
distribuicdo de medicamentos (Lucas et al., 2020).

Em misturas do tipo tensoativos-solvente, solu¢cdes homogéneas de agregados
micelares podem se formar. Esses agregados podem originar melhores estruturas ao
adicionar uma fase oleosa e co-tensoativa, sendo essa uma substancia que é usada em
conjunto com um surfactante para melhorar ou modificar suas propriedades de reducgéo
da tensdo superficial em uma interface entre duas fases imisciveis, como &gua e 6leo
(Alves et al., 2021).

A partir desta adicdo, o grau de organizacao estrutural dependera da concentracéo
e composicao das fases do sistema (Gurgel et al., 2024). Sendo assim, a organizagéo
estrutural da mistura, 6leo e dgua pode formar diferentes tipos de agregados, entre 0s
quais esta a microemulsdo (Wennerstrém; Olsson, 2009; Ribeiro et al., 2015).

Microemulsdes surgiram durante a década de 1940, foram inicialmente estudados
por Hoar e Schulman, em que descreviam sistemas onde 6leo e agua podiam se misturar
aproximadamente em proporcOes iguais promovidas por surfactantes e co-surfactantes,
ou seja, sistemas de aparéncia transparentes ou transltcidos obtidos a partir da titulagdo
de uma emulsdo comum com aspecto leitoso e que por adicdo de um alcool de cadeia
média clarificava-se (Wennerstrom; Olsson, 2009). No entanto, foi apenas em 1959 que
o termo foi sugerido por Schulman depois de criar um sistema estavel, homogéneo e
translucido contendo alcool de cadeia média ou curta, agua, benzeno, hexanol e oleato de
sodio potassio (Schulman et al., 1959; Ribeiro et al., 2015).

As MEs sdo diferentes de emulsGes simples, que sdo dispersdes grosseiras

bifasicas, termodinamicamente instavel e turvas com didmetros de suas goticulas variam
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de 2000 a 10000 nm, visto que apresentam tensdo interfacial menor, porque as moléculas
de co-tensoativos estdo intercaladas entre moléculas de tensoativos na interface 6leo-agua
afetando a curvatura da goticula (Ribeiro et al., 2015).

A baixa tensdo interfacial faz com que haja a formacéo espontanea de sistemas
monofasicos e a formacdo de goticulas com tamanhos reduzidos e termodinamicamente
estaveis, com isso, as MEs oferecem uma excelente superficie de contato entre a pele e 0
veiculo, portanto, a propor¢do entre as fases aquosa, lipofilica e tensoativo, facilitam a
transicdo do farmaco do veiculo para o estrato corneo lipofilico (Fanun, 2012; Cotrim;
Honorio-Franga; Franca, 2016).

MEs possuem goticulas com didmetro por volta de 150 nm, normalmente na
ordem de 10 a 200 nm (Karunaratne; Pamunuwa; Ranatunga, 2017). As MEs s&o
formadas de goticulas com tamanhos suficientemente pequenos para serem visualmente
transparentes, devido a isso, outras denominacGes, como submicroemulsdo e
nanoemulsdo sdo empregadas (Cotrim; Hondrio-Franca; Franca, 2016).

Winsor (1948) descreveu o comportamento dos sistemas de equilibrio dos quais
participavam as microemuls@es, realizada pelo filme interfacial dos sistemas ternarios,
agua/dleo/tensoativo, uma fase polar e/ou uma fase apolar em excesso, assim foi criada a
classificacdo de Winsor.

Denominados quatro tipos de sistemas: Winsor | (WI), sistema bifasico com
microemulsdo do tipo 6leo-agua (O/A), que coincide com um excesso da fase oleosa;
Winsor 11 (WII), sistema bifasico, que coincide com a fase aquosa em excesso, do tipo
agua-6leo (A/O); Winsor 111 (WIII), sistema trifasico, que coexistem com fases de 6leo
e &gua, sendo do tipo bicontinua; e Winsor IV (WIV), sistema monofésico translicido
resumido em uma unica fase, resultando em uma microemulséo, a estrutura pode ser do
tipo O/A, A/O ou bicontinua, em funcdo da composicdo do sistema e temperatura
(Bartscherer et al., 1995; Lucas et al., 2020).

A classificagdo de Winsor esta ilustrada na Figura 1, a seguir.
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Figura 1. llustracdo dos equilibrios de fases de acordo com a classificagdo de
Winsor

Fase apolar
@ Fasepolar
Microemulsao

Fonte: Lucas et al., 2020.

©

Segundo Wanderley Neto et al. (2020), o tipo de sistema formado vai depender
da curvatura praticada pelo filme interfacial. A camada de tensoativo ira elevar-se até
certo ponto entre a fase aquosa (A) e oleosa (O), ou seja, na interface, em que vai adotar
a configuracdo que apresente o balanco das energias de interacdo das moléculas de
tensoativo, 6leo e agua.

Quando as forcas de solvatacdo na fase aquosa sdo maiores, o filme surfactante é
curvado em direcdo a fase oleosa e uma ME do tipo O/A é formada, ja quando as forcas
de solvatacdo sdo maiores na fase oleosa, o filme é curvado em direcdo a fase aquosa e a
formacdo ME do tipo A/O como ilustrado na Figura 2, sdo facilitados e, em um
acontecimento intermediario o sistema bicontinuo é gerado sendo um tipo de
microemulsdo na qual as fases aquosa e oleosa coexistem de maneira interconectada,
formando uma estrutura continua em ambas as fases, ndo havendo uma clara distincao
entre a fase aquosa e a fase oleosa, mas sim uma rede de dominios aquosos e oleosos
(Ribeiro et al., 2015).
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Figura 2. Representacao das estruturas mais encontradas de microemulsao,
com Gleo representado em cinza e 4gua em branco

% g, Wwids,
25251755, ek R oy
A7 25, S\t Vy;"o “{; 5 & Z :g Z
&% E & T Ty - W
] I o Lt %, Bl TN
i - ST “JIAM\&J ?
R B i
", & Wiy, Wy
a:\'iﬁ 1222, ‘nm@ Ledakad IJ:%, Do q\q\“ ¥ = = z
o A3
e‘?fm\b\"\b %4, S %{‘q vg\»b Tzt 259%
e S
MICROEMULSAO O/A MICROEMULSAO BICONTINUA MICROEMULSAO A/O

Fonte: Damasceno et al., 2011.

Modificagdo da curvatura por filme interfacial de surfactantes podem promover a
existéncia de dominios de polaridades diferentes nas MEs, permitindo que substancias
solGveis em agua, soltveis em 0Oleo ou anfifilicas sejam solubilizadas. Das tendencias
basicas que podem ser analisadas em relacdo aos componentes das MEs, podemos citar a
alta capacidade de incorporacdo ou associacdo do farmaco no veiculo e efeito
intensificador de permeacdo (Oliveira et al., 2004; Ramos et al., 2022).

Caracteristicas assim fazem com que a ME seja vantajosa em relacdo as formas
farmacéuticas orais convencionais, reduzindo a toxicidade, garantindo protecdo da
substancia contra 0 meio biolégico, o que possibilita a vetorizacdo do farmaco, dando
maior poténcia terapéutica e facilidade na administragdo (Talegaonkar et al., 2008;
Ribeiro et al., 2015).

3.2 Equilibrio Hidrdfilo-Lipofilo

Com o intuito de sistematizar a selecdo de um tensoativo, Griffin em 1948
apresentou a ideia de Equilibrio Hidréfilo-Lipofilo (EHL), desenvolvendo um sistema de
classificagdo numérica de 1 a 20, com base nas caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas de
um composto (Chaud et al., 2014).

Esta classificacdo tinha como referéncia um conceito ja conhecido que admite que
toda substancia tensoativa tem uma parte hidrossoltvel e uma parte lipossoluvel, devido
a isso, quanto maior o valor de EHL, maior serd a hidrofilicidade da substancia e a
tendéncia é formar sistemas O/A, da mesma forma, quanto menor o EHL, maior a
lipofilicidade e a tendéncia é formar sistemas A/O (Lin, 1970; Housaindokht; Pour, 2012;

Cotrim; Honorio-Francga; Franca, 2016).
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A combinacéo de tensoativos que resulta o EHL, permite a escolha do tensoativo
e mostra o dominio dos sistemas acerca da classificacdo de fases, O/A ou A/O, também
influencia o design mais firme e estavel do filme na interacdo 6leo/agua, o que depende
da geometria molecular e arranjo entre os tensoativos. A combinacdo de surfactantes
destina-se a fornecer valores proximos de EHL, o0 mais préximo possivel do EHL exigido
pela fase oleosa (Zhang; Que, 2008; Wanderley Neto et al., 2020).

Referente ao descrito por Lawrence e Rees (2012), matérias primas oleosas
possuem um valor de EHL requerido e este valor é aquele que fornece um maior equilibrio
dindmico entre a fase oleosa e a fase aquosa, proporcionando tamanho minimo da
particula e estabilidade do sistema.

O Triglicerideo de acido caprico/caprilico (EHL = 10,8) (Figura 3), empregado na
fase oleosa é promissor para a formacdo de sistemas de liberagdo modificada de
compostos que apresentam baixa solubilidade. Triglicerideos de cadeia média sdo vistos
como nao toxicos, sendo empregados em uma variedade de formulacGes farmacéuticas
(Abrar; Bhaskarwar, 2019; Harwansh; Deshmukh; Rahman, 2019; Leite et al., 2022).

Figura 3. Férmula estrutural do Triglicerideo de acido caprico/caprilico

Fonte: Autor, 2024.

3.3 Agentes tensoativos

Moléculas anfifilicas capazes de modificar as propriedades fisico-quimicas de
superficies ou interfaces de sistemas dos quais participam sdo caracterizados como
tensoativos, também chamados de surfactantes, agentes emulsificantes ou
emulsificadores, estas moléculas possuem uma regido apolar ou hidrofébica e outra polar
ou hidrofilica (Yang; McClements, 2013). O efeito da adsor¢do de tensoativo € reduzir a
tensdo interfacial e aumentar a area de contato entre as fases (Silva et al., 2015).

Dependendo da carga existente na regido polar, os tensoativos séo classificados

em tensoativos catibnicos, aqueles que apresentam carga positiva; tensoativos aniénicos,
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0S que apresentam carga negativa; tensoativos ndo-ionicos, aqueles que ndo apresentam
carga; e tensoativos anfdteros, que possuem cargas positiva e negativa (Ezrahi; Aserin;
Garti, 1999; Ribeiro et al., 2015).

Os tensoativos mais utilizados no preparo de MEs séo aqueles de caracteristicas
ndo idnicas, como os copolimeros dos éxidos de etileno e propileno, polissorbatos e
polietilenoglicdis (Cunha-Janior et al., 2003). O oleato de sorbitano (Span 80) Figura 4,
é um tensoativo hidrofobico ndo idnico presente em formulagdes farmacéuticas orais e
produtos alimenticios, usado para estabilizar emulsGes de agua e 6leo. Geralmente nao
apresentam toxicidade e a ingestdo diaria é admissivel de 25 mg kg* da massa corporea
(Rowe et al., 2009). Relatado por Yuan et al. (2006) indica que a associagdo com outros
tensoativos é possivel para formulagdo de MEs.

O tensoativo hidrofilico, para obtencdo de microemulséo, ndo idnico muito usado
em formulacbes medicamentosas, cosmeética e alimenticia é conhecido como,
Polissorbato 80 (Tween 80) Figura 5, apresenta uma ingestdo diéria de 25 mg kg da
massa corporea, ndo possui toxicidade ou irritabilidade (Rowe et al., 2009; Ribeiro et al.,
2015).

Figura 4. Férmula estrutural do oleato de sorbitano (C22H44O0e)
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Fonte: Autor, 2024.
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Figura 5. Férmula estrutural do polissorbato 80 (CessH124026)
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Fonte: Autor, 2024.

A estabilidade pode aumentar com a associacdo de tensoativos e co-tensoativos,
além do aumento de extensdo e organizacdo dos sistemas microemulsionados e
diminuicdo da tensdo interfacial, melhorando a solubilidade de compostos a ser
incorporados, se fazendo necessario a adicdo de co-tensotivo para a obtencdo da
microemulsdo. Normalmente um alcool de cadeia média, amina ou &cidos organicos sao
usados como agentes co-tensoativos (Lawrence, 1996; Leite et al., 2022).

O 1-butanol (Figura 6) tem sido uma opcao atrativa para o desenvolvimento de
microemulsdes, aumentando a elasticidade do filme interfacial (Ribeiro et al., 2015). De
acordo com o Centro Nacional de Informacdo em Biotecnologia (2023), sabendo que os
alcoois devem ser usados com cuidado, devido ao risco de intoxicacdo, o 1-butanol
quando utilizado em porc¢des geralmente aceitas na inddstria farmacéutica, sendo 50 mg

por dia é compativel biologicamente.

Figura 6. Formula estrutural do 1-butanol

S e

Fonte: Autor, 2024.

3.4 Complexos de Platina(ll)
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Complexos de coordenacdo de platina foram reconhecidos como agentes
citotoxicos, na década de 60, por Rosenberg e colaboradores, quando estudavam, a
influéncia de campo elétrico no crescimento de um cultivo de Escherichia coli
(Rosenberg; Van Camp; Krigas, 1965; Rosenberg et al., 1967; Neves; Vargas, 2011).
Entre os compostos liberados pelos eletrodos de platina a cis-diaminodicloroplatina(ll)
(cisplatina) foi identificada como a mais ativa (Rosenberg; Van Camp, 1970; Gibson,
2019).

Em investigacdes subsequentes, a cisplatina em novos ensaios apresentou-se
como um favoravel agente antitumoral em diferentes tipos de cancer como, testicular,
préstata, ovario, esdfago, melanoma, entre outros (Gibson, 2019; Souza, 2021). Os
componentes envolvidos no mecanismo de agédo da cisplatina séo, cisplatina, DNA e as
proteinas da classe HMG (High Mobility Group) que sdo capazes de se ligar
especificamente ao DNA com presenca de cisplatina, podendo assim, levar a morte
celular (Fuertes; Alonso; Pérez, 2003; Neves; Vargas, 2011).

Sendo um medicamento de alta eficacia quimioterapica, a cisplatina também vem
acompanhada de alguns efeitos colaterais, como, nduseas, vomitos, podendo causar danos
aos rins, danos aos ouvidos e prejudicar o sistema nervoso periférico (Neves; Vargas,
2011; Souza, 2021). Devido a isso, a busca por novos complexos que sejam eficazes e
que reduzam os efeitos colaterais se faz presente até os dias atuais.

Expondo um perfil de toxicidade celular viavel, os complexos que possuem
fosfinas terciarias, como, a trifenilfosfina (PPhs) sdo compostos organofosforados que
desempenham um papel crucial como ligantes em catalise homogénea, especialmente em
quimica de coordenacdo de metais de transicdo. Com o intuito de promover a melhora
das propriedades bioldgicas, complexos de platina ligados a PPhs e ligantes bioativos vem
sendo sintetizados (Dell’ Anna et al., 2016; Souza, 2021).

Segundo Chai et al. (2019), complexos de Pt(Il) contendo fosfina e terpiridina
funcionalizada foram eficazes contra as linhagens celulares de cancer de pulmédo A549,
carcinoma hepatico humano HepGz2, especialmente nas células A549.isr resistentes a
cisplatina, mostrando também que a citotoxicidade dos complexos, foram mais ativos e
seletivos que a cisplatina.

O interesse em ligantes heterociclicos que sdo amplamente utilizados em catalise
homogénea, quimica de coordenacao e sintese organica, vem devido as suas propriedades
Unicas e a capacidade de formar complexos metélicos estaveis, com diversas funcdes

bioldgicas, que acontecem pela presenca de alguns compostos possuirem em sua estrutura
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um anel heterociclico como, ATP, ADN, ARN, horménios, neurotransmissores, entre
outros (Bajaj; Roy; Singh, 2018).

Um grupo de compostos heterociclicos que tém despertado o interesse devido a
sua diversidade em atividades biolégicas como, antifungica, antibacteriana, analgésica,
anti-inflamatoria, antiparasitaria, antidepressiva, antioxidante, anticonvulsivante,
antitumoral e diurética, sdo os oxadiazois e tiadiazdis, (Figura 7). Estes formam um anel
de cinco membros que consiste em dois 4&tomos de nitrogénio, os tiadiazois se diferem
dos oxadiazdis pela presenca de um atomo de enxofre ao invés do oxigénio, estes podem
ser encontrados em diferentes isdbmeros estruturais, por suas diferentes posi¢des que 0s

atomos de nitrogénio podem assumir no anel (Souza et al., 2021).

Figura 7. Representacao estrutural de um dos isémeros do oxadiazol e tiadiazol

(O

1,3,4-oxadiazol 1,3,4-tiadiazol
Fonte: Autor, 2024.

Considerando a efetividade dos complexos contendo os tipos de ligantes citados
acima, avaliar o potencial biologico de um complexo de Pt(Il) estando coordenado a
trifenilfosfinas e derivados de 1,3,4-oxadiazol, (Figura 8), uma vez que os ligantes e
outros complexos contendo-os apresentam uma grande variedade de propriedades
bioldgicas, principalmente a atividade antitumoral, sendo assim, a pesquisa e avaliagéo
bioldgica, deste complexo, torna-se interessante (Barbosa; De Aguiar, 2019; Souza et al.,
2021).
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Figura 8. Férmula estrutural do complexo trans-[Pt(5-heptil-odztH)2(PPhs)]
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Fonte: Souza et al., 2021.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Instrumentacao

Os procedimentos experimentais e medidas de pH foram realizados no
Laboratério de Quimica do Estado Sélido — UFMT/CUA, a andlise de viabilidade celular,
fagocitose, atividade microbicida, caracterizacdo reoldgica e condutividade elétrica,
foram realizados no Laboratorio de Imunologia da Relacdo Materno-infantil e
Cronoimunomodulacdo — UFMT/CUA, as medidas de Espalhamento Dindmico de Luz
(EDL) e Potencial Zeta, foram realizadas na Central de Anélises Multiusuarios (CAM) —
UFG Campus Samambaia.

Caracterizacdo reologica: Os parametros reologicos foram determinados em
Modular Compact Rheometer - MCR 102 (Anton Paar® GmbH, Ostfildern, Germany).
Utilizando 700 uL das microemulsGes adicionados a superficie da placa de leitura, sendo
removido o excesso de amostra a 25°C. As leituras foram realizadas com controle
permanente do gap de medicdo com suporte TruGap™ em 0,099 mm, célula de medicéo
Toolmaster™ CP 50 e controle preciso da temperatura com recurso T-Ready™, utilizando
Software Rheoplus V3.61.

Condutividade elétrica: A condutividade elétrica foi avaliada inserindo o
eletrodo diretamente na amostra, utilizando um condutivimetro (LIDA®, Sao Paulo,
Brasil) calibrado com solugéo padrdo de KCI 0,1 mol L.

Medidas de pH: As medidas de pH foram obtidas no pHmetro de bancada (MS
Tecnopon® Instrumentacdo) mPA-210, com eletrodo de vidro, calibrado com tampdes
padrdes de pH 10, pH 7,0 e pH 4,0.

Espalhamento Dinamico de Luz (EDL do inglés Dynamic Light Scattering,
ou DLYS) e Potencial Zeta: As dimensdes de particulas em suspensdo foram medidas a
25°C utilizando um ZetaSizer Nano (Malvern Instruments), excitacdo de 633 nm. O
solvente utilizado para esta caracterizagdo foi agua destilada, com a microemulséo
apresentando um indice de refracdo de 1,44 e absorcdo de 0,190. A suspensdo das
amostras (em triplicata) foram realizadas a partir de uma dilui¢éo de 1:10 das MEs.

A carga superficial das MEs foi determinada por medidas de potencial Zeta com
0 mesmo equipamento das analises de EDL. O experimento foi realizado a 25 °C e em

trés repeticOes separadas.
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Teste bioldgico: Para contagem de células utilizou-se o Microscépio de
fluorescéncia Nikon Eclipse E 200, Nikon Corporation, Tokyo, Japan.

4.2 Composicao do sistema microemulsionado

As microelmusdes (MEs) foram preparadas utilizando agua destilada,
Triglicéridio de &cido caprico/caprilico — Polymol 812®, EHL= 10,8 (Emfal®, Betim,
Brasil), Oletado de sorbitano — Span 80® (SP), EHL=4,3 (Emfal®, Betim, Brasil),
Polissorbato 80 — Tween 80® (TW) — EHL= 15,0 (Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil) e 1-
butanol (BT), (Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil), designando o sistema de SP/TW/BT
(Ribeiro et al., 2015).

O complexo utilizado foi o trans-[Pt(5-heptil-odztH)2(PPhs).] sintetizado pelo
grupo de pesquisa LasFar, gerido pelo professor Wendell Guerra da Universidade Federal
de Uberlandia (Souza et al., 2021).

4.3 Associacao ao complexo trans-[Pt(5-heptil-odztH)2(PPhs)2]
4.3.1 Densidade aparente

A medicdo do volume aparente foi realizada em micropipeta com capacidade para
500 pL, seguido da pesagem em balanca analitica. A densidade aparente do sistema e da
formulacdo escolhida foi determinada segundo a Eq. 1:
m

Dap =
Clpv

Em que: Dap = densidade aparente; m = massa; € v = volume.
4.3.2 Preparo da formulagéo
Segundo a densidade aparente, o complexo de Pt (10 mg) foi utilizado na
concentragdo de 6,13x107% gmL™* para a preparacdo da fase oleosa, em agitagio

juntamente com 1 mL de &cido caprico/caprilico, 0,2 mLs de BT, SP e TW, em seguida

permanecendo em temperatura ambiente sem agitacdo por 24 horas.
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Para o preparo da microemulsdo utilizamos 0,5029 g (16,05%) de fase oleosa,
0,8124 g (25,10%) de SP, 1,2941 g (40,00%) de TW, 0,45¢g (13,80%) de &gua destilada
em duas etapas, por ultimo adicionamos 0,1749 g (5,40%) de BT, homogeneizamos e
deixamos a ME em repouso por 24 horas, obtendo assim uma ME com concentragédo do
complexo de Pt de 8,71 x 10 g mL ™.,

4.4 Analise de viabilidade celular

4.4.1 Separacao das células do sangue

As amostras de sangue foram coletadas de seis doadores saudaveis, de idades entre
20 a 50 anos.

Foram coletadas 5 mL de sangue periférico em tubos com EDTA de cada doador
para obtencdo dos leucdcitos. Em seguida foi realizada a separacdo das células por
gradiente de densidade com Ficoll-Paque (Pharmacia-Upsalla Sueder), centrifugadas a
1600 rpm durante 40 min. O anel de células mononucleares foi retirado separadamente e
lavado duas vezes em solucdo salina tamponada de fosfato 7,4 (PBS). As células foram

contadas em camara de Neubauer e as concentracdes ajustadas para 2x10° células mL ™,

4.4.2 Avaliacdo da viabilidade celular

A andlise de viabilidade celular das células mononucleares foi realizada pela
técnica de microscopia de fluorescéncia com alaranjado de acridina (Franga et al., 2011).
Para a afericdo de viabilidade foi utilizado 500 pL de células mononucleares e 5 pL da
microemulsdo associada e ndo associada com o composto de Pt, foram misturadas e
incubadas por 30 min a 37 °C.

ApOs esse periodo as suspensdes de células e microemulsdes foram centrifugadas
por 10 min a 1600 rpm. O pellet celular foi corado com 200 pL de alaranjado de acridina
durante 1 min e posteriormente lavado e centrifugadas duas vezes com PBS. A seguir
foram montadas laminas para contagem em microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse
E 200, Nikon Corporation, Tokyo, Japan). Os estudos de viabilidade s&o representados
em porcentagem a partir da contagem de 100 células, que sé&o classificadas como vivas as

coradas de verde e mortas as de coloragéo laranja.
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4.5 Avaliacéo da fagocitose e atividade microbicida dos fagocitos do sangue

A separacdo das células do sangue e obtencédo dos fagdcitos, se deu conforme o
procedimento descrito no item 4.4.1.

4.6 Linhagem e cultura de Escherichia Coli Enteropatogénica (EPEC)

A cultura estoque da bactéria é mantida em agar semissélido a temperatura
ambiente em auséncia de luz. A partir da cultura estoque de EPEC, 18 horas antes do
ensaio, repiques foram feitos em tubos contendo 8 mL de BHI (Brain Heart Infusion) e
estes foram incubados em estufa a 35 °C por 18 horas. Apos o crescimento, as bactérias
foram homogeneizadas e centrifugadas por 15 min a 3000 rpm, em seguida descartamos
0 sobrenadante e diluimos em PBS, posteriormente foi ajustado a concentracdo de
bactérias para 1,00x10" bactérias mL™ medida em espectrofotdmetro (620 nm, na faixa
entre 0,1 -0,2) (Franca et al., 2011). Ap0s ajuste preparamos 20% da solucdo de bactérias
para 80% de PBS.

4.7 Ensaio de fagocitose e atividade microbicida

A fagocitose e a atividade microbicida foram avaliadas pelo método de alaranjado
de acridina (Acros organics, New Jersey, USA) (Franca et al., 2011). Os volumes de
500,0 puL da suspensdo de bactérias, 500,0 pL suspensdes de células (fagdcitos
mononucleares) e 5,0 uL das microemuls@es associada e ndo associada com o complexo
de Pt(1l), foram misturados em tubos falcon e submetida a incubacéo por 30 minutos, sob
agitacdo a 37 °C.

Apos o periodo de incubacdo a fagocitose foi interrompida pela adicdo de PBS
gelado e a suspenséo foi centrifugada por 10 min a 1600 rpm. O pellet foi corado com
200,0 pL de alaranjado de acridina durante 1 min em seguida foi ressuspenso em PBS,
centrifugado e lavado mais uma vez. A seguir foram preparadas as laminas e a contagem
das células realizada com o auxilio de um microscépio de fluorescéncia (Nikon-Eclipse
E200).
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Para a determinacdo do indice de fagocitose e atividade microbicida as
suspensOes foram coradas com alaranjado de acridina para contagem de 100 células que
fagocitaram bactérias. As bactérias no interior das células coradas em laranja foram
contadas como mortas, enquanto bactérias englobadas pelos fagdcitos coradas em verde
foram classificadas como vivas. Sendo a fagocitose o resultado obtido das células MN
que fagocitou mais as que fagocitou e matou e o indice microbicida as células que
fagocitou e matou.

4.8 Analise estatistica

Para a analise estatistica dos ensaios foi utilizado Analise de Variancia (ANOVA),
seguido por comparacGes multiplas através do teste de Tukey, realizado no software
estatistico BioEstat 5.0, sendo consideradas significantes quando os valores de p foram

menores que 0,05 (p<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Preparo da microemulséo

As microemulsfes associada e ndo associada com o complexo de Platina(ll)
foram preparadas a temperatura ambiente apresentando aparéncia translucida e

homogénea.

5.2 Determinacéo da razdo da mistura de tensoativos

A revisdo do Equilibrio Hidrofilo Lipofilo (EHL) do sistema microemulsionado
pode proporcionar referéncias sobre as medidas adequadas de tensoativos, com o objetivo
de formar grupos opticamente translicidos que apresentam maior estabilidade. Os
tensoativos escolhidos sdo aqueles que apresentam valores de EHL iguais ou proximos
ao da fase oleosa.

Com o intuito de atingir o EHL requerido pela fase oleosa, a determinacao das
fracdes da mistura de tensoativos, foram considerados os EHLs dos tensoativos SP e TW,

de acordo com Ribeiro et al., (2015), segundo as Egs. 2 e 3:

EHLr, X Fr, + EHLy, X Fr,
10 — (Fo)

EHL, = (Eq.2)

Fr, + Fr, +F. =10 (Eq.3)

Onde: EHL; representa EHL requerido pela fase oleosa; EHLt1, 0 EHL do
tensoativo 1; EHLT2, 0 EHL do tensoativo 2; Fr1, a fracdo do tensoativo 1; F2, a fracdo
do tensoativo 2 e Fc, a fragdo do co-tensoativo (Fc = 1) (Allen Jr; Popovich; Ansel, 2013).

Para agir como co-tensoativo o BT foi empregado na razéo de 10% da mistura
de tensoativos, por ndo apresentar valor de EHL, e a porcentagem dos tensoativos SP e
TW foram calculadas de forma a atingir o EHL requerido pelo Triglicerideo de acido
caprico/caprilico como mostrado no Quadro 1, a seguir. A fracdo da mistura de
tensoativos SP/TW/BT, determinadas por Ribeiro et al., (2015), resultou no EHL

requerido pela fase oleosa, na fragéo de 3,5:5,5:1,0.
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Tabela 1. Valores calculados de porcentagem e EHL resultante da mistura de
tensoativos

Mistura de SP (%) TW (%) BT (%) EHL:
Tensoativos
SP/TW/BT 35 | 55 | 10 | 10,8

Onde: EHL= EHL Resultante da mistura de tensoativos
Fonte: Ribeiro et al., 2015.

5.3 Sistemas microemulsionados

De acordo com as proporcdes pré-estabelecidas pelo diagrama de fases
pseudoternario para classificacdo dos pontos de dominios das regides de agua destilada,
triglicerideo de acido céprico/caprilico associados a mistura de tensoativos SP/TW/BT
(3,5:5,5:1,0), resultou em 36 formulacbes com niveis de estabilidades diferentes,

representados na Figura 9, abaixo.

Figura 9. Diagramas pseudoternario de classifica¢do dos pontos (a) e de dominios de
regido com as microemulsdes selecionadas (b) do sistema SP/TW/BT. Microemulséo
liquida (MEL), Microemulsdo gel (MEG), Emulsao gel (EG), Separacéo de Fases (SF).

(a) (3,5:5,5:1,0)
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(b) Continuacéo da figura 9

(3,5:55:1,0)
SP/TW/BT

0

) 0 10 20 3 40 5 6 70 8 9 100
Agua Destilada (%) Triglicérides de acido caprico/caprilico (%)

Fonte: Ribeiro et al., 2015.

Na Figura 9a o diagrama de fases apresenta as 36 formulacbes obtidas e seus
respectivos aspectos visuais (MEL, MEG, EG e SF), podendo assim observar que acima
de proporcdes de 45% de tensoativos temos 0s sistemas homogéneos e transllcidos. A
figura 9b apresenta as delimitaces das regides de dominios, os pontos selecionados na
regido MEL sdo para o estudo do sistema SP/TW/BT. Observando o comportamento das
fases, constatamos que o sistema de tensoativos promoveu amplas faixas de sistemas
estaveis (MEG e MEL). No entanto, os materiais de dominios em regifes abaixo de 40 %
de tensoativos demonstraram instabilidade e separagéo de fases (EG e SF).

As caracterizacOes reoldgicas, as classificacdes fisico-quimicas de estabilidade
forneceram informacg6es que mostram o grau de estabilidade relativa da MEL em variadas
condigdes (Ribeiro et al., 2015). Submetidas ao teste de centrifugacdo, que simula
estresse gravitacional, aumenta a colisdo entre as particulas, permitindo prever de forma
répida e preliminar a estabilidade da formulacéo, as MELs foram centrifugadas a 3600
rpm durante 30 minutos, apos este periodo os pontos com heterogeneidade (MEG) visual
eram excluidos.

Segundo Ribeiro et al., (2015), os pontos mantiveram a translucidez e
homogeneidade apds a centrifugacdo, os valores de pH obtidos antes e ao final do teste

permaneceram na faixa de 6,5 e os pontos foram classificados como O/A por
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apresentarem valores de condutividade elétrica superiores ao da agua destilada (> 1,3

uS.cm).
5.4 Determinacéo do pH e condutividade
O Quadro 2 apresenta as medidas de pH e condutividade a 25°C, das
microemulsdes, associada com Pt(11) e ndo associada. Investigou-se as determinacdes das
medidas com o intuito de avaliarmos a estabilidade das microemulsdes quando associadas

com o complexo estudado.

Tabela 2. Determinacdes do pH e condutividade das microemulsées

pH Condutividade
(uS cm™)
ME  642+005  7,11%0,24
ME/complexo 6,47+0,4 8,02+0,33

de Pt(11)
Fonte: Autor, 2024.

Atingiu-se entdo as medidas dos pHs das MEs, como descrito no quadro acima,
em que permaneceram na faixa de aproximadamente 6,5 e a condutividade se manteve
entre 0s 18 pontos estudados por Ribeiro et al., (2015) no preparo das formulacdes de
microemulsdes do tipo MEL (3,5:5,5:1,0) em seus testes de estabilidade, sendo assim, o
complexo associado ndo altera a estabilidade ou aparéncia da formulacéo estabelecida da
ME.

5.5 Caracterizacao reoldgica

A caracterizacdo reoldgica € uma técnica utilizada para estudar o comportamento
do fluxo e deformacdo de materiais, como liquidos, géis, polimeros, pastas e suspensoes.
Essas analises fornecem informacdes sobre as propriedades viscoelasticas e reologicas
dos materiais, realizando o controle de qualidade (Corréa et al., 2005; Cruz et al., 2021).
As Figuras 10 e 11 mostram o perfil reolégico das MEs, associada com o complexo de
Pt(I1) e ndo associada, a analise estatistica, curva de fluxo e viscosidade estdo resumidas

no Quadro 3.
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A area de histerese quando apresenta valores entre —1 Pa s~ e +1 Pa st mostram

que os materiais tem comportamento Newtoniano e em relacdo a estabilidade, valores

entre —0,2 Pas~! e +0,2 Pa s~ indicam um padrdo Newtoniano estavel (Cotrim; Honorio-

Franca; Franca, 2016).

O comportamento das curvas de fluxo das microemulsdes partem da origem néo

variando a viscosidade com a tensdo de cisalhamento, indicando assim um perfil de fluxo

Newtoniano, apresentando area de histerese de —0,06 Pa s~* para a ME associada com o

complexo de Pt(I1) e 0,66 Pa s~* para a ME n&o associada, como mostrado na Figura 10.

Pa

451

Shear Stress T

Figura 10. Curva de fluxo das microemulsdes (25°C)

~

| | | | |
T T T T T T T

Shear Rate ¥ »

Fonte: Autor, 2024.
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Figura 11. Curva de viscosidade das microemulsdes (25°C)
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Fonte: Autor, 2024.

A viscosidade nédo apresenta variagdo significativa com o aumento da taxa de
cisalhamento, contendo curvas lineares com valores diferentes, havendo um pequeno
aumento quando associada, 0 que indica que a associacdo do complexo altera os
parametros de viscosidade da microemulsdo, como mostrado na figura 11.

No Quadro 3 podemos observar a andlise estatistica da caracterizacdo reoldgica
das MEs.

Tabela 3. Andlise estatistica

Curva de fluxo Valor-p Curvade Valor-p
(s viscosidade
(Pas?)
ME 15,3455 0,2866
ME/complexo 14,0364 0,0006 0,3287 0,0001
de Pt(Il)

Fonte: Autor, 2024.

A associacdo do complexo de Pt(ll) altera os pardmetros reoldgicos da
microemulsdo sem alterar o comportamento inicialmente observado sendo Newtoniano e
apresenta maior estabilidade quando comparado com a microemulsdo ndo associada,
segundo estudos que indicam que valor da area de histerese baixos como o observado

(—0,06 Pa s~1) apresentam maior estabilidade como citado acima.
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5.6 Espalhamento Dinédmico de Luz (EDL) e potencial Zeta (C)

O potencial Zeta () fornece informacgdes importantes sobre a estabilidade
coloidal do sistema, estando relacionado a atividade eletrostatica das particulas dispersas
em suspensao, medindo a magnitude da atracéo ou repulsdo das cargas entre as particulas
indicando seu estado eletronico (Singh et al., 2018).

Em concordéancia com Raiser et al., (2024), valores de { superiores a +30 mV ou
inferiores a —30 mV, estao relacionados a uma alta estabilidade das particulas, devido a
maior repulsdo eletrostatica ndo apresentando tendéncia de floculacdo ou agregacéo das
mesmas, sendo valores mais préximos de 0 relacionados a maior estabilidade.

Nesse trabalho obtemos valores de  em dilui¢do 1:100 que apresentaram cargas
negativas, sendo eles paraa ME —14,8 mV e para a ME/complexo de Pt(1l) de —19,2 mV.
A variacdo observada ¢ resultado da associacdo do complexo estudado a microemulséo.

O espalhamento dinamico de luz (EDL) é especialmente util na caracterizacéo
de particulas nanométricas. Os dados do { e EDL mostram que o complexo de Pt(l1) esta
associado a microemulsdo como representado na Quadro 4 abaixo. Os parametros de
tamanho médio obtidos em dilui¢do 1:100 foram de 165,4 nm para a ME e 168,0 nm para
a ME/complexo de Pt(ll).

Ao analisar os valores alcancados podemos constatar que as microemulsdes
foram formadas, ja que os valores obtidos estdo na faixa de 10 a 200 nm. Os valores
observados para o indice de polidispersdo estdo na faixa de 0,01 a 0,7, o que é
caracteristica de microemulsbes monodispersas (Raiser et al., 2024; Kiromah;
Sugihartini; Nurani, 2023).

Os resultados alcancados confirmam que as microemulses preparadas séo

termodinamicamente estaveis.

Tabela 4. Valores de potencial zeta, EDL e indice de polidispersédo

Potencial Zeta EDL (nm) indice de
(mV) polidisperséo
ME ~1484572 1654 0.352
ME/complexo —19.2+4.49
de PH(I1) 168.0 0.391

Fonte: Autor, 2024.
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5.7 Viabilidade celular das microemulsdes associadas e ndo associadas com o
complexo trans-[Pt(5-heptil-odztH)2(PPhs)z]

A viabilidade celular refere-se a capacidade das células permanecerem vivas e
funcionais apds exposicao as microemulsdes. Para as analises de viabilidade celular
foram utilizadas células mononucleares do sangue periférico (PBMC), a fim de verificar
a toxicidade das microemulsdes associada com o complexo de Pt(ll) e ndo associada em
células normais (Lucas et al., 2020).

As avaliacOes estatisticas de Analise de Variancia (ANOVA), com Fcaiculado S€NO
menor que 0 Feritico, COM valor-p = 0,13, ndo havendo a evidéncia de diferenca
significativa entre 0s grupos, que possuem pouca variabilidade, a estatistica F pode ndo
ser suficientemente sensivel para determinar diferencas reais, assim como o valor-p
(Ferreira; Patino, 2015).

Com viabilidade acima de 90%, apés a incubacgdo observou-se que as células ndo
apresentaram diferencas significativas, ndo causaram danos ao DNA e RNA ou
toxicidade frente as microemulsdes comparadas ao grupo controle (98,80+0,45), o grupo
da microemulsdo ndo associada (ME) e microemulsdo associada com o complexo de
platina (ME/complexo de Pt(ll)) apresentaram valores percentuais de 96,80+2,17,
97,40+1,34, respectivamente, conforme mostrado no Grafico 1.

100 9§=.8 961.8 97I.4

90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

Controle ME ME/complexo de Pt(I1)

Grafico 1. Viabilidade celular
Fonte: Autor, 2024.
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Os resultados apresentados acima representam o indice de viabilidade do grupo

controle somente células PBMC, PBMC com ME e PBMC com ME com o complexo

Pt(I), representando a média e o desvio padrdo de cinco repeticbes com células de

diferentes amostras de sangue.

5.8 Fagocitose e atividade microbicida das microemulsfes associada e néo

associada com o complexo trans-[Pt(5-heptil-odztH)2(PPhs)z]

A fagocitose e atividade microbicida desempenham um papel fundamental na

defesa do organismo contra infec¢des bacterianas, apds a ingestao das bactérias, as células

fagociticas ativam diferentes mecanismos para neutralizar e eliminar os agentes

infecciosos (Galvéo Silva et al., 2020).

No Gréfico 2 observa-se a fagocitose em presenca da microemulsdo associada

com o complexo de Pt (ME/complexo de Pt(Il)) com média de 42,00%z3,08,

microemulsdo ndo associada (ME), 31,67%zx8,21 e grupo Controle, 30,00%6,42.

Quando incubadas (30 min) com a ME associada foi possivel verificar um aumento do

indice de fagocitose quando comparada aos outros grupos experimentais.

50
45
40
35
30
25
20
15
10

42
31.67 I
30
Controle ME ME/complexo de Pt(I1)

Gréfico 2. Indice de Fagocitose
Fonte: Autor, 2024.
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O grupo da ME néo apresenta diferenca estatistica significativa em relacdo ao
grupo controle, j& quando comparamos o grupo da ME e controle em relacdo ao grupo
ME/complexo de Pt(Il), os testes estatisticos de analise de Variancia (ANOVA)
mostraram a existéncia de diferenca significava, com Fcaiculado Sendo maior que 0 Feritico,
mostrando que a microemulsdo associada tem potencial para estimular a fagocitose.

A atividade microbicida apresentada no Gréafico 3, em que temos o grupo
Controle com média (5,25%=1,70), ME com média (8,75%z5,38) e ME com complexo
de Pt(Il) (8,10%+3,61). Em relacdo a atividade microbicida, os tratamentos estatisticos

ndo apresentaram diferencas significativas quando comparados ao grupo controle.

16

8.75
14 T

12 8.1
10

8 5.25

Controle ME ME/complexo de Pt(I1)
Grafico 3. Atividade Microbicida
Fonte: Autor, 2024.

Com um tempo de incubacdo de 30 min, ndo foi possivel notar atividade

microbicida com os grupos experimentais, o tempo de incubacédo nao foi o suficiente para

evidenciar a atividade.
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6. CONCLUSOES

Foi possivel constatar que o sistema SP/TW/BT na fracdo de 3,5:5,5:1,0
apresenta o EHL requerido pela fase oleosa o0 que resulta em diagramas com uma ampla
faixa de microemulsdes, apresentando pH compativel biologicamente, na faixa de 6,4
tanto para a ME quanto para a ME/complexo de Pt(ll), com condutividade elétrica de
7,11 e 8,02 pS cm?, ndo alterando a estabilidade ou aparéncia da formulagio
desenvolvida.

Com as caracterizacGes reoldgicas observamos que nossas microemulsées
apresentam um perfil de fluxo Newtoniano, que mesmo com a associa¢do do complexo
de Pt(11) alterando os parametros reoldgicos nédo altera o perfil de fluxo observado, com
maior estabilidade, possuindo um valor da area de histerese baixo de —0,06 Pa s*.

Os resultados alcancados com as caracterizacbes de potencial zeta e
Espalhamento Dindmico de Luz (EDL), confirmam que as microelmulsGes sao
termodinamicamente estaveis, apresentando tamanhos de particulas e valores de potencial
zeta para a ME e ME/complexo de Pt(Il) de 165,4 nm e —14.8+5.72 mV e 168,0 nm e
-19.2+4.49 mV, respectivamente.

As avaliages bioldgicas, sendo elas, viabilidade celular, fagocitose e atividade
microbicida nos mostram valores promissores para testes futuros, com viabilidade
superior a 95%, com indices de fagocitose na faixa de 30 a 42%, sendo valores
melhorados com a associacdo do complexo de estudo, em incubacGes de 30 min, ja a
atividade microbicida se mostrou baixa, devido ao pouco tempo de incubacgédo (30 min),
néo sendo suficiente para evidenciar a atividade.

Com isso, os trabalhos utilizando microemulsdes sdo de caracteristicas
favoraveis, levando em consideracao que incialmente tinhamos um complexo insoltvel e
que associado a microemulsdo foi possivel realizar uma série de testes para possiveis

aplicaces do mesmo.
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ANEXO 1 - Porcentagem de células vivas e mortas nos testes de viabilidade celular

Tubo Grupo Controle Vivas | Mortas | Totais %

1 500pl de células (2x10° cel/mL) 99 1 100 99

2 500ul de células (2x10° cel/mL) 99 1 100 99

3 500pl de células (2x10° cel/mL) 99 1 100 99

4 500pl de células (2x10° cel/mL) 98 2 100 98

5 500pl de células (2x10° cel/mL) 99 1 100 99

Tubo Grupo Teste 1 - Microemulsao Vivas | Mortas | Totais %

6 500l de células + 5ul de microemulsdo 95 5 100 95

7 500l de células + 5ul de microemulsdo 98 2 100 98

8 500l de células + 5ul de microemulsdo 99 1 100 99

9 500l de células + 5ul de microemulsdo 98 2 100 98

10 500ul de células + 5ul de microemulséo 94 6 100 94

Grupo Teste 2 - Microemulsdo com

Tubo composto de Pt Vivas | Mortas | Totais %
500l de células + 5ul de microemulséo c/

11 composto de Pt 98 2 100 98
500l de células + 5ul de microemulsdo c/

12 composto de Pt 95 5 100 95
500l de células + 5ul de microemulsdo c/

13 composto de Pt 98 2 100 98
500ul de células + 5ul de microemulséo c/

14 composto de Pt 98 2 100 98
500ul de células + 5ul de microemulséo c/

15 composto de Pt 98 2 100 98
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ANEXO 2 - Resultados obtidos da avaliagdo de fagocitose e atividade microbicida

da bactéria Escherichia Coli Enteropatogénica (EPEC)

Tubo Controle (EPEC) Vivas Ind. At.
Fagocitose Microb.
6 500pl de células + 500pl de bactérias 60 40 5.00
7 500pl de células + 500pl de bactérias 64 36 2.78
8 500ul de células + 500pl de bactérias 69 31 6.45
10 500pl de células + 500pl de bactérias 76 24 8.33
18 500pl de células + 500pl de bactérias 79 21 4.76
19 500ul de células + 500pl de bactérias 71 29 3.45
20 500pl de células + 500pl de bactérias 77 23 4.35
21 500pl de células + 500pl de bactérias 65 35 571
22 500ul de células + 500pl de bactérias 69 31 6.45
Tubo Grupo Teste 1 - Microemulsao Vivas Ind. At.
Fagocitose Microb.
11 500pl de células + 500pl de bactérias + 5ul de 69 31 6.45
microemulséo
12 500pl de células + 500pl de bactérias + 5ul de 65 35 17.14
microemulséo
23 500ul de células + 500ul de bactérias + 5ul de 54 46 13.04
microemulséo
24 500ul de células + 500pl de bactérias + 5ul de 70 30 3.33
microemulséo
25 500ul de células + 500ul de bactérias + 5ul de 78 24 8.33
microemulséo
27 500ul de células + 500pl de bactérias + 5ul de 76 24 4.17
microemulséo
Tubo Grupo Teste 2 - Microemulsao ¢/ composto Vivas Ind. At.
de Pt Fagocitose Microb.
15 500ul de células + 500pl de bactérias 55 45 6.67
+ 5ul de microemulsao ¢/ composto de Pt
16 500pl de células + 500pl de bactérias 68 42 14.29
+ 5ul de microemulsao ¢/ composto de Pt
28 500pl de células + 500pl de bactérias 62 38 7.89
+ 5ul de microemulsao ¢/ composto de Pt
29 500ul de células + 500pl de bactérias 60 40 5.00
+ 5ul de microemulsao ¢/ composto de Pt
30 500ul de células + 500ul de bactérias 55 45 6.67

+ 5ul de microemulsao ¢/ composto de Pt
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