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RESUMO

ANDRADE, Laura Freitas de. Vetorizacdo de compostos 5-nitro-heterociclicos
com atividade frente a microrganismos multirresistentes. Obtencdo de
nanoparticulas carregadas e avaliacéo da atividade antimicrobiana. 2018. 110 p.
Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica) — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&ao Paulo, Sdo Paulo, 2018.

Pacientes com queimaduras e outras lesdes cutaneas de grande extensao
apresentam alta propenséo a infeccbes multirresistentes. Neste contexto, o objetivo
deste trabalho é a obtencdo de nanoparticulas de quitosana carregadas com
composto derivado de 5-nitro-heterociclico com estrutura analoga a nifuroxazida, N*-
((5-nitrofurano-2-il)metileno)-2-benzidrazida (C-H), que apresentou importante
atividade frente a diversas cepas de bactérias multirresistentes. Por sua vez, a
quitosana é um biopolimero com atividade antimicrobiana, analgésica, regeneradora
tecidual e que, mediante contato com exsudato de lesGes cutaneas forma filmes
hidrogéis protetores no local de aplicagcdo, sendo estas atividades importantes para a
prevencao e tratamento de infec¢des e da exsudacdo excessiva de lesfes de grande
extensdo. As nanoparticulas de quitosana carregadas com o composto (Nps-H) foram
obtidas pelo método de gelificacdo ibnica com tripolifosfato de sddio como agente
reticulante, variando a concentragéo de NaCl e polissorbato 80 do sistema, orientada
por analise fatorial. As Nps-H obtidas foram caracterizadas por Dynamic Light
Scattering (DLS) para determinacdo do tamanho, indice de polidispersao (IPD) e
potencial zeta ({). A eficiéncia de encapsulagdo (EE%) foi determinada por
espectrofotometria UV/VIS a 370 nm por método indireto. Entre os experimentos
desenvolvidos, aquele que apresentou os melhores resultados resultou em particulas
de tamanho médio de 321 d.nm, IPD 0,18, P +37 mV e EE% de 48%. A morfologia e
superficie das Nps-H foram analisadas por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV) e mostraram que as Nps-H séo esféricas e de superficie irregular. A partir da
obtencdo e caracterizacdo das Nps-H determinou-se a concentracao inibitéria minima
(CIM) das Nps-H, do composto livre (C-H) e das nanoparticulas de quitosana vazias
(Nps-Cs) por método colorimétrico e microdiluicdo frente as cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 29213, hVISA e ORSA. As Nps-H apresentaram atividade bastante
superior comparando-se ao C-H e as Nps-Cs frente as cepas de S. aureus estudadas.
Com vista a preparacdo de uma formulacdo farmacéutica estavel, partiu-se para a
liofilizacdo das Nps-H e com esse objetivo realizou-se analises térmicas das Nps-H
por Differential Scanning Calorimetric (DSC) para determinacéo das temperaturas de
transicdo vitrea e eutética (Tg’ e Teut) e analise por criomicroscopia para
determinacdo da temperatura de colapso (Tcol). Amostras de Nps-H com
lio/crioprotetores glicina, lactose e sacarose a diferentes concentragcdes foram
liofilizadas a -40 °C a 100 mTorr. As amostras de Nps-H com lactose e sacarose
ambas a 2,5% e 5% demonstraram preservar as caracteristicas originais das Nps-H
apos o processo de liofilizagdo. Observou-se, com o0s resultados obtidos neste
trabalho que as Nps-H representam uma promissora alternativa na prevencao e
tratamento de pacientes com lesdes cutaneas infeccionadas por bactérias
multirresistentes e no controle da exsudagao excessiva, principalmente por suas
atividades terapéuticas em conjunto, diminuindo a mortalidade e morbidade desses
quadros.

Palavras-chave: Nifuroxazida. Nanoparticulas. Quitosana. Antimicrobiano.



ABSTRACT

ANDRADE, Laura Freitas de. Vectorization of 5-nitro-heterocyclic compounds
with activity against multiresistant microorganisms. Obtaining of loaded
nanoparticles and evaluation of antimicrobial activity. 2018. 110 p. Dissertation
(Master's Degree in Biochemical-Pharmaceutical Technology) - Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2018.

Patients with burns and others extensive skin lesions show high propension to
multiresistant infections. In this context, the aim of this project is to obtain chitosan
nanoparticles carried with 5-nitro-heterocyclic derivate with structure analogue to
nifuroxazide N'-((5-nitrofuran-2-yl) methylene)-2-benzhydrazide, that showed
important activity against multiresistant bacteria strains. In its turn, the chitosan is a
biopolymer with antimicrobial, analgesic, tecidual regenerator activities and by contact
with excessive burns and extensive skin lesions exsudate process, form protective
hydrogel films on place of application, being these activities important to infection and
excessive exsudate treatment and prevention of extensive burns and lesions. The
chitosan nanopatrticles carried with compound (Nps-H) were obtained by ionic gelation
method with sodium tripolyphosphate as crosslinker agent, varing the NaCl and
polysorbate 80 concentrations in the system, oriented by factorial analyze. The Nps-H
obtained were characterized by Dynamic Light Scattering (DLS) to size determination,
polydispersion index (PDI) and zeta potential ((-P). The encapsulation efficiency
(EE%) were determined by spectrophotometry UV/VIS at 370 nm by indirect method.
Bepolissorbato the experiments developed, the one who showed the best results,
resulted in particles with size of 321 d.nm, PDI of 0,18, {-P of +37 mV and EE% of
48%. The Nps-H morphology and surface were analyzed by Scanning Electronic
Microscopy (SEM) and showed that Nps-H are spherical and with irregular surface.
Starting of Nps-H obtain and characterization were determined the Nps-H, free
compound (C-H) and empty chitosan nanoparticles (Nps-Cs) Minimal Inhibitory
Concentrations (MIC) by colorimetric method and microdilution against
Staphylococcus aureus ATCC 29213, ORSA and hVISA strains. The Nps-H showed
the superior activity comparing to C-H and Nps-H against all strains tested. With a view
to preparation of stable pharmaceutic formulation, started to Nps-H freeze-drying and
with this aim, were realized Nps-H thermal analyzes by Differential Scanning
Calorimetric (DSC) to determine glass transition and euthetic temperatures (Tg’ and
Teut) and the cryomicroscopy analyze to determine collapse temperature (Tcol). The
Nps-H samples with lyo/cryoprotectants as glycine, lactose and sucrose at different
concentrations were lyophilized at -40 °C at 100 mTorr. The Nps-H samples with
lactose and sucrose both at 2,5% and 5% demonstrated to preserve the original Nps-
H characteristics after freeze-drying process. Were observed, with the results obtained
in this project that Nps-H represent the promising alternative to prevention and
treatment of patients with infected skin lesions by multiresitant bacteria and to control
of excessive exudate process, mainly by their therapeutic activities combined,
decreasing the mortality and morbidity of these cases.

Keywords: Nifuroxazide. Nanoparticles. Chitosan. Antimicrobial.



1 INTRODUCAO

As infeccBes por microrganismos, atualmente, tém sido uma das principais
preocupacdes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), principalmente por muitas
infecgdes se tornarem resistentes ao redor do mundo, pelo tratamento inadequado no
ambito hospitalar; pelo uso excessivo de antimicrobianos na agricultura; pela
disseminacao das infec¢Oes pelos profissionais da salde e assim, causam cerca de
700 mil ébitos em ambito global por infeccbes multirresistentes (WHO, 2014, CDC,
2017).

Muitas lesdes de pele causadas por queimaduras, diabetes, deficiéncia
circulatéria, entre outras causas; sdo contaminadas por bactérias multirresistentes ou
gue passam a adquirir multirresisténcia, podendo causar sepse e amputacdes de
membros, demonstrando alta morbidade e mortalidade (GREENHALGH, 2017). Neste
contexto, o planejamento e desenvolvimento de novos farmacos e novas formas
farmacéuticas sao essenciais para o combate dessas formas multirresistentes de
infeccdes, propiciando desta forma, o tratamento mais adequado a esses quadros.

Compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos com estrutura analoga a nifuroxazida tém
se mostrado potencialmente superior a antimicrobianos usuais, como a vancomicina,
no combate a infec¢cbes causadas por microrganismos multirresistentes como as
cepas Meticilin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Heterogeneous
vancomiciyn intermediate Staphylococcus aureus (hVISA) e Oxacilin Resistant
Staphylococcus aureus (OXA-R) (ZORZI, 2013; SILVA NETO, 2017).

Ainda que esses compostos sejam bastante ativos, eles possuem alta
lipofilicidade, o que compromete suas biodisponibilidades e tornam-se inviaveis para
administracdo. Neste sentido, a busca por sistemas de liberacéo e distribuicdo para
farmacos lipofilicos tém avancado nos Udltimos anos, visando aumentar a
biodisponibilidade desses farmacos in vivo, reduzir efeitos adversos e otimizar os
tratamentos convencionais (CHUNG et al., 2004, RAMASAMY et al., 2017).

Para alcancar o perfil farmacocinético e farmacodindmico adequados, sao
necessarios ajustes farmacotécnicos, como a associagao com polimeros, formacao
de nanoparticulas, misturas de solventes e o uso de surfactantes (FLORENCE;
ATWOOD, 2003; DURAN et al., 2010; FONSECA, 2012).



Nos sistemas de liberagdo de farmacos, diversos sistemas de transporte tém
sido estudados para moléculas lipofilicas, como a latenciacéo de farmacos, sistemas
emulsionados, as nanoparticulas poliméricas, as ciclodextrinas, tais sistemas que
propiciam o aumento da biodisponibilidade desses compostos e pode reduzir efeitos
adversos (RAUTIO et al., 2008; TIWARI, et al., 2012).

Entre as nanoparticulas poliméricas mais estudadas estdo as nanoparticulas
de quitosana (JAYAKUMAR et al.,, 2010; ALJEBORYL, ALSAMAN, 2017). A
quitosana é um biopolimero natural com diversas acdes terapéuticas, como
analgésica, antimicrobiana, cicatrizante, antihiperlipidémica, entre outras; além de
caracteristicas fisico-quimicas importantes, como a formacao de hidrogéis e filmes
protetores (ALJEBORYL, ALSAMAN, 2017).

Diversos estudos de farmacos inclusos em nanoparticulas de quitosana como
antivirais, antineoplasicos, antimicrobianos e imunomoduladores demonstraram
aumento em sua biodisponibilidade e aumento da atividade biolégica em comparacéo
ao farmaco isolado (CARONI, 2009, BARBI, 2011, KANG et al; 2015, LIMA, 2013,
NEVES, 2013).

Neste contexto, o presente trabalho apresenta a proposta de unir a atividade
antimicrobiana frente a cepas de S. aureus com carater de multirresisténcia do
composto N*-((5-nitrofurano-2-il)metileno)-benzidrazida de estrutura analoga a
nifuroxazida, em nanoparticulas de quitosana que apresentam acdes terapéuticas
importantes, propiciando a utilizacdo desse composto para aplicacdo em lesbes
cutaneas infeccionadas por bactérias multirresistentes. A proposta apresenta como
principal fundamento o aumento da biodisponibilidade do composto antimicrobiano e
a formacéao de filme protetor de quitosana em feridas e queimaduras, protegendo de
outros patdgenos e auxiliando na diminuicdo do processo de exsudacdo em lesdes de

grande extensao.



2 FUNDAMENTACAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RESISTENCIA MICROBIANA

Conforme dados reportados por Control Disease Center (2017), cerca de 2
milhdes de pessoas nos Estados Unidos adquirem infecgdo multirresistente e cerca
de 23 mil pessoas morrem em decorréncia dessas infec¢cdes. Em ambito global, cerca
de 700 mil pessoas morrem por causa de infec¢cdes multirresistentes (WHO, 2014). A
OMS, estima que 50 a 60% das infeccOes hospitalares sdo ocasionadas por
microrganismos multirresistentes (WHO, 2014). No Brasil, os estudos epidemioldgicos
acerca de infeccdes hospitalares e de incidéncia de resisténcia bacteriana sao
limitados, porém, esses estudos estao sendo incentivados pelo Ministério da Ciéncia
e Tecnologia e o Ministério da Saude (ANVISA, 2017).

Em estudo realizado por Jim O’Neil, em 2016, estima-se que em 2050 havera
cerca de 10 milhdes de mortes por ano em todo o mundo causadas por infec¢des
multirresistentes, correspondente a 1 morte a cada 3 segundos, 0 que resulta em
extrema preocupacao para os 6rgaos de saude de todo o mundo (REVIEW ON
ANTIMICROBIAL RESISTANCE, 2016).

Ressalta-se que as causas atribuidas a resisténcia de microrganismos aos
tratamentos atualmente disponiveis estdo relacionadas, principalmente, ao excesso
de prescri¢cles, indicacdo e utilizacdo incorreta de antimicrobianos, como dose e
duracdo do tratamento; contato com antimicrobianos de forma indireta, como o
consumo de bovinos, suinos e frangos tratados com antibiéticos; por agua
contaminada com bactérias e antimicrobianos provenientes de processos industriais;
entre outras formas (Figura 1) (WHO, 2014; CDC, 2017).



Figura 1 — Formas de propagacao de microrganismos multirresistentes
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Existem dois mecanismos de desenvolvimento de resisténcia bacteriana que
sao a resisténcia natural e a resisténcia adquirida. O mecanismo de resisténcia natural
ocorre por mutacdo espontanea de um gene bacteriano, independente dos fatores de
exposi¢do. Este mecanismo € bem menos comum que o mecanismo de resisténcia
adquirida, que por sua vez, envolve fatores externos de propagac¢ao por exposicao da
bactéria a antimicrobianos, que induz uma resposta de adaptacdo bacteriana. A
resposta de adaptacao pode ocorrer de diversas formas, como aquisicdo de bombas
de efluxo do antimicrobiano, aquisicdo de genes que codificam enzimas que inativam
0 antimicrobiano, alteracdo da estrutura celular como paredes e citoplasma, alterando
0 acesso do antimicrobiano ao conteudo intracelular (BLAIR et al., 2014; VENTOLA,
2015).

Dentre as bactérias multirresistentes mais comuns citam-se as bactérias Gram-

positivas pertencentes ao género Staphylococcus e Enteroccocus. Os primeiros casos



de resisténcia de Staphylococcus aureus foram reportadas em 1942, em que foram
encontradas cepas resistentes a penicilina, um agente beta-lactamico inibidor da
biossintese de parede celular bacteriana. A resisténcia resulta da inducdo do
desenvolvimento de beta-lactamases, enzima que provocam a abertura do anel beta-
lactamico das penicilinas e, consequentemente, a sua inativacdo (VENTOLA, 2015).

Neste cenério, foram desenvolvidas alternativas a penicilina, resultando em
novas geracdes de penicilinas resistentes a beta-lactamase, como a meticilina e a
oxacilina (VENTOLA, 2015). Todavia, por razdo da disseminacdo das infeccées no
ambito hospitalar, as cepas de Staphylococcus aureus tornaram-se resistentes a
meticilina (Methicilin resistant S. aureus - MRSA) e, atualmente, 20 a 50% das cepas
de Staphylococcus aureus foram identificadas como resistentes a esse antimicrobiano
na América Latina (WHO, 2014). Nesse contexto, outros antimicrobianos como a
vancomicina, que também atua por inibicdo da biossintese de parede bacteriana,
inibindo as ligagbes nas subunidades de &cido N-acetiimuranico e N-
acetilglucosamina das bactérias, tornando a parede celular bacteriana deficiente e
promove a lise celular, apresentou-se como alternativa para o emprego em ambito
hospitalar, porém, ainda assim foram encontradas cepas de Staphylococcus aureus
com resisténcia intermedidria  a vancomicina (Vancomycin intermediate
Staphylococcus aureus - VISA) e com resisténcia total a vancomicina (Vancomycin
resistant Staphylococcus aureus - VRSA) (WHO, 2014; VENTOLA, 2015).

Além do género Staphylococcus e Enterococcus, varias outras bactérias e
fungos tém apresentado importancia clinica em relacdo as infeccées hospitalares e
multirresisténcia. Um exemplo sdo as bactérias Gram-negativas resistentes aos
carbapenémicos, por apresentarem a enzima Klebsiella pneumoniae carbapenemase
(KPC), como as bactérias Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Serratia
marcensces, Pseudomonas aeruginosa, Acinobacter baumanni e Enterobacter clocae
(NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009). Outro exemplo € o fungo do género Candida
spp., em que algumas cepas apresentaram resisténcia aos agentes antifiungicos
atualmente disponiveis, como os derivados azélicos como o fluconazol, cetoconazol
e itraconazol, que séo inibidores da biossintese do ergosterol, que impede a formacéo
da parede celular (MORSCHHAUSER, 2016).

No contexto apresentado em relacdo a resisténcia bacteriana aos agentes

antimicrobianos, destaca-se a necessidade do planejamento e desenvolvimento de



novos antimicrobianos, com potencial atividade frente a infecgdes multirresistentes
(REVIEW ON ANTIMICROBIAL RESISTANCE, 2016). O investimento associado a
pesquisa e desenvolvimento de novos antimicrobianos ndo tem sido o suficiente para
suprir a necessidade deste cenario alarmante das infec¢coes multirresistentes. Isso se
deve a pouco retorno que esses medicamentos tém para a industria, como: tempo
curto de tratamento (7 a 10 dias); restricdes quanto ao uso, como alguns de uso
exclusivamente hospitalar e injetaveis; utilizacdo terapéutica limitada, devido ao
aparecimento de resisténcia e muito investimento associado a alto risco de mercado
(WHO, 2011).

Neste sentido, € necessario o incentivo para a descoberta de novas moléculas
e formas farmacéuticas que diminuam o aparecimento de resisténcias, que tenham
baixa toxicidade, perfis farmacocinéticos e farmacodinamicos adequados a fim de
contornar este cenario alarmante (REVIEW ON ANTIMICROBIAL RESISTANCE,
2016).

2.2 ESTRUTURA DA PELE

A pele humana é um 6rgéo do sistema tegumentar responsavel por manter uma
barreira de protecdo ao nosso corpo, impedindo fatores de risco a exposicdo com o
meio ambiente, como infeccbes e algumas lesdes; tendo a funcdo de regular a
temperatura corporal e a homeostase hidroelétrica; e é responsavel pela atividade dos
sentidos (MOORE, 2014; PATTERSON, 2016).

A estrutura da pele (Figura 2) é composta por camadas que apresentam
diferentes funcdes, e séo elas: 1- Epiderme: camada mais externa da pele, composta
por tecido delgado de epitélio escamoso estratificado, em que as células firmemente
ligadas estdo arranjadas em muitas camadas. As camadas mais internas possuem o
estrato germinativo, que realizam mitose e essas novas células vao aproximando-se
da parte externa do epitélio estratificado, chamada de estrato cérneo, e passam a
incorporar a queratina como proteina de composicdo. A barreira de protecdo deve-se
principalmente a capacidade de autorreparacéo desse tecido, mantendo uma barreira
efetiva frente a infec¢des. A camada celular mais profunda da epiderme € composta
por melandcitos, responsaveis pela producdo de melanina (MOORE, 2014,

PATTERSON, 2016) e 2- Derme: camada mais profunda da pele, composta por tecido



conectivo, em que as células encontram-se mais afastadas que as da epiderme, com
fibras de colageno com caracteristica resistente nos intervalos. Na derme estéo
presentes 0s neurbnios sensoriais, como o0 corpusculo de Panci (sensacédo de
pressao); corpusculo de Meissner (toque leve); terminacdes nervosas livres (dor) e
bulbos terminais de Krause (tato, vibracdo e calor) (MOORE, 2014; PATTERSON,
2016).

Figura 2 - Estrutura da pele e seus anexos
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Fonte: Adaptado de Thibodeau e Patton (2002).

2.3 QUEIMADURAS E OUTRAS LESOES DA PELE

As queimaduras sao feridas trauméaticas ocasionadas por agente térmico,
guimico ou elétrico. As queimaduras danificam a estrutura da pele comprometendo
suas fungdes, podendo danificar seus anexos e outros orgaos dependendo de sua
extensao e profundidade, podendo atingir musculos e tenddes (PATTERSON, 2016).

As queimaduras podem ser classificadas, de acordo com sua profundidade, em
gueimadura de 1° grau, caracterizada por queimaduras leves, acometendo apenas a

epiderme; queimadura de 2° grau, acometendo a epiderme e parte da derme,



caracterizado pela formacao de flictenas e, por fim, queimadura de 3° grau, que
acomete todas as estruturas da pele (PATTERSON, 2016).

Ha diversas alteracdes fisioldgicas locais e sistémicas que ocorrem quando o
paciente é acometido por queimaduras. A resposta local se caracteriza pela perda das
funcBes normais da pele, como protecdo a infec¢des, perda de calor corporeo,
desequilibrio hemodinamico pela perda de agua, eletrdlitos e proteinas e a mudanca
da aparéncia e da sensibilidade da pele (KECK et al., 2009, PATTERSON, 2016).

Com o calor no momento da queimadura, proteinas sdo desnaturadas e ocorre
perda da integridade da membrana plasmatica das células e apds esse fenébmeno,
rapidamente h& recrutamento de mediadores inflamatdérios envolvidos no processo de
necrose do tecido (KECK et al., 2009; PATTERSON, 2016).

Outras les@es de pele séo atribuidas a pacientes com diabetes; com problemas
de ma circulacdo sanguinea, com insuficiéncia cardiorrespiratéria; com doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC); com doencgas autoimunes e com impetigo; entre

outras lesdes sujeitas a infec¢des e/ou com carater necrosante (HOLT et al., 2017).

2.3.1 Morbidade que acometem os pacientes queimados e com outras lesdes de pele

As lesbOes cutaneas expostas apresentam grande risco de infeccdo em
presenca de patdégenos do ambiente hospitalar ou por translocacdo bacteriana. Os
tecidos acometidos pelas queimaduras grau 2 e 3 e por outras lesdes profundas que
acometem a derme (com 0s anexos da pele), sdo caracterizados por hip6xia local,
que ocorre pela trombose ocasionada pelo trauma, dificultando a cicatrizacao e, além
disso, a presenca de tecidos necroticos facilitam o desenvolvimento de infeccBes por
patdgenos que necessitam de pouco oxigénio para sua sobrevivéncia, como as
bactérias anaerdbias e aerdbias facultativas, por exemplo, o Staphylococcus aureus
e a Pseudomonas aeruginosa. A presenca desses patdgenos eleva a probabilidade
de desenvolvimento de sepse, que esta relacionada a altas taxas de mortalidade
(HIDALGO et al., 2016).

Em estudo realizado no Hospital Regional Asa do Norte na cidade de Brasilia
(DF) por Kretzschmar (2016), 186 pacientes queimados foram analisados e cerca de
15% desses pacientes apresentaram sepsemia, parte por bactérias multirresistentes

como Staphylococcus aureus, Acinobacter baumanni, Enterobacter cloacae,



Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa. Outro estudo realizado na
Unidade de Terapia Intensiva do Centro de Tratamento de Queimados do Hospital
Universitario de Londrina por Coutinho et al. (2015) analisou 171 pacientes, em que
cerca de 67% apresentou pelo menos um episodio de sepse e 43% desses pacientes
vieram a o6bito.

A necrose presente nos tecidos acometidos pela queimadura e por outras
lesbes ocasionadas por ma circulagcdo sanguinea caracterizadas por isquemia local,
dificulta a chegada de antimicrobianos no local por via sistémica, sendo necessaria a
utilizacdo de agentes antimicrobianos tépicos (HIDALGO et al., 2016). Além das
infecgbes locais, a morbidade dessas lesdes também est4d relacionada ao
desequilibrio volémico, pela grande perda de liquidos no processo de exsudacao,
ocorrendo perda hidrica, juntamente com importantes componentes sanguineos,

como a albumina, vitaminas e minerais (GUO; XIA, 2014).

2.3.1.1 Tratamento topico das queimaduras e outras lesfes

Sabe-se que alguns agentes topicos auxiliam na reconstituicdo dos tecidos,
podendo ser antimicrobianos ou ndo (ROWAN et al., 2015). No contexto dos
antimicrobianos tépicos, um dos mais utilizados é a sulfadiazina de prata, que tem a
funcdo de combater a infeccdo local e auxiliar na sec¢do de tecidos necrosados
(ROWAN et al., 2015). A sulfadiazina de prata possui amplo espectro de acéo, tanto
em bactérias gram-negativas como Escherichia coli, Klebisiella sp. e Pseudomonas
aeruginosa, guanto em bactérias gram-positivas, como Staphylococcus aureus,
incluindo cepas multirresistentes como a MRSA (ROSEN et al., 2015; ROWAN et al.,
2015).

A atividade antimicrobiana da sulfadiazina de prata estd associada a sua acao
na membrana e na parede celular microbiana, promovendo o rompimento das
mesmas. O ion prata (Ag*) é liberado lentamente e seu efeito esta associado a sua
ligagédo as hélices do DNA bacteriano (FRANCO, et al., 2008).

Conforme dados da literatura (ROSEN et al., 2015), a sulfadiazina de prata
apresenta toxicidade frente a queratinocitos em concentracdes abaixo da usual e
retarda o processo de cicatrizagdo por diminuir a expressao de citocinas inflamatorias

em camundongos. Esses dados demonstram que a sulfadiazina de prata deve ser
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utilizada com cautela em lesbes sem sinais de epitelizagdo, pois a mesma pode
dificultar o processo de cicatrizagao.

Outros tratamentos sdo utilizados em menor escala, como 0 creme de
gentamicina 0,1% e o creme de nitrofurazona 0,2%. Esses medicamentos também de
uso tépicos apresentam menor eficicia em relacao a sulfadiazina de prata 1% e relata-
se que o creme de nitrofurazona 0,2% ocasiona dores na aplicagdo, além de ser toxico
aos queratindcitos (FERREIRA et al., 2003; ROWAN et al., 2015).

Outros tratamentos sao utilizados para auxiliar na reepitelizacdo da pele, como
0 mel e a papaina, que promovem cicatrizacdo mais rapida em relagdo aos pacientes
gue utilizam sulfadiazina de prata 1% (ROWAN et al., 2015). Existem os substitutos e
pele que séo utilizados em situacbes de espera de enxertos definitivos e em
gueimaduras e lesGes profundas e extensas. Os substitutos de pele podem ser de
origem animal; sintético e de derivados organicos e devem possuir as propriedades
de aderéncia, transporte de vapor d’agua, baixa alergenicidade e toxicidade,
capacidade homeostética e acdo antibacteriana (FRANCO, et al., 2008; PACHUAU,
2015).

2.4 PLANEJAMENTO E DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS

O setor farmacéutico € um dos setores que mais investem em pesquisa,
desenvolvimento e inovacédo (PD&l) e, segundo a Pharmaceutical Research and
Manufactures of America (Phrma, 2014), as companhias farmacéuticas investiram
cerca de 51,1 bilhdes de dblares em pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos.
Atualmente, cerca de 5.000 novos farmacos estdo em desenvolvimento no mundo,
cerca de 3.500 estdo nos Estados Unidos.

O desenvolvimento de novos farmacos no Brasil ndo é tdo expressivo,
contribuindo com apenas 0,2% em 2010 do capital total investido em PD&I de novos
farmacos. As etapas de P&D de novos farmacos até sua insercdo no mercado levam
em média cerca de 10 a 15 anos (Pharma, 2014).

No ambito do planejamento e desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos, seu inicio ocorreu por Paul Ehrlich, considerado o “pai” da
guimioterapia, em gue desenvolveu o farmaco salvarsan para o tratamento de sifilis

em 1910. Anos mais tarde, em 1928, Alexandre Fleming descobriu a penicilina,
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substancia antibiética proveniente de culturas do fungo de género Penicillium. Assim,
a penicilina foi introduzida na terapéutica em 1940, durante a segunda guerra mundial
(CHOPRA, 2013, CDC, 2013).

A partir desse evento, o desenvolvimento de novos antimicrobianos aumentou
significativamente, com a introducéo de antimicrobianos semi-sintéticos, uma vez que
em 1940 ja foram encontradas cepas de Staphylococcus aureus resistente a
penicilina. Introduziu-se as penicilinas de segunda e terceira geracao, posteriormente
as cefalosporinas, tetraciclinas, os aminoglicosideos, as fluorquinolonas e a linezolida
(CHOPRA, 2013, CDC, 2013), conforme mostra a Figura 3.

Figura 3 — Evolucao da introducgdo de antimicrobianos na terapéutica versus o aparecimento
das resisténcias bacterianas.
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Fonte: Adaptado de CDC (2013).

2.4.1 Etapas do processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos

O processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos é dividido em
duas grandes fases que séo a fase pré-clinica/descoberta e clinica/desenvolvimento,
conforme a Figura 4 (ANVISA, 2010; MONTANARI et al., 2011; PHARMA, 2014).
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Figura 4 - Etapas da pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos
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Fonte: Adaptado de Montanari et al. (2011).

A Figura 4 mostra todas as etapas citadas para a PD&l em farmacos, desde o
descobrimento de uma molécula, que leva de 3 a 6 anos, come¢ando com uma faixa
de 5 mil a 10 mil candidatos a farmacos e culminando em aproximadamente 250
candidatos; a fase clinica que se caracteriza por testes in vivo em voluntarios humanos
sadios que demanda cerca de 7 a 9 anos, culminando em apenas 1 farmaco
farmacologicamente aceito pelo 6rgao regulatorio; até a fase de farmacovigilancia, em
que o farmaco é avaliado conforme as notificacdes de efeitos adversos percebidos
pela comunidade (MONTANARI et al., 2011).

O planejamento racional de farmacos pode ser realizado a partir de um grupo
de moléculas com determinada atividade ou a partir de um composto proto6tipo que
necessita de modificacfes estruturais ou farmacotécnicas para melhor desempenho
farmacocinético e/ou farmacodinamico. As modificacdes realizadas em uma molécula

bioativa pode ser realizada a partir da identificagdo de compostos com determinado
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efeito bioldégico de forma aleatéria (varredura sistematica); identificacdo das
possibilidades de tratamento de ativos amplamente utilizados em medicinas populares
ou na observacdo de eventos adversos que possam ser aproveitados como efeitos
terapéuticos; o estudo dos sitios ativos e compartimentos biologicos que permita o
desenvolvimento de moléculas seletivas para esses sitios e a otimizagao de farmacos
ou compostos bioativos, melhorando seus aspectos fisico-quimicos, farmacocinéticos,

farmacodinamicos e toxicol6égicos (MONTANARI et al., 2011).

2.5 NITROCOMPOSTOS

Os nitrocompostos possuem diversas aplicacfes farmacéuticas, entre elas
citam-se as atividades como anti-hipertensivos (nifedipina, nitredipina, nisoldipina);
antianginosos (dinitrato de isossorbida, nitroglicerina); anti-inflamatérios (nimesulida);
sedativos hipnoéticos (nitrazepam); anti-histaminicos (ranitidina); antibacterianos
(cloranfenicol, metronidazol, nitrofural, nifuroxazida); antineoplasicos (nitacrina); e
antiparasitarios (metronidazol, tinidazol, secnidazol, benznidazol e nifurtimox)
(PAULA; SERRANO; TAVARES, 2009). Os nitrocompostos tém recebido atencao
especial quanto a suas acdes antineoplasicas, antibacterianas e antiparasitarias
(PAULA; SERRANO; TAVARES, 2009; PATTERSON; WYLLIE, 2014).

Dentre os nitrocompostos que apresentam atividade biolégica, os de maior
relevancia sdo os derivados nitrofuranos; nitrotiofenos; nitrobenzenos e os
nitroimidazéis (Figura 5). Esses compostos sdo utilizados como prot6tipos em
diferentes grupos de pesquisa focando o planejamento e desenvolvimento de
farmacos, otimizacdes moleculares, favorecendo a atividade biologica, principalmente
frente a células cancerigenas, bacterianas, parasitarias e fungicas (ROLDAN, et al.,
2008; OLENDER et al., 2009; PATTERSON; WYLLIE, 2014, RAGNUM et al., 2015).



Figura 5 - Subestrutura fundamental dos nitrocompostos mais utilizados na terapéutica.
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Fonte: Paula, Serrano e Tavares (2009).

Entre os efeitos tdxicos relacionados aos nitrocompostos, destacam-se 0s
problemas gastrointestinais como estomatites, diarréia e nduseas; além de outros
como dermatites, polineurites e discrasias sanguineas. Esses efeitos sdo agravados
com o aumento da dose e decorrentes do grau de hipersensibilidade do usuario.
Acredita-se que a toxicidade dos nitrocompostos esté relacionada a danos causados
ao DNA, supostamente ocasionados por radicais intermediarios altamente reativos,
como Ar-NO2H, OH’e OH" (MULLER; SCHILDKNECHT; MULLER, 2013).

O mecanismo de acdo dos nitrocompostos esta relacionado principalmente a
reducdo do grupo nitro (NO2") por duas rotas distintas: a via aerébia e a via anaerobia.
Nos dois casos, 0 grupo nitro (ArNO2) passa pelo processo de reducgéo, gerando o
radical nitro &nion (ArNO2¢*). Na via aerbbica, o oxigénio reage com 0 anion nitro,
dando origem ao anion superoxido (O2*) que posteriormente é convertido pela enzima
superéxido dismutase (S.0.D.) em peréxido de hidrogénio, que reage com enzimas
ferrodoxinas, formando hidroxila radicalar (OH¢) e ion hidroxila (OH"), que podem ligar-
se a proteinas, lipideos e até mesmo ao DNA, ocasionando danos bioldgicos a célula,
sendo toxica para células bacterianas e parasitarias. Na via anaerdbica, o anion nitro
é transformado em derivado nitroso (ArNO), a partir da interrupcdo da cadeia
respiratoria, havendo mudanca no fluxo normal de elétrons e interferindo na
degradacéo de carboidratos na transposicéo de H* e na producdo de energia. Esse
processo gera o intermediario hidroxilamino (ArNHOH), que interage com o DNA de
microrganismos, podendo leva-los a morte (MULLER; SCHILDKNECHT; MULLER,
2013; PATTERSON; WYLLIE, 2014).
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Outro mecanismo de acao associado aos nitrocompostos é caracterizado pela
ligacdo de grupos tidis de enzimas essenciais de alguns parasitas e bactérias com
intermediarios do processo de biorreducdo do grupo nitro (MULLER;
SCHILDKNECHT; MULLER, 2013; PATTERSON; WYLLIE, 2014).

Figura 6 - Rota aerébia e anaerébia do mecanismo de acao dos nitrocompostos.
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Fonte: Paula; Serrano e Tavares (2009).
2.5.1 Nifuroxazida

Figura 7 - estrutura quimica da nifuroxazida
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Fonte: NCBI (2018).

Estudos demonstram que a maioria dos compostos 5-nitrofuranicos e seus

derivados apresentam amplo espectro de acdo, agindo sobre bactérias Gram-
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positivas e Gram-negativas e alguns protozoarios, como o Trypanosoma cruzi e
Leishmania sp. (PAGE, 2008; KUHLMANN; FLECKENSTEIN, 2017).

A nifuroxazida é um composto nitrofurdnico conhecido por sua acao
antibacteriana (NCBI, 2018) e utilizado como protétipo no presente trabalho. Assim,
derivados 5-nitrofuranicos, analogos a nifuroxazida foram estudados frente a cepas
de Staphylococcus aureus ATCC, OXA-R e hVISA; e Staphyloccocus epidermidis
multirresistente (MDR), e foram encontrados resultados promissores, em que muitos
dos analogos apresentaram boa atividade (Tabela 1).

No processo de desenvolvimento deste trabalho, o analogo néo substituido N*-
((5-nitrofurano-2-il)metileno)-2-benzidrazida foi utilizado para construcdo de um
modelo de obtencdo das nanoparticulas, por sua facil obtencéo sintética e seu baixo

custo.

Tabela 1 - Atividade antimicrobiana de analogos a nifuroxazida frente a diferentes
cepas de Staphylococcus.

1Co0 (LM)

S.aureus S. aureus S. aureus S. epidermidis

Composto
ATCC 29213 OXA-R hVISA MDR

©/\ 1.23 3,02 6.10 4,80
/@A 0,84 1,14 2.20 1
/\O

O O 0,74 1,81 2,66 1,29

/VO)\ 0,99 2,08 3,67 2,88
te,
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Continuacao da Tab. 1

0,9 1,54 1,72 1,12
YT,
Hy
14 1 3,64 2,6
Yo
Hy
ng 2,28 0,54 3,56 1,10
0

0,62 0,77 3,22 1,81
0.66 1.27 135 0,62
HO

031 0,52 0,82 074
H,N
042 1,09 168 077
HCO
0,94 1,68 2.80 13
F

Nitrofurantoina 5,26 8,2 13,14 8,46
Nifuroxazida 2,39 5,37 7,22 4,36

Oxacilina 1,14 0 0 12,66
Vancomicina 0,31 0,5 0,88 1,4

*OXA-R: Oxacilina resistente; hVISA: S. aureus heterogénea com resisténcia intermediaria a
vancomicina; MDR: multirresistente.

Fonte: Silva Neto (2017).
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Ainda que a atividade dos compostos analogos da nifuroxazida seja elevada
frente as células bacterianas, parasitérias e fungicas, estudos realizados por Palace-
Berl (2017), concluiram que alguns analogos testados ndo mostraram citotoxicidade
frente a células renais de macacos Rhesus LLC-MK2, em que o ICso frente a essa
linhagem celular foi acima de 100 uM. Estudos realizados por Fernandes et al., (2012),
testaram alguns anélogos e concluiram que abaixo da concentracao de 4 pug/mL, os
analogos ndo demonstraram citotoxicidade, inclusive o analogo nao substituido N-((5-
nitrofurano-2-ilymetileno)-2-benzidrazida.

Os compostos em estudo possuem alta lipofilicidade, necessitando de
estratégias farmacotécnicas para sua administracdo, entre as técnicas conhecidas
com essa finalidade, destacam-se a mistura de solventes, como glicerol e agua,
propilenoglicol, alcool etilico, entre outros; uso de ciclodextrinas como agentes de
solubilizagcéo por formacédo de complexos; formacao de sais de farmaco; associacdo
dos farmacos com polimeros hidrofilicos; formacédo de nanoparticulas poliméricas,
lipossomas ou nanocristais; entre outros (DURAN et al., 2010; FONSECA, 2012;
RAMASAMY et al., 2017).

2.6 TRANSPORTE DE FARMACOS

Alguns farmacos possuem caracteristicas fisico-quimicas, organolépticas,
toxicoldgicas e/ou farmacodinamicas incompativeis para a aplicacdo clinica. Entre
elas citam-se problemas farmacocinéticos, toxicidade elevada, baixa estabilidade
quimica, odor e paladar desagradaveis; dor no local de administracao e dificil preparo
farmacéutico (ANSELMO; MITRAGOTRI, 2014, RAMASAMY et al., 2017).

Com o objetivo de melhorar a aplicacao clinica desses farmacos, diversas
tecnologias vém sido estudadas no sentido de ajudar no transporte de farmacos, como
a latenciacédo de farmacos; sistemas liberacdo com uso de nanotecnologia como o
uso de sistemas lipossomais, poliméricos, micelares, complexos com ciclodextrinas,
nanoemulsdes e uso de produtos biotecnologicos (enzimas, proteinas e anticorpos
monoclonais) (REIS; MARTINHO; DAMGE, 2011, ANSELMO; MITRAGOTRI, 2014).

Alguns exemplos estdo demonstrados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Exemplos de sistemas de liberacdo de farmacos.

Sistema de . o .
] . Estrutura do transportador Farmaco Administracéo
liberacdo
Quitosana/TPF* Felodipina?l
Microparticulas Celulose/Eudragit Ondasetron? Oral
Quitosana/Eudragit Predinisolona®
. Quitosana/Labrafil/Polissorbato80/Lecitina Artesunato* Oral
Nanoemulsbes i i i o
Transcutol/Polissorbato80/Labrafil Indometacina® Transdérmica
] DPFC/SHFC/Colesterol/PEG-FE/Folato o
Lipossomas Doxorrubicina® Intravenosa
PEG-FE*
Latenciacéo Fosfo-oxi-metil/Farmaco Fluconazol” Intravenosa
i Quitosana/TPF Albendazol® Oral
Nanoparticulas ] o
Quitosana/TPF Prata® Topica

*TPF: tripolifosfato de sédio; DPFC: 1,2-dipalmitoil-glicerol-fosfatidilcolina; SHFC: soja hidrogenada
fosfatidilcolina; PEG-FE: polietilenoglicol-fosfatidiletanolamina.
1 Park et al. (2002).

2 Nidhi et al. (2016).

3 Oosechi, Onishi e Machida (2008).

4 Tran et al. (2015).

5 Shakeel, Ramadan e Ahmed (2009).

6 Gaber (2002).

7 Rautio et al. (2008).

8 Kang et al. (2015).

9 Paula (2013).

Os transportadores de farmacos possuem o objetivo de modificar a
farmacocinética de um determinado farmaco, bem como sua biodistribuicdo e/ou sua
seletividade, podendo torna-lo menos téxico, melhorar sua acao biologica e diminuir
os seus efeitos colaterais (TIWARI, et al., 2012).

Nos ultimos anos, alguns farmacos com transportadores foram aprovados pelos
orgaos regulatérios, como lipossomas de anfotericina B (AmBisome®) para
Leishmaniose e infeccodes fungicas; copolimero de neocarzinostatina (Zinostatin
Stimalamer®) e lipossoma de doxorrubicina (Doxyl®/Caelyx®) para carcinoma
hepatico; proteinas peguiladas como o PEG-interferon alfa para hepatite C,
microparticulas de PLGA com o ativo leuprolida para cancer de prostata (Lupron
Depot®); nanoparticulas de vincristina para o tratamento de cancer (Margibo®);

nanoparticulas de daunorrubicina também para o tratamento de neoplasias
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(DaunoXome®); microparticulas de morfina para efeito analgésico e diminuicdo de
toxicidade (DepoDur®); transportadores transdérmicos com hidroxipropilcelulose e
estradiol para efeito anticoncepcional (Estraderm®); entre outros (ALLEN; CULLINS,
2004; ANSELMO; MITRAGOTRI, 2014).

Alguns sistemas sédo estudados para o transporte de farmacos em lesbes
cutaneas, com o objetivo de aumentar a cicatrizacao e combater infecgdes. Dentre 0s
sistemas matriciais para o transporte de farmacos em lesdes, estdo os hidrogéis, os
hidrocoloides, filmes de alginato, adesivos semipermeaveis, filmes de poliuretano,
filmes biotecnoldgicos, substitutos de pele e outros. Entre os agentes terapéuticos
inclusos nesses sistemas de transporte de farmacos estao os antimicrobianos, fatores
de crescimento celular e anti-inflamatérios (BOATENG et al., 2008).

Entre as formas de transportadores de ativos para lesdées cutaneas, estao as
microparticulas, que devido a pequena escala de tamanho (1 a 1000 pum), apresenta
diversas caracteristicas como resposta biolégica diferenciada, bioadesividade,
intumescimento (dependendo da matriz) e maior superficie de contato, que
carregando ativos terapéuticos, promovem a melhora das lesdes (PACHUAU, 2015).
Microparticulas de PLGA carregadas simultaneamente com clorexidina, um
antimicrobiano hidrofobico e o fator de crescimento celular PDGF-BB demonstraram
nos estudos a sustentacdo por 50 dias e 8 semanas de liberacdo in vitro e de
bioatividade respectivamente, além da diminuicdo das infecgcbes em ratos (JIANG;
ZHANG; BREY, 2013).

Nanoparticulas poliméricas, nanofibras, nanoemulsées e lipossomas também
sdo amplamente estudados para o tratamento de lesdes cutaneas. As nanoparticulas,
devido a pequena escala de tamanho, apresentam caracteristicas diferenciadas,
como maior superficie de contato, maior distribuicdo tecidual, aumento da
biodisponibilidade e diminuicdo da toxicidade de ativos, entre outros. Essas
caracteristicas, juntamente com o0s ativos terapéuticos promovem a regeneracao e
tratamento tecidual (PACHUAU, 2015). Nanoparticulas de ZnO e gentamicina
incorporados em hidrogel de quitosana demonstraram ser efetivos no combate a
infecgbes por Pseudomonas aerugionosa e Staphylococcus aureus, promovendo o
aumento da cicatrizacdo, analgesia e efeito calmante (VASILE et al.,, 2014).

Nanovesiculas contendo quercetina e curcumina foram efetivos como



21

antiinflamatdrios e na diminui¢do de radicais livres que geram o aumento de Ulceras,
inibindo a enzima 12-O-tetradecanoilforbol acetato (TPA) (CASTANGIA et al., 2014).

Além de microparticulas e nanoparticulas, os filmes poliméricos também tém
sido estudados no tratamento de lesbes teciduais, principalmente por suas
caracteristicas de intumescimento, mantendo a umidade e hidratacdo tecidual
importante para os fatores de cicatrizagéo do tecido, a sustentacédo da concentragao
de ativos no local e diminui o processo de exsudacao excessiva em lesdes de grande
extensdo. Filmes de hidrogel de PEG-PCL-PEG incorporado com curcumina foram
estudados no tratamento de lesdes em camundongos e observou-se 0 aumento
significativo da reparagdo tecidual, com a diminuicdo do processo de exsudagao
(GONG et al., 2013).

2.6.1 Matrizes poliméricas como transportadores de farmacos

As matrizes poliméricas tém obtido destaque como transportadoras de
farmacos, por propiciarem o aumento da dissolucéo de farmacos lipofilicos em meios
biolégicos, a liberacdo controlada e prolongada de farmacos, por favorecerem a
protecdo dos farmacos (sistemas de revestimento) e por que a maioria dos polimeros
utilizados para essa finalidade s@o biodegradaveis e atoxicos (HOARE; KOHANE,
2008; SHIT; SHAH, 2014).

Existem dois tipos de matrizes poliméricas: as hidrofébicas e hidrofilicas. As
matrizes hidrofébicas sao insollveis em agua, como metacrilato de aménio, parafina
e cloreto de polivinila. O mecanismo de liberacdo esta associado a liberacdo do
farmaco disperso em poros do polimero, em que o meio de liberacdo penetra nos
poros da matriz e dissolve o farmaco, podendo ocorrer de forma conjunta a erosao da
matriz (ABU-DIAK; ANDREWS; JONES, 2011). O mecanismo de liberacdo de
farmacos nas matrizes hidrofilicas como a quitosana, a hidroxipropilmetilcelulose e o
alginato de sédio estéd associado ao entumecimento e hidratacdo da rede polimérica
que leva a liberacéo prolongada do farmaco contido na matriz. Primeiramente, apos a
administracéo, o meio de liberacdo penetra nos poros do polimero e realiza interacdes
intermoleculares com o polimero, tornando o polimero mais maleavel, e assim,
provoca o intumescimento da matriz polimérica (PUNDIR; BADOLA; SHARMA, 2017).

Nesta etapa, o fArmaco presente nas regibes mais externas da matriz é liberado
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rapidamente. Esse processo ocorre de fora para dentro da matriz, que vai
intumescendo progressivamente e simultaneamente, as regides mais externas sofrem
erosdo (LIECHTY et al., 2010).

Figura 8 - Mecanismos de liberacao de farmacos
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A) matrizes poliméricas hidrofilicas e B) matrizes poliméricas hidrofébicas.
Fonte: Adaptado de Liechty et al. (2010).

2.7 QUITOSANA: FORMAS E APLICACOES TERAPEUTICAS

A quitosana é um copolimero natural, biodegradavel, abundante e atdxico. A
qguitosana atraiu o interesse industrial em diversas areas, principalmente na
biotecnologia e na medicina. Biopolimero constituido por unidades de D-glicosamina
e D-glicoacetamida por ligagdes B-(1 > 4) glicosidicas, a quitosana pode ser obtida a
partir da desacetilacao da quitina em meio alcalino ou através de hidrélise enzimatica,
mas como ndo € totalmente desacetilada, as unidades acetiladas e desacetiladas
apresentam-se de forma aleatéria sem organizacdo nas unidades. E importante
determinar o grau de desacetilacdo, pois essa caracteristica altera a solubilidade, pKa
e viscosidade da quitosana. Além disso, um elevado grau de desacetilacdo aumenta
a possibilidade de degradacédo do polimero (SHUKLA et al., 2013).

Figura 9 - Estrutura quimica da quitosana.
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Fonte: Shukla et al. (2013).
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As caracteristicas fisico-quimicas da quitosana dependem, principalmente, do
peso molecular e o0 grau de desacetilacdo do polimero, em que o valor de pKa
dependem estritamente desses parametros, além da forca i6nica e a neutralizacéao
das cargas das aminas primarias (SHUKLA et al., 2013).

Sendo um polication, a quitosana se caracteriza por possuir grupos aminicos
livres, ser soluvel em meio acido e insolivel em pH acima de 6,5. As aminas primarias
da quitosana séo protonadas em meio acido, promovendo a formacéao de hidrogéis e,
além disso, forma solucdes viscosas e biofilmes quando ligada a polianions, como o
tripolifosfato de sédio (TPF), formando um complexo polieletrolitico (PEC) (DAMIAN
et al., 2005).

A formacéo de PEC ocorre de forma espontanea e a forca de formacéo de PEC
esta associada ao aumento da entropia pela liberacao de contra-ions (SCHATZ et al.,
2004). A formacdo do complexo PEC estd associada a ligacbes por Forcas de
Coulomb entre cargas opostas, levando a uma condensacéo idnica interpolimérica e

concomitantemente a liberagédo dos contra-ions (SCHATZ et al., 2004).

Figura 10 - Diferentes formagdes de PEC.
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Fonte: Adaptado de Luo e Wang (2004).

No contexto das ciéncias e tecnologia farmacéutica, a quitosana apresenta
diversas aplicagOes, tais como:
1- Atividade antimicrobiana: A quitosana e a quitina provocam a inibicdo de diversos
microrganismos, como E. coli, S. epidermidis, P. aeruginosa, S. aureus, Candida

albicans, entre outras. Essa acdo esta relacionada as ligagbes das terminacgfes
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aminicas da quitosana com grupos aniénicos desses microrganismos e a agdo pode
ser diferente para bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (CHEUNG et al., 2015);
2- Efeito analgésico: A quitosana possui potente acao analgésica topica, pela captura
de hidrogénios acidos liberados no local da inflamacéo, além de absorver a bradicinina
(mediador inflamatorio e de dor) no local da inflamacédo (CHEUNG et al., 2015).

3- Aceleracéao da cicatrizagéo: A quitosana possui um efeito imunomodulador por atrair
0s macroéfagos ao local, estimulando a cicatrizacao local e, além disso, isso a torna
biodegradavel no organismo. A acdo cicatrizante também esta relacionada a
regeneracao do tecido conjuntivo e a reepitelizacdo, essenciais para o tratamento de
feridas profundas e queimaduras (CHEUNG et al., 2015).

4- Efeito Coagulante: A quitosana possui atividade significativa na homeostase, de
forma independente da cascata de coagulacdo, com a atividade de reduzir o tempo
de coagulacao sanguinea e agregar plaquetas, devido a interacdo dos grupos amino
livres com eritrocitos (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006).

5- Tratamento de Osteoartrite: Os mondmeros da quitosana e da quitina tém sido
estudados para o tratamento da osteoartrite. Mondmeros glicosamina estimulam a
biossintese de peptideoglicanos que auxiliam na manutencao do tecido conjuntivo e
estabilizam membranas, melhorando o quadro pela regeneracao tecidual;

6- Efeito hipolipidémico: A quitosana possui uma importante atividade na redugéao do
colesterol sanguineo e outros lipideos por sua capacidade de ligar-se a lipideos da
dieta e diminuir sua absorcéo intestinal.

7- A quitosana também possui propriedade mucoadesiva que esta relacionada com
seu carater catidnico, uma vez que 0 muco possui estruturas aniénicas, sendo uma
propriedade interessante na liberacdo controlada de farmacos e de produtos
biotecnolégicos, como vacinas, pela adesdo do polimero nas mucosas, liberando o
farmaco ou o antigeno de forma prolongada (BARBI, 2011; NEVES, 2013).

A quitosana esta presente em diversas linhas de pesquisa que demonstram
uma gama de aplicacdes, como a latenciagdo de farmacos; uso de microesferas para
transporte controlado de farmacos e maior biocompatibilidade de farmacos com os
fluidos bioldgicos; liberacdo transdérmica e desenvolvimento de vacinas (SILVA;
SANTOS; FERREIRA, 2006, GONZALES, 2015, CHEUNG et al., 2015).
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2.8 NANOPARTICULAS

A nanotecnologia tem sido um dos principais focos de pesquisas atuais,
principalmente por sua gama de aplicacfes industriais. O termo nanotecnologia é
utilizado para correlacionar a tecnologia com elementos em escalas nanométricas, a
fim de criar novos materiais, produtos e processos (BHUSHAN, 2017).

Em nanotecnologia, de forma geral, as nanoparticulas sdo definidas como
particulas que possuem o diametro menor que 1 um. Devido a pequena escala de
tamanho, elas possuem grande area superficial e muitos atomos e camadas por area
superficial préximos, tornando-as com caracteristicas fisico-quimicas Unicas em
relacdo ao composto ou particula em tamanhos acima dessa escala, como exemplo a
velocidade de dissolucdo e o aumento da reatividade (BHUSHAN, 2017).

As nanoparticulas podem ser compostas por diferentes materiais como
polimeros, metais, 6xidos metalicos, ceramicas, silicatos, carbono e biomoléculas; e
podem apresentar diferentes morfologias, como esferas, cilindros, tubos e plaguetas
(PATHAK; THASSU, 2009; BHUSHAN, 2017).

As nanoparticulas poliméricas em ciéncias farmacéuticas apresentam o
tamanho de 10 a 1000 nm e séo destinadas a diversas aplicagbes, como a formacéo
de hidrogéis, bioadesivos e no sistema de liberacédo controlada de farmacos, podendo
diferir entre si na sua composicao e formacédo estrutural. Existem as nanocapsulas,
em que o farmaco esta encapsulado em um ndcleo oleoso ou adsorvido na parede
polimérica e existem as nanoesferas, em que o farmaco esta disperso na matriz
polimérica, adsorvido ou retido na matriz (PATHAK; THASSU, 2009).

Figura 11 — Formas de disperséo de farmacos em nanocépsulas e nanoesferas

poliméricas.
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Fonte: Guterres, et al. (2003).
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Diversos parametros sao importantes em relacdo as caracteristicas das
nanoparticulas poliméricas que influenciam em sua estabilidade, farmacocinética e
farmacodinamica. Os parametros mais importantes sdo tamanho, indice de
polidispersao, potencial zeta e morfologia. Em ciéncias farmacéuticas, os parametros
caracteristicos de cada sistema dependem da forma de administracdo e do alvo
terapéutico (PATHAK, THASSU, 2009).

Dependendo do objetivo de aplicacéo terapéutica, o controle de tamanho e
indice de polidispersédo das nanoparticulas sdo essenciais para uma boa distribuicdo
das nanoparticulas pelo organismo ou uma acao local, e/ou a seletividade por um
determinado 6rgdo (GAUMET, et al., 2008).

Para os sistemas de entrega de antigenos como vacinas, por exemplo, 0
tamanho e a composi¢do das nanoparticulas sdo essenciais para a apresentacao do
antigeno para o sistema imunoldgico, em que a nanoparticula contendo o antigeno
necessita ser fagocitada pelo macréfago para liberacdo no antigeno no ambiente
lisossomal e ser apresentado aos linfécitos, podendo apresentar o tamanho de 150 a
300 nm e podem se acumular no figado e no baco (GONZALES, 2015, ZHAO et al.,
2014).

O acumulo de nanoparticulas em um determinado 6rgdo depende do espaco
intercelular do tecido e do endotélio vascular, que em algumas condic¢des patolégicas
este espaco pode estar alterado. Para ultrapassar o endotélio vascular, a
nanoparticula deve apresentar no maximo 150 nm. Em condi¢cfes patolégicas como
tumores solidos, o processo de angiogénese caracteristico desses tumores propicia
irregularidade dos espacos intercelulares do endotélio vascular, em que as
nanoparticulas com até 200 nm podem ultrapassar essa barreira (GAUMET et al.,
2008).
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Figura 12 - Mecanismos de liberacdo do farmaco das nanoparticulas no endotélio
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Fonte: Adaptado de Gaumet et al. (2008).

Para o uso exclusivamente topico em que ndo se deseja a distribuicdo
sistémica das nanoparticulas, as particulas devem ter tamanho maior que 0s espacos
intercelulares do epitélio e em condi¢cdes de lesGes cutaneas e queimaduras mais
profundas, o ideal € que as nanoparticulas sejam maiores do que os espac¢os do
endotélio em processos inflamatérios, ou seja, maior que 200 nm, para que ndo sejam
absorvidas e, portanto, ndo tenham distribuigéo sistémica (GAUMET et al., 2008).

Em relacdo a importancia do controle do indice de polidispersdo em um sistema
de liberacdo nanométrico, deve-se buscar a uniformidade de distribuicdo de tamanhos
no sistema para biodistribuicdo e atividade adequada das nanoparticulas, em que o
tamanho destas ndo devem diferir muito entre si em um sistema, 0 que pode ser
observado pelo baixo indice de polidispersdo (GAUMET et al., 2008). Outro parametro
importante em relagdo as nanoparticulas sao suas cargas superficiais. Em sistemas
com componentes com cargas, a estabilidade dos sistemas coloidais esta
intimamente relacionada a essas cargas superficiais, o que pode ser avaliado pelo
potencial zeta ({). Estudos mostram que nanoparticulas de potencial zeta inferior a
+30 mV ou superior a -30 mV ndo permanecem estaveis, pois as cargas nao sao
repulsivas o suficiente para manter as particulas separadas, resultando na formacao
de agregados (SANCHEZ-DOMINGUES; RODRIGUEZ-ABREU, 2016).
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2.8.1 Nanoparticulas de quitosana

Dentro do contexto das nanociéncias, as pesquisas com micro e nanoparticulas
poliméricas de quitosana tém crescido consideravelmente, devido a baixa toxicidade,
boa estabilidade, baixo custo, diferentes propriedades farmacéuticas e alta
biocompatibilidade (LIMA, 2013). Estudos realizados com microparticulas de
quitosana com tetraciclina demonstram resultados promissores em relacdo a liberacao
controlada do farmaco, aumento da absorcao e aumento da atividade antimicrobiana
(CARONI, 2009). Outros estudos realizados por KANG et al. (2015), demonstraram
que nanoparticulas de quitosana e tripolifosfato de sédio (TPF) carregadas com
albendazol apresentaram-se como potencial agente anticancerigeno, além de se
constituirem em formulacdo com boa estabilidade. Estudos realizados por Barbi
(2011) demonstraram que nanoparticulas de quitosana e TPF carregadas com
zidovudina sintetizadas para admistragdo nasal apresentaram boa atividade antiviral
e propriedade mucoadesiva (BARBI, 2011).

Neste contexto, as caracteristicas das nanoparticulas de quitosana e
tripolifosfato de sodio possuem diversas aplicacdes, por sua caracteristica de formar
filmes, controlar a liberacdo de farmacos, possuir baixa toxicidade, por suas
caracteristicas antimicrobianas, cicatrizantes e antiinflamatorias, demonstrando as
vantagens da aplicacdo dessas nanoparticulas em queimaduras e outras feridas,
como mostra estudos realizados em modelos experimentais de queimadura em
camundongos, em que evidenciou-se a acao cicatrizante das nanoparticulas de
quitosana (NEVES, 2013).

As propriedades fisico-quimicas e morfolégicas das nanoparticulas, como
potencial zeta, indice de polidispersdo, tamanho, morfologia e eficiéncia de
encapsulacdo de ativos sdo dependentes de diversos parametros do processo de
obtencéo das nanoparticulas, como a massa molecular da quitosana, concentracéo e
proporcdo de quitosana e TPF, adicdo de eletrélitos no sistema, adicdo de
cossolventes e surfactantes, temperatura, pH, concentragdo de acido inorganico,
velocidade e tempo de agitacéo, velocidade de gotejamento do TPF na solucéo de
quitosana, volume da gota de TPF e do uso de adjuvantes como co-solventes e

surfactantes.
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Conforme estudos de Fan et al., (2012), o aumento das concentracdes de
quitosana e TPF aumentaram o tamanho das nanoparticulas e do indice de
polidispersao, resultado do aumento das ligacdes entre as cadeias de quitosana e
TPF. Os limites de concentracdes de quitosana e TPF neste estudo para formacéao de
particulas em nanoescala foram de 2,0 mg/mL e 1,0 mg/mL respectivamente. Estudos
realizados pelos mesmos autores no mesmo artigo mostraram que o aumento da
temperatura do sistema de 25 °C para 60 °C, proporcionou a diminuicdo do diametro
das nanoparticulas de quitosana/TPF de 200 nm para 130 nm e do indice de
polidispersao de 0,11 para 0,05. Porém, estudos realizados por Sipoli et al. (2015 a)
nao evidenciaram mudanga significativa no tamanho e no IPD com o aumento da
temperatura.

Sipoli et al., (2015 b) realizaram estudos de obtencdo de nanoparticulas de
quitosana/TPF variando o pH do sistema. O grupo observou que em meio acido (entre
4 e 5), as nanopatrticulas sdo menores, com cerca de 150 nm e em pH acima de 5,5
as nanoparticulas apresentaram tamanhos maiores em cerca de 300 nm.

Foram realizados estudos variando a concentracdo do surfactante polissorbato
80 na obtencao de nanoparticulas de quitosana/sulfato de sédio por Fonseca (2015).
O aumento da concentragdo de polissorbato 80 aumentou o tamanho das particulas
e do IPD e também aumentou a estabilidade das nanoparticulas em temperatura
ambiente.

Ha muitos outros estudos a respeito do comportamento das nanoparticulas de
quitosana variando-se 0os componentes e fatores do sistema, porém, muitos fatores
ainda precisam ser estudados e confirmados, devido a alta complexidade e muitas

variaveis desse sistema coloidal.

2.8.2 Caracterizacdo de nanoparticulas poliméricas

Existem diferentes formas de caracterizacdo das nanoparticulas poliméricas,
dentre as mais importantes estdo a determinacdo do tamanho médio da particula,
indice de polidisperséao (PDI), microscopia eletronica de varredura e de transmissao
(MEV e MET), potencial zeta ({) e determinacdo da associacdo do farmaco as
nanoparticulas (GUTERRES et al., 2003, RAMALHO; PEREIRA, 2016).
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7

O tamanho meédio das particulas é determinado por meio do diametro
hidrodindmico médio, pelo espalhamento de luz dindmica. O DLS (Dinamic Light
Scattering) € um equipamento que mede a intensidade de luz espalhada por uma
particula, levando em consideracdo o movimento browniano e a equacédo de Stokes-
Einstein. O método ilumina as particulas com luz laser que analisa as flutuacfes de
intensidade de luz dispersa. Os didametros médios e IPD sdo definidos a partir de
funcbes de autocorrelacdo, utilizando analise cumulativa (GUTERRES et al., 2003,
NEVES, 2013). Segue-se a equacdo de Stokes-Einstein, utilizada para o calculo de

analise cumulativa.

kT
~ 3mndh

Equacéo 1: Equagéo de Strokes-Einstein

Em que: D é a constante de difuséo; k € a constante de Boltzmann; T é

temperatura; n é viscosidade; dh é didmetro da particula.

O indice de polidispersdo determina a heterogeneidade de distribuicdo de
tamanhos das nanoparticulas no sistema, podendo variar de 0 a 1. Este indice esta
associado ao numero de popula¢@es de diferentes tamanhos em um sistema, assim,
quanto maior o numero de popula¢des com diferentes tamanhos no sistema, maior é
indice de polidispersdo, também determinado por DLS em funcdo do indice de
correlacdo (NEVES, 2013).

A MEV tem a funcéo de avaliar a morfologia, a integridade das nanoparticulas
e fendbmenos de superficie, além da determinacdo da distribuicdo de tamanho das
mesmas. A técnica € caracterizada por uma varredura de elétrons que percorrem a
superficie da amostra, mostrando a superficie das estruturas em trés dimensdes. A
MET se caracteriza por uma microscopia com capacidade de avaliar diferentes
membranas, visualizacdo de camadas e morfologias. O equipamento langa um feixe
de elétrons que ultrapassam a amostra, mostrando camadas interiores das particulas
(GUTERRES et al., 2003).

O potencial zeta () € um meétodo de eletroforese que esta associado a medicao
do potencial da superficie das nanoparticulas. Esse potencial € medido em funcéo da
dissociacao de grupos funcionais presentes na superficie das particulas, ou em fungéo

da adsorcéo das espécies idnicas presentes na solucéo coloidal (GUTERRES et al.,
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2003). A medicéo é realizada por determinacdo da mobilidade eletroforética (Ug),
aplicando a equacgdo de Henry (Equacdo 2). A Ue € determinada por ensaio de
eletroforese sobre a amostra, em que mede a velocidade das particulas a laser usando
o Laser Doppler Velocimetry (LDV). Segue-se a equacao de Henry, que determina a

mobilidade eletroforética das particulas.

_ &(f(kR)
UE = TR

Equacéo 2: Equacgéo de Henry
Em que: C é o potencial zeta das particulas; n é a viscosidade do meio; f(kR)

€ a funcdo de Henry e R € o raio da particula.

Figura 13 - Potencial zeta (¢) de uma particula.
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Fonte: Guterres et al. (2003).

A determinacdo da associacdo do farmaco as nanoparticulas pode ser
realizada por espectrofotometria ou cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Existem duas formas para determinar a eficiéncia de encapsulag¢éo, sendo a forma
indireta (equacédo 3) pela medida da concentracdo do farmaco livre (n&o associado)
no sobrenadante da suspensdo coloidal apés centrifugacdo e, posteriormente,
calcula-se a diferenca entre as concentragcdes de farmaco livre e farmaco total; ou por
ultrafiltracdo, em que separa-se a fase aquosa dispersante da suspenséao coloidal e a
concentracéo de farmaco livre é determinada no ultrafiltrado, pela diferenca entre o

total e livre; ou de forma direta (equacéo 4) pela quebra das nanopatrticulas, liberando
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o farmaco no meio (GUTERRES et al., 2003). Segue-se as equacdes de determinacao

da EE% por método indireto e direto, respectivamente.

[farmaco inicial] - [farmaco final]
EE%= - — x 100
[fArmaco inicial]

Equacéo 3: Eficiéncia de encapsulac¢édo da forma indireta
Em que: [farmaco inicial] € a concentracao inicial do farmaco para
encapsulacdo nas nanoparticulas; e [farmaco final] € a concentracao

do farmaco no sobrenadante.

_ [farmaco final]

EE%=— —— X
[farmaco inicial]

00

Equacéo 4: Eficiéncia de encapsulacdo da forma direta
Em que: [farmaco inicial] é a concentragao inicial do farmaco para
encapsulacéo nas nanoparticulas; e [farmaco final] € a concentracédo

do farmaco que foi encapsulado

2.9 LIOFILIZACAO

As nanoparticulas dispersas como coldides estdo inseridas em um sistema
dindmico, conhecido como movimento Browniano. Desta forma, as nanoparticulas
estdo a todo momento colidindo e assim, formando pequenos agregados que
sedimentam visualmente e, além disso, condi¢des fisico-quimicas do coléide como
pH, temperatura e hidrélise de polimeros, podem prejudicar a estabilidade fisico-
quimica das nanoparticulas (ABDELWAHED et al., 2006).

Neste contexto, a liofilizacdo € uma importante ferramenta para o aumento da
estabilidade das nanoparticulas pela retirada da 4gua no sistema, (ABDELWAHED et
al., 2006). Essa técnica de secagem permite que a amostra permaneca estavel, pois
retira a agua pelo processo de sublimacao, ou seja, retira a agua congelada em forma
de vapor. Esse processo de retirada de dgua do estado sélido para o gasoso reduz a
possibilidade de agregacéo das particulas, o que ocorre em maior parte no estado
liquido, devido as colisbes das particulas (ABDELWAHED et al., 2006).

Para manter a integridade das nanoparticulas durante e apés o processo de
liofilizagcdo, s&o utilizados alguns excipientes que s&o 0s crioprotetores e 0s

lioprotetores. Os crioprotetores tém a funcdo de manter as nanoparticulas separadas
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durante o processo de congelamento com o aumento da viscosidade do sistema,
diminuindo o processo de agregacgdo. Os lioprotetores sédo responsaveis por substituir
as ligacdes de hidrogénio realizadas pela agua. Geralmente os criprotetores e 0s
lioprotetores sdo acucares ou aminoacidos, como glicose, sacarose, lactose, trealose,
manitol, maltose, frutose, glicerol, sorbitol e glicina (PATEL et al., 2017).

Alguns parametros séo importantes para manter a integridade e estabilidade
de nanoparticulas poliméricas e também no comportamento dos diferentes
crio/lioprotetores, como a temperatura de transi¢ao vitrea (Tg’); a temperatura eutética
(Teut) e temperatura de colapso (Tcol). A temperatura de transicdo vitrea (7g’) €
definida como a transi¢cédo de um estado cristalino para um estado amorfo de um sélido
como um polimero e a temperatura eutética (Teut) de um sistema com mais de um
componente é determinada pela temperatura de decomposicao isotérmica de uma
fase liquida em duas fases sélidas durante a solidificacédo e reacdo inversa durante o
processo de fuséo. A adicdo de um componente a um outro componente faz com que
a faixa de fusdo se modifique, em que a temperatura eutética € a menor temperatura
de fusédo das duas combinacdes (ABDELWAHED et al., 2006).

O conhecimento dessas temperaturas € importante para um bom processo de
liofilizacdo e obtencdo de um produto integro e estavel, pois estdo relacionados a
temperatura de colapso (Tcol), que ocorre quando a viscosidade do material diminui
com o aumento da temperatura e consequentemente, 0 material ndo consegue se
sustentar, pois os cristais de gelo dendriticos adjacentes foram sublimados no
processo de liofilizagdo, colapsando o material e além disso, o colapso da amostra
impede a sublimacéo total da Agua, com fechamento dos poros de saida de agua na
amostra, aumentando significativamente a umidade residual, portanto, o processo de
liofilizacdo ideal precisa ser abaixo dessas temperaturas (TATTINI JUNIOR; PARRA,;
PITOMBO, 2006).

A liofilizacdo é dividida em trés estagios: congelamento, secagem primaria e
secagem secundaria. Na etapa de congelamento h4 a formacao de cristais de gelo
continuamente, resultando no aumento da concentracdo coloidal e aumento da
viscosidade, com formacéo de solidos cristalinos ou amorfo-cristalino. Na etapa de
secagem primaria, que ocorre em temperaturas abaixo da temperatura de colapso do
produto, em que toda a estrutura esta congelada, ocorre a sublimacdo da agua livre

congelada por presséo reduzida e apos esse fendbmeno, ha formacdo de poros que
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eram ocupados pelos cristais de gelo. Os poros formados s&o importantes para que
ocorra a sublimacao de toda a agua livre e a 4gua ligada, diminuindo a possibilidade
de colapso do produto. Na etapa de secagem secundaria ou etapa de dessorc¢éo, ha
a remogao da agua “ligada” ao produto que nao foi sublimada na secagem primaria,
que ocorre geralmente em temperaturas superiores a da secagem primaria também
sob presséo reduzida, sendo esta etapa importante para a estabilidade do produto,
que deve ter baixa umidade residual (ABDELWAHED et al., 2006).
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3 JUSTIFICATIVA

Diante do cenéario de alta mortalidade e morbidade associados aos quadros de
lesbGes cutaneas infeccionadas, devido a muitos quadros evoluirem para sepse,
necrose e amputacgoes, a dificuldade do tratamento das infec¢gdes por via sistémica e
a falta de tratamentos tépicos adequados e efetivos frente a essas infec¢des, cria-se
a necessidade do planejamento e desenvolvimento de novos farmacos e formas
farmacéuticas eficientes no tratamento dessas lesdes (item 2.3.1).

Os compostos 5-nitro-furénicos de estrutura analoga a nifuroxazida, mostram-
se ser importante alternativa no tratamento de infecgcbes multirresistentes, conforme
apresentado no item 2.5.1, porém, devido a alta hidrofobicidade desses compostos,
se torna necessario adotar estratégias farmacotécnicas que aumentem sua dissolucéo
e biodisponibilidades in vivo.

Neste contexto, sabe-se que o0 uso de polimeros vem sendo amplamente
utilizados como transportadores de farmacos lipofilicos, por proporcionarem o
aumento da biodisponibilidade desses farmacos, conforme discutido no 2.6 € 2.6.1. O
polimero escolhido neste trabalho para transportar o analogo 5-nitro-furanico N*-((5-
nitrofurano-2-ilymetileno)-benzidrazida (C-H), que foi escolhido no como analogo
modelo para o desenvolvimento do sistema de liberacao, foi a quitosana devido suas
atividades terapéuticas e fisico-quimicas, como analgesia, promotora da cicatrizacao
e restauracao epitelial, antimicrobiana e pela capacidade de formacéo de filmes no
local de aplicacdo em contato com o exsudato, conforme discutido no item 2.7.

O sistema de liberagcdo escolhido no presente trabalho sdo as nanoparticulas
de quitosana (matriz polimérica), transportando o andlogo C-H. A formacdo de
nanoparticulas promove atividade diferenciada, como discutido no item 2.8,
principalmente relacionado ao aumento da biodisponibilidade do farmaco e maior
superficie de contato dos componentes no local de aplicacéo, podendo potencializar
a atividade da quitosana e do composto, conforme mostrou diversos estudos citados
no item 2.8.1 em que houve aumento da biodisponibilidade e atividade de diversos
farmacos.

No contexto apresentado, o presente trabalho se propde a desenvolver uma
alternativa para o tratamento de lesdes cutaneas infeccionadas por bactérias

multirresistes, unindo a atividade do composto C-H frente a diversas cepas de
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Staphylococcus aureus como ATCC 29213, ORSA e hVISA, com nanoparticulas de
quitosana como transportador, que apresenta caracteristicas terapéuticas e fisico-
qguimicas bastante interessantes para o tratamento de lesdes cutaneas, podendo

diminuir a mortalidade e morbidade associada a esses quadros.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais

o Obtencdo de nanoparticulas de quitosanal/tripolifosfato de sodio carregadas
com composto N-((5-nitrofurano-2-il)metileno)-benzidrazida (C-H) com estrutura
analoga a nifuroxazida e determinacado da atividade antimicrobiana frente a cepas de

Staphylococcus aureus com carater de multirresisténcia.

4.2 Objetivos Especificos

o Desenvolvimento de nanoparticulas de quitosana/TPF carregadas com o
composto N-((5-nitrofurano-2-il)metileno)-benzidrazida (Nps-H);

o Caracterizacao fisico-quimica das Nps-H;

o Avaliacdo in vitro das Nps-H frente a diferentes cepas de Staphylococcus
aureus (ATCC 29213, hVISA e ORSA)

o Estudos térmicos e liofilizacdo das nanoparticulas.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 SINTESE DO COMPOSTO

e Reagentes
- 5-nitro-2-furaldeido (Sigma Aldrich Chemical Company, Inc.)
- Acido benzéico (Sigma Aldrich Chemical Company, Inc.)
- Acido acético PA (Labsynth Produtos Quimicos para Laboratorio)
- Acido sulfarico PA (Labsynth Produtos Quimicos para Laboratorio)
- Hidrazina 80% (Merck Chemicals)
- Metanol PA anidro (Labsynth Produtos Quimicos para Laboratério)
- N,N-dimetilformamida (Labsynth Produtos Quimicos para Laboratorio)
- Pentéxido de fosforo (Vetec Quimica Fina)
e Equipamentos
- Balanca analitica (Ohaus)
- Bomba de Filtracdo a vacuo (Quimis)
- Chapa aquecedora com agitacdo magnetic (Quimis)
- Manta de aquecimento (Quimis).
- Espectréometro Bruker (modelo Advance DPX-300 Mhz)

e Sintese quimica

O composto N*-((5-nitrofurano-2-il)metileno)-benzidrazida foi sintetizado
segundo a rota sintética descrita a seguir, desenvolvida por Tavares (1996) e
reproduzida em diversos trabalhos (TAVARES, 1996; MASUNARI, 2006, ZORZI,
2013, JORGE, 2011; PALACE-BERL, 2017):
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Figura 14 - Rota geral de sintese do analogo N*-((5-nitrofurano-2-il)metileno)-
benzidrazida
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Fonte: Tavares (1996).

5.1.1 ETAPA A: Esterificacao de Fisher

Na reacdo de esterificacdo de Fisher, o carbono carbonilico sofre ataque do par
de elétrons presente no oxigénio do alcool metilico, gerando éster como produto e
agua como produto de desdobramento. Para isso utilizou a proporcao de 0,01 mol de
acido carboxilico, dissolvidos em metanol anidro em excesso, adicionando-se acido
sulfrico PA (1,0 mmol), para agir como catalisador. Manteve-se em refluxo por 4

horas.

5.1.2 ETAPA B: Hidrazindlise

A reacao de hidrazindlise, ocorre por ataque nucleofilo ao carbono carbonilico,
introduzindo grupo aminico. Apos resfriar o sistema, adicionou-se ao meio reacional
10 mL de hidrato de hidrazina 80% (v/v), mantendo em agitacéo e refluxo por 30

minutos a 1 hora. ApGs o periodo, resfriou-se o sistema até a faixa entre 4 a 8°C, para
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gue ocorra a cristalizagéo da hidrazida formada, que foi filtrada e seca em presenca
de pentéxido de fosforo.

5.1.3 ETAPA C: Obtencéo de bases de Schiff

Nesta reacdo ocorre ataque nucleodfilico da amina priméria ao carbono
carbonilico deficiente em elétrons, em meio acido, liberando uma molécula de 4gua.
Em seguida, ha desprotonacéo da imina, obtendo-se a base de Schiff.

A conducdo desta reacdo ocorreu pela adicdo de 0,01 mol de 5-nitro-2-
furfuraldeido em solucdo de acido sulfarico PA, agua, acido acético PA e alcool
metilico PA, na proporcao de 8:7:8:20 v/v. Aqueceu-se 0 meio reacional adicionando-
se, aos poucos, a hidrazida formada na etapa anterior sob agitacdo magnética.
Diminuiu-se a temperatura adicionando agua destilada e, assim, observou-se a
formacao de solido amorfo que foi filtrado, lavado com 4gua destilada e recristalizado
de dimetilformamida (DMF) & 60 °C, conforme técnica descrita por Pavia et al., (2009).
Deixou-se em temperatura ambiente por 1 a 2 dias até cristalizacao, filtrou-se e lavou-
se os cristais recolhidos com agua destilada que foram secos em dessecador em

presenca de pentéxido de fosforo.

5.1.4 Identificacdo dos compostos

A identificacdo do composto foi realizada através da leitura dos espectros de
RMN-'H e RMN-13C no laboratério de andlise instrumental/FCF/USP. A determinacéo

de faixa de fusao foi utilizada como critério de pureza dos compostos.

5.2 OBTENCAO DAS NANOPARTICULAS DE QUITOSANA (Nps-H e Nps-Cs)

e Reagentes
- Quitosana de baixo peso molecular (Sigma Aldrich Chemical Company, Inc.);
- Acido acético PA (Labsynth Produtos Quimicos para Laboratorio);
- Hidréxido de Sdadio (Labsynth Produtos Quimicos para Laboratorio);
- Alcool etilico PA (Labsynth Produtos Quimicos para Laboratorio):

- Polissorbato 80 (Labsynth Produtos Quimicos para Laboratoério);
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- Polissorbato 20 (Labsynth Produtos Quimicos para Laboratorio);

- Tripolifosfato de sodio (TPF) (Sigma Aldrich Chemical Company, Inc.);

- Cloreto de Sdédio (Labsynth Produtos Quimicos para Laboratorio);

- Agua ultrapurificada (Milli-Q® Integral Water Purification System - Merck Millipore).
e Equipamentos

- Agitador magnético (TE0851-Tecnal)

- Espectrofotdmetro UV/VIS (Hitach U-1900)

- DLS (NanoZetaSizer - Malvern UK Instrumments )

- Centrifuga para eppendorf (Hettich centrifugen - Micro220)

- Microscopio Eletrénico de Varredura Quanta (650 FEG, FEI)

e Obtencéo de nanoparticulas de quitosana com o composto N*-((5-nitrofurano-
2-il)metileno)-benzidrazida (Nps-H) e nanoparticulas de quitosana vazias (Nps-
Cs).

O método de obtencdo das nanoparticulas foi baseado no método de
gelificacéo ibnica, recomendado por diversos trabalhos (CALVO, 1997; GUTERRES
et al., 2003, KANG et al., 2015; NEVES, 2013). A quitosana de baixo peso molecular,
por ter cadeias poliméricas menores, propiciam a formacao de particulas com menor
IPD e dependendo das condi¢des reacionais, particulas menores que quitosanas de
médio e alto peso molecular (GUTERRES et al., 2003). As Nps-H foram preparadas
na proporcao de quitosana/ TPF de 3:1 da seguinte forma:

Dissolveu-se a quitosana de baixo peso molecular em &cido acético 1%, e
acertou-se o pH da solucao com hidréxido de sédio 1 M para o pH 5,2 e obteve-se a
concentracdo final de 2 mg/mL de quitosana. A solucdo foi mantida sob agitacdo
magnética por aproximadamente 2 horas.

O volume de 6 mL da solucéo de quitosana foi colocado em béquer de 25 mL
e adicionaram-se 0,5 mL de alcool etilico PA como co-solvente para auxiliar na
solubilizacdo do nitrocomposto e 15 mg de Polissorbato 20, importante no sistema
para manter a estabilidade coloidal e a solubilizagdo do nitrocomposto. Esse sistema
foi homogeneizado sob agitagcdo magnética.

Dissolveu-se o nitrocomposto em solucéo de alcool etilico PA, sob o abrigo da

luz obtendo-se a concentracao de 1 mg/mL e gotejou-se vagarosamente 0,2 mL dessa


http://www.merckmillipore.com/INTL/en/product/Milli-Q-Integral-Water-Purification-System,MM_NF-C72876
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solugcédo na solucdo de quitosana sob vigorosa agitacdo (2.000 RPM). Filtrou-se em
membrana 0,45 pm para descartar possiveis resquicios de quitosana e compostos
insoltveis. Mediu-se a absorbancia em espectrofotobmetro a 370 nm (comprimento de
onda de absorcdo do composto) antes e depois da filtracdo para obter exatiddo da
perda de composto no processo de filtracao.

Preparou-se uma segunda solugdo pela dissolugdo do polianion (agente
reticulante) tripolifosfato de sodio (TPF) em agua, obtendo a concentracdo de 1
mg/mL, filtrou-se em membrana de 0,45 um e gotejou-se o filtrado na solucdo de
quitosana, usando seringa com agulha de vazdo de 1,5 mL/min, sob agitacio
magnética a 1.200 rpm a 25 °C. ApGs o gotejamento, a solu¢do continuou nas mesmas
condicBes de agitacdo por mais 1 hora. Apds alguns minutos de agitacéo, € possivel
observar a formacao do sistema coloidal.

Um volume de 1 mL do sistema coloidal foi adicionado a eppendorf com 20 pL
de glicerol, este com a finalidade de auxiliar na separacao das particulas e formar uma
camada de suporte no fundo. Este sistema foi centrifugado 2 vezes a 13.000 g por 15
min a 25 °C e, apl6s esse procedimento, retirou-se a camada sobrenadante e
ressuspendeu-se as nanoparticulas em agua ultrapura.

As Nps-Cs foram preparadas da mesma forma e com 0S mesmos

componentes, porém sem a etapa de adicdo do composto.

Figura 15 - Esquema geral de preparacéo das Nps-H.

Goteja-se

4 mL TPF (1 mg/mL) Coloide formado
6 mL Quitosana (2 mg/mL) Filtragﬁo c‘ 1%
0,5 mL etanol PA : A
13 mM Polissorbato 20 Filtro 0,45 p. 4
0,2 mL sol. composto (1 mg/ mL) % 1
S — N

Centrifugagéo e
ressuspensao em agua
ultrapura

1200 RPM

Absorbancia a 370 nm Thos

Coloide final

Fonte: O autor (2018).
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Antes de encontrar um experimento que resultasse nos parametros adequados
para obten¢&o das nanoparticulas foram realizados experimentos de forma empirica,
com diversas modificacbes dos parametros experimentais e apds encontrar as
variaveis do processo, realizou-se planejamento experimental fatorial (Tabela 3). O
experimento descrito e apresentado anteriormente (Figura 15) é o experimento base
do planejamento fatorial, em que foram modificadas as concentracdes de NaCl e a
concentracéo de Polissorbato 80 nas solucdes de quitosana e TPF como variaveis do
planejamento fatorial, mantendo as concentracdes dos demais reagentes descritos e
apresentados na Figura 15. As diferentes concentracdes de Polissorbato 80 foram
adicionadas juntamente com o Polissorbato 20 no sistema, porém este ultimo sem
variacdo de sua concentracao.

Neste contexto, o planejamento fatorial € uma ferramenta estatistica que visa
estabelecer as interferéncias de um processo em diferentes respostas, com o objetivo
de entender e estabelecer as variaveis de um processo em suas respostas. Assim,
realizou-se um estudo das variaveis “concentracdo de NaCl” e “concentracédo de
Polissorbato 80” em diferentes respostas, como tamanho da particula, indice de
polidispersdo, EE% e potencial zeta das particulas, visando otimizar os parametros
de obtencado das nanopatrticulas.

Tabela 3: Planejamento fatorial das nanoparticulas de quitosana carregadas

NaCl Polissorbato 80

Experimento

(%) (%)
1 0 0,2
2 0,9 0,1
3 0,45 0,1
4 0,9 0,2
5 0 0,1
6 0 0
7 0,9 0
8 0,45 0,2
9 0,45 0

Fonte: O autor (2018).
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5.3 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas foram caracterizadas através da determinacédo do tamanho
médio da particula, indice de polidispersdo, potencial zeta (), eficiéncia de

encapsulacdo das nanoparticulas, morfologia e superficie.

5.3.1 Determinagao do tamanho, indice de polidispersao e potencial zeta ()

As medidas de tamanho e indice de polidispersdo das particulas foram obtidas
por espalhamento da luz dinamica (dynamic light scattering — DLS). O tamanho médio
das particulas foi obtido por valores de intensidade de sinal e por nimero de
nanoparticulas; o indice de polidispersao pelo indice de correlacdo do espalhamento
de luz dinamico, em angulo de 173°, sem diluigdo da amostra. O potencial zeta (() foi
determinado pela medida da mobilidade eletroforética das particulas por dispositivo
DIPCEL.

As medicdes de tamanho e indice de polidispersao por DLS foram feitas com
atenuador automatico a 25 °C. Os diametros médios e os indices de polidisperséao
foram estimados por funcbes de autocorrelacdo com analise cumulativa.

O potencial zeta () foi calculado pela mobilidade eletroforética das
nanoparticulas, medindo a velocidade das particulas a laser usando Laser Doppler
Velocimetry (LDV). Todas as medidas foram realizadas em triplicatas.

5.3.2 Determinagéo da Eficiéncia de Encapsulagéo (EE%)

Para determinacdo da associacado do farmaco as nanoparticulas, foi realizada
varredura e a construcdo de curva de calibragcdo para o composto testado, em
espectrofotometro UV/VIS a 370 nm.

A curva de calibracéo foi realizada a partir do composto solubilizado em etanol
PA na concentracdo de 1 mg/mL e entdo diluido em diferentes concentracdes em
solucdes de sobrenadante de nanoparticulas vazias, preparadas conforme o item 5.2.
Os sobrenadantes com concentracbes conhecidas de composto simulam o
sobrenadante das Nps-H, com concentracdo de composto a serem determinadas
(teste).
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Figura 16 - Curva de calibracdo em espectrofotbmetro para o composto a 370 nm.

Curva de calibracdo C-H (370 nm)
1.2

0.8
0.6

04 e
02 | g

Absorbancia (nm)

0 0.005 0.01 0.015 0.02
Concentragdo C-H (mg/mL)

Fonte: O autor (2018).

A eficiéncia de encapsulacdo do composto nas nanoparticulas foi determinado
de forma indireta, ou seja, pela leitura do sobrenadante do col6ide e aplicou-se o valor
da absorbancia na férmula encontrada na curva de calibragdo do composto (Figura
16).

Assim, determinou-se a quantidade de composto no sobrenadante e
posteriormente a eficiéncia de encapsulacdo por método indireto pela seguinte

formula:

EEY = [composto inicial] - [composto final] « 100
°T [composto inicial]

Equacéo 3: Eficiéncia de encapsulagédo das nanoparticulas de quitosana
Em que: [composto inicial] € a concentragéo inicial do composto para
encapsulacdo nas nanoparticulas; e [composto final] € a concentragéo
do composto no sobrenadante calculada pela equacédo definida pela

curva de calibragdo do composto.
5.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
5.4.1 Preparo do inoculo e determinagéo de resisténcia
As cepas utilizadas para determinagdo da atividade antimicrobiana foram

Staphylococcus aureus ATCC 29213, hVISA (heterogeneous intermediate

vancomicyn S. areus) e ORSA (oxacilin resistant S. aureus).
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Os in6culos foram preparados a partir de colénias congeladas em glicerol a -18
°C. Separadamente, as colbnias de Staphylococcus aureus ATCC 29213, hVISA e
ORSA foram descongeladas em temperatura ambiente e entdo ressuspensas em 5
mL de caldo Mueller-Hington e as culturas foram cultivadas em tubo fechado e
inclinado a 35 °C por 24 horas em estufas B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand).
Apés esse periodo, as concentracdes das culturas foram diluidas em caldo Mueller-
Hington conforme a escala Mc Farland de turbidez, em que se mediu-se a turbidez
das culturas equivalentes a 1.108 UFC/mL em espectrofotdbmetro a 580 nm, resultando
na absorbéancia de 0,08 a 0,1 (ANVISA, 2003).

A resisténcia das cepas foi confirmada por meio do teste em disco difuséo,
utilizando agar Mueller-Hington como meio de cultura e discos de vancomicina (30 ug)
e oxacilina (1 ug) (ANVISA, 2003).

Com um swab, realizou-se o plagueamento da cultura em agar Mueller-Hington,
espalhando a cultura com o swab em todos os sentidos da placa. Aplicou-se os discos
de vancomicina 30 pg e oxacilina 1 pg na superficie das placas que foram seladas e
incubadas a 35 °C por 24 horas. Apo6s o periodo de crescimento, mediu-se o campo
ao redor dos discos de antimicrobianos com paquimetro, ou seja, o halo em que néo
houve crescimento bacteriano.

Para o ensaio bioldgico (Figura 17), os inéculos foram preparados
separadamente a partir de culturas cultivadas em caldo Mueller-Hington a 35 °C por
24 horas. Cerca de 1 mL dessas culturas foram ressuspensas em 4 mL de caldo
Mueller Hington e entdo incubadas em B.O.D. a 35 °C por 6 a 8 horas. As culturas
resultantes foram diluidas com caldo Mueller-Hington para obter a turbidez de 0,5 da
escala Mc Farland (ANVISA, 2003).

ApoOs o ajuste, o volume de 1 mL das culturas foi transferido para 99 mL de
solucédo fisioldgica 0,9%, ajustando a concentracdo dos inéculos para 1,0.10°
UFC/mL. Para ressuspender de forma homogénea e desfazer possiveis aglomerados
celulares, as suspensdes bacterianas obtidas foram mantidas sob agitacdo magnética
branda por 15 minutos.

1 mL da suspenséo bacteriana obtida anteriormente foi adicionada sobre 99 mL
de caldo Mueller-Hington com 0,01% de corante purpura de bromocresol e 0,1% de
manitol. A concentracdo final desta suspenséo foi estimada em 1,0.10%. Agitou-se

brandamente esta suspensao bacteriana em agitador magnético por 15 minutos. Este
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in6culo foi utilizado para a determinacdo da atividade das Nps-H, Nps-Cs

comparativamente ao composto livre frente as cepas multirresistentes.

Figura 17 — Cultivo e obtencéo de indculos de diferentes cepas de Staphylococcus
aureus.

Incubade 6 - &ha359C

Incubado 24h Turiidez ajustaca
35°C Wic Farland 0.5

o= w s
EIEYEY Y

Agitacdo brandz 15 min Agitacdo brandz 15 min

]

y
Cepa descongelada

em gliceral 5 mi de caldo MH. 4 mL de caldo MH.
e ! H. 59 mL
1.0. 10° UFC/mL 5.F. 0.9% 93 mL Caldo M.H. 39 m

1,0 10°UFC/mL 0,13 manitol
0.01% plrpura de bromocresol
4
1mL _— \"f/' 1,0 10°UFC/mL

Fonte: O autor (2018).

O corante purpura de bromocresol foi utilizado como indicador de crescimento
bacteriano, indicando que a bactéria realiza 0 metabolismo da fonte de carboidrato do
meio (manitol). O corante modifica sua coloracdo de acordo com o pH do meio, com
0 crescimento bacteriano e o metabolismo do carboidrato. Com isso, as bactérias
geram como metabdlito o acido pirtvico e assim, o indicador muda sua coloracéo de
roxo (pH acima de 6,8) para amarelo (pH abaixo de 5,2) (TIPPETT,; ZELEZNICK;
ROBB, 1970).

Esse indicador foi utilizado para indicar a concentracao inibitéria minima, ou
seja, indica a concentracdo minima de Nps-H, Nps-Cs e C-H necessaria para inibir
100% do crescimento bacteriano. A necessidade do uso do indicador se deve a falta
de confiabilidade de realizar a leitura dos ensaios por turbidimetria e
espectrofotometria, uma vez que as nanoparticulas estdo em suspensédo, podendo

interferir nas leituras e interpretacdo dos resultados.

5.4.2 Determinagédo da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi determinada conforme a indicacdo do corante

purpura de bromocresol na concentracdo minima necessaria para inibir o crescimento
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bacteriano. Realizou-se dois ensaios para cada cepa para determinacao da atividade
antibacteriana do composto livre, das Nps-H e Nps-Cs em microplacas de 96 pocos.

Todas as amostras (composto livre, Nps-H e Nps-Cs) foram preparadas a partir
da solucédo inicial com DMSO 8% e caldo Mueller-Hington com o dobro das
concentracdes de estudo em placas de poco profundo.

Para o ensaio, pipetou-se 100 pL das amostras com o dobro da concentragéo
para a microplaca e adicionou-se 100 pL do inéculo preparado com puarpura de
bromocresol, dividindo as concentracdes pela metade. Agitou-se e incubou-se as
microplacas totalmente seladas por 18 horas a 35 °C em estufa B.O.D. O primeiro
ensaio foi realizado com intervalos de concentragcées maiores, para determinar a faixa
de atividade dos agentes com as seguintes concentracdes de C-H livre e composto
dentro das Nps-H: 4,14 pg/mL (16 pM), 2,07 pg/mL (8 uM), 1,04 pg/mL (4 puM), 0,52
pg/mL (2 uM), 0,26 pg/mL (1 pM), 0,13 pg/mL (0,5 uM) e 0,06 pg/mL (0,25 uM). As
Nps-Cs foram testadas nas mesmas dilui¢des.

ApoOs a determinacéo da faixa de atividade, realizou-se outro ensaio com faixas
de concentragdes menores de C-H e Nps-H: 2,33 pg/mL (9 pM) a 0,03 pg/mL (0,1 uM)
e as mesmas diluicdes para Nps-Cs, variando 0,5 pyM entre as concentragoes,
conforme demonstrado na Figura 18.

As concentragfes testadas de Nps-H foram baseadas nas concentracdes de
C-H livre, ou seja, a eficiéncia de encapsulacdo do composto nas nanoparticulas foi
utilizada como parametro para a concentracdo de Nps-H utilizada nos ensaios. As

diluicdes de Nps-Cs foram as mesmas das Nps-H.



Figura 18 — Representacdo do esquema utilizado para determinacéo da atividade
antimicrobiana de C-H, Nps-H e Nps-Cs em microplaca.
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C.P. =controle positivo
B. C.P. =branco do controle positivo
C.M. = controle negativo
C. DMSO = controle positivo com 4% DMSO
B.C. DMSO =branco do controle positivo com 4% DMSO

Concentraqﬁes 1 2 3 4 5 il 7 a8 9 10 11 12
A 2,33 | 1,81 | 130( 0,78 | 0,26 145,5 |113,2 | 80,86 [ 48,52 |16,17| C.P. C. DMSO
B Composto (pg/mL) 2,20 | 1,68 | 1,17 | 0,65 | 0,13 Nps (ug/mL) 137,5(105,1|72,77|40,43 | 8,080 CP. C. DMSO
C 2,07 | 1,55 | 1,04 | 0,52 | 0,00 125,4 (97,03 | 64,69 | 32,34 [ 4,043 C.P. C. DMSO
D 1,94 ( 1,42 | 091 | 0,39 | 0,03 121,3 88,95 | 56,6 | 24,26|1,617| B.C.P. C. DMSO
Composto mL)| 2,33 | 1,81 | 1,30 | 0,78 | 0,26
E i (ug/mi) C.N. C. DMSO
Nps (pg/mL)  |65,70(51,12|36,51|21,91| 7,30
E Composto (pg/mL)| 2,20 | 1,68 | 1,17 | 0,65 | 0,13 C.A. C. DMSO
Nps (ug/mL) |62,07|47,47(32,86|18,26| 3,65 Espaco vazio
G Composto (pg/mL)| 2,07 | 1,55 | 1,04 | 0,52 | 0,06 CA. C. DMSO
Nps (ug/mL)  |58,42|43,82|29,21 (14,61 | 1,83
Y Composto (pg/mL)| 1,94 | 1,42 | 0,91 | 0,39 | 0,03 coN B. C. DMSO
Nps (ug/mL)  |54,77|40,16|25,26| 10,95 | 0,73
Composto livre MNps-H Nps-Cs

Fonte: O autor (2018).

Decorridos 18 horas,

analisou-se as

microplacas identificando-se a

concentracdo dos agentes testados que foram capazes de inibir o crescimento

bacteriano, ou seja, as menores concentracbes que o indicador estd arroxeado,

conforme o exemplo da Figura 19.

Figura 19 - Exemplo de determinagéo da concentragéo inibitéria minima.
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Fonte: O autor (2018).
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5.5 ANALISES TERMICAS

5.5.1 Analises de Calorimetria Exploratéria Diferencial (Differential Scanning
Calorimetry - DSC)

Analisou-se as temperaturas de transicéo vitrea (7Tg’) e temperatura eutética
(Teut) das Nps-H com trés diferentes tipos de excipientes, com fungao criprotetora e
lioprotetora, em trés concentracdes, e foram eles: lactose, sacarose e glicina a 2,5%,
5% e 10%.

As Nps-H e Nps-Cs foram centrifugadas a 13.000 xg e ressuspensas com
metade do volume de agua ultrapura (0,5 mL) e adicionou-se a outra metade do
volume (0,5 mL) com os excipientes preparados previamente com o dobro das
concentracoes (5%, 10% e 20%), resultando nas concentragdes finais de 2,5%, 5% e
10%.

A execucao das analises foi realizada no equipamento de DSC (Perkin Elmer
precisely, DSC 4000). A calibracdo do equipamento foi realizada com agua ultrapura
(faixa de fusdo 0 °C e AH = 335 Jg1).

Pesou-se cerca de 8 mg de cada amostra em cadinhos de aluminio e foi
submetida sob congelamento a -60 °C e reaquecimento até 20 °C a 10 °C/min.

5.5.2 Criomicroscopia

As Nps-H foram analisadas em microscépio acoplado a moédulo de liofilizagao,
o Lyostat 2 com sistema de congelamento por nitrogénio liquido (LNP94/2) e
controlador de temperatura programavel (TMS94, Linkam). Colocou-se cerca de 5 uL
amostras de Nps-H e Nps-H com glicina, lactose e sacarose nas concentracfes de
2,5%, 5% e 10% em laminas de quartzo e foram colocadas em microscopio com lente
objetiva com aumento de 100x. As amostras de nanoparticulas foram submetidas sob
congelamento a -60 °C e reaquecimento para 10 °C a 10 °C/min e presséo de 100

mTorr. Foram analisadas as temperaturas de colapso (Tcol) das amostras.
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5.7 LIOFILIZACAO

A liofizacdo das amostras de Nps-H e Nps-H com glicina, lactose e sacarose a
2,5%, 5% e 10% foram realizadas em liofilizador microprocessado com secador
controlado de bandejas (FTS systems, TDS-00209-A). Pipetou-se 2 mL das Nps-H
centrifugadas e ressuspensas em diferentes concentragcfes dos excipientes em
frascos de vidro de 10 mL e foram parcialmente fechados com tampas de borracha,
permitindo a saida de agua do sistema.

Realizou-se o pré-congelamento das amostras a -40 °C e o congelamento
prosseguiu na mesma temperatura por 30 minutos. A secagem primaria foi realizada
a -40 °C com pressao da camara a 100 mTorr e temperatura do condensador a -90
°C. A secagem secundaria foi realizada a 10 °C e pressdo da camara a 100 mTorr e
temperatura do condensador a -90 °C = 1 °C.

Determinou-se a umidade relativa das amostras liofilizadas no equipamento
COMPUTRAC (Vapor Pro, Arizona Instruments) e posteriormente foram
ressuspensas em agua ultrapura para analises por DLS, com o objetivo de analisar as

caracteristicas das nanoparticulas apés o processo de liofilizacéo.

5.8 ANALISE DA MORFOLOGIA E SUPERFICIE POR MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA (MEV).

As amostras de Nps-H e Nps-Cs para analise em MEV foram preparadas a
partir suspensdo de nanoparticulas, em que uma gota da suspensao foi colocada
sobre uma lamina de vidro e foram secas em dessecador na presenca de pentoxido
de fésforo. As amostras das Nps-H liofilizadas com glicina, lactose e sacarose a 5%
foram preparadas a partir do produto liofilizado seco.

As amostras de MEV foram preparadas pelo Laboratorio de Caracterizacao
Tecnologica (Politécnica/Universidade de Sao Paulo), em que as amostras foram
recobertas com platina em equipamento de recobrimento (Bal-tec, MEDO020) e
analisadas em Microscopio Eletronico de Varredura (Quanta 650 FEG, FEI) em

voltagem de 5 kV.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Sintese e Identificacdo do composto

Figura 20 - N-((5-nitrofuran-2-il)metileno)-benzidrazida.
e} H

Fonte: Tavares (1996)

A sintese quimica do composto N-((5-nitrofuran-2-il)metileno)-benzidrazida
consistiu em 3 etapas, duas delas utilizando a técnica one pot, desenvolvida por Jorge

(2011) a saber: obtencéo de ésteres de acidos benzdicos e conversao na respectiva
benzidrazida e preparacao da base de Schiff.

6.1.1 Obtencao do benzoato de metila

O benzoato de metila foi obtido aplicando-se o método de esterificacdo de

Fisher. Apresenta-se na Figura 21 o mecanismo de reag&o envolvido nesta reagéo.

Figura 21 - Mecanismo de formacao de ésteres por esterificagcdo de Fischer
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Fonte: Solomons e Fryhle (2012).

Na esterificacdo de Fischer, o carbono carbonilico do acido carboxilico sofre
protonagdo. H& doacéo de um proton proveniente da transferéncia de proton do acido

(catalisador) para o alcool. Essa protonagédo do &cido carboxilico prové um caréater
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positivo a carbonila, favorecendo o ataque nucledfilo do alcool a carbonila. O ataque
forma o ion alquiloxénio, que perde um préton, gerando um intermediario neutro. O
oxigénio presente em uma das hidroxilas deste intermediario sofre protonacéao,
resultando na perda de uma molécula de agua, gerando a forma protonada do éster.
A desprotonacao do éster transforma-o em sua forma neutra (SOLOMONS; FRYHLE,
2012).

A reacdo de esterificacdo ¢é reversivel e estd em equilibrio
estequiometricamente. Para aumentar a formacdo de produtos, a estratégia foi
deslocar o equilibrio em direcdo a formacao dos produtos, aumentando a quantidade
de um dos reagentes (SOLOMONS; FRYHLE, 2012). No caso, a opcao escolhida foi
utilizar excesso de metanol, por ter menor custo que os acidos benzdicos e favorecer
a etapa reacional subsequente de obtencéo da benzidrazida (PALACE-BERL, 2017;
SOLOMONS; FRYHLE, 2012).

Jorge (2011) demonstrou que ésteres ndo isolados demonstraram maiores
rendimentos comparados aos ésteres isolados. Além disso, o meio reacional utilizado
(metanol e &cido sulfurico) € propicio para a reacdo de hidrazindlise, etapa
subsequente (PALACE-BERL, 2017; SOLOMONS; FRYHLE, 2012), sendo estas as
razdes que levaram a op¢ao por utilizar a técnica on pot, por isso o éster obtido ndo

foi quantificado e identificado.

6.1.2 Obtencéo e identificacdo da benzidrazida

A benzidrazida foi obtida a partir da reac¢édo de hidrazindlise, com mecanismo

apresentado na Figura 22.

Figura 22 - Mecanismo da reagéo de hidrazindlise
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Fonte: Solomons e Fryhle (2012).
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O meio reacional consistiu em metanol, &cido sulfarico; o éster obtido, nédo
isolado, e a hidrazina 80% para a reagdo. Na reacdo, o éster sofre substituicdo
nucleofilica por adicdo-eliminacdo em carbono acilico. O carbono carbonilico que esta
deficiente de elétrons sofre o ataque nucledfilo da hidrazina, formando um
intermediario que dissociado, forma as amidas e ha eliminagdo de um grupo alcoxila
(SOLOMONS; FRYHLE, 2012).

6.1.2.1 Rendimentos e identificacdo da benzidrazida

A reacdo on pot para obtencdo da benzidrazida a partir do acido benzdico
resultou em rendimento (n), de 80,3%. Analisou-se a pureza da benzidrazida atraves

de analise de faixa de fusdo, comparando com dados da literatura.

Benzidrazida:

N: (80,3%)exp.; (67%)it.»

Faixa de fusdo: (108,2 — 110 °C)exp; (111 — 113 °C)jit+.
*Fonte: Beistein’s (1979).

O rendimento para o composto obtido foi superior ao encontrado na literatura e
a faixa de fusdo encontra-se bem proxima a faixa estipulada pela literatura. A

benzidrazida foi obtida e nesta condicéo foi utilizada na etapa subsequente.

6.1.3 Obtencéo de Base de Schiff

O derivado azometinico, base de Schiff, foi obtido por meio da reacdo de
condensacdo da benzidrazida obtida na etapa anterior com 5-nitro-2-furaldeido,
reacdo que se da através do mecanismo de adicdo nucleofilica para formacao de
ligagdo azometinica (SODERBERG, 2014).
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Figura 23 - Mecanismo de reacdo para obtencdo das bases de Schiff.
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Fonte: Soderberg (2014).

Para formacdo da base de Schiff ha, primeiramente, ataque nucleofilico da
amina primaria da benzidrazida ao carbono carbonilico proveniente do 5-nitro-2-
furaldeido em meio &cido, que é deficiente em elétrons. Apds o ataque, ha formacao
de intermediarios que propiciam a liberagdo de uma molécula de agua. A
desprotonacao do intermediario imina completa a reacdo em sua forma neutra, a base
de Schiff (SODERBERG, 2014).

6.1.3.1 Rendimentos e identificacdo da base de Schiff

A base de Schiff N-((5-nitrofuran-2-il)metileno)-benzidrazida obtida apresentou
n de 70% a partir da benzidrazida apds recristalizagdo em DMF apresentando a faixa
de fusdo aproximada a descrita na literatura.
- Base de Schiff: N-((5-nitrofuran-2-il)metileno)-benzidrazida
N: (70,0%)exp.; (86%)iit.»
Faixa de fusdo: (221 — 222 °C)exp.; (214 — 215 °C)jit+.
*Fonte: Beilstein’s (1979).

O composto foi identificado por RMN *H e 13C. As atribuicdes dos sinais foram
realizadas e estao condizentes com a literatura (NING, 2011; PALACE-BERL, 2017),

conforme demonstrado nos espectros.
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RMN H! com sinais caracteristicos do grupo amino (-NH) (ppm 12,1) e do

grupo azo (—-N=CH) (ppm 8,4) e sinais da presenca de dois hidrogénios

aromaticos, benzénicos furanicos, entre 7 e 9 ppm.

RMN C!3 com sinais caracteristicos dos carbonos do anel aromatico (ppm 132

-114); o carbono carbonilico de amida (ppm 163 — 162); o carbono azometinico

(ppm 136 — 134); e o carbono do anel furanico (ppm 152 — 151).

Figura 24 - Espectro de RMN *H do composto N*-((5-nitrofuran-2-il)metileno)-benzidrazida
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Fonte: O autor (2018).
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Figura 25: Espectro de RMN *3C composto N’-((5-nitrofuran-2-il)metileno) benzidrazida
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Fonte: O autor (2018).

6.2 OBTENCAO DAS NANOPARTICULAS

6.2.1 Experimentacao empirica

Obteve-se nanoparticulas de quitosana com o composto variando-se as
concentracdes de quitosana, surfactante, NaCl e tripolifosfato de sddio como forma
de experimentacédo empirica. Observou-se que concentracfes maiores de 2,5 mg/mL

de quitosana formou agregados poliméricos (nanoparticulas agregadas), portanto
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optou-se por utilizar a concentracédo de 2 mg/mL, em que observou-se a formacéo de
um coldide estivel e sem agregados poliméricos.

O surfactante Polissorbato 80 foi utilizado com o objetivo de solubilizacdo do
composto hidrofébico por solubilizacdo micelar, em que o composto fica inserido no
ndcleo oleoso das micelas. O Polissorbato 20 se mostrou imprescindivel na
formulag&o por evitar agregados poliméricos, portanto, foi mantido na formulacdo e
determinou-se uma concentracgao fixa para o Polissorbato 20 no sistema. O aumento
da estabilidade coloidal promovida pelo Polissorbato 20 se deve a sua adsorcéo na
superficie das nanoparticulas, que por efeito estérico proporciona 0 aumento da
distancia de particulas préximas, em que h& o enfraquecimento das forcas de van der
Waals entre elas, diminuindo a floculagdo (HORVOLGYI; KISS, 2008, DALTIN, 2011).
Por ter uma cauda hidrofébica maior que o Polissorbato 20, o Polissorbato 80 foi
utilizado para promover maior solubilizagdo do composto.

Além da solubilizacdo do composto com os Polissorbatos 20 e 80, foi
necessaria a insercao etanol como cossolvente para auxiliar na solubilizacéo e evitar
a precipitacdo dos cristais do composto.

Na experimentacdo empirica, o NaCl demonstrou aumentar a opalescéncia do
sistema e a estabilidade coloidal, conforme discutido no item 6.2.2. Além disso, o pH
foi um fator determinante para a formacéo e estabilidade das nanoparticulas. Em pH
abaixo de 5,0 ndo houve formacao coloidal, conhecido como efeito Tyndall, efeito
caracteristico de sistema coloidal que é a formacdo de suspensdo opalescente
(HORVOLGYI; KISS, 2008) e acima de pH 5,3 houve formacédo de agregados
poliméricos, portanto, utilizou-se pH 5,2 como padrdo para obtencdo das
nanoparticulas e o sistema coloidal final (apos adicdo de TPF) resultou em pH 5,5.

A melhor formulacdo encontrada de forma empirica que gerou os melhores
resultados encontrados desta etapa, ou seja, sem a presenca de agregacodes
poliméricas visiveis e com maior estabilidade esta descrita a seguir:

A solucéo de quitosana foi obtida a partir da massa de 12 mg de quitosana; o
volume de 6mL de solugéo de 0,1% de &cido acético; NaCl 0.9%; 0,5 mL de etanol;
0,76 mL de NaOH para ajuste de pH; 0,2 mL da solugéao do nitrocomposto em etanol
PA a 1 mg/mL; 0,1% Polissorbato 20 e 0,2% de Polissorbato 80 e o pH 5,2. A

concentracéo final de quitosana € de 2 mg/mL.
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Separadamente, a solucdo de TPF foi obtida a partir de 4 mg de TPF em 4 mL
de agua ultrapura e 0,9% de NaCl, com pH 8,5, resultando na concentracao de 1
mg/mL.

Filtrou-se as solucbes e realizou-se a mistura das solu¢des por gotejamento
lento (1,5 mL/min) da solugcédo de TPF na solugéao de quitosana sob agitacéo de 1.200
RPM.

Os resultados obtidos com esse experimento foram os seguintes:
- Tamanho médio (d.nm): 518,9 + 75,3

- PDI: 0,236 + 0,036

- Potencial zeta (Q): 45,4 + 3,45

- EE%: 9,10 + 3,2

Figura 26 — Diametro por intensidade das nanoparticulas obtidas a partir do

experimento empirico

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

Size (d.nm)

Fonte: O autor (2018).

O sinal mais significativo representa a maior populacdo de nanoparticulas e o
segundo sinal a direita representa possivelmente uma pequena populacao de maior
agregacao polimérica em forma de microparticulas. Para a aplicacao topica que € o
objetivo deste trabalho, a populagcédo de microparticulas ndo é um problema, uma vez

que ndo se deseja distribuicdo sistémica, mas apenas a acao local.
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6.2.2 Planejamento fatorial para otimizacdo do processo de obtencdo das
nanoparticulas de quitosana com o analogo N*-((5-nitrofuran-2-il)metileno)-

benzidrazida (Nps-H)

O planejamento fatorial foi realizado para identificar as melhores condi¢des
para a obtencdo das nanoparticulas, como o tamanho, estabilidade e aumento da
EE%. Os fatores escolhidos para o planejamento fatorial foram as variacbes de
concentracfes de NaCl e Polissorbato 80 nas solucfes de quitosana e TPF. O NaCl
mostrou mudancga significativa na aparéncia e estabilidade dos coldides, em que
observou-se que o aumento de NaCl tornava o coldide bastante estavel comparando-
se com os coldides sem surfactante e sem NaCl, aléem de o coloide obtido ser
aparentemente mais opalescente do que os coldéides sem NaCl, conforme a
experimentacao empirica realizada neste trabalho e em experimentos realizados em
trabalhos anteriores (GONZALES, 2015). A concentracao do surfactante Polissorbato
80 foi experimentado para avaliar sua influéncia na estabilidade dos coldides e por
aumentar a solubilidade do composto, avaliar se altera a EE% pelas nanoparticulas
de quitosana (FONSECA, 2015; PARVEEN, MISRA, SAHOO, 2012).

Na Tabela 4 apresenta-se os dados resultantes do planejamento fatorial.
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Tabela 4 - Planejamento fatorial para obtencdo das nanoparticulas de quitosana com o composto (Nps-H) variando a

concentracao de NaCl e Polissorbato 80.

indice de

Tamanho por

Eficiéncia de

) NaCl Polissorbato 80 o Tamanho por namero . ) Tamanho médio  Potencial Zeta
Experimento Polidisperséo intensidade Encapsulacéo
% % (d.nm) (d.nm) Q)
(PDI) (d.nm) %

1 0 0,2 0,211+ 0,110 188,83 + 57,50 321,6 £29,81 277,16 + 30,90 35,06 + 7,07 41,11+7,1
5 0 0,1 0,228 + 0,029 260,40 £ 63,39 299,23 + 8,60 297,70 £ 60,98 35,13+7,88 42,28 £6,2
6 0 0 0,180 + 0,004 241,40 £ 18,36 362,43 £ 19,90 321,50 + 16,80 37,33+5,79 48,07 + 8,8
8 0,45 0,2 0,285 + 0,087 320,56 + 25,77 554,93 + 28,85 496,63 + 41,43 41,93 +2,72 28,6 £5,2
3 0,45 0,1 0,218 + 0,018 308,20 + 18,07 549,5 *+ 45,23 460,76 + 25,73 44,13 +£2,04 26,54 +£7,2
9 0,45 0 0,230 + 0,036 326,90+ 7,42 657,8 £ 78,50 523,06 + 50,90 43,46 + 0,51 82+7.8
4 0,9 0,2 0,236 + 0,036 355,63+ 17,88 619,43 + 83,51 518,93 + 75,31 45,4 + 3,45 9,10+4,3
2 0,9 0,1 0,256 + 0,029 325,40 + 32,50 740,0 £ 38,50 581,86 + 35,83 43,13 +2,40 27,09 £10,3
7 0,9 0 0,196 + 0,040 359,70 + 86,20 528,4 + 51,40 457,90 + 75,30 47,05 + 0,63 3,78+49

*os desvios de todas as medidas foram calculados pela média de experimentos realizados em triplicatas.



Figura 27 — Diametros médios por intensidade das Nps-H dos experimentos 1, 2, 3 e 4 do planejamento fatorial.
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Cont. Figura 27 — Diametros médios por intensidade das Nps-H dos experimentos 5, 6, 7, 8 e 9 do planejamento fatorial

Fonte: O autor (2018).
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Figura 28 - Diagrama de Pareto: Avaliacao de influéncia de variaveis de concentracdo de NaCl e Polissorbato 80 (Tween 80) e interacao

[NaCl]*[Tween 80] na caracterizacdo de Nps-H.
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Fonte: O autor (2018).

Figura 29 - Superficie de Resposta para a avaliagdo da influéncia das concentragdes de NaCl e Polissorbato 80 (Tween 80) nas respostas

estudadas.
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Fonte: O autor (2018).
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A respeito dos resultados demonstrados na Tabela 4, os indices de
polidispersdo se mostraram inferiores a 0,3, tendo em vista que nanoparticulas para
uso farmacéutico devem obedecer a uma homogeneidade de tamanho que permita
liberacdo de farmaco e forma de acdo homogénea, portanto, o indice de polidispersao
recomendado é a que resulta em graficos monomodais de tamanhos e no maximo
bimodais com pouca variacdo de tamanhos no sistema, dependendo da aplicacao
farmacéutica do produto (SANCHEZ-DOMINGUES; RODRIGUEZ-ABREU, 2016).
Para a aplicacao topica no contexto deste trabalho, acredita-se que a homogeneidade
de tamanhos no sistema ndo é um parametro muito relevante em termos de
comprometimento da atividade farmacoldgica, uma vez que ndo se deseja a
distribuicdo sistémica das nanoparticulas, mas apenas uma acao local.

O potencial zeta dos testes resultou em valores positivos acima de +30 mV,
demonstrando a alta estabilidade dos coloides, devido a alta repulsdo eletrostatica
entre as particulas (SANCHEZ-DOMINGUES; RODRIGUEZ-ABREU, 2016).

Conforme os gréficos apresentados na Figura 27, observa-se pequena variagao
no tamanho das nanoparticulas, em que as curvas se mostram estreitas em relacdo a
variacdo de tamanho. Porém, os gréficos 2, 3. 4 e 9 mostraram pequeno sinal de uma
populacdo de nanoparticulas maiores, perto de 1 um. Esses sinais provavelmente séo
atribuidos a possiveis agregados poliméricos no sistema em pouca quantidade. Para
0 objetivo de aplicacdo das Nps-H, as nanoparticulas ndo devem ter absorcao
sistémica, mas apenas acao no local da leséo, assim, elas ndo necessitam ser muito
pequenas e ndo h& problema em haver alguns agregados poliméricos. As
nanoparticulas apresentaram o didmetro maior que 200 nm, impossibilitando sua
distribuicao sistémica (GAUMET et al., 2008).

O Diagrama de Pareto realizado demonstra os fatores que influenciam nas
respostas estudadas, em que assume-se a probabilidade de significancia de até 5%
para as respostas. O Diagrama de Pareto mostra que trés das quatro respostas
(tamanho (d.nm), potencial zeta ({) e eficiéncia de encapsulagdo (EE%)) séo
influenciadas pela variacdo de NaCl com probabilidade de significancia menor que 5%
e conforme os graficos de superficie € possivel inferir que Tamanho (d.m) por
intensidade e o potencial zeta aumentam e a EE% diminui conforme o aumento da
concentracdo salina (NaCl) e o indice de polidispersdo (PDI) ndo é influenciado

significativamente por estes fatores.
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Em relagdo ao aumento do tamanho das particulas com o aumento da
concentracdo de NaCl, estudos realizados por Xiong et al. (2004) demonstram que a
forca idnica do sistema, induzida pela salinidade promove o aumento do tamanho das
particulas devido a desestabilizacdo das cargas das particulas pelo aumento da
blindagem eletrostatica, favorecendo o ajuntamento das cadeias de quitosana e
assim, formacéo de nanoparticulas de tamanhos maiores, além da forca osmatica da
agua gue ocasiona o entumecimento das nanoparticulas. O aumento do tamanho das
nanoparticulas justifica o aumento da opalescéncia do sistema observado na
experimentacdo empirica com o aumento da concentragdo de NacCl.

Os resultados do planejamento fatorial demonstraram que o aumento da
concentracao salina aumenta o potencial zeta (), porém, alguns estudos realizados
por Mao et al. (2000) e Xiong et al. (2004) demonstraram que o aumento da
concentracdo salina no sistema causa uma blindagem nas cargas positivas da
superficie da particula, diminuindo o potencial zeta.

Os resultados apresentados nestes artigos podem estar se referindo a medida
de potencial zeta realizada com as nanoparticulas dispersas em solucdo salina,
diferente das medidas realizadas neste trabalho, que foram obtidas em solug&o salina,
porém lavadas com agua ultrapura antes das medidas de potencial zeta. O aumento
da forca ibnica ocasionada pelo aumento da concentracdo salina nas camadas de
polimero das nanoparticulas ocasiona diminuicdo do pH proximo as cargas
superficiais, pelo aumento da solvatacdo na superficie das nanoparticulas pela agua,
aumentando a protonacdo da quitosana nas superficies das particulas e,
consequentemente, aumento do potencial zeta () (IRIGOYEN et al.,, 2009). O
aumento do potencial zeta com o0 aumento da concentracao de NacCl justifica o porqué
do aumento da estabilidade do sistema coloidal observado na experimentacéo
empirica.

Em relacéo a eficiéncia de encapsulacéo, primeiramente, notou-se que o NaCl
interfere diretamente na quantidade de composto que fica retido no filtro hidrofilico na
etapa de filtracdo da solucdo de quitosana. Foram realizadas analises
espectrofotométricas no UV/VIS a 370 nm em que se mediu a absorbancia antes e
depois da filtracdo da solucdo de quitosana com os devidos componentes de acordo

com o planejamento fatorial (antes de adicionar o TPF). A Tabela 5 mostra a
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porcentagem de composto que ficou retida no filtro nessa etapa e quanto realmente
restou para encapsulacao.

Tabela 5 - Concentracdo de composto disponivel para nanoencapsulacdo apos

filtracao.

) Polissorbato 80 Composto retido  Composto disponivel
Experimento NaCl (%)

(%) no filtro (%) para encapsulacéo (%)
1 0 0,2 0 100
2 0,9 0,1 5,72 94,27
3 0,45 0,1 19,14 80,85
4 0,9 0,2 0 100
5 0 0,1 8,08 91,92
6 0 0 7,15 92,50
7 0,9 0 39,30 60,70
8 0,45 0,2 12,28 87,71
9 0,45 0 44,20 55,79

Fonte: O autor (2018).

Analisando a Tabela 5, pode-se inferir que 0s experimentos com maior
concentracdo salina e sem Polissorbato 80 (experimento 7 e 9) demonstraram a maior
retencdo do composto no filtro. A eficiéncia de encapsulacdo do composto foi
calculada descontando a quantidade de composto retida no filtro.

Baseando-se na literatura, O Polissorbato 20 e o Polissorbato 80 estdo acima
da CMC (concentracdo micelar critica) no sistema, ou seja, supde-se que esteja
ocorrendo a formacgéo de micelas de Polissorbato 20 (CMC = 60 uM) e Polissorbato
80 (CMC = 12,2 uM).

O composto testado, com carater hidrofébico, possui afinidade com a porgéo
hidrofébica da cadeia carbbnica dos surfactantes na solucdo, podendo estar inserido

no interior das micelas, conforme a Figura 30.
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Figura 30 - Estrutura de uma micela com farmaco hidrofobico

Fonte: Adaptado de Daltin (2011).

As micelas de Polissorbato 20 e Polissorbato 80 podem estar arranjadas de
forma mista, além disso, espera-se que cadeias lipofilicas maiores como o
Polissorbato 80, proporcione maior solubilizacdo do composto lipofilico (DALTIN,
2011).

Neste contexto, a passagem do composto hidrofébico pelo filtro hidrofilico s6 é
possivel pela solubilizagdo micelar, o que é dificultado pela presenca de NaCl.

A grande diferenca na eficiéncia de encapsulacédo com 0,9% NaCl (experimento
7) = 3% e sem NaCl (experimento 6) = 48%, demonstra que o efeito do NaCl é negativo
para a EE%.

O Polissorbato 80 ndo monstrou interferéncia nas caracteristicas finais das
Nps-H, desta forma, concluiu-se os estudos com o Polissorbato 20 que estd na
solucéo base de quitosana na concentracdo 1,15 mM, que se mostra essencial para
a estabilidade das Nps-H e solubilizacdo do composto sem a presenca de NaCl,
condicdes experimentais referentes ao Experimento 6 (0% NaCl e 0% Polissorbato
80).

Para o entendimento desses resultados, foram realizados experimentos
complementares que demonstrassem a importancia das micelas de Polissorbato 20
na encapsulacdo do composto pelas nanoparticulas de quitosana e o que o NacCl
interfere nessa encapsulagao. Os experimentos foram realizados para evidenciar que
h& adsorcdo do surfactante nas nanoparticulas, bem como a encapsulagdo das
micelas contendo o composto pelas nanoparticulas de quitosana.

A Tabela 6 demonstra que ha grande aumento do diametro das nanoparticulas

obtidas com Polissorbato 20 em relacdo a nanoparticulas sem ele, evidenciando a
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encapsulacdo de micelas e mon6meros do surfactante nas nanoparticulas de
quitosana.

Tabela 6 - Tamanho e indice de polidispersdo (PDI) das nanoparticulas com e
sem Polissorbato 20.

Experimento Tamanho médio (d.nm) PDI
NPs vazias s/ T20 209,2 £ 1,7 0,157 £ 0,02
NPs vazias ¢/ T20 320,2+3,1 0,202 £ 0,01

Nps-H c/ T20 (Exp. 6) 3215+3.22 0,180 + 0,01

* Os desvios foram calculados baseando-se na média de trés medidas do equipamento (DLS).

As estruturas micelares de Polissorbato 20 foram identificadas no sistema por
DLS antes da adicao do TPF, ou seja, 1,15 mM de Polissorbato 20 na solucéo base
de quitosana e o tamanho das micelas por nUmero com composto e sem composto
no sistema foi ambas de 11,9 d.nm e micelas com composto na presenca de 0,9% de
NaCl nesta solucao foi de 8,6 d.nm.

Figura 31 - Tamanho por nimero das micelas com composto (A), micelas sem composto (B)
e micelas com composto na presenca de 0,9% de NaCl (C)
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Fonte: O autor (2018).
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Além disso, para comprovar a adsor¢ao de Polissorbato 20 nas nanoparticulas,
calculou-se a eficiéncia de encapsulagao para o Polissorbato 20 (concentracao inicial
de 1,6 mM) na presenca de NaCl e sem NaCl. Foi construida uma curva de calibracao
a 200 nm em espectrofotometria UV que foi construida adicionando diferentes
concentracdes de Polissorbato 20 no sobrenadante de nanoparticulas vazias sem o
tensoativo como componente da formulacdo. A eficiéncia de encapsulacéo foi

calculada pelo método indireto (Equacéo 3).

Figura 32 - Curva de calibracdo em espectrofotdmetro em diferentes concentragcdes de
Polissorbato 20 a 200 nm para determinacdo da EE% do tensoativo.
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Fonte: O autor (2018).

Tabela 7 - Avaliacdo da EE% de Polissorbato 20 com e sem NacCl.

Experimento EE% do Polissorbato 20
Nps-Cs com NaCl 91,6%
Nps-Cs sem NaCl 87,0%

Fonte: O autor (2018).

Sabe-se que os surfactantes ndo-idnicos como os polissorbatos, ndo possuem
cargas verdadeiras na porcao hidrofilica, portanto, possui baixa interagdo com outros
componentes da formulacdo, porém, podem realizar interacées de van der Waals e
serem adsorvidos na superficie de polimeros, devido a presenca dos grupos ricos em
oxigénio na regido polar da cadeia polioxietilenica dos polissorbatos, como adsor¢éo
em silicas e quitosana com cargas positivas (DALTIN, 2011).

A EE% do Polissorbato 20 com e sem NaCl demonstra que ndo ha interferéncia
deste sal na adsorcdo do Polissorbato 20. Assim, podemos inferir que o NaCl ndo

interfere na encapsulagéo do composto pela diminuicdo da encapsulagao das micelas
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+ composto pelas nanoparticulas. Outro mecanismo esta envolvido na diminui¢do da
EE% do composto testado na presenca de NaCl, que ainda n&o sao conclusivos.
Contudo, podemos acrescentar algumas hipoteses no momento:

Na presenca de NaCl o composto hidrofdbico fica para fora das micelas e fica
retido no filtro hidrofilico e assim, sua encapsulagéo é dificultada uma vez que existe
interacdo dos grupos etoxilados da micela com as cargas positivas da quitosana e
sem estar inserido na micela, o composto é pouco encapsulado.

Conforme estudos realizados por Molina-Bolivar, Charlton e Doherty (2000) e
Aguiar e Ruiz (2001) na presenca de eletrolitos de maior forga idnica como NaCl e
KCI, micelas de Triton X-100 (surfactante ndo-iénico) sofrem um fenémeno fisico ndo
termodinamico, mas hidrodindmico. A micela aumenta de volume, pela agregacéo de
mais mondmeros da solucdo para a formacédo micelar e ao mesmo tempo, ha um
influxo de agua, para dentro da micela, de forma hidrodindmica. Esse fendmeno
ocorre por que a desidratacdo das cabecas polares, ocasionada pela solvatacdo dos
ions dos eletrdlitos pela agua, torna a superficie polar da micela ligeiramente rugosa
e flexivel, devido ao colapso das cadeias polares ocasionada pela presenca de
eletrdlitos, possibilitando o influxo de agua, que néo é regido termodinamicamente,
mas sim hidrodinamicamente. Neste contexto, é possivel que esse influxo de agua
lance o composto apolar para fora da micela e até mesmo o impeca de entrar, efeito
conhecido como salting-out, diminuindo sua interagdo e encapsulacdo nas
nanoparticulas da quitosana, comparando-se com 0 composto inserido no nudcleo
micelar (Figura 33).

Vale ressaltar, no entanto, que a discusséao a respeito da influéncia do NaCl na
EE% do composto ainda ndo sao conclusivos, carecendo de estudos mais

aprofundados.
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Figura 33 - Possivel formacao das nanoparticulas e encapsulagdo do composto com e

sem NaCl no sistema.
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Fonte: O autor (2018).

6.3 ENSAIO BIOLOGICO

6.3.1 Determinagéo da resisténcia das cepas de S. aureus

Determinou-se a resisténcia das cepas de S. aureus hVISA e ORSA pelo método de

disco-difusdo utilizando os discos de vancomicina 30 pg e oxacilina 1 ug.

Figura 34 - Ensaio de disco-difuséo frente as cepas ORSA e hVISA.
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Fonte: O autor (2018).
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Conforme normas da ANVISA (2003), para classificar cepas resistentes de
Staphylococcus aureus a oxacilina, o halo de inibicdo deve ser menor que 10 mm,
para cepas de resisténcia intermediarias o halo deve estar entre 11 e 12 mm e para
cepas sensiveis o halo deve estar acima de 13 mm. Conforme a Figura 34, ndo houve
halos de inibicdo para oxacilina 1 ug, demonstrando que as cepas ORSA e hVISA sdo
totalmente resistentes a oxacilina.

Para classificar cepas resistentes de Staphylococcus aureus a vancomicina,
segundo a ANVISA (2003), os halos de inibicdo devem ser menores que 17 mm e
para cepas sensiveis, os halos devem ser maiores que 21 mm. Os halos de inibicao
apresentaram o tamanho de 6 mm para ambas as cepas, demonstrando o carater de

resisténcia das cepas frente a vancomicina 30 ug.

6.3.2 Determinacdo da concentracao inibitéria minima

Realizou-se a determinacdo da concentracdo inibitéria minima do composto
livre, das Nps-H e das Nps-Cs frente as cepas de S. aureus ATCC 29213, hVISA e
ORSA utilizando o corante purpura de bromocresol como indicador de crescimento
bacteriano e manitol como fonte de carboidrato. A variacdo de coloracdo esta
relacionada com a mudanca de pH do meio pela formacdo de &cido piravico,
proveniente do metabolismo do carboidrato, mudando a cor de roxo para amarelo. A
Concentracgdao Inibitéria Minima (CIM) foi determinada como a ultima concentragdo em

que ndo houve crescimento bacteriano (Ultimo pogo roxo).
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Figura 35 - Concentracao inibitéria minima do composto livre (C-H), das nanoparticulas com
composto (Nps-H) e das nanoparticulas vazias (Nps-Cs) frente as cepas de Staphylococcus

aureus.

A)

C-H (uM)

OSWA%Y 42

(A) ATCC 29213; (B) hVISA e (C) ORSA. Todas as microplacas obedecem ao mesmo layout e a CIM

esta demarcada em vermelho.

*Todos os testes foram realizados em triplicata.

Tabela 8 — Concentracdo Inibitéria Minima do C-H, Nps-H e Nps-Cs frente as
cepas de S. aureus ATCC 29213, hVISA e ORSA.

Concentracdo inibitdria minima (pug/mL)

Cepa cH Nps-H Nps-H Nps-Cs
Conc. C-H Conc. Nps
ATCC 29213 1,42 -1,55 0,42 - 0,52 10,95 - 14,61 24,26 — 40,43
hVISA 1,42 - 1,55 0,78 - 0,91 14,61 -21,91 24,26 — 32,34
ORSA 2,20 -2,33 0,65 -0,78 18,26 — 21,91 24,26 — 32,34

Fonte: O autor (2018).
C-H: composto isolado; Nps-H:

nanoparticulas de quitosana vazias.

nanoparticulas de quitosana com composto; Nps-Cs:

Pode-se inferir que, conforme os resultados apresentados na Tabela 8, a acéao

antimicrobiana do composto foi aumentada quando encapsulado nas nanoparticulas
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de quitosana. Os resultados apontam que a atividade das Nps-H € aproximadamente
2 vezes maior que das Nps-Cs frente a S. aureus ATCC 29213, hVISA e ORSA em
relacdo a concentracéo total de nanoparticulas e aproximadamente 60 vezes mais
ativo que as Nps-Cs em relagdo a concentracdo composto. Além disso, 0 composto
encapsulado nas Nps-H se mostrou 2 a 3 vezes mais ativo que o composto livre (C-
H) frente as cepas testadas.

Com os resultados apresentados, pode-se dizer também que ha,
possivelmente, uma agao antimicrobiana sinérgica do composto e da quitosana frente
as cepas. O mecanismo dessa acao pronunciada ainda € desconhecido, porém pode-
se supor que o composto pode ser melhor apresentado ao seu alvo se inserido nas
nanoparticulas, devido a escala nanométrica e o aumento da dispersdo e
disponibilidade do composto neste sistema, podendo propiciar maior permeabilidade
nas células bacterianas. Essa permeabilidade pode ser atribuida a maior interacao
das cargas da quitosana com as membranas bacterianas, liberando o composto
diretamente na célula bacteriana ou a liberagdo do composto e desagregacao das
cadeias de quitosana no meio e assim exerceram sua atividade antibacteriana de
forma conjunta, resultando em uma atividade mais pronunciada.

A acdo sinérgica entre a quitosana e o composto nas Nps-H é resultado de
importancia consideravel quando se diz respeito a resisténcia bacteriana, pois agentes
de acao conjunta com distintos mecanismos de acao podem reduzir significativamente
0 aparecimento de mecanismos de resisténcia bacteriana, pois as respostas celulares
de resisténcia sdo cercadas e inibidas de formas distintas pelos dois agentes
antimicrobianos (BOLLENBACK, 2015).

6.4 ANALISES TERMICAS

Para o processo de liofilizacdo, € necessario estabelecer alguns parametros
fisicos, como as temperaturas de transicdo vitrea, temperatura de colapso e
temperatura eutética (Tg’, Tcol e Teut), visando um processo de liofilizac&o eficiente,
com produto final de baixa umidade residual e sem colapso da estrutura. Para
determinacdo dessas temperaturas, foram realizadas as analises de DSC e a

Criomicroscopia.
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As andlises de DSC foram realizadas para a determinacdo das temperaturas
de transicao vitrea e temperaturas eutéticas das amostras de Nps-H e Nps-H com
diferentes excipientes escolhidos para o processo de liofilizacao (glicina, lactose e

sacarose) em diferentes concentra¢cdes cada, a saber: 2,5%, 5% e 10%.



Figura 36 — Temperaturas de transicado vitrea (A, B e C) e Temperaturas eutéticas (D, E e F).
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Figura 37 - Determinacdo das temperaturas de colapso das amostras por microscopio optico acoplado a camara de liofilizag&o.
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A amostra de glicina 5% apresentou a maior temperatura de transicao vitrea e
a amostra de glicina 10% a maior temperatura de colapso. Sabe-se que, a secagem
primaria deve ocorrer abaixo da temperatura de transicdo vitrea e da temperatura de
colapso da amostra, com o objetivo de manter a estrutura seca do cake integra.
Secagens que ocorrem acima da Tg’ e Tcol podem ocasionar o colapso da estrutura
devido a alta mobilidade da agua acima dessas temperaturas, proporcionando a
desestabilidade da estrutura (JENNINGS, 2008).

Tabela 9 - Comportamento térmico das Nps-H com diferentes excipientes.

Excipiente Concentracéo (%) Teut (°C) Tg’ (°C) Tcol (°C)
10% - -38.8 -35.5
Lactose 5% -3.4 -39.9 -28.0
2,5% -2.4 -44.4 -37.3
10% - -35.0 -26.4
Sacarose 5% - -35.0 -26.6
2,5% - -37.0 -23.2
10% - -37.0 -3.9
Glicina 5% -5.2 -24.0 -11.3
2,5% -7.8 - -38.5
Agua - 1.4 - -24.3

(-) amostras que ndo apresentaram comportamento térmico
Fonte: O autor (2018).

Sabe-se que, quanto maior as temperaturas de transi¢ao vitrea e de colapso
em maior temperatura pode ocorrer a secagem primaria, economizando tempo e
custos do processo (JENNINGS, 2008). Neste contexto, pode-se dizer que as
amostras de melhor custo beneficio para o processo de liofilizacdo sdo as amostras

de Nps-H em glicina 5% e 10%.

6.5 LIOFILIZACAO DAS Nps-H

Com o objetivo de obter uma formulacdo de maior estabilidade fisico-quimica e
microbiolégica, que mantenham as caracteristicas do sistema coloidal, optou-se por
liofilizar as Nps-H. A liofilizacdo retira a agua do sistema pelo processo de

sublimagéo, mantendo as caracteristicas originais do produto.
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As amostras de Nps-H e Nps-H com glicina, lactose e sacarose, ambas nas
concentracdes de 2,5%, 5% e 10% foram liofilizadas a -40 °C & 100 mTorr e foram
mantidas sob pressao reduzida nos vials. A Figura 38 mostra a aparéncia dos cakes

resultantes do processo de liofilizagao.

Figura 38 - Aparéncia dos cakes dos produtos liofilizados Nps-H, Nps-H glicina, lactose e
sacarose a 2,5%, 5% e 10%.

Fonte: O autor (2018).

Os cakes de glicina apresentam aparéncias elegantes e uniformes, sem
craguelamentos ou encolhimentos. Os cakes de lactose apresentam o fenébmeno de
vulcanizacéo, ou seja, formacgédo de um pequeno pico no centro do cake. Além disso,
observou-se leve encolhimento e craquelamento das amostras de lactose. As

amostras de sacarose apresentaram acentuado craquelamento.
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O encolhimento e craquelamento dos cakes ocorre devido a perda de volume
do cake em que ha afastamento das paredes do vial, podendo ser a primeira
manifestacédo de colapso, porém, a maioria dos encolhimentos ndo estao associados
a esse colapso (PATEL et al., 2017).

O encolhimento e o craquelamento estdo associados ao mesmo fendmeno
fisico, porém com manifestacdes de aparéncia distintas. O encolhimento ocorre
guando h& presenca de agua ndo congelada no sistema e na secagem primaria, a
saida de agua ndo congelada ocasiona um estresse que promove a contracdo ou
craguelacdo do cake. O encolhimento ocorre quando ha concentragcbes menores de
excipientes e o craquelamento ocorre com concentragdes maiores de excipiente. Esse
fenbmeno é explicado pelo aumento da fragilidade do excipiente em altas
concentracOes (PATEL et al., 2017).

O fenébmeno de vulcaniza¢cdo aparece como um pequeno pico no centro e em
cima do cake e ocorre dependendo do supercongelamento e o método de solidificacédo
da matriz (de baixo para cima ou congelamento radial), impactando na formacéo dos
cristais de gelo e na aparéncia dos cakes. O mecanismo de formacédo dos vulcdes é
a expansdo da matriz congelada no interior do congelamento radial. Se a matriz
congelada ndo se adere as paredes do vial, a expansdo nao ocorre para os lados e
sim para cima, formando o pequeno pico (PATEL et al., 2017).

Em geral, a qualidade do cake ndo € interferida pelo encolhimento,
craquelamento e a presenca de “vulcbes”. Esses problemas s&o considerados
aceitaveis, pois normalmente ndo estdo associadas ao colapso do produto. O Unico
fator limitante para o encolhimento e o craquelamento é o possivel desmanche do
cake no transporte e manuseio dos produtos (PATEL et al., 2017).

Os cakes liofilizados foram ressuspensas em agua ultrapura para avaliacdo das
caracteristicas das Nps-H apds o processo de liofilizacdo, conforme demonstrado na
Figura 39 e Tabela 10.



Figura 39 - Coldides resultantes da ressuspensao dos cakes liofilizados.

Nps-H

Nps-H glicina 2,5% J| Nps-H glicina 5% | Nps-H glicina 10%

Fonte: O autor (2018).
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Tabela 10 - Caracteristicas das Nps-H apds ressuspensao do produto liofilizado.

o Tamanho médio Potencial zeta Umidade
Amostras liofilizadas IPD ]
(d.nm) (mV) Residual (%)
Nps-H N&o ressuspendeu - - 3,5
. 607,0 £ 21,5
Nps-H glicina 2,5% 0,765+ 0,19 +12,9+ 4,75 3,55
(agregados)
- 352,4£5,23
Nps-H glicina 5% 0,440 £ 0,09 +16,4 + 4,64 2,49
(agregados)
Nps-H glicina 10% 305,1 + 3,24 0,251 £ 0,021 +20,3+4,31 2,18
Nps-H lactose 2,5% 295,5+4,21 0,239 £ 0,034 +31,1+5,31 3,67
Nps-H lactose 5% 299,2 + 2,49 0,228 £ 0,018 +29,7 £ 4,24 2,80
Nps-H lactose 10% 336,7 £ 3,29 0,259 £ 0,016 +20,9 £ 4,68 1,38
Nps-H sacarose 2,5% 317,4 + 2,23 0,233+ 0,019 +33,0 + 6,26 5,41
Nps-H sacarose 5% 331,1+45 0,229 + 0,035 +31,8£5,13 3,73
Nps-H sacarose 10% 347,1 £ 2,56 0,253 £ 0,024 +22,6 £ 4,39 3,13
Amostra antes da liofilizagcéo
Nps-H originais 321,50 + 16,80 0,180 = 0,004 37,33+5,79 -

Fonte: O autor (2018).

Conforme mostra a Tabela 10, todas as amostras de Nps-H lactose e sacarose
ressuspensas demonstraram que 0S excipientes preservaram as caracteristicas e
estabilidade fisico-quimicas das Nps-H, ainda que nas concentraces maiores (10%),
o potencial zeta foi diminuido significativamente, provavelmente devido a alta
interacdo dos excipientes com as particulas, blindando as cargas positivas da
quitosana.

Os cakes de Nps-H e Nps-H glicina 2,5% e 5% resultaram na formacéo de
agregados apoOs ressuspensdo, alterando significativamente as caracteristicas
originais das Nps-H. O motivo para a autoagregacao das particulas na amostra de
Nps-H apOs ressuspensdo se deve ao fato de que as Nps-H ndo possuem um
excipiente substituto para a agua para realizar interagdes intermoleculares,
promovendo a agregacao das particulas.

O efeito de autoagregacgao nas amostras de Nps-H glicina 2,5% e 5% se deve

provavelmente, ao fato de que a glicina esta ionizada. Esta ionizagcdo em pH neutro
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possibilita intera¢des intermoleculares mais fortes do grupo carboxila negativamente
carregado da glicina com as nanoparticulas positivas, o0 que ndo ocorre com 0S
excipientes lactose e sacarose que nao estdo ionizados e entdo realizam apenas

interacOes de hidrogénio com as particulas pela presenca das hidroxilas (Figura 40).

Figura 40 - Estruturas quimicas dos excipientes utilizados no processo de liofiliza¢ao.
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Fonte: Solomons e Fryhle (2012).

As interagOes i0nicas realizadas entre a carboxila da glicina e as aminas
protonadas das Nps-H, provavelmente envolvem toda a superficie das particulas e as
aminas ionizadas da glicina circuncidam a superficie para fora. A amina protonada da
glicina possui uma forca i6nica positiva menor, devido a atragdo do proton aminico
pelo grupo carboxila negativo. Esse fendbmeno é uma hipotese do motivo pelo qual o

potencial zeta pode ter diminuido conforme mostra os resultados na Tabela 10.

Figura 41 - Representacao das interac6es entre as moléculas de glicina e as Nps-H.
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Fonte: O autor (2018).

Em relagdo a umidade residual, altas taxas de umidade residual em produtos
liofilizados levam a instabilidade e baixa conservacdo do produto. Na etapa de
secagem primaria, toda a agua livre € retirada, porém a agua ‘ligada” é retirada

apenas na secagem secundaria, sendo esta Ultima etapa, essencial para preservagao
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do produto. Amostras liofilizadas de boa qualidade ndo devem exceder 5% de
umidade residual.

Exceto a amostra Nps-H sacarose 2,5% (5,4% de umidade residual), todas as
amostras se mostraram dentro do limite aceitavel de umidade residual para produtos
liofilizados (TATTINI JUNIOR; PARRA; PITOMBO, 2006).

Em relag&o ao uso de agucares como sacarose e lactose como excipientes em
formulacdes antimicrobianas, deve-se ressaltar que o uso desses agucares ndo sao
contraindicados no que se diz respeito a possibilidade de favorecer o aumento do
crescimento bacteriano e assim, promover a piora das infec¢des. Estudos realizados
por Collins et al., (2011) mostraram que 0 uso de acucares conjuntamente com
agentes antimicrobianos proporciona a diminuicdo da reincidéncia de infeccdes
multirresistentes. O mecanismo proposto para isto é que as bactérias latentes em uma
infeccdo podem nao ser atingidas pelos antimicrobianos. Os agucares por sua vez,
podem promover o estimulo de crescimento dessas bactérias latentes que, tornando-
se bactérias viaveis, ficam susceptiveis aos agentes antimicrobianos (CAIN, 2011).

Neste ponto de vista, espera-se que 0s excipientes utilizados neste trabalho
possam ser uma ferramenta de auxilio no combate da reincidéncia das infec¢des

multirresistentes.

6.6 ANALISE DE MORFOLOGIA E SUPERFICIE POR MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA (MEV)

As Nps-H e Nps-Cs foram analisadas por microscépio eletrénico de varredura
e foram observadas diferencas de tamanho entre elas, em que as Nps-Cs variam
aproximadamente de 360 d.nm a 750 d.nm e as Nps-H variam de 240 d.nm a 650
d.nm. Além disso, foram observadas diferencas na morfologia e superficie das Nps-H
e Nps-Cs.

As Nps-Cs apresentam morfologia de bordas regulares e totalmente esféricas
e superficie lisa. As Nps-H apresentam morfologia de bordas mais irregulares, sem
muita definicAo, embora possam ser classificadas como nanoparticulas esféricas.
Além disso, as Nps-H apresentam superficie aparentemente mais enrugada. Essas
imagens demonstram mais uma evidencia de que o composto estd nas Nps-H,

podendo estar no interior e/ou na superficie das nanoparticulas (Figura 43). Os
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diametros das Nps-H analisados nas imagens de MEV (média de aproximadamente
450 d.nm) demonstram que as Nps-H sdo maiores do que os diametros analisados
por DLS (média de 321 d.nm). As Nps-Cs nas imagens de MEV sdo maiores (média
de aproximadamente de 450 d.nm) do que os diametros analisados por DLS (320
d.nm).

Além das analises das Nps-H e Nps-Cs, realizou-se as analises de morfologia
da formacédo amorfa ou cristalina dos excipientes apos o processo de liofilizacdo. Os
cristais de sacarose sdo bem formados e definidos, os cristais de glicina, embora
mostre uma certa organizacdo, apresentam aparéncia pseudo-amorfa. J4 a lactose
apresenta estrutura amorfa, sem organizacao definida, como mostra a Figura 44.

As organizacdes dos cristais dos diferentes excipientes demonstram alterar a
estrutura do cake, em que a estrutura mais cristalina e rigida da sacarose resultou em
cakes craquelados. Pode-se dizer que a organizagao mais “dura” e rigida dos cristais
dificultam a formac&o dos poros para a saida de agua, resultando no craquelamento
do cake maior umidade residual, como a amostra de Nps-H sacarose 10% que obteve
a umidade residual superior a 5%. A primeira imagem de (A) apresentou manchas que
poderiam ser nanoparticulas nos cristais de sacarose, porém como mostra a
aproximacéo da imagem, sao apenas manchas do recobrimento da amostra. N&o foi
possivel detectar as nanoparticulas com os excipientes liofilizados, pois as estruturas
dos excipientes sdo bastante volumosas comparando-se as nanoparticulas, ocupando
grande parte do campo de visao.

E importante ressaltar que o feixe de elétrons que passa pela amostra no
processo de leitura apresenta temperatura bastante elevada, porém nédo altera a
morfologia das particulas por fusdo, uma vez que a quitosana ndo funde,
apresentando apenas temperatura de decomposicédo a 300 °C (SHENDE; YADAVA,
PATIL, 2014).

Figura 42 - Analise de DSC do pico de decomposi¢cdo da quitosana

decomposicéo

7/

S

Fluxo de calor

1 Il Il
100 200 300 400 500
Temperatura (°C)

Fonte: Shende, Yadava e Patil (2014).



Figura 43 - Imagens de MEV das Nps-Cs (A) e Nps-H (B) recorbertas com platina.
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Figura 44 — Imagem MEV das Nps-H liofilizadas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A obtencdo das Nps-H foi otimizada por meio do planejamento fatorial, que
propiciou o entendimento do sistema, como a influéncia da concentracdo de NacCl
negativamente na EE% do composto testado, positivamente no potencial zeta e no
aumento do tamanho das nanoparticulas e o papel importante do Polissorbato 20 na
solubilizacdo do composto por solubilizacdo micelar. O experimento 6 foi considerado
ideal para obtencdo das Nps-H, com EE% de 48%, potencial zeta de 37,4 mV, baixo
indice de polidisperséo (0,18) e tamanho médio de 321,5 d.nm pelo DLS.

A atividade antimicrobiana das Nps-H se mostrou potencialmente superior a
atividade do composto livre (C-H) e das Nps-Cs frente a todas as cepas testadas,
demonstrando uma acdo sinérgica entre 0 composto e as nanoparticulas de
quitosana, demonstrando que as Nps-H € uma formulacdo com potencial uso em
gueimaduras infeccionadas por bactérias multirresistentes do género Staphylococcus
aureus.

A etapa de liofilizacdo das Nps-H se mostrou mais adequada com o uso dos
excipientes lactose (2,5% e 5%) e sacarose (2,5% e 5%), por manterem as
caracteristicas originais das nanoparticulas, como tamanho, IPD e potencial zeta,
além dos cakes formados serem considerados aceitaveis em qualidade.

As analises por MEV demonstrou que as Nps-H se diferem das Nps-Cs em
relacdo a morfologia e superficie, evidenciando que o composto tem influéncia na
estrutura das nanoparticulas.

Com os resultados apresentados neste trabalho, o composto com atividade
pronunciada frente as cepas de Staphylococcus aureus multirresistentes somado a
quitosana como matriz polimérica das nanoparticulas com suas diversas atividades
farmacoterapéuticas e fisico-quimicas, mostram que as Nps-H sdo um importante
passo no desenvolvimento de formulacdes com potencial atividade antimicrobiana
frente a cepas multirresistentes no tratamento de pacientes com queimaduras
infeccionadas por esses microrganismos, por tratar as infecgoes, promover a protecao
da lesdo e a diminuicdo da perda de liquidos pela formacéo de filme polimérico no
local, proporcionar acdo analgésica, acdo cicatrizante, reduzir agravamento dos
quadros como sepse e amputagdes e assim, proporcionando a diminuicdo da

morbidade e mortalidade.
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