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RESUMO

Agentes com propriedades antimicrobianas e antifungicas sdo nanoencapsuladas em
nanoparticulas tendo em vista aumentar os efeitos contra as infec¢des microbiologicas
causadas por Aspergillus ssp. e Staphylococcus aureus. Dentre os sistemas
veiculares para entrega de fArmacos as nanocapsulas de nucleo lipidico se destacam
e tem sido largamente estudadas devido aos seus potenciais terapéuticos. Neste
estudo desenvolvemos e caracterizamos as nanocapsulas de nucleo lipidico
revestidas com quitosana para assim associar efeitos antimicrobianos, do farmaco e
de material de revestimento das nanocépsulas. Para tanto, encapsulamos a dapsona
nas nanocapsulas com o propésito obter sua dupla atividade antimicrobiana,
associada a da quitosana, material de revestimento. Posteriormente, as nanocapsulas
contendo dapsona e revestidas com quitosana foram secas pela técnica de spray-
drying a fim de desenvolver uma plataforma tecnoldgica para a obtencédo de produtos
intermediarios e finais, para futuras aplicacbes pulmonares ou topicas dos pos de
nanocapsulas. As formulacdes de nanocapsulas de nucleo lipidico e as com dapsona
revestidas com fosfatidilcolina e polissorbato 80 e fosfatidilcolina, polissorbato 80 e
guitosana apresentaram distribuicdo unimodal. Por meio da microscopia eletrénica de
transmissao foi possivel observar a coroa hidrofilica das nanocapsulas constituida de
estruturas micelas. Os resultados demonstraram uma reducao de até dez vezes na
concentracdo de dapsona quando nanoencapsulada em sistema nanoestruturado
revestidos com fosfatidilcolina, polissorbato 80 e quitosana em comparacdo com a
administracdo da dapsona em solucao para efeitos antibacterianos. As formulacdes
de nanocéapsulas de nucleo lipidico sem o farmaco revestidas com fosfatidilcolina,
polissorbato 80 e quitosana também inibiram o crescimento bacteriano e fungicos
guando a quitosana foi administrada nas concentracdes relativas. O efeito da
guitosana demostrou elevado potencial para inibir o crescimento bacteriano e fangico.
Os po6s das nanocapsulas contendo dapsona revestidas com quitosana e secas com
leucina apresentaram produtos intermediarios para futuras aplicacdes bioldgicas,
tanto para via respiratoria quanto para via topica a fim coibir as infeccbes causadas

pelos microorganismos.

Palavras chaves: Nanocéapulas de nudcleo lipidico; quitosana, antimicrobiano.






ABSTRACT

Agents with antimicrobial and antifungal properties were encapsulated into
nanoparticles in order to improve the effects against microbial infections caused by
Aspergillus spp. and Staphylococcus aureus. Among the carriers for drug delivery
systems of the lipid core nanocapsules have been widely studied because of their
therapeutic potential. In this study we have developed and characterized the lipid core
nanocapsules coated with chitosan thus to associate antimicrobial effects of the drug
to nanocapsules of the coating material. To this end, dapsone was encapsulated into
the nanocapsules in order to obtain a double antimicrobial activity, associated to the
chitosan coating material. Subsequently, the nanocapsules containing dapsone and
coated with chitosan were dried by spray-drying technique in order to develop a
technological platform to obtain intermediates and final products for future pulmonary
or topical application of nanocapsules powders. The lipid core nanocapsules with and
without dapsone coat with phosphatidylcholine and phosphatidyl choline and
polysorbate 80, polysorbate 80, and chitosan showed unimodal distribution. By
transmission electron microscopy it was possible to observe the crown of hydrophilic
nanocapsules consisting of micellar structures. The results showed a reduction of up
to ten times the concentration of dapsone when nanocoated in nanostructured system
coated with phosphatidylcholine, polysorbate 80 and chitosan compared to
administration of dapsone in solution for antibacterial effects.The lipid core
nanocapsule formulations without drug coated with phosphatidylcholine, polysorbate
80, chitosan also inhibit bacterial and fungal growth when chitosan was administered
in relative concentrations. The effect of chitosan demonstrated high potential to inhibit
bacterial and fungal growth.The powder of nanocapsules containing dapsone coated
with chitosan and dried with leucine showed intermediate products for future biological
applications, for both the airway and topically to prevent infections caused by

microorganisms.

Keywords: Lipid-core nanocapsules; chitosan; antimicrobial.






LISTA DE FIGURAS

REVISAO DE LITERATURA
Esquema 1: Estrutura quimica da dapSONa.............ceueeiiiiiiiieeeiiiiiiiieeeeesiiiieee e 34
Esquema 1: Estrutura quimica da qUItOSANE@...........eeeeiiiiiiiiiieeeeiiieee e e 38

MATERIAIS E METODOS
Figura 3: Esquema ilustrativo do método de preparacao das nanocépsulas de nucleo
lipidico (deposicao interfacial de polimero pré-formado)............ccccceeeiiiiiiiiiiineeenninee. 49

RESULTADOS
Figura 4: Curva de distribuicdo de diametros determinada por difracdo de

Figura 5: Curva de distribuicdo de diametros determinada por espectroscopia de

COIrelagao de TOLONS (PCS)....coi it 63
Figura 6: Grafico de radar plotado a partir dos dados de difracao de laser das amostras
LNC, LNC-CS, DAP-LNC € DAP-LNC-CS.....ooeiiiiiiiiiiieeeeiiiieee et e ssieeee e 64
Figura 7: Microanalise quimica €lementar.............ccuvvvuieeeiiiiiiiiiir e e e e e e e e 65
Figura 8: Microscopia eletronica de transmiSSE0 (MET).......cuuvvviiiiiiiiiieiiiieeeeeeeeeeee e 66

Figura 9. a) Imagem de microscopia eletronica de transmissdo das nanocapsulas de

nacleo lipidico (LNC) e b) ampliacdo da imagem da coroa hidrofilica das

Figura 10. a) Distribuicdo de diametros das estruturas micelares da coroa hidrofilica
das LNC; b) Ampliacdo da imagem de microscopia eletronica das estruturas micelares
e C) Modelo das eStruturas MICEIAreS. ........ccovvii i e 68
Figura 11. Ampliacdes de imagens de microscopia eletronica mostrando a sequéncia
de transformacé&o de micelas esféricas em cilindricas.............ccccoeevviiiiiiiii e, 68
Figura 12. Histogramas de frequéncia de diametros do centro das estruturas
0T To=] o TS TP 69
Figura 13. Modelo representativo das nanocépsulas de nudcleo lipidico, destacando a

coroa hidrofilica constituida de estruturas MICEIAreS. ........o.vee e e e e 69



DESENVOLVIMENTO DE NANOCAPSULAS DE NUCLEO LIPIDICO NA FORMA DE
POS
Figura 14: Grafico de desaglomeracdo dos pos por diametro médio DJ[43] por volume

Figura 16: Gréficos de radar plotado a partir dos dados de difracdo de laser das
amostras DAP-LNC-CS secas com 1% (a) e 2% (b) de leucina e 3% (c), 5% (d) e (e)
030 [ = o (01 = R 77
Figura 17: Gréfico das anadlises estatisticas da desaglomeracdo dos pés de 5 a 30
minutos analisados POr D[4,3] €M NML.......oiiiiiiiiee e ree e eee e eeee e 78
Figura: 18 . Imagens de microscopia eletronica de varredura das formulagbes secas

[o10] 1 ¢ N (=10 (031 g - VT TP 80



LISTA DE TABELAS

MATERIAIS E METODOS
Tabela 1: Composicao quali-quantitativa das formulagdes em miligramas para 10 mL
de formulagao fiNAl (G/ML).....eiiiiiiiiiee e e 49

RESULTADOS

Tabela 2: Diametro médio volumétrico D[4,3], diametro médio hidrodinamico,
calculado pelo método de Cumulants (d-ave) € pelo algoritmo de CONTIN (dn), largura
a meia altura da curva de distribuicdo de diametros (FWHM), calculada pelo algoritmo
de CONTIN e indice de polidispersdo (PDI) das formulacBes de nanocapsulas de

1o 1=To TN [T o] o [ o o TR 62
Tabela 3: Teor de dapsona na formulagéo, eficiéncia de encapsulagéo (EE), potencial
zeta e pH das formulacdes de nanocapsulas de nucleo lipidiCo...........cccvecvvieeeeeninnee. 62

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Tabela 4: Prefil das concentragdes inibitérias minimas para bactérias....................... 71
Tabela 5: Area aplicada inibitéria minima de nanocapsulas por ml de poco
(AIMY ..ottt ettt e ettt ettt ettt 71

ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Tabela 6: Prefil das concentragdes inibitorias minimas para fungos..............c.cocee. 73
Tabela 7: Area aplicada inibitéria minima de nanocapsulas por ml de poco
(N TSP 74

DESENVOLVIMENTO DE NANOCAPSULAS DE NUCLEO LIPIDICO NA FORMA DE
POS

Tabela 8: Rendimento, perda por dessecacdo, desaglomeracdo e teor das
formulacdes contendo leucina e lactose com seus adjuvante de secagem................. 75






LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

NNI: A Iniciativa Nacional de Nanotecnologia dos EUA.

FDA: Agéncia Food and Drug Administration.

EMA: Agéncia Europeia de Medicamentos.

MRI: Imagenologia por ressonancia magnética.

MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

PLGA: Poli(L- acido lactico-co-acido glicélico).

PCL: Poli(epsilon-caprolactone).

DAP: Dapsona livre preparados com polissorbato 80.

LNC: Nanocéapsulas de nucleo lipidico.

LNC-CS: Nanocapsulas de nucleo lipidico revestida com quitosana.

DAP-LNC: Nanocapsulas de nucleo lipidico contendo dapsona.

DAP-LNC-CS: Nanocapsulas nucleo lipidico contendo dapsona resvestidas com
guitosana.

[D4,3]: Didmetro médio volumétrico.

i :E um indice da populacg&o.

d;: E o diametro da particula da populacéo de i.

SPAN: E a medida de polidispersao.

d(0,1): S&o os diametros nos percentis 10% das curvas de distribuiccdo cumulativa de
tamanhos com base no volume das particulas.

d(0,5): S&o os diametros nos percentis 50% das curvas de distribuiccdo cumulativa de
tamanhos com base no volume das particulas.

d(0,9): Séo os diametros nos percentis 90% das curvas de distribuiccdo cumulativa de
tamanhos com base no volume das particulas.

PCS: Espectroscopia de correlacéao de fotons.

Dw: Didmetro Hidrodinamico.

k: Constante Boltzmann.

f: Coeficiente de atrito de particulas.

n: Viscosidade do solvente.

T: Temperatura absoluta.

D: Coeficiente de difuséo.

z: Potencial Zeta.

Ue: Mobilidade eletroforética.



¢: Constante dielétrica.

n: Viscosidade.

f(ka): Funcédo de Henry.

CLAE: Cromatografia a liquido de alta eficiéncia.

CT:Concentracao total de dapsona na amostra.

CL:Concentracao de dapsona livre.

MET: Microscopia eletrbnica de transmisséo.

ATCC: Colecao de microorganismos Norte americana.

MIC: Concentracao inibitéria minima.

CEPA 01- 05: Isolados clinicos de Staphylococcus aureus.

To Absorbancia inicial.

T24 Absorbancia apos 24 horas de incubacéo.

ASP29: Cepa de Aspergillus Fumigatus.

ASP30: Cepa de Aspergillus Fumigatus.

ASP21: Cepa de Aspergillus Flavus.

ASP31: Cepa de Aspergillus Flavus.

ASP30: Cepa de Aspergillus Niger.

ATCC 16888: Cepa de Aspergillus Niger.

AIM: Area aplicada inibitéria minima de nanocapsulas por ml de poco.
MEV: Microscopia Eletronica de Varredura.

dz-ave: Didmetro médio hidrodinamico calculado pelo método de Cumulants.
dn : Didmetro médio hidrodindmico calculado pelo algoritmo de CONTIN.
FWHM: Largura a meia altura da curva de distribuicdo de diametros calculada pelo
algoritmo de CONTIN.

PDI: indice de polidispers&o.

EE: Eficiéncia de encapsulacéo;

(C): Carbono.

(O): Oxigénio.

(N): Nitrogénio.

(P): Fésforo.

(AD: Aluminio.

MICp: Concentracéo inibitdria minima de dapsona em pg por ml de pocgo.
MICq): Concentracao inibitéria minima de quitosana em pg por ml de poco.

PD: Perda por dessecacéao.



SUMARIO

(TN T0] 51U 07:Y @ T 233
LI O = 1 I YL 1 SRR 27
L I R @ 18] = LY@ €T =1 N PSP 29
[1. 2.2 OBIETIVO ESPECIFICO....uuiiiiti ettt ettt e et e e e et e e e e et e e e e et e e e e ta e e e eaaeeeernnnes 29
1. REVISAO DE LITERATURA ...ttt ettt ettt ettt ettt eteete e e ene e 31
LI T N B Y 2T ] PSP 33
Il. 3.2 INFECCOES MICROBIOLOGICAS POR ASPERGILLUS SSP. E STAPHYLOCOCCUS AUREUS .........c....... 34
I11. 3.3. ANANOTECNOLOGIA EM MEDICINA ....tettueetttunaeeettneeeeataeeeeesanaeeesanaeeesnneeeesnnaaeesnnaaeeenneaeesnnnns 35
I11. 3.4 NANOPARTICULAS POLIMERICAS CONTENDO ANTIMICROBIANOS .....ccctuneiiiiieeeiiineeeeetnaeeennneeeennnnns 37
Ill. 3.4.1 Nanoparticulas poliméricas encapsulando antimicrobianos, sintese e caracterizacéo...37
. 3.4.2. Nanoparticulas de quitosana e suas apliCaGOES .........ceevviiuriiiiiieeee e e e 38
. 3.4.3. Nanoparticulas para inibir o crescimento de estafiloCcoCOS............ccoviiiiiiiirieeeiiiiiiieeee. 39
. 3.4.4. Nanoparticulas para inibir o crescimento de aspergillus ..........cccccceviiiiiiiieieeennniiiiene. 40
I1l. 3.5 NANOCAPSULAS POLIMERICAS E SUAS APLICACOES COMO ANTIMICROBIANOS ......cccuuevvieernennnnnnns 41
I1l. 3.6. POS SECOS DE NANOCAPSULAS OBTIDOS POR SPRAY-DRYING .....cccuuieiirieeeeiineeeeenneeeeennnaeeennnnns 42
1 A Y/ (o 1 1V7:X o7 Y N o T 1 =13 10 0 LS 43
IV. MATERIAIS E METODOS ...ttt ettt et ae et ae et e eteeeteeae e e ete e e eteeeeereeeeeeneeenes 45
Yt g i £ S 47
Y @ 1N 1= Y] =N 1= S 47
AV 3 |V | =5 Vo] n Lo 1 TSP PPTPTTP 48
IV. 4.3.1 Preparacao das fOrmuUIACOES ..........uuuiiii i i e e e e e e eeees 48
IV. 4.3.2 Caracterizacao fisico-quimica das formulagfes ..............cceeviiiiiiiiiiiiiii e 50
IV. 4.3.2.1. DIffAGAO T IBSEN ... . eeieieiiiiiiteeeee ettt e ettt et s st eeseennnnnee 50
IV. 4.3.2.2. Espectroscopia de COrrelagao fOTONS ...........oiuuiriieiieiiiiiiiiiet e 50
IV, 4.3.2.3. POLENCIAI ZELA ...ttt ettt ettt ettt et eeetnennee 51
IV, 4.3.2.4, POUENCIAMIEIIIAL ... .ttt ettt ettt e et eeennennee 51
IV. 4.3.2.5. Quantificacdo da dapsona Nas fOrMUIAGHES ............uuurruruieiiiiiiiiieiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 51
IV. 4.3.2.6. EfiICIENCIA A€ ENCAPSUIAGED ... evveeeeiiiiiiiiiiiieiieieieeeeeeeeseeeeeseeaeeeeeeeessesessssessesessseessessesessennsnnes 52
V. 4.3.2.7. SOFWAIE IMEBYET ... . eeeeiiiiiiiiitieee ettt e ettt sttt sttt ettt sttt e st s et et tentnennee 52
IV. 4.3.3 Avaliacao da Atividade inibitoria ..., 53
IV. 4.3.3.1 AtiVidade AntiDACIEIANA . .........vveeeiieiiiiiiiiieiieeiee bbb et e ee e e setebe s e e st e seeesessesesssesessensennes 53
LY e T T2 AN (1Yo F=To [T T L] {1 Vo [ o= PP P PP PPPPPPPPPPPPPPPN 53
IV. 4.3.3.3 Area aplicada inibitéria minima por ml de poco (AIM) por contagem de coloides e por

concentracdo de quitosana Por ML de POCO. ...cceeiiiiiiiiiieii e 54
IV. 4.3.4 Obtencao de pds de nanocépsulas por aspersdo em Spray-adryer.........ccccceeeeeeeeeeenenn. 55
IV. 4.3.5 Caracterizacdo dos pds de nanocapsulas de nucleo lipidico ..., 55
V. 4.3.5.1 RENAIMENTO GOS POS ....eeeeeeeietiitieiieititteeeeetteetaeeesseeeeeaeseeeseessssessssesssseseses st et e e esssssssssseeessennsnnes 55
IV. 4.3.5.2. Desaglomeracao dos pos por diffaC8o de |ASEr...........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeee 55
V. 4.3.5.3. PEIrda PO 0ESSECAGAD ... .vvveviviiiiiititeeeieeeeeetatetteeeeeeeeeseeseessseesss e e s s es e s e s ee st s ssssseesessseseeesnnnnnnnns 56
IV. 4.3.5.4. Determinacgéo de teor de dapsona nos pds obtidoS POr aSPErSA0 ..........evevvvvrververeererveeeeennnns 56
IV. 4.3.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).........cccooviiiiiiiiiie 56
IV. 4.3.6 Microscopia Eletronica de Transmiss80 (MET) ....ccooviiiiiiiiiiiiiie 56
IV. 4.3.7 ANAliSES eStatiStICAS .....cceiiiiee e 57
V. RESULTADOS ...ttt ettt oo e e et ettt e e e e ettt et b e e e e et eesbbn e e e eeeeeennnnn e eas 59

V. 5.1 DESENVOLVIMENTO DE NANOCAPSULAS DE NUCLEO LIPIDICO DISPERSAS EM AGUA
..................................................................................................................................................... 61
V. 5.1.1 Nanocéapsulas de nucleo lipidico revestidas ou ndo com quitosana..............cccceeeeeeennnn. 61
V. 5.1.2. Analises de microscopia eletronica € microanaliSe.............cccceeeeeeiieiiie, 64

V. 5.2 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA ... 70



V. 5.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA .......oouiitiitiitieie ettt ettt ettt ettt eae e ane s 71
V. 5.4 DESENVOLVIMENTO DE NANOCAPSULAS DE NUCLEO LIPIDICO NA FORMA DE POS.74

V. 5.4.1 Pés contendo nanocépsulas de nicleo lipidico revestidas com quitosana..................... 74
VI DISCUSSAO GERAL ..ottt ettt ettt e et ettt et e et ne e e aneans 81
VI CONCLUSAO GERAL ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt te e e e e ans 91
VII. REFERENCIAS BIBIOGRAFICAS ......ooviieiiee ettt ettt ettt 95

DXL AINEXOS e et e e e et e e e e 111



l. INTRODUCAO







25

A nanotecnologia para a saude humana tem sido focada na produgéo e no
desenvolvimento de novos veiculos com farmacos e com nanoparticulas que possam
ser usados tanto para fins terapéuticos quanto para o diagnéstico de diversas doencas
(FERRANTI et al.,, 1999; COUVREUR et al., 2002). As nanoparticulas sao
consideradas excelentes transportadores de farmacos, pois elas aumentam a sua
eficacia e reduzem seus efeitos colaterais (DOBROVOLSKAIA et al., 2009).

Uma alternativa para o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas mais
eficazes € o0 uso da nanotecnologia, para assim melhorar entrega dos farmacos em
sitios especificos. Dentre os sistemas veiculares propostos para entrega de farmacos,
as nanoparticulas poliméricas se destacam e tem sido largamente estudadas devido
aos seus potenciais terapéuticos (ESPUELAS et al., 2002; MUDSHINGE et al., 2011).

Nos ultimos anos, as nanoparticulas vem sendo aplicadas em varios campos
da medicina tendo-se destacado consideravelmente entre algumas de suas inUmeras
aplicacbes na industria farmacéutica, dentre as quais para a vetorizagdo de
antimicrobianos (ESPUELAS et al., 2002; RAMASAMY et al., 2012).

A dapsona (4,4'-diaminodifenilsulfona) € uma sulfona que apresenta
mecanismos de dupla ag¢do, como antimicrobiano e anti-inflamatorio. Para acéo
antimicrobiana a dapsona tem efeito bacteriostatico inibindo a sintese de acido
diidrofdlico através da competicAio com o acido para-aminobenzoéico (WOZEL,
BLASUM, 2014).

Paralelamente, a quitosana tem sido um material de escolha para a preparacéo
de nanoparticulas para diversas aplicacfes, devido que esta possui propriedades
biodegradaveis, biocompativeis e ndo toxicas. A quitosana € solivel em meio aquoso
acidificado tendo aminas livres como grupo pendente nas suas cadeias poliméricas,
contribuindo assim para a formacdo de amonio quaternario e geracdo de carga
positiva (PHAECHAMUD, 2008).

Adicionalmente, as nanoparticulas tém sido investigadas como transportadoras
para a entrega intracelular de agentes antimicrobianos (ZHANG et al., 2010). As
nanoparticulas poliméricas tém sido usadas para inibir uma variedade de espécies
bacterianas in vitro, incluindo alguns microrganismos multirresistentes (CHEN et al.,
2014). As nanoparticulas exibem boas atividade antibacteriana e antifingica contra
cepas multirresistentes aos medicamentos convencionais proporcionando que 0s
tratamentos sejam mais especificos e de forma mais eficazes (WEl et al., 2009; ITALIA
et al., 2011; KIM et al., 2007).
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As nanoparticulas poliméricas sdo conhecidas como nanoesferas e
nanocapsulas conforme sua composi¢do quimica e organizacdo estrutural (MORA-
HUERTAS, FESSI, ELAISSARI, 2010). Um tipo especifico de nanocapsulas é a
nanocapsula de nucleo lipidico (POHLMANN et al., 2013). Estudos demostraram que
a utilizacdo de nanocépsulas de nucleo lipidico como transportadoras de farmacos
apresentaram bons resultados no tratamento de doencas inflamatérias, doenca de
alzheimer e cancer (CATTANI et al., 2010; FROZZA et al., 2010; OURIQUE et al.,
2010). Em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa, foram desenvolvidas
nanocapsulas de nucleo lipidico revestidas com polissorbato 80 (POHLMANN et al.,
2013), com polissorbato 80 e fosfatidilcolina (BENDER et al., 2012), e com
fosfatidilcolina-quitosana e polissorbato 80, como funcionalizacdo de superficie
(BENDER et al., 2012).

A técnica de spray-drying € utilizada em diversas areas do conhecimento como:
farmacéutica, alimenticia, quimica e de polimeros. Na industria farmacéutica esta
técnica pode ser utilizada para produzir pés particulados que serdo administrados por
via pulmonar, nasal e/ou parenteral (VEHRING, FOSS, LECHUGA-BALLESTEROS,
2007). Nosso grupo de pesquisa foi o pioneiro em usar a técnica de spray-drying para
secar as dispersfes aquosas de nanoparticulas poliméricas (MULLER et al., 2000).
Diferentes exemplos de microagregados de nanoparticulas poliméricas foram
desenvolvidos com auxilio de diéxido de silicio, como adjuvante de secagem, e
avaliados quanto aos seus aspectos fisico-quimicos e farmacéuticos (BECK et al.,
2008). O processo foi utilizado por outros pesquisadores que propuseram 0 uso de
adjuvantes soluveis em agua na producéo dos pos de nanoparticulas (TEWA-TAGNE,
BRIANCON, FESSI, 2007).

Como hipotese deste estudo, desenvolvemos e caracterizamos nanocapsulas
de ndcleo lipidico revestidas com quitosana para assim associar efeitos
antimicrobianos, do farmaco e de material de revestimento das nanocapsulas. Para
tanto, encapsulamos a dapsona nas nanocapsulas com o propésito de obter sua dupla
atividade antimicrobiana, associada a da quitosana, material de revestimento.
Posteriormente, as nanocapsulas contendo dapsona e revestidas com quitosana
foram secas pela técnica de spray-drying a fim de desenvolver uma plataforma
tecnolégica para a obtencdo de produtos intermediarios e finais, para futuras

aplicagbes pulmonares ou tépicas dos pés de nanocapsulas.



II. OBJETIVOS
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II. 2.1 OBJETIVO GERAL
Desenvolver e caracterizar nanocapsulas de ndcleo lipidico contendo dapsona
e revestidas com quitosana como uma plataforma tecnolégica com potenciais

aplicagbes farmacéuticas.

. 2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Desenvolver as formulagdes e caracteriza-las quanto a distribuicdo de diametro
de particulas, diametro médio de particulas, potencial zeta, pH, aspecto
morfolégico.

e Avaliar as formulacdes empregando modelos de microdiluicdo em série para
determinacdo da concentracéo inibitéria minima em bactérias e fungos.

e Secar a dispersdao aquosa de nanocapsulas contendo dapsona empregando
leucina ou lactose em concentragdes variadas e caracterizar os pos resultantes

obtidos pela técnica de spray-drying.
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1. 3.1. A DAPSONA

Em 1908 a dapsona foi sintetizada por Fromm e Wittmann (FROMM,
WITTMANN, 1908), naquela época a dapsona ndo era considerada um agente
terapéutico. As sulfas comecaram a serem pesquisadas em 1937 quando dois grupos
de pesquisa, sendo um da Inglaterra e o outro da Franca comecaram a investigar a
dapsona como sendo um possivel agente antimicrobiano (WOZEL, BLASUM, 2014).

A dapsona (fig.1) se caracteriza por ter dupla acéo terapéutica, ela apresenta
efeito antimicrobiano e anti-inflamatério. Ha alguns anos, os efeitos adversos
hematolégicos da dapsona geraram grandes estratégias para produzir sulfonas com
maior beneficio e menor risco (WOZEL, BLASUM, 2014).

A dapsona é quimicamente um derivado da anilina. Como uma sulfona a
dapsona apresenta um atomo de enxofre ligado a dois atomos de carbono em sua
estrutura quimica. ApOs sua administracdo em via oral, a dapsona € quase
completamente absorvida no intestino e apresenta uma biodisponibilidade superior a
86% (AHMAD, ROGERS, 1980; ZUIDEMA, HILBERS-MODDERMAN, MERKUS,
1986).

Como um agente antimicrobiano a dapsona apresenta acdo bacteriostatica,
pois ela inibe a sintese de acido diidrofélico por meio da competicdo com acido para-
aminobenzdico pelo sitio ativo da sintese diidropteroato, equivalente assim a acdo das
sulfonamidas (COLEMAN, 1993; WOZEL, BLASUM, 2014).

As sulfonas podem inibir o crescimento de diversas bactérias patogénicas,
como: micobactérias, estafilococos, pneumococos, estreptococos dentre outras
(WOZEL, BLASUM, 2014). Estudo in vitro com dapsona demostrou que houve
atividade antibacteriana contra o Propionibacterium acnes, o qual € uma bactéria
gram-positiva com crescimento anaerébico e esta envolvida na patogénese da acne.
Devido a suas atividades antimicrobianas, a dapsona € muito usada para o tratamento
de algumas doencas infecciosas (GRUNWALD, AMICHAI, 1996).

Dentre os principais efeitos adversos causados pelo uso da dapsona, estao:
metahemoglobinemia, agranulocitose e anemia hemolitica (GORAN et al., 2010;
KANNAN et al., 2009). No entanto, a dapsona continua sendo um farmaco de escolha
para as mais variadas terapias que lhes séo indicadas. Visando uma prevencao
efetiva e uma reducdo dos efeitos adversos foram prospostos sistemas

nanocarregadores contendo a dapsona para entrega pulmonar (ORTIZ et al., 2015).
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Esquema 1: Estrutura quimica da dapsona.

. 3.2 INFECQC)ES MICROBIOLOGICAS POR ASPERGILLUS SSP. E
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

O Aspergillus fumigatus é considerado um fungo filamentoso e seu
desenvolvimento € beneficiado pela umidade, calor e matérias organicas. Seus
conidios séo liberados para a atmosfera e apresentam diametros com cerca de 2 a 3
KM os quais podem alcancar os alvéolos pulmonares originado infeccbes (CHABI et
al., 2015).

A concentracdo de esporos no ar aumenta significativamente em locais
proximos de construgbes civis, no entanto, é essencial que se realize um
monitoramento principalmente no caso de constru¢cdes em ambito hospitalares. Com
o0 aumento de conidios no ar elevam-se 0s riscos dos pacientes contrairem
aspergilose, principalmente quando susceptiveis (CHABI et al., 2015).

InfeccBes por aspergilose saprofitica ocorre em consequéncia da colonizacao
pré-existente por aspergillus em uma cavidade pulmonar ou brénquica. A combinacao
de conglomerados de hifas do A. fumigatus gera inflamacfes nas células, no muco e
nos detritos celulares (LATGE, 1999).

O Aspergillus flavus € um fungo saprofito onipresente encontrado em solos que
foi descrito em 1809 (KRISHNAN, MANAVATHU, CHANDRASEKAR, 2008). O A.
flavus pode provocar micoses nos seres humanos e também em animais. Nos
humanos, o A. flavus é considerado a segunda causa mais comum de aspergilose
invasiva o que representa cerca de 10% a 20% das infeccdes fungicas (KRISHNAN,
MANAVATHU, CHANDRASEKAR, 2008).

Em locais secos e quentes como em alguns nos paises da Africa e do Oriente

Médio, o A. flavus € encontrado na maioria dos casos de sinusites fangicas e infeccdes
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cutaneas. Os animais como os coelhos, galinhas e perus também podem ser afetados
pela aspergilose e por infecgdes oriundas do A. flavus (AMARE, KELLER, 2014).

O Aspergillus niger € outro fungo que tem sido investigado no meio industrial
h& varios anos. O A. niger é um fungo filamentosos que cresce aerobiamente em
matéria organica e também pode ser encontrado em solos, compostos e em
decomposicdo de material vegetal. O mesmo possui a capacidade de crescer em
diversas gamas de temperaturas na faixa de 6-47 °C, principalmente, em temperatura
elevada entre 35-37 °C (SCHUSTER et al., 2002).

O A. niger cresce em uma ampla faixa de pH que pode variar entre 1,4 - 9,8
podendo também causar infecgbes pulmonares (SCHUSTER et al., 2002). O A. niger
também é considerado como um fungo n&o patogénico e é encontrado no meio
ambiente. Os seres humanos estéao todos dias expostos a seus diversos esporos, no
entanto, a doenca pode ndo apresentar sintomas, e, assim pode agravar mais 0
guadro infecgioso (DENNING, 1998; SCHUSTER et al., 2002).

O Staphylococcus aureus € um membro da familia Micrococcaceae. O S.
aureus é um microrganismo coco gram-positivo diferenciando-se das outras espécies
de estafilococos por meio da sua pigmentacdo ouro das coldnias, além dos resultados
positivos em teste de coagulasse, fermentacdo, manitol e testes desoxirribonuclease
(LOWY, 1998; CHAMBERS, DELEO 2009).

O genoma do S. aureus € constituido por um cromossomo circular com
aproximadamente 2800 pb. Seus genes regulam a viruléncia e a resisténcia aos
antibidticos e sdo detectados no cromossomo. As bacteremias estafilococicas podem
ser perigosas em virtude da capacidade de causar endocardite, infeccdo metastatica
ou sindrome de sépsis. Os estafilococos aderem nas células endoteliais e se ligam
por meio dos receptores de adesina. Estudos in vitro demonstraram que apoés a
adesdo das cepas de S. aureus estas sdo fagocitados pelas células endoteliais
(LOWY, 1998; CHAMBERS, DELEO 2009).

l1l. 3.3. ANANOTECNOLOGIA EM MEDICINA

A Iniciativa Nacional de Nanotecnologia dos EUA (NNI) tem por finalidade
desenvolver e fazer a implantacdo de tecnologias em nanoescala para beneficio da
populacdo. A nanotecnologia é definida com base em seu tamanho, podendo variar
entre 1 a 100 nm. Outra definicdo, como a da Agéncia Food and Drug Administration

(FDA) definem a nanotecnologia com base em dimensdo entre 1 e 1000 nm.
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Paralelamente, a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) definiu a nanotecnologia
na faixa de 0,2 a 100 nm em tamanho, porém no decorrer dos anos ampliou a definicao
para menos de 1.000 nm em tamanho (SMITH, SIMON, BAKER Jr, 2013).

Segundo a ISO TC 229 a nanotecnologia deve ter no minimo um dos
subsequentes aspectos:

“— Entendimento e controle da matéria e processos em nanoescala,
tipicamente, mas n&o exclusivamente, abaixo de 100 nanometros em uma ou
mais dimensbes, onde o aparecimento de fenbmenos dependentes de
tamanho permite novas aplicacdes;

— Utilizac&o das propriedades dos materiais em nanoescala que sdo
diferentes das propriedades dos atomos individuais, moléculas, ou dos
materiais macroscopicos, criando materiais, dispositivos e sistemas melhores
que exploram essas novas propriedades (ISO TC 229)”

Ja a Comissdo Europeia em 2011 publicou suas recomendacfes para a
definicdo de um nanomaterial. Segundo o documento:

“ Um nanomaterial é definido como aquele de origem natural,

incidental ou manufaturado contendo particulas em estado nédo-ligado,

aglomerado ou agregado para os quais 50% ou mais das particulas da

distribuicdo por nimero, ou uma ou mais das dimensdes externas, situa-se
na faixa entre 1 e 100 nm (THE EUROPEAN COMMISSION, 2011) ".

As nanoparticulas vem despertando cada vez mais 0 interesse para a
terapéutica e para o diagnéstico das doencas devido as suas propriedades fisico-
guimica e biologicas associadas (COUVREUR et al., 2002; KREUTER, 2007).
AplicacGes biomédicas com nanoparticulas incluem a entrega de farmacos, agentes
de rastreamento, vetores em terapia genética, tratamentos de hipertermia, além de
serem usadas como agentes em imagenologia por ressonancia magnética (MRI) de
contraste (BOISSELIER, ASTRUC, 2009; PANKHURST et al., 2009; THANH,
GREEN, 2010).

Um dos pioneiros no desenvolvimento de nanoparticulas com aplicacbes
terapéuticas foi o professor Patrick Couvreur que se juntou ao grupo do professor
Peter Paul Speiser por alguns meses em 1976 (COUVREUR et al., 1977). O Prof.
Couvreur comecgou a produzir as primeiras nanoparticulas a base de polimeros
acrilicos utilizando um processo de preparac¢do in situ de poli(cianoacrilato de metila)
ou poli(cianoacrilato de etila) (COUVREUR et al., 1979).



37

1. 3.4 NANOPARTICULAS POLIMERICAS CONTENDO ANTIMICROBIANOS
lll. 3.4.1 Nanoparticulas poliméricas encapsulando antimicrobianos, sintese e
caracterizagéo

Agentes com propriedades antimicrobianas e antifungicas j& vem sendo
nanoencapsulados em nanoparticulas no decorrer dos anos. Além dos agentes
antimicrobianos que podem ser nanoencapsulados existem alguns materiais com
propriedades antimicrobianas que sdo usados para produzir as nanoparticulas. Os
devidos materiais tem como funcdo melhorar os efeitos antimicrobianos (BLANCO-
PADILLA et al., 2014).

Nanoparticulas poliméricas para entrega de antibiéticos tem o potencial de
fornecer um maior tempo de agcdo nos locais das infecgcbes obtendo assim uma
liberacdo sustentada e direcionada para o local especifico da infec¢cdo, em efeitos
terapéuticos (HADINOTO, CHEQOW, 2014).

Em outro estudo as nanoparticulas poliméricas contendo tobramicina
apresentaram boa eficacia contra infec¢des causadas por Pseudomonas Aeruginosa.
O diametro médio medido por espectroscopia de correlacdo de fétons foi 505 nm
sendo confirmado por meio microscopia eletrénica de varredura, evidenciando assim
nanoparticulas com estruturas esféricas. O tamanho e o indice de polidispersséo das
nanoparticulas poliméricas foram mantidas durante 96 horas sob condi¢cdes a 37°C
(DEACON et al., 2015).

Por meio da nanoencapsulacdo de eugenol e trans-cinamaldeido em sistema
nanoparticulado houve uma liberagdo mais prolongada (por 72 horas) do
antimicrobiano. Os dados demostraram uma inibicdo no crescimento de Listeria spp.
e Salmonella spp. com concentracdes inibitérias minimas que variaram de 10 a 20 mg
mL? (GOMES et al., 2011).

Nanoparticulas contendo clorafenicol exibiram propriedades estaveis apos 6
meses de armazenamento em temperatura de 4°C a 25°C. Esta formulacéo
apresentou atividades antimicrobianas contra cerca de dez isolados clinicos de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) quando comparados com 0
farmaco livre, de modo geral, esta nanoformulagcéo tende a ser um novo e promissor
candidato para entrega de antimicrobiano (KALITA et al., 2015).

As nanocdapsulas obtidas a partir de copolimero de PLGA contendo penicilina
se mantiveram estaveis por mais de 120 dias quando armazenada a 4°C. A eficiéncia

de encapsulacéo foi de 85% e os resultados apresentaram atividades antimicrobianas
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in vitro contra cepas de Streptococcus Pyogenes (SANTOS-MAGALHAES et al.,
2000).

Por meio da nanoencapsulacdo do extrato de G. glabra em nanocapsulas foi
obtido uma eficacia antibacteriana contra espécies de bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, e Bacillus cereus) e em bactérias
Gram-negativas (Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
pneumoniae) (ESMAEILI, RAFIEE, 2015).

[ll. 3.4.2. Nanoparticulas de quitosana e suas aplicacdes

A quitosana (fig. 2) € um produto desacetilado de quitina e é sollvel em acidos
diluidos como o acido acético, acido férmico, dentre outros. Além disso, a quitosana é
um biopolimero que proporciona uma condutividade idnica quando esta dissolvido em
acido acético (KUMAR, 2000).

CHpOH

CH20H

H

- H
NH3 H NH2

Esquema 2: Estrutura quimica da quitosana

Devido suas propriedades fisico-quimica a quitosana é utilizada como
carregadores para diversos farmacos e para aplicacdes de liberacdo controlada. Tem
sido explorado seu potencial para a administracao oral e nasal de farmacos polares.
Em virtude de suas bioatividades, a quitosana em si quando associadas com
formulacbes contendo farmacos podem apresentar efeitos terapéuticos duplo
(GAVHANE, GURAYV, YADAYV 2013).

A quitosana também é usada para inibir o crescimento de Escherichia coli e
alguns fungos como o Fusarium, Alternaria e Helminthosporium. A quitosana é
catibnica e tem grupos amino os quais provavelmente se ligam aos grupos aniénicos
destes microrganismos resultando em uma inibi¢éo de crescimento (KUMAR, 2000).

Devido a elevada densidade de carga positiva da quitosana a qual é

intrinsecamente antimicrobiana, o polieletrdlito se liga a, e subsequentemente
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interrompe membranas bacteriana. Um desafio em trabalhar com a quitosana é que a
sua solubilidade esta limitada as solu¢des aquosas acidas suaves, pois tem um pKa
de 6,5 (BIRCH, SCHIFFMAN, 2014).

Quando a quitosana é dimensionada para escala nano esta ter4 uma superficie
superior em proporcdo em volume traduzindo-se numa maior densidade de carga de
superficie com aumento da afinidade para bactérias e fungos, e assim uma maior
atividade antimicrobiana (Qi, et al., 2005).

A nanotecnologia aplicada com a quitosana apresentam inUmeras aplicacées
na era da medicina, entre as quais, como veiculos de entrega de farmacos tornando
0s sistemas mais eficazes (AGRAWAL, STRIJKERS, NICOLAY, 2010). As
nanoparticulas poliméricas de quitosana tem por finalidade exercer uma dupla funcéo,
como um excipiente para a producao do sistema e também como um antimicrobiano
(HA, et al., 2013).

Nanoparticulas poliméricas de quitosana ja vem sendo estudadas e analisadas
guanto as suas potenciais atividades antimicrobianas contra Enterococcus faecalis e
Streptococcus mutans (NEILANDS et al., 2011; SHRESTHA, KISHEN, 2012).

Nanoparticulas e microcapsulas a base de quitosana quando usados podem
prolongar a acdo e aumentar biodisponibilidade proporcionando assim uma liberacéo
controlada de farmacos (PANDEY, KHULLER, 2004; POURSHAHAB et al, 2011).

Em outro estudo, as nanoparticulas de quitosana demostraram melhor
atividade antimicrobiana contra bactérias. Verificou-se ainda que a variacdo de
tamanho, forma e carga superficial das nanoparticulas de quitosana resultou na
variacao significativa na sua atividade antibacteriana do Staphylococcus aureus. A
pesquisa mostrou também melhores resultados quando as nanoparticulas de

guitosana foram sintetizadas em solucéo de quitosana com pH 6,0 (ALI et al., 2010).

[ll. 3.4.3. Nanoparticulas para inibir o crescimento de estafilococos

Embora os desafios terapéuticos atuais incluam o rapido surgimento de
organismos multirresistentes no caso de patégenos Gram-positivos, bactérias
entéricas Gram-negativos, e Mycobacterium tuberculosis diversos agentes
antimicrobianos tradicionais tém sido utilizados para o tratamento das doencas
infecciosas nas ultimas décadas (HUH, KWON, 2011; KOUL et al., 2011).

O desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas como sendo veiculos de

entrega de antimicrobianos para doengas infecciosas humanas requerem uma
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concepgédo racional do modelo de polimero assim como uma abordagem sintética
eficiente, por exemplo, a carga do farmacol/liberacéo, estabilidade das particulas,
dentre outras caracteristicas (LIM et al., 2015).

Para tanto foram propostas nanoparticulas contendo nisina para testar a sua
eficacia antibacteriana em comparacdo com a nisina livre contra Staphylococcus
aureus. Os testes de contagem de antimicrobianos revelaram que a nisina livre nao
pode ser tdo eficaz e eficiente quanto como as nanoparticulas contendo nisina para
inibir o crescimento do Staphylococcus aureus (ZOHRI et al., 2010).

Nanoparticulas de quitosana-tripolifosfato contendo curcumina podem
potencialmente ser utilizadas em sistemas de entrega de farmacos e aplicadas como
uma estratégia para ativar especificamente sistemas antibacterianos. Este sistema
apresenta-se como sendo bom candidato para a segmentacdo dos farmacos em
infeccdo bacteriana incluindo Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa
(JAHROMI et al., 2014).

Nanoparticulas a base de quitosana apresentaram adquados perfis de
atividades antimicrobianas contra bactérias. Por meio do uso das nanoparticulas os
dados mostraram que estes sistemas possuem atividade antibacteriana contra o
Staphylococcus aureus (ALI et al., 2010).

Em outro sistema nanoestruturado houve uma inibicdo de grande parte das
propriedades de formacdo de colonizacdo, antibiofime e antimicrobianas. Os
resultados demostraram uma inibindo de crescimento do Staphylococcus aureus e da

Pseudomonas aeruginosa em biofilmes (HOLBAN et al., 2014).

lll. 3.4.4. Nanoparticulas para inibir o crescimento de Aspergillus ssp.

Os fungos patogénicos oportunistas que causam infec¢cdes com risco de vida
incluindo a Aspergilose, Candidiase e Criptococose estdo subindo exponencialmente
em pacientes transplantados, diabéticos, com cancer e em pacientes com
imunodeficiéncias congénitas e adquiridas (ERJAVEC, KLUIN-NELEMANS,
VERWEIJ, 2009; NEOFYTOS et al., 2009). Aspergilose invasiva € uma das principais
causas de morte em pacientes imunossuprimidos (GROLL et al., 1996).

Os fungos patogénicos tornaram-se resistentes a diversos agentes
antifangicos, com isso ha a necessidade do desenvolvimento de formulagdes com
antimicrobianos mais eficazes (RAI, YADAV, GADE, 2009). Apesar dos avancos de

tratamento a morbidade e mortalidade associadas com aspergilose invasiva
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continuam sendo altas, ocorrendo em cerca de 70-90% em pacientes
imunocomprometidos (UPTON et al., 2007).

Peng et al., 2008 estudaram a encapsulacao de voriconazol em nanoparticulas
poliméricas de PLGA. Os resultados mostraram que quando se tem uma
encapsulacdo de voriconazol a eficacia antifingica € maior quando comparados com
voriconazol livre, tanto em efeitos in vitro e in vivo (PENG et al., 2008).

Nanoparticulas de anfotericina-B contendo fosfatidilcolina e quitosana foram
propostas para inibir o crescimento de fungos. As mesmas apresentaram uma gama
de tamanhos variando de 161,9 - 230,5 nm com uma eficiéncia de encapsulacéao de
70-75% e seu potencial zeta positivo de 26,6 - 38,3 mV. Estas nanoparticulas
apresentaram susceptibilidade antifingica contra cepas de Candida albicans e de
Aspergillus fumigatus, sendo mais eficazes do que a formulagdo comercial quando
comparadas (CHHONKER et al., 2015).

Através de estudo realizado com nanoparticulas lipidicas solidas contendo
itraconazol preparadas a partir de acido estearico e acido palmitico os resultados
exibiram uma inibicdo de crescimento contra o Aspergillus flavus, indicando uma
adquada eficacia fungica (MOHANTY et al., 2015).

Nanoparticulas de prata com tamanho de 2 e 45 nm apresentaram atividade
para inibir o crescimento dos fungos do género Fusarium, Penicillium e Aspergillus.
Andlise de microscopia Optica revelou alteracdes nas hifas das estruturas do Fusarium
sob tratamento com nanoparticulas, demostrando assim que houve uma interacao
entre as nanoparticulas e o Fusarium (MATEI et al., 2015).

Em outra pesquisa com nanoparticulas de prata sintetizados os dados
mostraram uma maior atividade antifingica contra o Aspergillus sp. dan Rhizopus sp.

com a inibicdo do crescimento das hifas fungicas. (MEDDA et al., 2015).

. 3.5 NANOCAPSULAS POLIMERICAS E SUAS APLICACOES COMO
ANTIMICROBIANOS

As nanocapsulas sao sistemas nanoparticulados contendo um nucleo e uma
parede. O nucleo é composto por uma solu¢cdo aguosa ou mais comumente por uma
substancia liquida lipofilica, geralmente um 6leo fixo. As nanocapsulas podem ser
obtidas por diferentes métodos, como por exemplo a polimerizacdo interfacial de
mondémeros ou a deposicao interfacial de polimeros pré-formados (COUVREUR et al.,
2002; MORA-HUERTAS, FESSI, ELAISSARI, 2010).
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As nanocapsulas também séo utilizadas como veiculos para administra¢cdo em
varias vias biologicas. A utilizacdo destes sistemas nanoestruturados catidnicos a
priori parecem serem suficientes para que ocorra uma ruptura da membrana
bacteriana e assim melhorar os efeitos de resisténcia aos farmacos antimicrobianos
(FERNANDES et al., 2014).

Nanocapsulas poliméricas demostraram muitas vantagens tais como a sua
capacidade de exibir uma liberacdo do farmaco sustentada, evitando assim
degradacao quimica do mesmo (DASH, BADIREENATH KONKIMALLA, 2012). Apos
serem desenvolvidas e testadas com sucesso, uma formulacdo de nanocapsulas e
exibiu atividades contra varias estirpes de bactérias. Os resultados demostraram alta
versatilidade para poder encapsular diversos compostos quimicos para aplicacdes
farmacéuticas (STEELANDT et al., 2014).

Nanocapsulas de PCL contendo clorexidina preparadas pelo método de
deposicao interfacial polimero exibiram tamanho uniforme com boa eficiéncia de
encapsulagédo. O estudo in vitro demonstrou atividade contra varias bactérias, no
entanto sdo necessarios estudos in vivo para confirmar estes achados. Os resultados
mostraram que as nanocapsulas de clorexidina em suspensdo aquosa tendo um
tamanho de 200-300 nm e uma carga positiva exibiram concentracdes inibitorias
minimas adquadas para inibir o crescimento varias bactérias (LBOUTOUNNE et al.,
2002).

Zhou et al., 2013 desenvolveram com sucesso nanocapsulas para entrega de
farmacos com potencial antibacteriano. Os dados apresentaram uma excelente
eficacia para inibir o crescimento de bactérias tanto Gram-positivas e Gram-negativas
(ZHOU et al., 2013).

Em outro estudo as nanocapsulas e as nanoesferas exibiram uma liberacéo
prolongada e controlada de triclosan. O efeito antimicrobiano foi também testado
significativamente, e especialmente em bactérias Gram-positivas. O resultados do
estudo mostrou que a encapsulacdo do triclosan nestes sistemas exibiram boas

atividades para inibir os crescimentos bacterianos (VALENTE et al., 2013).

1. 3.6. POS SECOS DE NANOCAPSULAS OBTIDOS POR SPRAY-DRYING
A secagem por aspersao é uma técnica que vem sendo muito aplicada para
secar suspensfes, solu¢cbes e emulsbes aquosas ou organicas na industria

biofarmacéutica, eletronica, alimentar, quimica e farmacéutica. Na industria
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farmacéutica a secagem € muito usada para obter substancias ativas na forma de po,
como por exemplo, antibidticos, tais como tetraciclina, aureomycin, ampicilina,
terramicina, penicilina, estreptomicina dentre outros (JAIN et al., 2011).

A secagem envolve um amplo processo no qual diversos parametros de
processamento podem influenciar as caracteristicas do produto final desejado, porém
salienta-se a importancia em se determinar os parametros do processo em estudos
de pré-formulacdo com vistas para a obtencdo de produtos com caracteristicas
apropriadas (AUNDHIA et al., 2011; SOLLOHUB, CAL, 2009).

Nanocapsulas contendo melatonina secas pela técnica de spray-drying foram
preparadas utilizando excipientes sollveis em agua, com adjuvantes de secagem
(lactose ou maltodextrina). Os hidrogéis preparados com nanocapsulas contendo
melatonina foram capazes de controlar a velocidade de liberagcdo de melatonina. Este
estudo representa uma estratégia promissora para a utilizacdo de nanocapsulas secas
por aspersdo no desenvolvimento de formas de dosagem semi-solidas, para
administracao transdérmica nanomedicamentos (HOFFMEISTER et al., 2012).

Por meio de um estudo constatou que a adicdo de pOs secos por aspersao de
nanocapsulas nucleo lipidico contendo tretinoina houve uma melhoria significativa na
fotoestabilidade da tretinoina em comparacdo com a formulacdo que contém o
farmaco nao encapsulado (MARCHIORI et al., 2013).

Nanocapsulas de gelatina contendo com fenofibrato preparadas utilizando o
método de evaporacdo de solvente por meio da técnica de secagem por aspersao
podem ser um potencial produto farmacéutico para a administracédo do fenofibrato por
via oral, além disso este sistema apresentou melhor solubilidade aquosa, velocidade
de dissolucédo e biodisponibilidade oral de fenofibrato quando comparados com o
farmaco em po puro (YOUSAF et al., 2015).

l1l. 3.7. MOTIVACAO DO ESTUDO

Os recentes avancos na nanotecnologia ttm melhorado constantemente a vida
dos seres humanos bem como a eficacia melhorada dos farmacos. A nanotecnologia
tem oferecido varios beneficios tais como a entrega lenta e controlada dos farmacos,
a especificidade do alvo, melhor eficacia e menos efeitos colaterais. Estas séo
propriedades indispensaveis para a concepc¢ao de farmacos ja existes e novos.

As nanocapsulas de nucleo lipidico contendo dapsona e revestidas com

quitosana preparadas pelo método de deposicao interfacial de polimero pré-formado
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podem ser usadas como um biomaterial eficiente para aplica¢cdes biomédicas, tais
como a entrega da dapsona para inibir a atividade bacteriana e fungica. Com relagéo
a escolha do polimero a poli(e-caprolactona) tem sido um dos mais amplamente
utiizados devido as suas caracteristicas de biocompatibilidades e
biodegradabilidades.

As nanocapsulas sdo estruturas coloidais com um didmetro em escala
submétrica que varia de 10 a 1000 nm. No decorrer dos anos diversos pesquisadores
tém estudado o controle e a liberacdo das substancias para diversos sitios de acdes
especificos no organismo humano com a finalidade de melhorar os resultados das
terapias farmacologicas.

Também h& o advento do uso de biopolimeros, no caso a quitosana para o
revestimento da superficie das nanocapsulas. Quando a quitosana esta revestindo
uma particula em escala nano ela aumenta a densidade de carga de superficie, com
isso ira aumentar a afinidade com as bactérias e os fungos proporcionando assim uma
maior atividade antimicrobiana.

Os po6s de nanocapsulas foram desenvolvidos com a finalidade de serem
direcionados como transportadores para a via respiratoria a fim de combater a
aspergillose invasiva pulmonar. Além disso, 0os p0s poderdo ser usados para a
producéo e desenvolvimento de géis de nanocapsulas e assim serem utilizados para
inibir a atividade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Desta forma, visamos
a obtencéo de uma plataforma técnologica para futuras aplicacdes farmacéuticas com

0s pos secos das nanocapsulas.



IV. MATERIAIS E METODOS
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IV. 4.1 MATERIAIS
% Poli(epsilon-caprolactone) (PCL) (Mw = 14 000), Sigma-Aldrich (U.S).
< Monoestearato de sorbitano (Span 60®), Sigma-Aldrich (U.S).
% Quitosana de baixo peso molecular (Mw 50.000-190.000 g mol?, 75-85%
desacetilado), Sigma-Aldrich (U.S).
% Triglicerideo caprilico/caprico, Delaware (Brasil).
% Polissorbato 80, Delaware (Brasil).
% Fosfatidilcolina, lecitina S75, Gerbras (Brasil).
% Dapsona, DEG (Brasil).
% Leucina, DEG (Brasil).
% Lactose, DEG (Brasil).
< Acido Morfolinopropanosulfonico (MOPS), brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenil-tetrazdlio], Sigma-Aldrich (U.S).
% Caldo Mueller Hinton, Sigma-Aldrich (U.S).
< RPMI 1640, Gibco (USA).
% Cacodilato, Merck KGaA (Alemanha).
% Glutaraldeido, Merck Schuchardt OHG (Alemanha).
% Paraformaldeido, Labsynth (Brasil).
% Ultrafree, Amicon Ultra, 0.5 mL, 10k, (EUA.)
% Funil, Hands spet, 25 mL, Eppendorf (Brasil)
% Membrana de filtrac&o, Sartorius Stedim, 0,45 um, Biotech, (Alemanha)
% Coluna de cromatografia, LIChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 RP-18 (5
Hm)
% Todos os outros produtos quimicos e solventes eram de grau analitico.

IV. 4.2. EQUIPAMENTOS

» Balanca analitica, BEL (Brasil)
Ultrassom, 220 watts RMS UNIQUE (Brasil)
Banho-maria, QUIMISERYV (Brasil)
Evaporador rotativo, BUCHI B-480
Mastersizer 2000®, Malvern Instrument (UK)
Zetasizer® ZS Nano Zen3600, Malvern Instrument (UK)
Potenciémetro DM-22, Digimed (Brasil).
Centrifuga Eppendorf, JOUAN MR23 (UK)

YV V V V V V V
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Mini Spray-Dryer B-290, BUCHI (Suica)

Balanca de perda por dessecacdo, OHAUS MB 25 (USA)

Cromatografia a liquido de alta eficiéncia, HPLC LC 20, SHIMADZU (Japao)

Microscépio Eletronico de Varredura JSM-6060, JEOL (Japé&o), instalado no

Centro de Microscopia e Microanalise (CMM), UFRGS.

» Microscépio Eletrénico de Varredura MEV EVO, CARL ZEISS (Alemanha),
instalado no Centro de Microscopia e Microanalise (CMM) UFRGS

» Microscépio eletrénico de Transmissdo MET, JEM-1200, Exll, JEOL (Jap&o),

instalado no Centro de Microscopia e Microanalise (CMM) UFRGS

YV V VYV V

» Estufa bacteriologica, DelLeo (Brasil)

IV. 4.3 METODOS
IV.4.3.1 Preparacao das formulagdes

Cinco formulagdes foram preparadas para 0s experimentos:

1. Dapsona livre (DAP) preparada com dapsona e polissorbato 80;

2. Nanocéapsulas de nucleo lipidico (LNC);

3. Nanocapsulas de nucleo lipidico revestida com quitosana (LNC-CS);

4. Nanocapsulas de nucleo lipidico contendo dapsona (DAP-LNC) e;

5. Nanocéapsulas de nucleo lipidico contendo dapsona resvestidas com
guitosana (DAP-LNC-CS).

A composicdo das formulacBes estdo descritas na tabela 1. Todas as
formulacdes foram realizadas em triplicata de lotes (n = 3).

A formulacdo DAP (10 mL) foi preparada em balédo volumétrico dispersando-se
a dapsona (10 mg) e o polissorbato 80 (80 mg) em agua ultrapura.

A formulacdo LNC (nanocapsulas de nucleo lipidico) foi preparada pela
métodologia descrita previamente (BENDER et al., 2012) (fig.3). Uma fase organica
gue contém o poli(e-caprolactona) (0,100 g), monoestearato de sortibano (0,040 g) e
triglicérido caprilico/caprico (0,120 g) foram dissolvidos em acetona (30 mL), a 40 °C.
Em seguida foi adicionada uma solucao etandlica (4 ml) com fosfatidilcolina (0,06 g).
Com o uso de um funil, esta mistura foi injetada numa solucdo aquosa (60 ml)
contendo polissorbato 80 (0,08 g) a 40 °C. Uma solucéo turva branca foi formada
instantaneamente, a qual foi mantida sob agitacao por 10 min a 40 °C. Os solventes
organicos (acetona e etanol) foram removidos e a formulacdo concentrada em

evaporador rotativo sob presséo reduzida a 40 °C para um volume final de 10 mL.
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A formulacdo LNC-CS foi obtida a partir do revestimento da formulagcdo LNC.
Uma solucdo de acido acético a 1% contendo quitosana a 1% (m/v) (1 ml) foi
adicionada em 9 ml de formulagcdo LNC-CS. A reacao foi mantida sob agitacéo
magnética durante 4 horas na temperatura ambiente (22-25 °C).

A formulacdo DAP-LNC foi obtida conforme descrito para a formulagdo LNC
(acima) adicionando-se dapsona (0,010 g) na solucéo de acetona juntamente com o0s
demais materiais estruturantes das nanocapsulas. E a formulagdo DAP-LNC-CS foi
obtida por revestimento da formulagcdo DAP-LNC com quitosana, conforme descrito

na preparacéo da formulagcdo LNC-CS (acima).

Tabela 1: Composicao quali-quantitativa das formulagdes em miligramas para 10 mL
de formulacao final (g/mL).

Formulacdes DAP LNC LNC-CS DAP-LNC DAP-LNC-
CS

Poli(epsilon- ) 01 01 01 01

caprolactona)

Monpestearato de ) 0,04 0,04 0,04 0,04

sorbitano

Dapsona 0,01 - - 0,01 0,01

Triglicerideo ; 0,12 0,12 0,12 0,12

caprilico/caprico

Fosfatidilcolina - 0,06 0,06 0,06 0,06

Polissorbato 80 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08

Quitosana - - 0,01 - 0,01

DAP: dapsona livre; LNC: nanocdpsulas de nucleo lipidico; LNC-CS: nanocapsulas de nucleo lipidico
revestidas com quitosana;.DAP-LNC: nanocapsulas de nucleo lipidico contendo dapsona e DAP-LNC-
CS: nanocéapsulas de nucleo lipidico contendo dapsona resvestidas com quitosana.

(-): sem componente.

Fase Etandlica - 40°C
- 40°C . .
5«88 = ol g "
- Agitacdo moderada  dez minutos (1% Quitosana)
Fase Orginica Fase Aquosa

Figura 3: Esquemailustrativo do método de preparagéo das nanocéapsulas de nucleo lipidico (deposi¢édo
interfacial de polimero pré-formado).
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IV.4.3.2 Caracterizacao fisico-quimica das formulacfes

IV. 4.3.2.1. Difragéo de laser

A distribuicdo granulométrica do perfil de cada formulacao foi determinada por
difracéo de laser em Mastersizer® 2000. Cada amostra foi diretamente adicionada na
unidade umida do equipamento contendo 100 a 150 mL de agua destilada. A aliquota
foi suficiente para uma obscuragéo entre 1% e 8%. Para célculo dos diametros médios
por volume das particulas [Da43] foi usada a teoria de Mie (Equacédo 1). A densidade
de particulas usadas para calcular as areas especificas foram de 1g/cm?.

(Equacéo 1)

onde i € um indice da populacao, e d;€ o diametro da particula da populacao de i.

O SPAN é a medida da polidispersdao baseada na largura da curva de
distribuicdo de tamanho das particulas. Quanto mais estreita esta distribuicdo menor
sera o SPAN. O SPAN é calculado pela seguinte equacado (Equacéo 2).

(Equacéo 2)
d(0,9)—(0,1)
d(o,5)

SPAN =
O d(0,1), d(0,5) e d(0,9) sao os diametros nos percentis 10%, 50% e 90% das curvas

de distribuicdo cumulativa de tamanhos com base no volume das particulas.

IV. 4.3.2.2. Espectroscopia de correlacao fotons

O diametro médio hidrodinamico e o indice polidispersdo da curva de
distribuicdo de tamanho de particulas foram determinados por espectroscopia de
correlacdo de fotons (PCS) usando um Zetasizer® Nano ZS apds uma diluicdo de
500x em agua ultrapura (Millipore®, 0,45 m). O célculo do diametro médio
hidrodindmico de cada amostra foi baseado na equacéo de Stokes-Einstein (Equacgéo
3).
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A equacédo de Stokes-Einstein para o calculo do diametro hidrodinamico é:

(Equacéo 3).

Dw: Diametro Hidrodinamico

k: Constante Boltzmann

f: Coeficiente de atrito de particulas.
n: Viscosidade do solvente

T: Temperatura absoluta

D: Coeficiente de difusao

IV. 4.3.2.3. Potencial zeta

O potencial zeta foi determinado por mobilidade electroforética em Zetasizer
Nano ZS ap6s uma diluicdo de 500x em uma solucdo aquosa de NaCl a 10 mmol L*
previamente filtrada (Millipore®, 0,45 mm). A velocidade de uma particula sujeita a um
campo elétrico é referida como a sua mobilidade electroforética. Por meio da equacéo
de Henry é possivel obter o potencial zeta das particulas (Equacéo 4).
A equacdo de Henry é:

(Equacéo 4)
Up= 2ezf (ka)
37

z: Potencial Zeta
Ug: Mobilidade eletroforética
¢: Constante dielétrica
n: Viscosidade

f(ka): Funcéo de Henry

IV. 4.3.2.4. Potenciametria
Os valores de pH foram obtidos em potenciémetro calibrado com tampéao
fosfato (pH 4,01 e pH 6,86) com sensibilidade > 99%.

IV. 4.3.2.5. Quantificacdo da dapsona nas formulacdes
Para a quantitificacdo da dapsona nas nanocapsulas foi retirado 200 uL da

amostra e adicionada em um baldo volumétrico de 10 mL contendo uma fase mével
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composta de acetonitrila/agua/dcido acético (40:59:1, vivlv). Posteriormente, foi
realizada a extragédo durante 30 minutos em banho de ultrassom e apos, filtrando a
solucdo e levado até o CLAE. O volume injetado foi de 100 uL com vazéo de 0.7
mL/min em tempo de corrida de 10 minutos. O farmaco foi detectado no comprimento

de onda de 293 nm conforme previamente validado (ORTIZ et al., 2015).

IV. 4.3.2.6. Eficiéncia de encapsulacéo

A determinacdo da eficiéncia de encapsulacao foi realizada pela técnica de
ultrafiltracdo-centrifugacéo conforme anteriormente descrito para formulacdes de LNC
(KULKAMP et al., 2009). Aliquotas de 400 uL das formulagdes contendo dapsona
foram colocadas nas unidades de Ultrafree. Apds centrifugacdo por 10 min cada
ultrafiltrado foi diretamente injetado no CLAE e o farmaco quantificado conforme
descrito no item de quantificacdo da dapsona. Todas as medidas foram realizadas em
triplicatas (n = 3). O calculo da eficiéncia de encapsulagdo considerou o teor da
formulacdo (concentracdo total) e a concentracdo de farmaco no ultrafiltrado
(concentracao livre) (Equacéo 5).

(Equacéo 5)

CT —CL
E="——""

X100
CT

CT:Concentracao total de dapsona na amostra
CL:Concentracdo de dapsona livre

IV. 4.3.2.7. Software ImageJ

As imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram
processadas pelo Software ImageJ disponivel para download gratuito. O Software
ImageJ foi usado neste estudo com a finalidade de calcular diametro das micelas e
do centro micelar. Para célculo do diametro das micelas e do centro micelar foi
mantida a barra de magnificacdo de 0,2 um obtida pela MET. A medida do diametro
foi realizada medindo-se a circunferéncia da parte externa das micelas e para medicéo
do centro das micelas a mesma foi realizada medindo-se a circunferéncia do centro
das estruturas micelares (WAYNE RASBAND, 1997).
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IV. 4.3.3 Avaliacdo da Atividade inibitoria

IV. 4.3.3.1 Atividade antibacteriana

Cinco isolados clinicos (SACE 01; SACE 02; SACE 03; SACE 04 e SACE 05)
de Staphylococcus aureus foram testados para susceptibilidade antibacteriana nesta
investigacdo. Também foi incluida uma cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923
como controle. As cepas bacterianas isoladas apresentaram multirresisténcia a
ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina, gentamicina, oxacilina e penicilina G. Os
isolados clinicos foram obtidos da colecdo de micologia da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS).

Os in6culos foram preparados de acordo com CLSI (MO7-documentos A6,
2012). Para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (MIC) foi utilizado o
método de microdiluicgdo em série para determinar o crescimento bacteriano (CB)
(Equacdo 6). A analise de turbidez foi realizada em espectrofotometria com
absorbancia no comprimento de onda de 625 nm, onde T4 representa a absorbancia
apos 24 horas de incubacao e To representa a absorbancia inicial.

(Equacéo 6)

CB: Tas-To

IV. 4.3.3.2 Atividade antifungica

Seis cepas de trés espécies de fungos filamentosos, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus e Aspergillus niger (ASP29; ASP30, ASP21; ASP31, ASP30 e ATCC
16888) foram testados para susceptibilidade fungica. Todas as cepas estdo
depositadas na colecdo de Micologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), Porto Alegre, Brasil.

A concentracdo inibitéria minima (MIC) foi definida pelo método de
microdiluicdo em caldo de acordo com a CLSI, (documentos M38-A2 (2008). Os
inéculos fungicos foram preparados a partir de culturas cultivadas em agar de dextrose
de Sabouraud a 32 °C e incubado durante sete dias em estufa fungica. A andlise da
turbidez foi realizada em espectrofotometria com absorbancia no comprimento de
onda de 570/690 nm. Os ensaios foram realizados em meio RPMI-MOPS. O teste de
dano celular foi realizado em MTT de acordo com o método (Equacao 7) (CHIOU et
al., 2001).

(Equacéo 7)
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5 lular (%) = 1 A570 — A690 com o farmaco 100
ano celular 0) — A570 — A690 sem o férmaCO x

IV. 4.3.3.3 Area aplicada inibitéria minima por ml de poco (AIM) por contagem
de coloides e por concentragdo de quitosana por mL de pogo.

A é&rea inibitéria minima aplicada foi calculada a partir da area superficial
especifica multiplicando-se pelo total de sélidos para 10 mL da formulacdo. Em
seguida foi calculado a equivalente para 0,2 mL de formulagcdo correspondente ao
primeiro pogo da microplaca, conforme equacao 8.

(Equacéo 8)
1g — 50m?
04g — X

X:20 m? de coloide em 10 mL de formulagio

10mL — 20m?
02mL — X

X:0,4m? de coloide no 12 pogo da microplaca

Para calculo da éarea aplicada inibitéria minima por ml de poco (AIM) por
contagem de coloides propussemos a seguinte equacado 9. Para isso, levamos em
consideracdo a densidade de particulas de 1g/cm?3.

(Equacéo 9).

AIM =TS x ASE x VA
VT

Onde:

TS: E o total de sélidos em g da formulac&o.
ASE: Area superficial especifica em m?/g.
VA: Volume administrado da formulacgéo.

VT: Volume total da formulacao final.
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Para célculo da concentracdo de quitosana por mL de poco a administrada foi
calculada a partir da concentracdo de quitosana por pg/ml multiplicando-se pela
concentragcdo em 0,2 ml de formulagdo, a qual corresponde ao primeiro pogco da
microplaca, conforme equagéao 10.

(Equacéao 10)
1ml — 10pg
0,2ml—X
X:2 pg/ml de quitosana no 1° pogo da microplaca

IV. 4.3.4 Obtencéo de pds de nanocapsulas por aspersdo em Spray-dryer

As formulacdes de nanocapsulas de nucleo lipidico foram secas em Mini Spray-
Dryer. Cada disperséo aquosa de nanocapsulas de nucleo lipidico foi adicionada com
leucina (1% ou 2%, m/v) ou lactose (2%, 3%, 5% ou 10%, m/v) como adjuvantes de
secagens. Cada dispersao foi mantida sob agitacdo magnética por 10 minutos antes
da aspersédo. Os seguintes parametros de asperséao foram utilizados: temperatura de
entrada 120 °C, temperatura de saida 62°C, Pump 15%, Nozzle 1 e aspirador 100%.
Apés aspersdao os pos foram removidos do frasco coletor e armazenados em

dessecador.

IV. 4.3.5 Caracterizacdo dos p0Os de nanocapsulas de nucleo lipidico

IV. 4.3.5.1 Rendimento dos pés

O calculo de rendimento foi determinado pela relacdo percentual (%) entre as
massas experimental e tedrica sendo a primeira medida em balanca analitica e a
segunda pela soma das massas dos materiais, componentes das nanocapsulas de
nucleo lipidico adicionados nas respectivas massas de adjuvante empregadas para

cada po.

IV. 4.3.5.2. Desaglomeracéao dos pos por difracdo de laser

Cada po foi adicionado diretamente no compartimento da unidade de analise
por via Umida do Mastersizer® 2000 e em tempos programados de 0, 5, 10, 15, 20,
25 e 30 minutos. Apds, foram registrados os perfis de diametro entre 400 nm e 2 mm

para assim determinar a desaglomeracao das amostras.
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IV. 4.3.5.3. Perda por dessecacao

Para determinar a perda por dessecacao dos pos obtidos por aspersdo 1 g de
cada po foi pesado e analisado em temperatura de 105°C por 1 minuto de acordo com
a Farmacopeia Brasileira (5.ed. 2010).

IV. 4.3.5.4. Determinacao de teor de dapsona nos pGés obtidos por asperséao

Os pos de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo dapsona foram pesados
(12 mg) e dispersos em um baldo volumétrico de 10 ml contendo uma mistura de
acetonitrila/agua/acido acético (40:59:1, v/viv). Posteriormente foi realizada a extracéo

do farmaco conforme descrito no item da quantificagdo da dapsona.

IV. 4.3.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para andlise elementar das nanocapsulas de nucleo lipidico foram adicionadas
aliquotas de 100 e 200 pL das amostras (LNC; LNC-CS; DAP-LNC e DAP-LNC-CS)
sobre fitas de carbono. Apés evaporacdo da agua em temperatura ambiente cada
amostra foi analisada sem metalizacdo por microscopia eletrénica de varredura no
Laboratério Regional de Nanotecnologia (LRNANO) o qual é vinculado ao Centro de
Nanociéncia e Nanotecnologia (CNANO) da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul.

As amostras de pés de nanocapsulas de nucleo lipidico obtidos por aspersao
foram analisados quanto a sua morfologia por microscopia eletrénica de varredura em
10kV. Estas amostras foram metalizadas com ouro para assim serem analisadas no
Centro de Microscopia e Microanalise (CMM) da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul.

IV. 4.3.7 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Para analise morfologica das nanocapsulas de nucleo lipidico as suspensfes
(100 pL) foram diluidas em uma proporcéo de 1:10 em agua (v/v) sendo cada amostra
diluida adicionada (20uL) sobre grids de cobre (400 mesh) revestidas com
formavar/carbono. Um contraste negativo (acetato de uranila a 2% em &agua) foi
adicionado sobre cada grid, e, entdo mantidos por 24 horas em um dessecador a
vacuo. As analises por microscopia eletrénica de transmissao (MET) foram realizadas
no Centro de Microscopia e Microanalise (CMM) da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul operando em 80Kuv.
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IV. 4.3.8. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas em software GraphPad Prism 5.0®
(GraphPad Software, EUA) utilizando-se o teste t de Student com um nivel de
significancia de P <0,05.

Para comparacdo das diferencas significativas das concentraces inibitérias
minimas entre cepas e formulagbes foi realizado uma andlise estatistica ANOVA
usando o método de tukey por meio de software Minitab (Versdo 16.1.0, USA),
considerando um valor significativo de P (< 0,05).

A andlise estatistica das medicbes dos tempos de desaglomeracdo das
amostras de pos por difracdo de laser foi efetuada em software Statistical Analysis
System, (SAS, EUA) empregando-se o teste Anova Modelo fixo com nivel de

significancia de P <0,05.






V.RESULTADOS
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V. 5.1 DESENVOLVIMENTO DE NANOCAPSULAS DE NUCLEO LIPIDICO
DISPERSAS EM AGUA
V. 5.1.1 Nanocapsulas de nucleo lipidico revestidas ou ndo com quitosana

As nanocéapsulas de nucleo lipidico revestidas ou ndo com quitosana foram
preparadas de acordo com a metodologia previamente descrita por Bender e
colaboradores (2012). O aspecto macroscopico das formulacdes antes do
revestimento (LNC) ou ap6s o revestimento com quitosana (LNC-CS) foi semelhante,
apresentando-se como liquidos homogéneos leitosos esbranquicados com efeito
Tyndall.

A distribuicdo do tamanho das nanocépsulas de nucleo lipidico foi determinada
por difracdo de laser e por espectroscopia de correlacéo de fotons (PCS). O diametro
médio D[4,3] variou de 126 a 130 nm entre as formulagdes testadas (Tabela 2). A média
dos diametros analisados por PCS foi de 114 a 125 nm enquanto que didmetros
médios das particulas calculados pelo algoritmo de CONTIN variaram de 131 a 150
nm para as formulacbes com ou sem farmaco e revestidas ou ndo com quitosana
(LNC; LNC-CS; DAP-LNC; DAP-LNC-CS). A largura a meia altura da curva de
distribuicdo de diametros variou entre de 50 a 59 nm (Tabela 2). Os indices de
polidispersédo (PDI) foram de 0,117 a 0,171 para a formula¢cdes desenvolvidas neste
estudo (Tabela 2).

O potencial zeta foi negativo para as formulagdes revestidas com fosfatidilcolina
e polissorbato 80 (LNC e DAP-LNC) e positivo para formulacdes revestidas com
fosfatidilcolina, polissorbato 80 e quitosana (LNC-CS e DAP-LNC-CS) (Tabela 3). O
pH variou entre 4,15+0,16 e 4,57+0,46 para as formulacdes analisadas (Tabela 3). A
eficiéncia de encapsulacéo encontrada para a formulacédo de nanocapsulas de nucleo
lipidico contendo dapsona e revestida com fosfatidilcolina e polissorbato 80 e para a
formulacdo de nanocépsulas de nucleo lipidico contendo dapsona e revestidas com
fosfatidilcolina, polissorbato 80 e quitosana foram superiores a 80%, conforme
descritas na tabela 3.

As formulacdes de nanocapsulas de nucleo lipidico preparadas sem farmaco
ou com a dapsona revestidas com fosfatidilcolina e polissorbato 80 ou com
fosfatidilcolina, polissorbato 80 e quitosana apresentaram distribuicdo unimodal tanto
por difracdo de laser (Figura 4) quanto por espectroscopia de correlacdo de fétons
(Figura 5). Adicionalmente, o gréfico radar plotado a partir dos dados de difracdo de

laser mostram perfis caracteristicos para formulagdes unimodais nanoscoépicas
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(Figura 6). Todas as formulacdes analisadas pelo gréfico radar apresentaram perfis
sobreponiveis por volume e por numero considerando os didmetros: diametro médio
D[43]; d(0,1), d(0,5), e d(0,9) os quais correspondem aqueles obtidos nos percentis
10%, 50% e 90% das curvas de distribuicdo cumulativa de tamanhos com base no

volume e no numero de particulas.

Tabela 2: Diametro médio volumétrico D[4,3], diametro médio hidrodinamico,
calculado pelo método de Cumulants (d-ave) € pelo algoritmo de CONTIN (dn), largura
a meia altura da curva de distribuicdo de diametros (FWHM), calculada pelo algoritmo
de CONTIN e indice de polidispersdo (PDI) das formulacBes de nanocapsulas de
nucleo lipidico.

Amostras D[4,3] dz-ave dn FWHM PDI
(n=3) (nm) (nm) (nm) (nm)

LNC 127+2 118+1 134+1 50+3 0,121+0,001
LNC-CS 129+4 12548 150+10 5915 0,171+0,041
DAP-LNC 126+2 118+3 135+3 50+3 0,117+0,008
DAP-LNC-CS 130+5 114+4 131+7 52+7 0,171+0,047

LNC, nanocapsulas de nucleo lipidico; LNC-CS, nanocapsulas de nucleo lipidico revestida com
quitosana; DAP-LNC, nanocépsulas de nucleo lipidico contendo dapsona e DAP-LNC-CS:
nanocapsulas de nucleo lipidico contendo dapsona resvestida com quitosana.

Tabela 3: Teor de dapsona na formulacao, eficiéncia de encapsulacéo (EE), potencial
zeta e pH das formulacfes de nanocapsulas de nucleo lipidico.

Amostras Teor de dapsona EE Potencial zeta H
(n=3) (mg/ml) (%) (mV) P
LNC - - - 1543 4,52+0,15
LNC-CS - - + 2314 4,23+0,14
DAP-LNC 1,024+0,01 84+0,6 -13+£2 4,57+0,46
DAP-LNC-CS 0,880+5,13 82+0,7 + 2146 4,15+0,16

LNC, nanocdpsulas de nucleo lipidico; LNC-CS, nanocapsulas de nucleo lipidico revestida com
quitosana; DAP-LNC, nanocépsulas de nucleo lipidico contendo dapsona e DAP-LNC-CS:
nanocapsulas de nucleo lipidico contendo dapsona resvestida com quitosana.
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Figura 4: Curva de distribuicdo de didmetros determinada por difracéo de laser.

16
»
14 .
l'i%\
12 ! ‘\
;\3 . '}
1 i\
E {3
&
= 8 ceeess LNC “‘
c . ]
TR LNC-CS i ]
E ol
= - - — DAP-LNC j q
2 — - - DAP-LNC-CS 3 §‘
0 ._LJ' "k
0,1 1 10 100 1000 10000
(d.nm)
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Figura 6: Grafico de radar plotado a partir dos dados de difracdo de laser das amostras LNC, LNC-CS,
DAP-LNC e DAP-LNC-CS. [eixos: 1 corresponde ao diametro médio por volume das particulas, D[4,3]v;
2 é o diametro em volume no percentil de 10% da curva de distribuicdo, d(0,1)v; 3 é o didametro em
volume no percentil de 50% da curva de distribuicdo, d(0,5)v; 4 é o diametro em volume no percentil de
90% da curva de distribuicdo, d(0,9)v; 5 corresponde ao diametro médio por nimero das particulas,
D[4,3]n; 6 representa o diametro por nimero no percentil de 10% da curva de distribuicédo, d(0,1)n; 7 é
o diametro por numero no percentil de 50% da curva de distribuicdo, d(0,5)n e 8 corresponde ao
didmetro em nimero no percentil de 90% da curva de distribui¢cdo, d(0,9)n].

V.5.1.2. Analises de microscopia eletronica e microanalise

Através da microanalise quimica elementar verificamos a presenca de carbono
(C), oxigénio (O), nitrogénio (N), fosforo (P) e aluminio (Al) nas amostras sobre o0s
suportes. A deteccdo de aluminio se deu em virtude dos suportes de analises
possuem aluminio em sua composicdo. As amostras de LNC e DAP-LNC
apresentaram a composicéo quimica de (C), (O), (P) e (Al). Por outro lado as amostras
de LNC-CS e DAP-LNC-CS apresentaram (C), (O), (N) e (P) (Figura 7).

A analise de composicao elementar semi-quantitativa mostrou a presenca de
73,04% (C), 22,33 % (0), 2,40 % (P) e 2,23 % (Al) para a amostra de LNC. Para a
formulacdo de LNC-CS os valores foram de 74,98 % (C), 19,26 % (O), 4,96% (N) e
0,80 % (P). A amostra de DAP-LNC os achados foram de 69,21 % (C), 28,97 % (O),
1,02 % (Al) e 0,79% (P). Adicionalmente, para a amostra de DAP-LNC-CS os valores
encontrados foram de 69,08 % (C), 27,27 % (O), 2,75 % (N) e 0,89 % (P). O presenca
do nitrogénio (N) nédo foi detectado no gréafico das formulacdes LNC-CS e DAP-LNC-
CS, mas sim na tabela gerada pelo equipamento que se encontra em anexo.

Por meio da microscopia eletrénica de transmissdo (MET) verificamos que as
nanocapsulas de nucleo lipidico possuem em sua grande maioria formato esférico
(Figura 8).



65

C Ke
A C Ka B
O ke
0 K
AlK e P Ka Al Ka P Ka
T 2 T _“"  —
Energy f Kev Energy / Kev
C Ke D
C K C
O Ke O Kee
Al Ke P Ka P Ka
: i, e - o
Energy / Kav Energy / Kev

Figura 7: Microandlise quimica elementar: a) LNC; b) LNC-CS; c) DAP-LNC e d) DAP-LNC-CS.
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Figura 8: Microscopia eletrdnica de transmissdo (MET): a: LNC (0,5um), b: LNC (0,2um); c: LNC-CS
(0,5um), d: LNC-CS (0,2pm); e: DAP-LNC (0,5um), f: DAP-LNC (0,2pm); g: DAP-LNC-CS (0,5um) e h:
DAP-LNC-CS (0,2um).
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As imagens de microscopia eletronica de transmisséo (figura 9) mostraram que
as nanocapsulas de nucleo lipidico sdo rodeadas por estruturas micelares esféricas e
estas estruturas apresentam-se na ordem de 4 camadas revestindo as nanocapsulas,
constituindo a coroa hidrofilica. O célculo da distribuicdo de diametros dessas
estruturas na coroa hidrofilica levou a determinacéo do diametro médio de 18+3 nm
(figura 10a). A andlise da fotomicrografia ampliada mostra estruturas esféricas (figura
10b) com morfologia diversa cujos os modelos esquematicos podem ser visualizados
na figura 10c. Ampliagbes das imagens de microscopia eletronica mostram uma
sequéncia de transformagfes de micelas esféricas em cilindricas (figura 11) sendo
gue na figura 11a as estruturas apresentam se esféricas; na figura 11b ocorre uma
pequena deformacédo micelar; na figura 11c pode-se notar uma grande deformacgao
micelar e na figura 11d observa-se uma forma cilindrica de micela. Para diferenciar as
estruturas na coroa hidrofilica a frequéncia de diametro do centro das estruturas
micelares foi calculado. A curva de distribuicdo de diametros do centro das micelas
(figura 12a) mostra-se bimodal com média e desvio padrdo em 8+2 nm.
Adicionalmente, cada modo dessa distribuicdo analisado separadamente mostra
média de diametro e desvio padréo do centro da estrutura em 6x1 nm (figura 12b) e
em 92 nm (figura 12c). Com base na imagem obtida que demostra como as micelas
se organizam na coroa hidrofilica das nanocapsulas e no espaco entre as coroas

propusemos um modelo representativo das LNC (figura 13).

¥ 700m

Figura 9. a) Imagem de microscopia eletrénica de transmissdo das nanocépsulas de nudcleo lipidico
(LNC) e b) ampliagédo da imagem da coroa hidrofilica das LNC.
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Figura 10. a) Distribuicao de didmetros das estruturas micelares da coroa hidrofilica das LNC, onde (d)
€ o diametro médio das estruturas e (o) é o desvio padrdo; b) Ampliacdo da imagem de microscopia
eletrénica das estruturas micelares. A linha de magnificacdo corresponde a 10 nm; c) Modelo das
estruturas micelares.
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Figura 11. AmpliagBes de imagens de microscopia eletrdbnica mostrando a sequéncia de transformacao
de micelas esféricas em cilindricas: a) micelas esféricas; b) micelas com pequena deformacéo; c)
micelas com grande deformacéo e d) forma cilindrica micelar. A linha de magnificacdo corresponde a
10 nm.
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Figura 12. Histogramas de frequéncia de didmetros do centro das estruturas micelares: a) do centro da
estrutura micelar; b) do centro das estruturas micelares no intervalo 4,5 a 8,0 nm e c) do centro das
estruturas micelares no intervalo de 7,0 a 13,0 nm, onde (d) é o didmetro do centro das estruturas

micelares e (o) € o desvio padrao.
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Figura 13. Modelo representativo das nanocépsulas de nucleo lipidico, destacando a coroa hidrofilica
constituida de estruturas micelares.
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V. 5.2 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A concentragdo inibitéria minima (MIC) de todas as cepas de Stafilococcus
aureus multirresistentes incluindo a cepa padronizada ATCC 25923 apresentou 0s
mesmos perfis de susceptibilidade antibacteriana para a formulacdo de nanocapsulas
de ndcleo lipidico contendo dapsona e revestidas com fosfatidilcolina, polissorbato 80
e quitosana (DAP-LNC-CS) (tabela 4). A formulacdo de nanocapsulas de nucleo
lipidico contendo dapsona e revestida com fosfatidilcolina e polissorbato 80 (DAP-
LNC) apresentou perfil de susceptibilidade antibacteriana de 127 a 510 pg/ml para a
cepa de S. aureus (tabela 4). Na formulagdo contendo apenas dapsona dispersa
polissorbato 80 (DAP) a concentracédo inibitéria minima variou de 221 a 443 pg/ml para
as cepas de S. aureus conforme tabela 4.

Quando analisados os perfis de atividades frente as concentracéo de quitosana
por mL de pocgo verificamos que todos os isolados bacterianos incluindo a cepa
padronizada ATCC apresentou perfil de resisténcia na concentracéo de 0,250 ug/ml
de quitosana para as formulacées de LNC-CS e DAP-LNC-CS (tabela 4). Quando
comparamos ambas as formulagdes por concentracdo de quitosana podemos notar
gue resultados foram similares entre si (tabela 4).

As formulactes de LNC-CS e DAP-LNC-CS apresentaram perfis semelhantes
antibacterianos quando analisadas por area aplicada inibitéria minima de
nanocapsulas por mL de poco (tabela 5). Os resultados encontrados foram de 0,048
a 0,050 m?/ml de particulas para todas as cepas testadas in vitro. A formulagdo de
LNC revestida com fosfatilcolina e polissorbato 80, ndo demostrou atividade
antibacteriana para qualquer das cepas testadas (tabela 5). Na formulacdo contendo
dapsona nanoencapsulada e revestida com fosfatilcolina e polissorbato 80 (DAP-LNC)
podemos observar um grau de inibi¢do variando de 0,051 a 0,205 m?/ml de particulas
(tabela 5). Por outro lado para as demais cepas multirresistentes nao foi observado
gualquer grau de inibicdo antibacteriana, ou seja, houve crescimento microbiano das
bactérias testadas neste estudo conforme descritas na tabela 5.

De acordo com a analise estatistica realizada pelo teste de tukey (p<0,05) a
formulacdo DAP-LNC-CS obteve melhor atividade quando comparada com as
formulacées DAP e DAP-LNC por concentracéo inibitéria minima de dapsona em pg
por ml de poco. Para as formulac6es LNC-CS e DAP-LNC-CS nao houve diferenca
significativa quando analisadas por concentracdo inibitéria minima de quitosana e por

area aplicada inibitéria minima em pg por ml de pocgo.
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Tabela 4: Prefil das concentrac¢des inibitérias minimas das bactérias.

Bactérias DAP LNC-CS DAP-LNC DAP-LNC-CS
MICob MICq |MICo MICo MICob MICo |MICo  MICo
S. aureus ATCC25923) 221 | - - | 0,250% | 1270 - 109 | 0,250%
S. aureus (SACEO01) na” - - 0,250" 510* - 109 | 0,250%
S. aureus (SACE02) naF - - 0,250" na" - 109 | 0,250%
S. aureus (SACEO03) naF - - 0,250" na" - 109 | 0,250%
S. aureus (SACE04) 4438 - - 0,250 na® - 109 | 0,250%
S. aureus (SACEO05) naF - - 0,250" na" - 109 | 0,250%

Dapsona livre preparada com dapsona e polissorbato 80 (DAP); nanocapsulas de nucleo lipidico
revestida com quitosana (LNC-CS); nanocapsulas de nucleo lipidico contendo dapsona (DAP-LNC);
nanocapsulas de nucleo lipidico contendo dapsona (DAP-LNC) e; nanocapsulas de nucleo lipidico
contendo dapsona resvestidas com quitosana (DAP-LNC-CS).

MICpb: Concentracao inibitéria minima de dapsona em pug por ml de poco.

MICq: Concentracgéo inibitéria minima de quitosana em pg por ml de poco.

na: ndo houve atividade.

(-): sem componentes.

Diferentes letras acima das concentracBes inibitdias minimas representam uma estatistica
significativamente diferente considerando P (< 0.05) teste de turkey.

Tabela 5: Area aplicada inibitéria minima de nanocéapsulas por ml de poco (AIM).

Bactérias LNC LNC-CS DAP-LNC DAP-LNC-CS
S. aureus (ATCC25923) nac 0,048° 0,051® 0,050°
S. aureus (SACEO01) nac 0,048° 0,205* 0,050°
S. aureus (SACEO02) nac 0,048° na® 0,050°
S. aureus (SACEO03) nac 0,0488 na‘ 0,0508
S. aureus (SACE04) nac 0,048° na® 0,050°
S. aureus (SACEO05) nac 0,048° na® 0,050°

Nanocapsulas de nucleo lipidico (LNC); nanocéapsulas de nucleo lipidico revestida com quitosana (LNC-
CS); nanocéapsulas de nucleo lipidico contendo dapsona (DAP-LNC); nanocapsulas de nucleo lipidico
contendo dapsona (DAP-LNC) e; nanocapsulas de nucleo lipidico contendo dapsona resvestidas com
quitosana (DAP-LNC-CS).

na: ndo houve atividade

Diferentes letras acima das Areas inibitdias minimas representam uma estatistica significativamente
diferente considerando P (< 0.05) teste de turkey.

V. 5.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Os resultados das nanocépsulas de nucleo lipidico contendo dapsona e
revestidas com fosfatidilcolina, polissorbaro 80 e quitosana (DAP-LNC-CS)
apresentaram concentracao inibitéria minima de 7 a 109 ug/ml com dano celular de

60 a 75% para as cepas de Aspergillus niger (tabela 6). Para as cepas de Aspergillus
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flavus o MIC variou de 54 a 219 pug/ml com dano celular de 65 a 85% (tabela 6). Para
as cepas de Aspergillus fumigatus o MIC observado foi de 54 a 439 pg/ml com grau
de dano celular variando de 59% a 83% (tabela 6). A formulacdo de nanocapsulas de
nacleo lipidico contendo dapsona e revestidas com fosfatidilcolina e polissorbaro 80
(DAP-LNC) exibiu MIC apenas para a cepa de Aspergillus fumigatus conforme
descritas na tabela 6.

Para a dispersédo de dapsona em polissorbato 80 (DAP) foi observado também
a concentracao inibitéria minima foram ambas para as cepas de Aspergillus fumigatus
e Aspergillus Flavus (tabela 6). As cepas de Aspergillus niger exibiram um MIC de 13
a 110 pg/ml com um dano celular que variou de 74% e 75% (tabela 6). Os outros
isolados (ASP30-fumigatus e ASP31-flavus) ndo apresentaram qualquer grau de
inibicdo nestas concentracdes testadas in vitro (tabela 6).

As concentracdes inibitérias minimas de quitosana para as cepas fungicas de
Aspergillus flavus variaram de 0,500 a 0,062 pg/ml com dano celular de 64% para
formulacdo de LNC-CS (tabela 6). Por sua vez, para as cepas de Aspergillus niger as
concentracgdes inibitérias minimas de quitosana foram de 0,007 a 1 ug/ml com dano
celular de 70% a 72% (tabela 6). Paralelamente, a formulacdo DAP-LNC-CS
apresentou concentracdes inibitérias minimas de quitosana que variou de 0,125 a 1
ug/ml com dano celular variando de 59% a 83% para as cepas de Aspergillus
fumigatus (tabela 6). Para a cepas dos Aspergillus flavus as concentracdes inibitorias
minimas de quitosana foram de 0,125 a 0,500 ug/ml com dano celular de 65% a 85%
(tabela 6). Ja para as cepas dos Aspergillus niger o MIC observado variou de 0,015 a
0,025 pg/ml de quitosana com dano celular variando de 60% a 75% (tabela 6).

As areas aplicadas inibitorias minimas de nanocapsulas por ml de poco para a
formulacdo de DAP-LNC-CS variou de 0,025 a 0,202 m?ml para as cepas de
Aspergillus fumigatus as quais apresentaram um dano celular de 59% a 83% (tabela
7). As AIM de nanocépsulas por ml de poco para as cepas de Aspergillus flavus foram
de 0,025 a 0,101 m?ml com dano celular variando de 65% a 85% (tabela 7). No
entanto, as AIM de nanocéapsulas por ml de poco variou de 0,003 a 0,050 m?/ml para
as cepas de Aspergillus niger com um grau de dano celular que foi de 60% a 75%
(tabela 7). A formulacdo contendo dapsona nanoencapsulada e revestidas com
fosfatidilcolina e polissorbato 80 demostrou AIM de nanocapsula por ml de pogo

apenas para a cepa de Aspergillus flavus conforme tabela 7.
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As nanocdpsulas de nucleo lipidico revestida com fosfatidilcolina e polissorbato
80 (LNC) néo exibiram atividades inibitorias. Os resultados da formulacdo de
nanocapsulas de nucleo lipidico revestida com fosfatidilcolina, polissorbato 80 e
quitosana (LNC-CS) ndo apresentaram atividades fungicas para as cepas de
Aspergillus fumigatus (tabela 7). Paralelamente, para as cepas de Aspergillus flavus
e niger as AIM variaram de 0,001 a 0,194 m?/ml de particulas por mL (tabela 7).

Segundo a andlise estatistica realizada pelo teste de tukey (p<0,05) a
formulacdo DAP-LNC-CS obteve melhor atividade quando comparada com as
formulac6es DAP e DAP-LNC por concentracdo inibitéria minima de dapsona em ug
por ml de poco com excecédo das espécies de Aspergillus niger. Quando analisada por
concentracgdo inibitéria minima de quitosana e por area aplicada inibitéria minima em
Mg por ml de pogco a formulagdo DAP-LNC-CS apresentou melhores resultados
segundo a analise estatistica para inibir o crescimento fungico, com excec¢ao da cepa

de Aspergillus niger ASP06.

Tabela 6: Prefil das concentracdes inibitérias minimas dos fungos.

Fungos DAP LNC-CS DAP-LNC DAP-LNC-CS
MICp MICq | MICp  MICq MICp MICq | MICp MICqo

A. fumigatus

(ASP29) 443 [73%]° | . - nac na - | 54[59%]" |0,125[59%]C

A. fumigatus

(ASP30) nat - - na‘ nat - 439 [83%]¢ |1 [83%)"

A. flavus

(ASP21) 443 [83%)]° - - 0,500 [64%]® na- - 54 [65%]" | 0,125 [65%)]

A. flavus

(ASP31) na- - - 0,062 [64%)]¢ | 510 [82%]* - 219 [85%]° | 0,500 [85%]°

A. niger

(ATCC

16888) 110 [75%]F - - 1 [70%)A na- - 109 [60%]E | 0,025 [60%)]°

A. niger

(ASP06) 13 [74%]° - - 0,007 [72%]° na- - 7 [75%]° | 0,015 [75%]

Dapsona livre preparada com dapsona e polissorbato 80 (DAP); nanocépsulas de nucleo lipidico
revestida com quitosana (LNC-CS); nanocépsulas de nucleo lipidico contendo dapsona (DAP-LNC);
nanocapsulas de nucleo lipidico contendo dapsona (DAP-LNC) e; nanocapsulas de nucleo lipidico
contendo dapsona resvestidas com quitosana (DAP-LNC-CS).

MICpb: Concentracgao inibitéria minima de dapsona em pg por ml de poco.

MICq: Concentragéo inibitéria minima de quitosana em pg por ml de poco.

[%]: Dano celular

na: ndo houve atividade

-:sem componentes

Diferentes letras acima das concentragdes inibitdias minimas representam uma estatistica
significativamente diferente considerando P (< 0.05) teste de turkey.
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Tabela 7: Area aplicada inibitoria minima de nanocapsulas por ml de poco (AIM).

Fungos LNC LNC-CS DAP-LNC DAP-LNC-CS
A. fumigatus (ASP29) na® na® na® 0,025 [59%]E
A. fumigatus (ASP30) na® na® na® 0,202 [83%)*
A. flavus (ASP21) nac 0,097 [64%]C na® 0,025 [65%]¢
A. flavus (ASP31) nac 0,012 [64%]F | 0,205 [82%]* | 0,101 [85%]C
A. niger (ATCC 16888) na® 0,194 [70%]? na® 0,050 [60%]°
A. niger (ASP06) nac 0,001 [72%]° na® 0,003 [75%]¢

Nanocdapsulas de nucleo lipidico (LNC); nanocapsulas de nucleo lipidico revestida com quitosana (LNC-
CS); nanocéapsulas de nucleo lipidico contendo dapsona (DAP-LNC); nanocéapsulas de nucleo lipidico
contendo dapsona (DAP-LNC) e; nanocapsulas de nucleo lipidico contendo dapsona resvestidas com
quitosana (DAP-LNC-CS).

[%]: Dano celular

na: ndo houve atividade

Diferentes letras acima das Areas inibitdias minimas representam uma estatistica significativamente
diferente considerando P (< 0.05) teste de turkey.

V. 5.4 DESENVOLVIMENTO DE NANOCAPSULAS DE NUCLEO LIPIDICO NA
FORMA DE POS

V. 5.4.1 P6s contendo nanocapsulas de nucleo lipidico revestidas com
guitosana

Apbs o desenvolvimento e caracterizacéo das suspensdes as nanocapsulas de
nucleo lipidico contendo dapsona e revestidas com quitosana estas foram submetidas
ao processo de secagem tendo em vista adquirir um produto pulverulento. Para isso
as formulacdes foram produzidas no volume final de 50 ml.

A analise macroscopica das nanocapsulas adquiridas via secagem por
aspersao evidenciou-se tratar de um po fino e branco, com aspecto pulverulento
formando pequenas particulas. Os rendimentos das formulagcdes secas com suas
respectivas concentracdes de adjuvantes de secagem testados variou de 48+3% a
69+2% (tabela 8). A perda por dessecacao dos pos secos ficou abaixo de 2% (tabela
10).

O teor da dapsona foi de 80,7+3% a 94,9+1% quando analisadas por mg/mL
nas formulacées de nanocapsulas (tabela 8). Por meio do doseamento da dapsona
nos pés podemos corroborar que ndo houve muitas perdas em virtude do processo
de secagem.

O diametro médio das particulas secas apdés 30 minutos de desaglomeracao

em agua variou de 429+1 a 715+3 nm para as formulagcfes secas com leucina (tabela
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8). Para as formulacBes secas nas concentracBes de lactose o diametro médio
observado foi de 321+3 a 732+4 nm (tabela 8).

O gréfico da figura 14 ilustra como foi a desaglomeracdo de todas as
formulagBes desenvolvidas e analisadas durante os 30 minutos empregados além
disso, foi verificado também a area superficial especifica nestes tempos. Por meio dos
gréficos de area especifica (figura 15) podemos correlacionar tempo x area superficial
especifica, ou seja, a medida que o diametro médio vai diminuindo a area superficial
tende a aumentar, ou versa.

Na figura 16 podemos observar por meio de graficos radar o comportamento
das particulas frente ao processo de desaglomeracdo em agua por volume e por
namero nos tempos de 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos para as formula¢cbes de

nanocapsulas secas com leucina ou lactose.

Tabela 8: Rendimento, perda por dessecacdo, desaglomeracdo e teor das
formulac¢des contendo leucina e lactose com seus adjuvantes de secagem.

Formulagées Rendimento PD D[4,3] D[4,3]  Teor DAP
(n=3) (%) (%) (nm)** (nm)x** (mg/ml)
(%)
foucing o 58+1 1,33t0,2  715+3  430:1 94,91
fowcing " 61,3+1 1,33:0,2  483t6  429t1 92,4+l
Tactose) nd nd nd nd nd
(actoss) " 48+3 15040,5  732+4  527+2 82,943
(Ei:th)SLs'z?CS > 69+2 1,50+0,2  691+3 514+2 80,7+3
(E?:th)SLsQ?CS 1% 68+1 1,50+0,1 3448 321+3 82,8+2

PD*: Perda por dessecac¢éo

nd: Nao determinado

**Valores obtidos em 30 minutos de desaglomeragéo em via Umida por volume
*** \alores obtidos em 30 minutos de desaglomerag&o em via Umida por nimero.
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Figura 14: Grafico de desaglomeracao dos pos por didmetro médio D[43] por volume em nm.
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Figura 15: Gréfico da area superficial especifica em m?/g.
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Figura 16: Graficos de radar plotado a partir dos dados de difracdo de laser das amostras DAP-LNC-
CS secas com 1% (a) e 2% (b) de leucina e (c) 3%, (d) 5% e (e) 10% de lactose. As linhas referem se
aos tempos de 0, 5, 10, 15, 20, 25, e 30 minutos de desaglomeracdes em agua. [eixos: 1 corresponde
ao didmetro médio por volume das particulas, D[4,3]v; 2 é o didmetro em volume no percentil de 10%
da curva de distribui¢éo, d(0,1)v; 3 é o didmetro em volume no percentil de 50% da curva de distribui¢ao,
d(0,5)v; 4 é o diametro em volume no percentil de 90% da curva de distribuicdo, d(0,9)v; 5 corresponde
ao diametro médio por nimero das particulas, D[4,3]n; 6 representa o diametro por nimero no percentil
de 10% da curva de distribuicdo, d(0,1)n; 7 é o didmetro por nimero no percentil de 50% da curva de
distribuicdo, d(0,5)n e 8 corresponde ao didmetro em ndmero no percentil de 90% da curva de
distribuigdo, d(0,9)n].
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Com base nos resultados anteriores obtidos de teor, massa e distribuicoes de
didmetros das particulas foram selecionadas as formulacdes que compdem as
concentragbes de 1 e 2% de leucina (DAP-LNC-CS -1% e 2% de leucina) com a
finalidade de obter um produto farmacéutico para futuras aplicagoes.

Quando analisadas no tempo O (inicial) percebemos que os diametros das
particulas das formulagdes sdo maiores e assim observamos que com o passar dos
tempos os diametros foram diminuindo tanto por volume quanto por escala numerica.
Por meio destes dados acima de desaglomeracao das particulas observarmos que 0s
resultados macroscopicamente ndo demostraram diferencas significativas entre 5 e
30 minutos, no entanto, foram realizadas andlises estatisticas para comprovar esta
hipétese. Por meio das andlises estatisticas ndo houve diferencas significativas entre

as amostras considerando um valor p<0.05. Os dados obtidos estdo expressos no
gréfico da figura 17.

H 1% leucina

B 2% leucina

5 10 15 20 25 30

Tempo/Minutos

1000

50

o

D(4,3) nm

o

Figura 17: Gréfico das andlises estatisticas da desaglomeracédo dos pos de 5 a 30 minutos
analisados por D[4,3] em nm.

Apoés 5 minutos de desaglomeracdo dos pos das nanocapsulas em agua os
didmetros médios D[4,3] por volume foram de 729+0,03 nm (DAP-LNC-CS 1% leucina)
e 506+0,01 nm (DAP-LNC-CS 2% leucina). O diametro médio D[43] por nimero foi de
478140 nm (DAP-LNC-CS-1% de leucina) e 417+17 nm (DAP-LNC-CS 2% de
leucina).

Quando as particulas sao redispersas em agua o adjuvante de secagem tende
a dissolver as particulas tornando-as menores e mais proxima do seu diametro

original. O que podemos perceber € que durante todos os tempos de desaglomeracao
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obtivemos particulas em escala nanométrica e micrométrica com uma diminuicao do
tamanho com o passar dos tempos.

Por meio das imagens obtidas de microscopia eletronica de varredura verificou-
se a presenca de aglomerados morfolégicos e também a superficie irregular das
particulas conforme figura 18.

Futuramente estas formulacBes de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo
dapsona revestidas com quitosana e secas com leucina podem fornecem produtos
intermediarios para futuras aplicacdes bioldgicas, como por exemplo, aplicacbes para
via respiratéria a fim de combater processos infecgiosos causados pelos Aspergillus
ssp. e também em aplicacBes topicas para evitar as infeccdes causadas pelo
Staphylococcus aureus.
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Fig 18. Imagens de microscopia eletronica de varredura d

as formulagbes secas com leucina. a) Leucina
1% x 20um; b) Leucina 2% x 20um; c) Leucina 1% x 10um; d) Leucina 2% x 10um; e) Leucina 1% Xx
5um e f) Leucina 2% x 10um.
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No presente estudo as nanocapsulas de nucleo lipidico apresentam
caracteristicas fisico-quimicas adequadas para sistemas de entrega de farmacos.
Estudos anteriores demonstraram que as nanocdpsulas de nuacleo lipidico
desenvolvidas em nosso grupo exibiram comportamentos fisico quimicos adequados
de distribuicdo das particulas. Em outros estudos com nanocapsulas foram usados
materiais de revestimento em razéo das suas potencialidades e caracterizadas quanto
ao teor de farmaco, didametro médio, potencial zeta, andlise morfologica, analise
granulométrica e estudos in vitro e in vivo (CATTANI et al., 2010; FROZZA et al., 2010;
OURIQUE et al., 2010 ;POHLMANN et al., 2013; BENDER et al., 2012; BENDER et
al., 2014).

As formulacbes de nanocapsulas de nucleo lipidico e as com dapsona
revestidas com fosfatidilcolina e polissorbato 80 e fosfatidilcolina, polissorbato 80 e
guitosana apresentaram distribuicdo unimodal quando analisadas pelas técnicas de
caracterizacdo fisico quimicas deste estudo. Estudos de caracterizacdes de
nanocapsulas de nudcleo lipidico demostraram valores de perfis de distribuicdes
proximos (BENDER et al., 2012; BENDER et al., 2014). Os indices de polidisperséo
(PDI) das formulacdes ficaram abaixo de 0,2. Quando a polidisperséao € inferior a 0,2
indica-se que a amostra possui baixa polidispersdo e uma adequada homogeneidade
(BENDER et al., 2014).

Subjetivamente os perfis da distribuicdo de tamanho das nanoparticulas
monodispersas, unimodais e simétricas propicia graficos radar com diferentes valores
de diametros das particulas. Porém, os sistemas de administracdo de farmacos
desenvolvidos experimentalmente apresentam distribuicbes de tamanho unimodais
de modo geral com diferentes graus de polidispersédo. A polidispersdo pode causar
mudancas nos valores dos diametros tornando os graficos de radar em forma
assimétrica, no entanto, as formulacbes que tém distribuicbes de tamanhos de
particulas multimodal e alta polidispersdo podem serem descartadas durante seu
estudo de pré-desenvolvimento (BIANCHIN et al., 2015).

O potencial zeta para as formulacBes revestidas com fosfatidilcolina e
polissorbato 80 foi negativo e positivo para formulacbes revestidas com
fosfatidilcolina, polissorbato 80 e quitosana. Os valores estdo de acordo com aqueles
previamente atribuidos para nanoparticulas revestidas com ambos 0s materiais visto
gue a fosfatidilcolina mesmo sendo uma molécula dipolar possui acido fosfatidico

como contaminante originando potencial de superficie negativo (MOSQUEIRA et al.,
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2000) e a quitosana um polimero catibnico que apds a reacdo interfacial com a
superficie das nanocapsulas confere-lhes um potencial positivo.

O pH das formula¢Bes das nanocapsulas apresentaram graus de acidez. O pH
da solucdo da quitosana € um fator importante que também pode influenciar a
atividade microbiana deste polissacérideo (TAN et al., 2013). A quitosana adquire
densidade de cargas positivas em efeitos antimicrobianos quando seu pH € inferior ao
seu pKa (6,5) (MARTINS et al., 2014).

O Teor para as formulagdes variou entre 0,880+5,13 a 1,024+0,01 mg/ml, para
meédia e desvio padrdo as andlises foram realizadas em triplicata. A eficiéncia de
encapsulacdo da formulagéo de nanocépsulas de nucleo lipidico contendo dapsona e
revestida com fosfatidilcolina e polissorbato 80 e para a formulacédo de nanocépsulas
de nucleo lipidico contendo dapsona e revestidas com fosfatidilcolina, polissorbato 80
e quitosana foram superiores a 80%.

A dapsona possui um log de D de 0,93 que de acordo com Oliveira e
colaboradores (2013) se enquadra no mecanismo de encapsulamento do tipo Ill, ou
seja, o farmaco estaria disperso mais parede das nanocapsulas do que no nucleo. No
entanto, o algoritmo desenvolvido por Oliveira e colaboradores (2013) foi baseado em
LNC revestidas apenas com polissorbato 80. Sugerimos entdo que a dapsona teria a
tendéncia de estar mais concentrada na interface particula-agua nas LNC revestidas
com polissorbato 80 e fosfatidilcolina assim como nas LNC-CS revestidas com
polissorbato 80, fosfatidilcolina e quitosana.

A microandlise quimica elementar mostrou que as amostras de LNC e DAP-
LNC apresentaram a composicdo quimica de carbono (C), oxigénio (O), fésforo (P) e
aluminio (Al) e as amostras de LNC-CS e DAP-LNC-CS apresentaram carbono (C),
oxigénio (O), nitrogénio (N) e fésforo (P). A composicédo de aluminio foi encontrada
em virtude das grides de analises serem de aluminio.

Em um modelo prosposto por Fiel et al.,, 2013 ficou evidenciado que a
aglomeracao e agregacao podem ser considerados dois passos de um processo de
separacdo de fases as quais envolvem: a dessorcdo dos estabilizadores que
conduzem a uma aglomeracdo das particulas coloidais (goticulas) e segundo (ii) a
agregacao das particulas coloidais (coalescéncia). Por mais que as nanocapsulas
desenvolvidas por Fiel e col. 2013 ndo sejam as mesmas usadas neste estudo os
dados indicam similaridades entre os sistemas. No presente estudo foi demostrado

gue as nanocapsulas sdo rodeadas por estruturas micelares com diametros e ndcleos
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diferentes, apresentando-se em 4 camadas de micelas revestindo as LNC conforme
modelo representativo da figura 13. Fiel e colaboradores (2013) haviam proposto que
nanocapsulas poliméricas e nanocapsulas de nucleo lipidico estariam revestidas por
micelas de tensoativos, no caso do uso de polissorbato 80, e por vesiculas e micelas
no caso do uso de polissorbato 80 e fosfatidilcolina. As fotomicrografias obtidas no
presente estudo confirmam esse modelo. De acordo com as imagens da figura 11
observamos uma sequéncia de transformacdes de micelas esféricas em cilindricas
onde percebemos pequenas e grandes deformacfes até sua transformacdo. As
transformacBes micelares de forma esféricas em cilindricas ja foram descritas por
outros autores (ZHAO, Y et al., 2010; SHARMA, GANGULI, 2014; GRETHE et al.,
2014). As micelas poliméricas sédo pertencentes a classe de polimeros anfifilicos com
escala nano de 1-200 nm e sua estrutura € constituida por um nacleo que é geralmente
hidrofobica, enquanto o exterior o qual também é conhecido como Corona representa
um bloco hidrofilico do copolimero (GOTHWAL, KHAN, GUPTA, 2016).

Em estudo anterior foi observado que a dapsona administrada em solugéo nao
inibiu o crescimento bacteriano mesmo em concentragéo elevada (>1125 pg/ml) nédo
suprimindo assim o crescimento de cepas de bactérias sensiveis. Os resultados
demostraram que concentracdes com até 1125 ug/ml ndo obtiveram resposta de
inibicdo de crescimento bacteriano em cepa ATCC de Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli (WOLF, ORNI-WASSERLAUF, 2000). Em
nosso estudo os resultados demonstraram uma reducdo de até dez vezes na
concentracdo de dapsona quando nanoencapsulada em sistema nanoestruturado
revestidos com fosfatidilcolina, polissorbato 80 e quitosana em comparacdo com a
administracdo da dapsona em solucdo. As nanocépsulas de nudcleo lipidico sem
farmaco revestidas com fosfatidilcolina, polissorbato 80 e quitosana (LNC-CS)
também inibiram o crescimento bacteriano quando a quitosana foi administrada em
concentragcfes relativas, conforme descritas na tabela 5. Desta forma, pode-se
calcular as concentragdes inibitorias minimas de dapsona e de quitosana quando em
nanocapsulas de nucleo lipidico como respectivamente variando de 109 a 510 pg/mi
de dapsona e 0,250 pg/ml de quitosana para as formulacdes de LNC-CS e DAP-LNC-
Cs.

O que podemos observar € que a quitosana possui atividade em pequenas
concentragdes na superficie das particulas, a desvantagem da utilizacdo de particulas

de quitosana e a sua concentracdo € macica e alta. Para obter uma concentracéo de



86

quitosana inferior e uma area de superficie elevada foram desenvolvidas formula¢des
de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo dapsona e revestida com fosfatidilcolina,
polissorbato 80 e com quitosana.

A atividade antimicrobiana da quitosana € influenciada por inimeros fatores os
guais incluem sua concentragao, grau de desacetilagéo, peso molecular e o solvente
usado (NO et al., 2002; NO et al., 2006; MARTINS et al., 2014). Diversos estudos
sobre as caracteristicas antimicrobianas dos filmes feitos de quitosana e seus
derivados tém sido relatados (SUN et al., 2014; INTA, YOKSAN, LIMTRAKUL, 2014;
LECETA et al., 2013; FOLLMANN et al., 2012) tais como, os filmes apresentaram uma
elevada atividade antimicrobiana contra varios microorganismos patogénicos em
efeitos bacterianos para cepas de S. aureus, B. Subtilis, e E. coli e em espécies
fungicas de A. fumigatus, G. Candidum, e C. Albicans (MOHAMED, MOHAMED,
SEOUDI, 2014). A quitosana em forma de filme demostrou maior atividade
antibacteriana contra bactérias Gram-positivas do que contra bactérias Gram-
negativas como por exemplo, esta apresentou indices mais elevados de inibicdo para
Bacillus subtilis sobre E. coli (MOHAMED, MOHAMED, SEOUDI, 2014).

O potencial zeta tem sido sugerido como um fator fundamental para efeitos
antibacterianos e antifiUngicos da quitosana por meio da interacdo com a superficie
carregada negativamente da microbiana (CHEN et al., 2010). Este dado coincide com
outro estudo descrito por Qi et al (2004) o qual demonstrou que nanoparticulas de
guitosana exibiram maiores atividades antimicrobianas em virtude de suas
caracteristicas como seu tamanho pequeno e compactacao das particulas bem como
carga de superficie elevada. Neste estudo a distribuicdo do tamanho por intensidade
das nanoparticulas de quitosana variaram de 28,3 a 48,7 nm com um diametro médio
de cerca de 40 nm (QI et al.,, 2004). Qi et al., (2004) também demostrou que as
nanoparticulas de quitosana e nanoparticulas contendo cobre podem inibir o
crescimento de varios microorganismos. As nanoparticulas de quitosana podem ser
utilizadas como agentes antimicrobianos com alta atividade antibacteriana e
biocompatibilities.

Os efeitos de inibicdes de crescimentos bacterianos podem ser atribuidos aos
possiveis efeitos da quitosana devido suas potenciais aplicacdes e propriedades de
inibir o crescimento das bactérias conforme estudadas e descritas anteriormente por
diversos autores (Ql et al., 2004; JEON, PARK, KIM, 2001; MARTINS et al., 2014). De
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acordo com a literatura, a quitosana possue atividades antimicrobianas contra
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (Ql et al., 2004; JEON, PARK, KIM, 2001).

Nanoparticulas lipidicas solidas contento tilmicosina inibiram o crescimento
bacteriano por um tempo mais longo quando comparado com 0S grupos sem
nanoparticulas de lipidicas sdlidas. As pesquisas indicam que as nanoparticulas
lipidicas sdlidas podem ser um sistema eficaz para a entrega de tilmicosina
aumentado assim a sua agéo terapéutica contra S. aureus (WANG et al., 2012).

Em nosso estudo verificamos que as nanocapsulas de nucleo lipidico
revestidas com quitosana em sua superficie também apresentou atividade antifiingica
contra as cepas testadas porém quando comparadas com a formulacdo DAP-LNC-CS
notamos uma reduc¢do da atividade antifingica, ou seja, a formulacdo de DAP-LNC-
CS teve melhor atividade quando nanorevestidas com quitosana. Assim podemos
sugerir que o revestimento de quitosana na superficie das nanocapsulas de nucleo
lipidico podem influénciar diretamente na atividade antibacteriana e antifungica.

A quitosana na forma de polimero apresenta atividade antifingica contra
Aspergillus niger, Alternaria alternata, Rhizopus oryzae, Phomopsis asparagi,
Rhizopus stolonifer (GUERRA-SANCHEZ et al., 2009; ZIANI et al., 2009; Zhong et al.,
2007). Sua atividade antifungica € contribuida pela natureza policationica da
guitosana, ou seja, a quitosana exibe atividade antifiungica natural sem a necessidade
de qualquer modificacdo quimica estrutural (ZIANI et al., 2009).

A influéncia do tamanho das particulas e do potencial zeta na atividade
antifangica foi estudada em cepas de C. albicans, F. solani, e A. niger utilizando
amostras de nanoparticulas com diferentes tamanhos e potencial zeta (ING et al.,
2012). Varios fatores podem afetam o tamanho das particulas, e um deste inclui a
concentracdo e peso molecular da quitosana. As concentracdes de quitosana criticas
para a formacdo espontanea de grandes agregados de particulas sdo de 0,65%,
0,25%, 0,15% (w/v) em pH 4,0, e 1,00%, 0,85%, 0,75% (w/v) em pH 5,0 para quitosana
de baixo, medio e alto peso molecular com grau de desacetilacao de 86,6%, 84,7%, e
82,5% (GAN et al., 2005).

As formulacBes com a concentracdo de 1,2 % w/v de quitosana em forma de
nanoparticulas foram propostas para aumentar os efeito antifungico (ING et al., 2012).
As nanoparticulas de quitosana tem o potencial de se tornar um agente antifingico
natural, poderoso e seguro. Além disso, as nanoparticulas de quitosana

policaticationicas com carga de superficie elevada irdo interagir de forma mais eficaz
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com o fungo em comparagdo com a forma livre do polimero de quitosana (ING et al.,
2012; Ql et al., 2004).

As nanoparticulas polimericas composta de PLGA e vitamina E-TPGS,
contendo anfotericina B exibiram atividades antifiingicas revelando ser um sistema
eficaz para o tratamento de aspergilose invasiva, indicando ser ideal para a entrega e
distribuicdo oral (ITALIA et al., 2011). Estudo in vivo indicou melhor atividade
antifingica de eugenol para cepas de Candida albicans quando administradas com
nanoparticulas lipidicas solidas compostas de acido estearico ou &cido esteérico,
triglicéridos caprilico e 1% w/v de poloxamer 188 (SINGH, 2011).

Em outros trabalhos que propuseram sistemas nanoestruturados como as
nanocédpsulas os resultados mostraram atividades antifungicas mesmo em
concentracfes menores de cetoconazol. A nanoencapsulacéo do cetoconazol reduziu
os MICs em todos os isolados avaliados neste estudo com concentracdes inibitorias
minimas que variaram de 0,0313 para 2,0 ug/ml. Estas nanoparticulas apresentaram
susceptibilidade in vitro antifingica contra cepas de Candida spp (FUENTEFRIA et al.,
2014).

Outro estudo demostrou que o uso de nanocapsulas de Eudragit®RS 100
preparadas com 6leo de coco e clotrimazol apresentaram diamentro médio de 200 nm
com um indice de polidispersao inferior a 0,2. As nanocapsulas exibiram atividades
antifangicas contra cepas de Candida albicans e Candida glabrata sensiveis e
ressistentes ao fluconazol. A associacéo do clotrimazol e do 6leo de coco mostraram
resultados diferentes para nanocapsulas, no caso, a atividade antifUngica ocorreu
principalmente devido ao clotrimazol (SANTOS et al., 2014).

A secagem de diversos sistemas nanoparticulados ou de emulsdes
(CHRISTENSEN, PEDERSEN, KRISTENSEN, 2001), lipossomas (GOLDBACHART,
BROCHART, STAMM, 1993), nanoesferas (POLHMANN et al., 2002) e nanocapsulas
(TEWA-TAGNE et al., 2007) é uma alternativa tecnoldégica para a obtencéo de pos
secos que podem ser utilizados como produtos intermediarios ou produtos finais
farmacéuticos. Diferentes técnicas de secagem sdo utilizadas na industria
farmacéutica e uma delas é a aspersdo (spray-drying). Diversos adjuvantes de
secagens foram propostos para prevenir a coalescéncia, a agregacdo ou perda de
material na secagem de sistemas nanoparticulados poliméricos como por exemplo o
dioxido de silicio (Muller et al., 2000) ou a lactose (TEWA-TAGNE et al., 2007). O uso

de adjuvantes de secagem se deu em virtude de que em alguns sistemas néo era
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possivel secar as formulagfes por causa da forte aderéncia dos produtos nas paredes
da torre de secagem do equipamento. Os adjuvantes foram introduzidos com a
finalidade de facilitar o processo de secagem aumentando o tempo de
armazenamento e estabilidade dos produtos (MULLER et al., 2000; TEWA-TAGNE et
al., 2007). Pode ocorrer durante o processo de secagem uma segregacao do farmaco
e dos materiais porém isso irA depender das matérias-primas ou dos parametros
empregados durante a secagem (DOMINGUES et al., 2008; BECK et al., 2006).

O tamanho das particulas e sua alta area superficial especifica proporcionam
caracteristicas de fluxo adequados que sdo usados com a finalidade de melhorar as
propriedades dos p6s secos (ROWE, SHESKEY, WELLER, 2003). O comportamento
da redisperséo dos pdés secos é avaliado pela técnica de difracdo de laser em modo
umido para demostrar que os pos a partir de um tempo de dispersao séo capazes de
recuperar suas caracteristicas nanomeétricas (OURIQUE et al., 2014).

Marchiori et al., (2011) obtiveram um teor de 95% ap0s secar as nanocapsulas
nacleo lipidico por aspersédo contendo tretinoina sendo este um farmaco que sofre
fotodegradacdo por meio da luz ultravioleta. Apds 2 minutos de redispersédo dos pés
foi obervaram que o diametro médio das nanocépsulas foi de 204 £ 2 nm com um
indice de polidispersidade de 0,26 e as dispersdes de tretinoina em nanoemulséo
mostrou particulas com tamanho médio de 251 + 9 nm com um indice de
polidispersidade de 0,34. As particulas apds a redispersdo mostraram valores
semelhantes aos valores das particulas antes da redispersao.

Por meio do uso do processo de secagem trés problemas relacionados com a
entrega pulmonar foram solucionados; as nanoparticulas foram estabilizadas contra
degradacao hidrolitica, podem ser armazenadas e novamente ressuspensas sem
alteracao de tamanho e sua entrega poderia ser facilitada usando inaladores de pé
seco (LEBHARDT et al., 2011).

Neste estudo os diametros médios das particulas secas demostraram que 0s
perfis granulométricos dependem do tempo da redispersédo preceptora. No tempo
inicial da redispersao (tempo 0”) as particulas apresentaram diametros relativamente
maiores quando comparados com a redispersado apés 30 minutos em agua, conforme
pode ser observado nos gréaficos de radar. Quando analisadas as formulacdes de
nanocapsulas nos tempos iniciais da redispersédo constatamos trés populacdes, uma
em escala nanométrica e duas em escalas micrométricas. De acordo com Marchiori

(2011) as particulas recuperadas apos a redispersao apresentaram tamanhos médios
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similares em comparacdo com as suspensdes originais porém com um pequeno
aumento nos indices de polidispersédo. As recuperaces de didmetros das particulas
apos serem resdispersadas ja foram relatadas em outros estudos anteriormente em
sistemas nanoparticulados (TEWA-TAGNE, BRIANCON, FESSI, 2007; DOMINGUES
et al., 2008) deste modo, ambos estudos apresentaram a capacidade de recuperar

suas particulas apds suas dispersées aquosas.
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Varias infec¢des causadas por cepas de bactérias e fungos multirresistentes
tem sido objeto de preocupacdo nos meios ciéntificos e académicos. Os sistemas
nanoestruturados o0s quais incluem as nanocapsulas de ndcleo lipidico séo
considerados bons agentes antibacterianos e antifingicos que podem ser usados para
diversos fins terapéuticos.

As formulagbes de nanocapsulas de nucleo lipidico e as com dapsona
revestidas com fosfatidilcolina e polissorbato 80 e fosfatidilcolina, polissorbato 80 e
quitosana apresentaram distribuicdo unimodal com indices de polidisperséo infeirores
a 0,2 indicando uma baixa polidispersdo e uma adequada homogeneidade das
formulacdes.

No presente estudo foi demostrado que as nanocapsulas sao rodeadas por
estruturas micelares com diametros e nucleos diferentes apresentando-se em 4
camadas de micelas revestindo as LNC. Observamos também uma sequéncia de
transformacdes de micelas esféricas em cilindricas na coroa hidrofilica das LNC.

Os resultados demonstraram uma reducéo de até dez vezes na concentragcao
de dapsona quando nanoencapsulada em sistema nanoestruturado revestidos com
fosfatidilcolina, polissorbato 80 e quitosana em comparacdo com a administracao da
dapsona em solucédo para efeitos antibacterianos. As LNC-CS também inibiram o
crescimento bacteriano e fangicos quando a quitosana foi administrada nas
concentracgdes relativas.

As nanocapsulas de nucleo lipidico revestidas com fosfatidilcolina, polissorbato
80 e quitosana aumentaram significativamente os efeitos antibacterianos e
antifangicos quando comparadas com as formulacbes sem o revestimento de
guitosana. O efeito da quitosana demostrou elevado potencial para inibir o
crescimento bacteriano e fungico.

Os pos das nanocapsulas de nucleo lipidico contendo dapsona revestidas com
guitosana e secas com leucina desenvolvidos apresentaram produtos intermediarios
para futuras aplicacdes bioldgicas, tanto para via respiratéria a fim de combater
processos infecgiosos causados pelos Aspergillus ssp. e também em aplicacbes

topicas para coibir as infec¢des causadas pelo Staphylococcus aureus.
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Figura 1: Plot interativo da superficie em 3D da nanocapsula de nucleo lipidico (LNC).
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Figura 2: Spectrum das Microandlise quimica elementar: a) LNC; b) LNC-CS; c) DAP-LNC e d) DAP-
LNC-CS.
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Figura 3: Desaglomeracéo das particulas por volume (um) da formulacdo DAP-LNC-CS seca com 1%
de leucina. a) tempo 0; b) 5 min; ¢) 10 min; d) 15 min; €) 20 min; f) 25 min e g) 30 min.
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Figura 4: Desaglomeracéo das particulas por volume (um) da formulagdo de DAP-LNC-CS seca com
2% de leucina. a) tempo 0; b) 5 min; ¢) 10 min; d) 15 min; €) 20 min; f) 25 min e g) 30 min.
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Figura 5. Desaglomeracéo das particulas por nimero (um) da formulacdo de DP-LNC-CS seca com
1% de leucina. a) tempo 0; b) 5 min; ¢) 10 min; d) 15 min; ) 20 min; f) 25 min e g) 30 min.
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Figura 6: Desaglomeracéo das particulas por nimero (um) da formulacdo de DAP-LNC-CS seca com
2% de leucina. a) tempo 0; b) 5 min; ¢) 10 min; d) 15 min; €) 20 min; f) 25 min e g) 30 min.



