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RESUMO

A resisténcia dos microrganismos tornou-se um desafio no que tange o tratamento das
patologias convencionais e 0 uso excessivo de antibidticos, proporcionando varios efeitos
colaterais adversos e falha na dosagem clinica. Assim, o desenvolvimento de sistemas
“inteligentes” de libera¢do de farmacos surge como uma estratégia, que visa, principalmente,
minimizar os efeitos colaterais, além de potencializar a acdo terapéutica dos medicamentos. A
sintese de nanocapsulas a base de amido via miniemulsdo inversa é uma alternativa potencial
para formulagBes convencionais de farmacos, uma vez que sua morfologia core-shell possibilita
um encapsulamento eficiente de substancias ativas bioldgicas, como cloridrato de fluoxetina e
troxerrutina. Estes farmacos foram caracterizados quanto a analise estrutural, térmica e de
composicdo por FT-IR, DSC e CLAE, respectivamente. Os polissacarideos foram
caracterizados por FT-IR e GPC. Os sistemas de nanocarreadores sintetizados neste trabalho
foram caracterizados por DLS para verificar o didmetro hidrodindmico médio, que apresentou
valores entre 251 e 360 nm, além disso, os valores de potencial zeta foram superiores a -30 mV,
mostrando grande estabilidade coloidal para todos sistemas. A partir da anélise de FT-IR, foi
possivel observar bandas caracteristicas da formacdo de ligacdes de poliuretano, devido a
reacdo de poliadicdo. A morfologia das nanocapsulas foi avaliada por MEV e MET, onde foi
possivel observar a formacdo da estrutura core-shell dos sistemas. Além disso, analises de
conteddo solido (CS%) foram realizadas, as quais apresentaram concentracdo em ¢ de
nanocapsulas por g de solucdo em porcentagem em torno de 0,13% - 0,34%. A eficiéncia de
encapsulamento (EE) e a capacidade de carreamento (CC) apresentaram valores > 90% para
EE e > 2,0% para CC, demonstrando uma estratégia de sintese ideal para aplicagdo em
formulagcGes farmacéuticas. Finalmente, as nanocapsulas tiveram seu potencial antibacteriano
testado contra microrganismos Staphylococcus aureus (ATCC® 6538P ™) e duas cepas clinicas
de Staphylococcus aureus resistente a meticilina, nas quais a troxerrutina livre ndo apresentou
atividade. No entanto, as nanocapsulas com fluxetina assim como as nanocapsulas controle
apresentaram atividade antibacteriana com valores de CIM na faixa de 190-95 ng / mL contra

todos os microrganismos isolados.

Palavras-chave: nanocéapsulas poliméricas; Amido; sintese via miniemulsao; Staphylococcus

aureus; atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

The resistance of microoganisms has became a challenge considering the conventional
pathologies treatment and the overusage of antibiotics, providing several adverse side effects
and clinical dosage failure. Thus, the development of “smart” drug delivery systems emerges
as a great strategy, principally aiming to minimize the side effects, and also to improve the
therapeutic action of medications. The synthesis of starch-based nanocapsules via inverse
miniemulsion is a potential alternative for conventional drug formulations, since their core-
shell morphology enables an efficient encapsulation of biologic active substances, such as
fluoxetine hydrochloride and troxerrutin. were characterized regarding structural, thermal and
composition analysis by FT-IR, DSC and HPLC, respectively. The polysaccharides were
characterized by FT-IR and GPC. The nanocarriers systems synthesized in this work were
characterized by DLS in order to verify the average hydrodynamic diameter, which showed
values between 251 and 360 nm, in addition, the values of zeta potential were higher than -30
mV, showing great colloidal stability for all systems . From FT-IR analysis, it was possible to
observe bands characteristic of the formation of polyurethane linkages, due to polyaddition
reaction. The morphology of the nanocapsules was evaluated by SEM and TEM, where it was
possible to observe the formation of the core-shell structure of the systems. In addition, analyzes
of solid content (SC%) were carried out, which presented concentration of g of nanocapsules
per g of solution in percentage around 0.13% - 0.34%. The Efficiency of Encapsulation (EE) as
well as the Carrying Capacity (CC) presented values >90% for EE and >2.0% for CC,
demonstrating an ideal synthesis strategy for application in pharmaceutical formulations.
Finally, the nanocapsules had their antibacterial potential tested against Staphylococcus aureus
microorganisms (ATCC® 6538P ™), and two clinical strains of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus, in which free troxerrutin showed no activity. However, the control
nanocapsules and nanocapsules with fluxetine presented antibacterial activity with MIC values

in the range of 190-95 pg/mL against all isolated microorganisms.

Keywords: polymeric nanocapsules; starch; synthesis via miniemulsion; Staphylococcus

aureus; antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a automedicagdo tem se tornado um dos grandes desafios enfrentados
pela medicina clinica, pois o consumo indiscriminado de fairmacos remete a varias reagdes
adversas, tais como os efeitos colaterais no organismo evidenciados pela falha na dosagem
terapéutica dos medicamentos, que ocorrem devido ao padrao imprevisivel de liberagdo do
farmaco, podendo ocasionar reagdes de toxicidade e resisténcia a drogas (SAHA; DAS, 2017;

STEFANO et al., 2017).

Um dos principais efeitos colaterais impulsionados pelo consumo excessivo de
medicamentos ¢ evidenciado pela incidéncia de microrganismos patogénicos multirresistentes
frente a tratamentos com os antibioticos B-lactamicos, tais como penicilina e cefalosporina. ob
pressdo seletiva destes medicamentos, os microbios desenvolvem resisténcia através de
mutagdes dentro do genoma, resultando em adaptacdes que proporcionam um ambiente
favoravel a multiplicagdo mesmo com altas concentragdes de farmacos (NOBRE JUNIOR et

al., 2019).

Uma das bactérias multirresistentes mais difundidas ¢ o Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA). De acordo com o Centro de Controle e Prevencao de Doencas
dos Estados Unidos, as infec¢des causadas por MRSA apresentam os maiores indices de
morbimortalidade no ambiente hospitalar sendo responsaveis por aproximadamente 80.000
doengas invasivas com 11.285 mortes associadas a bactéria em 2017. Deste modo, torna-se
necessario o desenvolvimento de novas estratégias que atuem para o tratamento eficaz frente a

problematica supracitada.

Nessa perspectiva, 0 redirecionamento de medicamentos surge como uma
alternativa viavel para o tratamento de doencas infecciosas, uma vez que a utilizacdo de drogas
que apresentem seu perfil farmacoldgicco e toxicologico caracterizado, pode reduzir o tempo e
tambem os custos financeiroas para o desenvolvimento de um novo medicamento (NOBRE
JUNIOR et al., 2019). Em estudos realizados por Macedo et al., (2017) verifica-se o efeito
antimicrobiano de fdrmacos pertencentes a classe de inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina (ISRS). Estes medicamentos sdo descritos como potenciais agentes antimicrobianos,

que podem atuar sozinhos ou associados a outros farmacos.
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Outro grupo de compostos que ganhou destaque nesse tipo de abordagem, ¢ aquele
oriundo de produtos naturais, ganhando-se como destaque os flavonoides, devido as suas
potenciais atividades biologicas, tais como: propriedade antioxidante, anti-inflamatoria, além

disso, representam uma importante fonte de agentes anti-infecciosos (HUANG et al., 2019).

No entanto, a administragdo destes farmacos pode ser comprometida, devido a
rapida degradacdo enzimatica que os mesmos sofrem no organismo, requerendo assim, a
utilizagdo de sistemas carreadores que minimizem tais problematicas. Dentre estes, as
nanoparticulas poliméricas tém sido amplamente utilizadas, pois sdo sistemas capazes de
fornecer liberagdo sustentada devido a sua versatilidade e caracteristicas Unicas, tais como:
diferentes composi¢des, morfologias, tamanhos reduzidos de particulas e alta area superficial,
modificacdo da superficie, atuando inclusive no direcionamento da droga, potencializando o

efeito terapeutido do farmaco em estudo (STEINMACHER et al., 2017).

Entre as diferentes técnicas para sintese de nanopartriculas poliméricas, o processo
de miniemulsdo mostrou-se ser altamente eficaz para aplicagdes biomédicas. Os sistemas
oriundos desta técnica apresentam propriedades que incumbem aos mesmos, o direcionamento,
bem como a liberagdo controlada de medicamentos, potencializando assim o efeito terapéutico
destes farmacos (LANDFESTER; MAILA, 2013). O presente trabalho fundamenta-se no
desenvolvimento de nanocépsulas obtidas por miniemulsdo com intuito de propiciar os efeitos
de liberagdo controlada de ativos, bem como avaliar a possivel atividade biologica das

formulacdes sintetizadas.
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1.1 Farmacos

1.1.1 Cloridrato de Fluoxetina

O cloridrato de fluoxetina (FLX), comercialmente conhecido como Prozac® ¢ um
farmaco pertencente a classe de Inibidores Seletivos da Recaptagdo de Serotonina (ISRS)
clinicamente prescrito para o tratamento de uma variedade de condi¢des patologicas
relacionadas a distirbios psicolédgicos tais como: depressdo e ansiedade (PHAM et al., 2018),
bipolaridade (BONENFANT et al., 2012), transtorno obsessivo compulsivo e doengas relativas
a disfungdes alimentares, como bulimia (PINTO; FERREIRA; CAVALHEIRO, 2017).

A fluoxetina cuja denominagdo quimica ¢  (£)-N-metil-3-fenil-3-[4-
trifluorometil)fenoxi]propano-1-amina), representada pela sua estrutura na Figura 1, possui
formula molecular Ci7H;sFsNO, com massa molecular 309,13 g.mol!. De acordo com
trabalhos publicados por Carvalho Jr et al., (2018), verifica-se que a presenca de um
grupamento amina (secundaria) no seu esqueleto molecular, confere ao farmaco a tendéncia de
formar sais, sendo a interacdo ionica confirmada pela formacdo do cloridrato de fluoxetina.
Trata-se de um composto de coloragdo branca, que apresenta aspecto cristalino, ponto de fusao
entre 158,4 - 158,9 °C e solubilidade em 4gua de 14 mg.mL’' (SWEETMAN, 2014).
Comercialmente € utilizado sob a forma de uma mistura enantiomérica exibindo em sua
composi¢do os enantiomeros R- e S-, sendo ultimo relatado em estudos de GARRIDO et al.,

(2009) por possuir maior propor¢ao.

Figura 1 — Representacdo da estrutura molecular da Fluoxetina.
O

ZT

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Compostos classificados como ISRS utilizados para o gerenciamento de patologias
nao infecciosas sao descritos pela literatura por apresentarem atividade antimicrobiana em um
grupo variado de micro-organismos (AYAZ et al., 2015). O efeito antimicrobiano do cloridrato

de fluoxetina ocorre particularmente em bactérias gram-positivas, tais como Staphylococcus,
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Enterococcus Clostridium perfringens e Clostridium difficile. S&o inativos contra
enterobactérias com excessdo de Citrobacter spp., Klebsiella pneumoniae e Morganella
morganii que sdo anaerdbias facultativas potencialmente toxigénicas e em espécies aerdbias
como Pseudomonas aeruginosa (MACEDO et al., 2017).

Os mecanismos de acdo de FLX ndo sdo completamente compreendidos, no
entanto, € proposto pela literatura que a atuacdo do ativo ocorre pela inibicdo de bombas de
efluxo, uma vez que agem em células humanas. Este € um mecanismo que pode evidenciar a
atividade do farmaco que pode atuar sozinho ou em combinagdo com agentes antibioticos
contra espécies bacterianas, principalmente no processo de multiplicacdo de cepas resistentes,
onde o efeito antimicrobiano é demonstrado pela diminuigdo da concentragéo inibitéria minima
(CIM), em que € observado a variacdo de cepas inicialmente resistentes convergindo para
sensiveis, bem como, a modificacdo de aspectos fisiologicos relacionados com a patogenicidade
dos microrganismos acima relatados (MUNOZ-BELLIDO; MUNOZ-CRIADO; GARCIA-
RODRIGUEZ, 2000).

1.1.2 Troxerrutina

Os flavonoides constituem uma das principais classes de metabolitos secundarios
das plantas, encontrados em diversos produtos alimentares, principalmente em frutas e vegetais,
que apresentam estrutura polifendlica e sdo obtidos através da sintese de fenilpropanoides
especialmente a partir do aminoacido fenilalanina (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016).
Sdo compostos naturais amplamente distribuidos em aplicacbes farmacéuticas devido as suas
propriedades antioxidantes, atuando no combate a formagdo de radicais livres, as quais causam
envelhecimento (LI et al., 2019), bem como seu papel na prevenc¢do de varias patologias, tais
como cancer (RENGASAMY et al., 2019), doencgas cardiovasculares, neurodegenerativas,
diabetes ou osteoporose (OLATUNDE et al., 2019).

A troxerrutina (TRX), conhecida trivialmente como vitamina P4, apresenta
nomenclatura quimica 2-[3,4-bis(2-hidroxietoxi)fenil]-5-hidroxi-7-(2-hidroxietoxi)-3-[(2S,
3R, 4S5, 5S, 6R)-3,4,5-trihidroxi-6-[[(2R, 3R, 4R, 5R, 6S)-3,4,5-trihidroxi-6-metiltetrahidro-
2H-piran-2-ilJoximetil Jtetrahidro-2H-piran-2-ilJoxy-4H-cromen-4-ona, cuja representacao
estrutural estd evidenciada na Figura 2. Este composto possui formula molecular C33H42019
com massa molecular 742,68 g.mol’!. Além disso, 0 mesmo, quando isolado, apresenta aspecto

cristalino de coloragdo amarela e solubilidade em 4dgua a 100 mg.mL' (EUROPEAN
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PHARMACOPOEIA COMISSION, 2013). Trata-se de uma mistura semissintética de O-
hidroxietilrutosideos derivada do processo de trihidroxietilagdo da rutina (BIANCHI et al.,
2018), um flavonoide de ocorréncia natural extraido principalmente de duas fontes, sendo estas:
Dimorphandra gardneriana Tul (ALVES et al., 2014) e Sophora japonica (TANG et al., 2019)
sendo encontrado também como um dos constituintes presentes em diversos tipos de chas, ¢
também encontrado no café, em graos de diferentes cereais e em uma ampla variedade de frutas

e vegetais (PANAT et al., 2016).

Figura 2 — Representagao da estrutura molecular da Troxerrutina.
HO

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

O farmaco TRX ¢ tradicionalmente utilizado em aplicacdes terapéuticas no
tratamento e prevengdo de insuficiéncia venosa cronica (IVC) bem como, em outros disturbios
vasculares, tais como hemorrdidas, microangiopatia e retinopatia diabética, sendo a
administracdo do composto evidenciada pela eficacia e segurancga, inclusive em pacientes
idosos e mulheres gravidas, a qual ndo se apresentam efeitos colaterais (SUSAN et al., 2019).
O mecanismo de atuacdo do bioativo ocorre principalmente no endotélio microvascular por
intermedio de suas propriedades antioxidante e anti-inflamatéria, reduzindo a
hipermeabilidade, e consequentemente o edema, deste modo, favorecendo o processo de
perfusdo microvascular e a microcirculagédo (BIANCHI et al., 2018).
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Tendo em vista as propriedades terapéuticas supracitadas, o bioativo tem despertado
um consideravel interesse em estudos biologicos, 0s quais, sugere-se que a troxerrutina pode
atuar como agente promissor no mecanismo de neuroprotecdo em doencas evidenciadas no
déficit cognitivo (ZHANG et al., 2017), como disfuncdes relacionadas a Alzheimer (BABRI et
al., 2014) e doenga de Parkinson (BALUCHNEJADMOJARAD; JAMALI-RAEUFY;
ZABIHNEJAD, 2017). Além disso, apresenta efeitos farmacoldgicos significativos na
prevencdo quimioterapica de carcinomas, atuando sobretudo no cancer colorretal
(VINOTHKUMAR et al., 2014), carcinoma hepatocelular (THOMAS et al., 2017) e associado
a 5-fluorouracil no tratamento de cancer gastrico (XU; TANG, 2017).

1.2 Sistemas nanocarreadores de farmacos

Durante anos, os medicamentos tém sido desenvolvidos com o intuito de atender a
demanda populacional, além disso, hd um crescente interesse pela seguranca e qualidade dos
medicamentos e produtos farmacologicos, juntamente com a diminuicdo dos custos de
producdo, através da aplicacdo de métodos de fabricacdo, baseados no desenvolvimento da
pesquisa cientifica. Além disso, ha uma necessidade essencial de aumentar a eficacia de uma
droga e simultaneamente diminuir seus efeitos colaterais (OKSANEN; GARCIA MUNOZ,
2010). Portanto, torna-se necessario a utilizacdo de veiculos que potencializem
biodisponibilidade desses medicamentos e propiciem o transporte de agentes farmacéuticos
para a circulacdo sisttmica no controle da farmacocinética, farmacodinamica, néo
imunogenicidade, toxicidade ndo especifica e bio-reconhecimento seletivo para producgéo de
um efeito farmacoldgico desejado (DEBELE; MEKURIA; TSAI, 2016).

O nanocarreamento de farmacos surge no intuito de viabilizar a produgdo de
sistemas multifuncionais que atuem no fornecimento de medicamentos, aprimorando, assim, a
adequada administragdo e entrega eficiente de farmacos (HARWANSH; DESHMUKH;
RAHMAN, 2019). Esses sistemas, conhecidos como nanocarreadores, sdo utilizados para
reduzir a degradacdo prematura de farmacos e os efeitos colaterais indesejaveis de ativos
citotoxicos em células normais, além disso, possuem propriedades de direcionamento
especifico e liberagdo controlada, para que assim a concentragao de droga desejada seja obtida
durante o periodo de tratamento efetivo sob indice terapéutico. Dentre estes sistemas, verifica-

se que os principais nanocarreadores farmacéuticos incluem os lipossomas, micelas
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poliméricas, nanoparticulas lipidicas solidas (NLSs), nanoemulsdes e nanocapsulas,

representados na Figura 3 (JAIN; THAREJA, 2019).

Figura 3 — Representacdo esquematica dos principais sistemas nanocarreadores de farmacos.

Micelas poliméricas Nanoparticula lipidica sélida

Sistemas
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+«—— Concha

Niucleo

Nanoesferas Lipossoma

Nanocdapsulas poliméricas

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Com a finalidade de se obter uma melhor distribuicdo e direcionamento dos
farmacos, as nanoparticulas podem ter sua superficie funcionalizada ou modificada com a
utilizacdo de materiais poliméricos. Em estudos relatados por Gaikwad et al., (2019),
nanocarreadores poliméricos foram considerados sistemas promissores no tratamento de
neoplasias. As nanoparticulas funcionalizadas promovem um aperfeicoamento no processo de
inclusdo do farmaco, que é decorrente pela interacdo entre as cadeias poliméricas e as moléculas
do medicamento, conferindo um aprimoramento na eficacia no sistema, além disso, 0s
nanocarreadores oferecem inimeras vantagens, dentre as quais, pode-se destacar a protecédo do
farmaco frente ao meio fisiologico, como a degradacdo enzimética além da facilidade na
preparacdo com o uso de polimeros biodegradaveis (GEORGE; SHAH; SHRIVASTAYV, 2019).
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1.3 Amido

O amido ¢ um polissacarideo utilizado na dieta humana e representa uma das fontes
mais abundantes de carboidratos presentes nas plantas, que pode ser obtido a partir de cereais,
raizes, tubérculos, vegetais e frutas imaturas (MINAKAWA; FARIA-TISCHER; MALLI, 2019).
O biopolimero, representado na Figura 4, ¢ definido pela mistura de dois diferentes tipos de
fragdes polissacaridicas, amilose e amilopectina, ambos formados por unidades de a-D-glicose
unidas por ligagdes glicosidicas a (1,4) que representa a por¢ao linear, ou seja a amilose, ¢ a
(1,6) nos pontos de ramificagdes inerentes a presenca de amilopectina na composi¢ao do
polissacarideo, que pode representar entre 5-6 % das ligacdes desse tipo nas cadeias ramificadas
(TAO et al., 2019). Em estudos relatados por Zhu et al. (2017), o amido apresenta-se na forma
de granulos semicristalinos, com didmetros que variam de 2 a 100 pum, cuja composi¢ao,
tamanho, bem como suas funcionalidades sdo fatores fortemente influenciados pela razao entre

amilose e amilopectina, que varia conforme a fonte botanica a qual este composto ¢ obtido.

Figura 4 — Estrutura molecular do amido: (a) cadeia de amilose e (b) fragdo ramificada da
amilopectina.

(a) Amilose
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(b) Amilopectina

o____._

Fonte: Adaptado de (KHAN; AHMAD, 2013).

O biopolimero tem recebido bastante interesse em estudos biomédicos por
apresentar uma grande diversidade de aplicacdes na industria farmacéutica (MARTO et al.,
2018). As nanoparticulas constituidas de amido sdo consideradas veiculos adequados para
administracao de medicamentos sendo utilizadas para o encapsulamento de farmacos, atuando
sobretudo como sistemas de liberagcdo controlada (HAPONIUK et al., 2018). A aplicabilidade
de tais sistemas ocorre devido a singularidade de caracteristicas funcionais presentes no amido,
como biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa imunogenicidade, atividade
antibacteriana, além de apresentarem solubilidade em 4gua, capacidade de digestdo enzimadtica

e intumescimento (GOPINATH et al., 2018).

A disponibilidade de trés grupos hidroxilas, presentes por unidade de glucose
proporciona ao amido suscetibilidade a modificagdes quimicas, que consistem pela inser¢cao de
grupos funcionais na rede de ligagdes glicosidicas do polissacarideo, conferindo uma
importante ferramenta utilizada para elevar as interagdes dos sitios ativos do polissacarideo com

as moléculas de farmacos no processo de encapsulamento (SAKEER et al., 2018).

Existem numerosos métodos de modificagcdes quimicas no amido, todavia alguns
métodos sdo mais usuais sendo estes: derivatizagdo como eterificacdo ¢ esterificacao
(KHLESTKIN; PELTEK; KOLCHANOY, 2018), reticulagao (HAQ et al., 2019) e grafitiza¢ao
(CHEN; KAUR; SINGH, 2018). Dentre os quais, pode-se destacar o processo de
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hidroxietilagdo que ocorre pela interagdo do amido com 6xido de etileno em meio alcalino, com
o qual obtém-se como produto o hidroxietilamido representado por sua estrutura molecular na
Figura 5. Esta reacao confere ao biopolimero uma maior solubilidade em agua e também exibe

uma maior estabilidade a hidrélise (PALEOS; SIDERATOU; TSIOURVAS, 2017).

Figura 5 — Representagao estrutural do hidroxietilamido.
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Fonte: Adaptado de (KHLESTKIN; PELTEK; KOLCHANOY, 2018).

A reticulagdo do amido € um dos métodos mais comuns de modificagdo, consiste
basicamente em uma rea¢do que ocorre quando os grupamentos reativos presentes nas cadeias
poliméricas do polissacarideo sdo interligados através da utilizacdo de grupos multifuncionais
de agentes reticulantes, como o éter e éster, resultando na substitui¢do de ligagdes de hidrogénio
intra e intermolecular do amido por ligagdes covalentes mais fortes (SINGH; KAUR;
MCCARTRHY, 2009). O processo em questdo resulta na formagao de uma estrutura mais rigida
e ¢ principalmente aplicado com intuito de aprimorar as propriedades funcionais do
biopolimero, tais como resisténcia a quebra de viscosidade por exposi¢cdo a alta temperatura,

cisalhamento e condi¢des acidas (KOU; GAO, 2018).
1.4 Sintese via miniemulsao

Nos ultimos anos o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados cresceu

extensivamente e a aplicagdo de tais materiais t€ém sido um campo de novas oportunidades para
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inimeras aplicagdes na area de biomedicina. Neste contexto, o processo de miniemulsdo tem
se apresentado como uma ferramenta versatil para a formagao de nanoparticulas e nanocapsulas
poliméricas. Em contraste com outras abordagens utilizadas para a formacao de nanoparticulas,
como por exemplo, a polimerizagdo em emulsdo, microemulsdo e formagao de camada por
camada, existe uma variedade de tipos de reacdes interfaciais que podem ser utilizadas no
processo de miniemulsdo, tais como polimerizagdo enzimatica radicalar, anidnica, catidnica,
poliadicao e policondensacao. A utilizagao da técnica viabiliza perfeitamente o encapsulamento
de compostos hidrofilicos ou lipofilicos, sejam eles liquidos ou so6lidos, sendo estes retidos em

involucros poliméricos (LANDFESTER; MAILA, 2013).

Miniemulsdes sao dispersdes coloidais constituidas por dois liquidos imisciveis
estabilizados por agentes tensoativos, que apresentam gotas com didmetros médios na faixa de
20 a 500 nm e podem ser de dois tipos que estdo representadas na Figura 6. Estes sistemas sao
constituidos por fases distintas, fase dispersa, onde ¢ localizado o nucleo que contém o ativo
solubilizado e fase continua composta pela presenca de surfactantes utilizados para estabilizar
a emulsdao formada. Deste modo, as emulsdes podem ser classificadas como: direta onde o
nucleo ¢ constituido pela presenga de um farmaco de hidrofobica solubilizado em em um meio
de mesma polaridade (fase organica), sendo esta fase vertida em uma fase aquosa, que contém
surfactantes com intuido de estabilizar a emulsdo formada (O/A); ou inversa em que o nucleo
¢ composto pela fase aquosa, em que o farmaco de natureza hidrofilica é solubilizado em dgua
disperso em uma fase organica, formada pela adi¢do de surfactantes em meio lipofilico (A/O)

6 (SINGH et al., 2017).

Figura 6 — Representacao do sistema bifasico das emulsdes: (a) direta e (b) inversa.
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Fonte: Adaptado de (SINGH et al., 2017).
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Por apresentarem tamanhos em escala nanométrica, sdo considerados sistemas
cineticamente estaveis, devido ao efeito dos movimentos brownianos, serem dominantes em
relagdo as forgas gravitacionais, gerando uma maior resisténcia a fendmenos de agregacao de
goticulas. Além disso, tensoativos i0nicos € nao idnicos sdo frequentemente utilizados no
processo de preparagdo para evitar a agregagdes na estrutura via estabilizagdo eletrostatica e
estérica. Verifica-se que um dos principais processos de desestabilizagdes em miniemulsdes €
o amadurecimento de Ostwald, descrito pelo crescimento do raio das goticulas e na diminuigao
do total de goticulas dispersas, este fendmeno ¢ decorrente pelas diferencas pressao de Laplace,
que ¢ maior nas goticulas menores em comparacdo com as maiores (KARAMI et al., 2019).

Durante o processo de formagdo das miniemulsdes a energia livre de Gibbs ¢
positiva, o que denota o sistema em ser termodinamicamente instavel, por conseguinte, a
preparagdo desses sistemas ¢ configurada como processo ndo espontdneo, assim, além da
utilizagdo de surfactantes, as miniemulsdes precisam ser estabilizadas por energia. Existem dois
tipos de metodologias utilizadas para suprir tal necessidade, classificadas como emulsificagao
de baixa e alta energia, sendo destacada esta ultima, por atuar também na reducdo do tamanho
das particulas com a obtencdo de nanogotas, trata-se de uma técnica que envolve a aplicagdo de
um dispositivo mecanico para criar for¢as disruptivas que quebram a fase interna, em seguida
dispersando na fase continua (HARWANSH; DESHMUKH; RAHMAN, 2019). Dentre os
principais homogeneizadores utilizados, verifica-se que a irradiagdo ultrassonica pode afetar
positivamente a eficiéncia na formagdo das emulsdes, visto que a cavitagdo aclstica gerada
durante a radia¢do favorece para a formagao de nanoparticulas com alta taxa de cisalhamento
(LUO, 2016).

O processo de formagao das nanocapsulas ¢ realizado pela utilizagdo de reticulantes
na miniemulsdo, tais como o tolueno diisocianato ou diisotiocianato na fase continua,
juntamente com os monomeros adequados, a adi¢do de tais compostos durante a sintese permite
que as reacdes de poliadicdao possam ocorrer na interface das goticulas. A espessura da parede
da capsula pode ser ajustada diretamente pela quantidade dos reagentes, sendo a natureza dos
mondmeros ¢ a fase continua, fatores substanciais para a formacdo das céapsulas. O
nanocarreador resultante desta sintese tem capacidade de potencializar a biodistribui¢ao dos
farmacos, que ¢ otimizada em termos de composi¢do quimica, morfologia da superficie,
tamanho, forma e perfil de liberagao controlada, sendo que este possui dependéncia da

distribuicdo inicial do tamanho das nanocapsulas (STEINMACHER et al., 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Sintetizar e caracterizar nanocapsulas de amido e hidroxietilamido via miniemulsao

inversa para encapsular os farmacos cloridrato de fluoxetina e troxerrutina.

2.2 Objetivos especificos

X/
L X4

Sintetizar nanocépsulas de amido e hidroxietilamido utilizando como estratégia a
metodologia de miniemulsdo inversa por irradiacao ultrassénica;

Avaliar a estabilidade coloidal das formulacdes preparadas;

Caracterizar as nanocapsulas sintetizadas;

Determinar a eficiéncia de encapsulamento (EE%), além da taxa de carreamento (CC%)
dos ativos nas capsulas;

Avaliar o potencial antibacteriano das formulagdes frente aos micro-organismos
Staphylococcus aureus (ATCC® 6538P™), e duas cepas clinicas de Staphylococcus

aureus resistente a meticilina.
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3 METODOLOGIA

3.1 Materiais

O amido (AMD) foi extraido de Spondia purpuirea, popurlamente conhecido como
Seriguela, sendo este isolado e purificado pelo Laboratério de Polimeros e Inovagdo de
Materiais (LabPIM) (1.228.292 g mol ™), o Hidroxietilamido (HEA) obtido da Sigma-Aldrich
CAS 9005-27-0 (732.917 g mol™'), no qual suas respectivas massas moleculares foram
determinadas por Cromatografia de Permeagao em Gel (GPC), como apresentado na Figura 12.
Polirricinoleato de poliglicerol (PGPR) foi adquirido da empresa Danisco®, 2,4-diisocianato-
1-metil-benzeno (TDI, 174.2 g.mol') da Sigma-Aldrich, ciclohexano (>99.9%) da Synth,
Dodecil sulfato de sddio (SDS) da Fluka. O farmaco fluoxetina foi cedido pelo Laboratério de
Bioprospeccdo de Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN), e o bioativo troxerrutina foi

cedido pela empresa PADETEC-UFC.

3.2. Métodos

3.2.1. Sintese das nanocdpsulas via miniemulsdo inversa

As nanocépsulas de amido (AMD) e hidroxietilamido (HEA) foram sintetizadas por
reacdo de poliadicao interfacial, utilizando o processo de miniemulsdo inversa como estratégia
metodoldgica, procedimento este ja estabelecido na literatura e adaptado de Steinmacher et al.,
(2017), como mostrado na Figura 7. Primeiramente, a fase organica (FO) foi preparada pela
solubilizacdo do surfactante PGPR em 14,5 g de ciclohexano, e posteriormente foi dividida em
trés diferentes recipientes, sendo estes: FO1: 8 g; FO2: 4.0 g e FO3: 2.5 g. A fase aquosa (FA)
foi preparada com 50 mg de polissacarideo dissolvido em 1,3 g de agua, seguida da adig¢ao de
20 mg de ativo hidrofilico, cloridrato de fluoxetina ou troxerrutina, no qual seguiu processo de
agitacdo pelo periodo de 1 hora a 50 °C.

Apos o preparo das duas fases imisciveis, a FO1 foi adicionada a FA, no qual o
sistema foi sujeito a pré-homogeneizagdo sob agitacdo magnética de 500 rpm durante 30
minutos. Apos tal procedimento a emulsdo foi submetida ao processo de ultrassonicagdo de
sonda com regime de pulso de 20 segundos on e 10 segundos off e amplitude de 70 % pelo
periodo de 3 min. Posterior a irradiagdo ultrassonica, a FO2 foi vertida na emulsdo, e foi seguida

a mesma metodologia aplicada na FO1. Por fim, para a reacdo de poliadi¢do interfacial,
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utilizou-se 100 mg do agente reticulante tolueno diisocianato (TDI), que foram dissolvidos na
FO3, e adicionado lentamente na nanoemulsdo, em que a reagdo de reticulagdo, e
consequentemente a formacao das nanocapsulas, sucedeu pelo processo de interligacdo entre
as cadeias poliméricas do polissacarideo que ocorre através das ligagdes covalentes entre estas
cadeias com grupos isocianatos do reticulante. Para que se completasse a reagdo interfacial o
sistema foi mantido sob agitacdo por 24 horas a 25 °C.

ApoOs o processo de sintese, as nanocdpsulas foram purificadas no intuito de
remover o excesso de surfactante utilizado durante a sintese, onde foi retirada uma aliquota de
1 mL da miniemulsdo e centrifugada a 4000 rpm durante 20 min, o precipitado foi lavado com
ciclohexano (2X) e redisperso em 400 pL do mesmo solvente. Em seguida, em um banho de
sonicacdo (Bandelin Sonorex, tipo RK 52H), as nanocéapsulas purificadas foram redispersas
lentamente em uma solu¢do aquosa de 5 mL de SDS 0,1% (m/m). Entdo, a redispersao foi

deixada sob agitagcdo a 500 rpm durante 18 h até a completa evaporagao do solvente.

Figura — 7 Esquema de sintese das nanocapsulas.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

As formulagdes sintetizadas foram submetidas a um estudo de otimizagdo, onde
variou-se concentracdo do surfactante PGPR nas nanocapsulas, na composicao da
nanoemulsdo, em que o mesmo foi variado na faixa de 10 a 20% em massa em relagdo a fase
aquosa. Para tal, a técnica de espalhamento de luz dindmica foi utilizada para avaliagdo quanto

a estabilidade dos sistemas em estudo. Deste modo, a formulagdo que apresentou aos
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parametros avaliados foi escolhida para a sintese das nanocapsulas contendo os ativos. A Tabela
1 apresenta todos os sistemas preparados, nos quais foram ainda caracterizados por tamanho de
particula, indice de polidispersividade e potencial zeta pelas técnicas de Espalhamento de Luz
Dinamica (DLS); Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho (FTIR);
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC); Microscopia Eletronica de Varredura (MEV);
Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET); além disso foi determinado: teor de sélidos
(%TS), eficiéncia de encapsulamento (EE%), assim como capacidade de carreamento e

atividade antibacteriana.

Tabela 1 — Descrigao dos sistemas sintetizados.

SISTEMAS CONCENTRACAO DE ATIVO (mg)
SURFACTANTE
PREPARADOS PGPR* (%)
NC-B10 10 -
NC-B15 15 -
NC-B20 20 -
NC-HEA B° --
NC-AMD BP 10 --
NC- HEA F¢
NC-AMD F*
NC-HEA T¢ 10 20
NC-AMD T¢

2 Os valores 10, 15 e 20 expressam a porcentagem de surfactante em massa em relagéo a fase dispersa;
b Sistemas sem ativo encapsulado (Branco);

¢ Sistemas com o ativo fluoxetina;

4 Sistemas com o ativo troxerrutina.

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
3.3. Caracterizacoes
3.3.1. Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho (FTIR)
Para obter os espectros das amostras mesmas foram maceradas em um almofariz de

agata e prensadas em pastilhas de brometo de potassio (KBr) sob pressdo de 8 t para composi¢cao

da pastilha. Apds a prensagem os espectros foram registrados no intervalo de 4000 a 400 cm™!
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em uma resolugdo de 4 cm™!. A andlise foi realizada em um equipamento Perkin Elmer, modelo

16 PC, no Departamento de Quimica Organica e Inorganica da UFC.

3.3.2. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Os eventos térmicos das amostras foram obtidos em equipamento modelo Q20
V24.9 Build 121, pertencente ao Departamento de Quimica Organica e Inorganica da UFC. As
condigdes utilizadas para a realizagao das analises foram: faixa de temperatura de 25 a 300 °C,
sob atmosfera de nitrogénio e fluxo de 50 mL min™!, com rampa de aquecimento de 10 °C min"

!. As amostras foram pesadas previamente com massa de aproximadamente 4 mg.

3.3.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A técnica em questdo foi utilizada para determinar a pureza dos ativos utilizados no
projeto, com equipamento da marca Shimadzu, pertencente ao LabPIM, que é constituido de
fracionador FRC-10A, bomba LC-10AD, detector UV-VIS modelo SPD-10AVP gerenciado
pelo controlador SCL-10AVP, no qual foi utilizada uma coluna RP C18A Merck com 15 cm
de comprimento por 4,6 mm de didmetro interno e tamanho de particula 5 um associada a uma
pré-coluna de 20 mm de comprimento por 2 mm de didmetro interno as quais foram mantidas
a 30 °C.

A anélise do perfil cromatogréafico da fluoxetina se deu pela adaptacdo de Prado et
al. (2006), em que a fase movel foi preparada pela mistura binaria de solventes constituidos
por acetonitrila e solucao aquosa de fosfato de potdssio dibasico (25 mM) na proporgao de
40:60 (v/v) e pH 7,0; o material foi filtrado em uma membrana 0,45 pm. O procedimento se
deu pela observacdo do cromatograma quanto ao perfil cromatografico e resolugdo entre o pico
da fluoxetina fixando-se o fluxo em 0,5 mL min™!, e volume de amostra injetado foi de 20 pL.
A deteccao foi realizada em comprimento de onda de 214 nm, como citado na literatura
(MUKHOPADHYAY; PRADHAN; SAMANTA, 2015).

Para troxerrutina, o procedimento foi adaptado de Satinsky et al. (2013) em que a
fase movel € constituida pela proporcao de 50:50 (v/v) de acetonitrila e solugdo de acido acético
5% e pH 3,0, a metodologia seguiu-se de maneira analoga ao procedimento adotado para a
analise da fluoxetina, com distin¢ao no perfil de detec¢@o que foi feito em comprimento de onda

de 255 nm, relatado na literatura supracitada.
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3.3.4 Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC)

A técnica de GPC foi utilizada para determinar massa molar média, bem como, a
polidispersividade dos polissacarideos utilizados no trabalho (AMD e HEA). Foram utilizadas
quatro amostras denominadas: AMD, AMD_US, HEA e HEA_US, as quais foram preparadas
na concentragéo de 1 mg mL* (0,1 % m/v), solubilizadas sob agitagio constante e aquecimento
a50 °C, As amostras AMD US e HEA US séo os polissacarideos ap0s a irradiacao ultrassonica,
nos quais foram analisadas a fim de verificar o efeito do ultrasson de sonda utilizado no método.
Para o preparo das amostras sonicadas, as mesmas foram submetidas ao processo
ultrassonicacdo, com a mesmo regime de pulso adotado para a sintese das nanocapsulas.

Apos a preparacédo, as amostras foram filtradas em membrana Millipore® 0,45 um.
As analises foram realizadas em um cromatografo SHIMADZU LC-10AD com detector de
indice de refracdo RID-10A a 40 °C. A coluna utilizada possui como caracteristicas: PolySEp-
GFC linear 7,8 x 300 mm, fase mével de NaNO3 0,1 mol L™ a temperatura ambiente, fluxo de
0,8 mL mint, tempo de fluxo de 40 min e o volume de amostra injetada foi de 20 uL. Para a
determinacdo das massas molares da amostra analisada utilizou-se padrbes de pululanas
(Shodex Denko®) (MM de 5.9 x 10% a 7,88 x 10° g mol™).

3.3.5 Tamanho de particula, Indice de polidispersividade e Potencial zeta

Os parametros de estabilidade das nanocépsulas foram avaliados quanto ao
tamanho de particula, indice de polidispersivvidade (PDI) e potencial zeta. Para tal, utilizou-se
0 equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern®), pertencente ao LABPIM. No qual, para a
realizagdo do experimento as amostras foram diluidas em &gua deionizada na proporgao
(1:1000) (v/v) e analisadas a um angulo fixo de 90° e a 25 °C. O tamanho médio e a distribui¢ao
de tamanho, o indice de polidispersividade, bem como a carga de superficial das amostras foram

expressos como média de cinco determinacdes.

3.3.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A andlise foi realizada com intuito de avaliar a morfologia das nanocépsulas
sintetizadas. Inicialmente foi retirado uma aliquota de 1 mL das nanocépsulas, purificadas e
posteriormente redispersadas em 400 uL de ciclohexano. Em seguida este material foi diluido

no mesmo solvente na proporcao 1:1000 (v/v) e depositado sobre um substrato de silicio onde
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o solvente foi evaporado. Posteriormente as amostras foram aderidas a um disco metélico e este
levado a um metalizador Quorum, modelo Q150T ES, para aplicagdo de uma camada de prata
com 20 nm de espessura e posterior observacdo. A imagens foram analisadas por meio do
microscopio eletronico de varredura modelo Quanta 650 FEG ESEM (FEI Company) a 10 kV

pertencente a Central Analitica da Universidade Federal do Ceara.
3.3.7 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

A micrografia das nanocapsulas foi avaliada através de Microscopia Eletronica de
Transmissdo. Para tal, a preparagao das amostras se deu pela dilui¢do das formulagdes dispersas
em ciclohexano até cerca de 0,01% de conteudo so6lido, posteriormente, foi retirado uma
aliquota de 50 mL e esta foi inserida em uma rede de cobre revestida com carbono de 300 mesh.
Subsequentemente, as amostras depositadas foram deixadas para secar a temperatura ambiente
para completa evaporagdo do solvente. A obtencdo das imagens se deu pela utilizagdo de um
microscopio eletronico de modelo HT7700 (Hitachi Company, Téquio, Japao) pertencente ao
Centro para el Desarollo de la Nanociencia y la Nanotecnologia (CEDENNA) da Universidad
de Santiago de Chile (USACH).

3.4 Teor de sdlidos

A andlise, foi realizada por método gravimétrico, com intuito de se verificar
concentracdo das capsulas presentes em g por g de solugdo, calculada a partir da Equacgéo 1.
Inicialmente, pesou-se um Eppendorf® vazio, com o qual atribui-se com terminologia (m1).
Em seguida, adicionou-se 300 pL da solucdo do material redispersado em solugdo de SDS 0,1 %
(m/m) e pesou-se novamente (m2). A amostra foi congelada e liofilizada, posteriormente, foi

realizada uma terceira pesagem, (m3), para a determinacao do calculo.

m3—-ml

Equagdol > % TS = ——*x100%
m2-m1
3.5 Eficiéncia de encapsulamento e capacidade de carreamento dos ativos
A eficiéncia de encapsulamento ¢ uma técnica que avalia quantitativamente a

eficacia da sintese, pois através desta técnica € possivel obter, em termos de concentracdo, os

valores de ativo encapsulado. Deste modo, inicialmente foi realizada uma varredura no
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equipamento UV/Vis para se encontrar os comprimentos de onda onde os ativos apresentam
maximo valor de absorbancia (Amax), 0 equipamento utilizado pertence marca Thermo Scientific
modelo Genesys 6.

Para a determinagdo da curva de calibragdo, primeiramente foi feita uma solucao
aquosa de 100 ppm, que ¢ denominada “solu¢cdo mae”, a partir da qual foram retiradas diferentes
aliquotas desta solucdo e diluidas para diferentes concentragdes, em seguida, foram feitas as
leituras de absorbancia da faixa de concentragdo anteriormente preparada, obtendo a equagao
da reta como resultado da curva de calibragao.

Para quantificagdo dos valores de eficiéncia de encapsulamento das nanocapsulas,
as amostras redispersadas em soluc¢do de SDS (0,1 %) foram centrifugadas a 9000 rpm durante
10 min utilizando filtro de ultracentrifuga¢do com tamanho de poro de 3000 KDa, em seguida
foram feitas as leituras de absorbancia do sobrenadante em triplicata. O célculo da eficiéncia

de encapsulamento (EE%) foi realizado, pelo método indireto, descrito na Equagao 2.

[ativogep]

[ativototall

Equacio2 > 1 — EE% = * 100

Onde ativosopb € a concentragdo de faArmaco no sobrenadante € ativoroal € @ quantidade
de farmaco inicial.

Para realizacdo do célculo de capacidade de carreamento, foi levado em
consideracdo a massa de bioativo encapsulado e massa de polissacarideo utilizada para

formulacao da sintese, em que foi utilizada a expressdo representada na equacao 3.

Massa de ativo encapsulado (mg)

* 100

Equacio 3 2>

Massa de polissacarideo (mg)

3.6 Teste de atividade antimicrobiana

O teste foi utilizado para verificar a possivel atividade antibacteriana das
formulagcBes sintetizadas que continham FLX em sua composi¢do, bem como, 0S seus
respectivos controles e materiais de partida, sendo estes HEA, AMD e FLX.

Foram utilizadas trés cepas: Staphylococcus aureus (ATCC® 6538P™), e duas
cepas clinicas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina todas pertencentes a

bacterioteca do LABIMAN. Estas foram semeadas em agar Mueller Hinton incubadas a 35 °C



32

por 24 h. Foi utilizado a técnica de microdiluigdo em caldo de acordo com o documento M27-
A3 (CLSI, 2008), utilizando o meio de cultura RPMI 1640 (pH 7,0 £ 0,1) tamponado com 0,165
M do acido morfolinopropanosulfénico (MOPS) (Sigma, EUA).

A CIM foi determinada pela técnica de diluigdo em microplacas (96 orificios) de
acordo com a metodologia descrita segundo o protocolo M7-A10 (CLSI, 2015). Os compostos
AMD e HEA foram testados no intervalo de concentracdo de 2000-3.90 pg/mL. Para as
formulacdes sintetizadas NC-HEA B, NC-AMD B, NC-HEA F e NC-AMD F, os compostos
foram testados no intervalo de concentragao de 190-0,37 ug/ml. A partir de um cultivo de 24 h
das bactérias a serem testadas em agar Mueller - Hinton, foi preparada uma suspensdo de
indéculo inicial de acordo com a escala 0,5 McFarland. Em seguida, foi realizada uma dilui¢ao
em meio caldo Mueller — Hinton Céations ajustado para obtengdo do indculo contendo 107
UFC/mL.

As microplacas foram incubadas a 36 °C por 20 h. As leituras foram realizadas
visualmente. A concentragdo inibitoria minima (CIM) foi determinada como a menor
concentragcdo da droga capaz de inibir completamente o crescimento do microrganismo, em
comparagao com o verificado no pogo controle contendo somente o meio de cultura e o indculo

padronizado (CLSI, 2015). Os testes foram realizados em triplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacoes dos Farmacos

4.1.1 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho com Transformada de

Fourier (FT-IR)

A Espectroscopia de Absorcao na Regido do Infravermelho, ¢ uma técnica
vibracional amplamente utilizada na caracterizagdo de compostos quimicos, através da qual ¢
possivel analisar as vibragdes decorrentes das ligacdes quimicas presentes na estrutura, o que
possibilita, a identificacdo de compostos organicos existentes na molécula, contribuindo assim
para a sua respectiva elucidagdo estrutural (BUREAU; COZZOLINO; CLARK, 2019). Deste
modo, com intuito de avaliar as principais bandas de transmissao existentes nos farmacos FLX

e TRX, os espectros de infravermelho estdo representados na Figura 8.

Figura 8 — Espectro de Absor¢ao na Regido do Infravermelho para FLX e TRX.
—— FLX
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

O espectro do cloridrato de fluoxetina (FLX) apresentou bandas de baixa
intensidade na regidio de 3433 cm™!, caracteristica de estiramento N-H de aminas secundarias,

que estd em concordancia com trabalhos publicados por (MOHITE; DESHMUKH, 2017). O
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espectro ainda apresenta bandas de baixa intensidade na regido de 3181 cm’!, relativas a
estiramento C-H de carbono sp?, bandas de forte intensidade na regido entre 2799 ¢ 2715 cm™,
caracteristicos de estiramento C-H de carbono sp’, na regido de 1614 cm™ representam os
estiramento C=C de aromaticos, na regidio localizadas em 1334 cm™ pode-se verificar bandas
relativas aos grupamentos fluoretos, referentes a ligacio C-F, na regido de 1242 cm! representa
bandas que caracterizam estiramentos C-N de aminas e na regido entre 1065 e¢ 1101 c¢cm’
representam estiramentos simétrico ¢ assimétrico, respectivamente relativos a ligacao C-O-C
de éteres. As principais bandas vibracionais do cloridrato de fluoxetina estao elucidadas na

Tabela 2.

Tabela 2 — Atribuigdes das bandas do espectro na regido do infravermelho para FLX.

Numero de onda (cm™) Atribuicoes Referéncias
961 0 C-H do anel fora do (PAVIA et al., 2010)
plano

1065 vsim C-O-C (SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2005)

1101 Vass C-O-C (SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2005)

1242 v C-N de aminas (PAVIA et al., 2010)

1334 v C-F de haletos (PINTO; FERREIRA;

CAVALHEIRO, 2017)

1512 v C=C de aromaticos (SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2005)

1614 v C=C de aromaticos (PAVIA et al., 2010)

2734 v C-H de carbono sp* (PAVIA et al., 2010)

2951 v C-H de carbono sp? (PAVIA et al., 2010)

3433 v N-H de aminas (MOHITE; DESHMUKH,

secundarias 2017)

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Através da analise do espectro de absorgdo de TRX (Figura 8), pode-se verificar a
presenca de bandas de absor¢do de alta intensidade na regido de 3383 cm™, caracteristicas de
estiramento assimétrico OH; a presenca de duas bandas na regido entre 2924-2848 cm, que
representam o estiramento de C-H caracteristicos de alcanos, em 1657 cm™ pode-se observar o
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estiramento de C=0, que indica a presenca de grupamentos cetonas, sob efeito de conjugagéo
com anéis aromaticos, que sio confirmados pelo surgimento das bandas em 1601 e 1498 cm™,
caracteristicos de estiramento assimétrico e simétrico, respectivamente de C=C de aromaticos,
além disso verificam-se bandas de absorc&o na regifo de 1038 cm™ relativos a estiramento da
ligacdo C-O-C. A andlise destes dados encontra-se em concordancia com estudos relatados por
XU et al. (2018). As atribuigdes das principais bandas representativas de TRX, bem como as

suas respectivas regides foram dispostas na Tabela 3.

Tabela 3 — Atribuigdes das bandas do espectro na regido do infravermelho para TRX.

Numero de onda (cm™) Atribuicoes Referéncias
625 0 C-H do anel fora do plano (PAVIA et al., 2010)
804 o fora do plano de anel (SILVERSTEIN; WEBSTER;
aromatico substituido KIEMLE, 2005)
925 v C=C de vinil (CONSTANTIN;
FUNDUEANU; NICHLFOR,
2008)
1038 Vgim C-O-C (PAVIA et al., 2010)
1358 Ssim CH3 (SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2005)
1462 Sass CHa (SILVERSTEIN; WEBSTER;

KIEMLE, 2005)

1498 veim C=C de arométicos (PAVIA et al., 2010)
1601 vass C=C de aromiticos (PAVIA et al., 2010)
1657 v C=0 de cetonas (XU et al., 2018a)
2867 v C-H de carbono sp* (XU et al., 2018a)
2924 v C-H de carbono sp? (XU et al., 2018a)
3383 Vacs O-H (XU et al., 2018a)

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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4.1.2. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A técnica de DSC ¢ um método termoanalitico, fundamentado na variacdo da
capacidade de calor envolvida entre as transi¢des, denominadas como eventos térmicos,
classificados como endotérmicos e exotérmicos. Deste modo, a relevancia da técnica esta
diretamente relacionada com a andlise relativa as caracterizagdes fisicas e quimicas dos
compostos estudados pela mesma (CORDENONSI et al., 2017). Para a avaliagao de farmacos
a aplicabilidade do método ¢ feita pelo fornecimento de dados concernentes as propriedades
fisicas dos compostos, bem como a realizagdo de estudos relacionados aos parametros de
polimorfismo existentes entre os mesmos. Para tal, a analise dos perfis dos termogramas das

amostras cloridrato de fluoxetina (FLX) e troxerrutina (TRX) estdo elucidadas nas Figura 9.

Figura 9 — Termograma de Calorimetria Exploratoria Diferencial das amostras FLX e TRX.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Através da andlise, pode-se verificar que o perfil do termograma de FLX apresentou
um primeiro pico endotérmico na faixa de 151,99 -171,79 °C, com maximo de intensidade em
159,59 °C, comportamento este caracteristicos do processo de fusdo do farmaco, que estd em
consondncia com os resultados observados por Pinto; Ferreira; Cavalheiro (2017), com qual, o
evento endotérmico ocorreu na temperatura de 159,6 °C. Pode-se observar que a partir da

temperatura de 217 °C ocorre o inicio de processo de decomposi¢do térmica do farmaco, que
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ocorre em duas diferentes etapas, inicialmente ocorre o evento com carater endotérmico
ocorrente nas faixas de 219,75 - 234,78 °C, com pico maximo em 230,51 °C. O evento
exotérmico ocorreu na faixa de 233-254 °C, com pico de maior intensidade em 238,27 °C.

No trabalho relatado por Kelmann et al. (2007) ¢ proposto que as etapas de
decomposi¢cdo do farmaco (FLX) sdo referentes a saida do composto 3-fenil-3-[(a, a, o-
trifluoro-p-toluil)-oxi]-propileno, por clivagem do grupamento amina. A segunda etapa residual
de decomposicao € proveniente pela perda do grupo metilamina na estrutura. A presenca de dois
picos endotérmicos € sugerido por Craig (2007), como a indicagao de polimorfismo presente
no farmaco, de modo que a variagdo no arranjo conformacional atua diretamente na eficacia
terapéutica do mesmo (PANDEY; DALVI (2019).

O comportamento calorimétrico evidenciado pelo termograma de TRX, ndo
apresenta ponto de fusdo definido, com o qual, verifica-se a presenca de diferentes transicdes
de fase, que sugere a ocorréncia de rearranjo molecular devido a presenca de polimorfismo no
ativo. A andlise em questdo esta de acordo com trabalhos relatados por Filho et al. (2002), no
qual sugerem que tal comportamento esta relacionado com a caracteristica amorfa do farmaco
estudado, uma vez que ndo hé rede cristalina no mesmo.

Através do termograma pode-se verificar a ocorréncia de dois eventos
endotérmicos, sendo o primeiro relativo entre a faixa de 28,06 - 71,29 °C, com maximo de
intensidade na temperatura de 71,29 °C, e um segundo evento ocorre na faixa de 129,69 - 168,13
°C, com maximo de intensidade em 144,08 °C. O comportamento observado € relativo a perdas
sucessivas de moléculas de agua. Pode-se observar que o processo de decomposicdo do bioativo
ocorre a temperatura de 265,16 °C, estes resultados estdo em consonancia com a literatura
(HOORESFAND; GHANBARZADEH; HAMISHEHKAR, 2015).

4.1.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A técnica CLAE é um método analitico que apresenta diversas aplicacOes, dentre
as quais podem se destacar aspectos como de anélises de: purificacao, isolamento, identificacdo
e estabilidade, entre outros (WORSFOLD et al., 2019). Para o presente trabalho, o0 método foi
analisado com intuito de se verificar o grau de pureza dos farmacos utilizados, no qual, foi
levado em consideragdo o tempo de reteng@o obtido, e posteriormente foi calculado a area dos
perfis analisados. O cromatograma do cloridrato de fluoxetina (FLX), bem como da troxerrutina
(TRX), estdo representados na Figura 10 e demonstram o perfil de composi¢cdo do farmaco

estudado.
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Figura 10 — Cromatograma dos farmacos FLX e TRX realizado pela técnica CLAE.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Os perfis cromatograficos das amostras analisadas (Figura 10) apresentam
semelhangas, visto que ha a presenca de um tnico pico de maior intensidade, com variagdo nos
tempos de retencdo, indicando, deste modo que os farmacos utilizados no referido trabalho
apresentam altos indices de pureza. Para o farmaco FLX, o pico de maior intensidade ocorre
com tempo de retencao de 3,306 min, este resultado encontra-se em consonancia com que fora
relatado por (PRADO et al., 2006). A partir da obtencdo da area total do cromatograma, pela
integragdo da area do pico referente ao farmaco, verificou-se o percentual de 98,97% do total,
com base nesse resultado ¢ possivel correlacionar a area do pico com a composicao do ativo na
amostra, que apresentou o mesmo percentual de pureza em massa.

Para TRX, foi observado a presenga do pico com maior intensidade no tempo de
retengdo de 4,425 minutos, que esta de acordo com Satinsky et al. (2013), através da integragio
deste pico, verificou-se o percentual de 98,57% do total, que relaciona-se composi¢cdo do

farmaco na amostra, que apresentou o0 mesmo percentual de pureza em massa.
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4.2 Caracterizacgoes dos polissacarideos

4.2.1 Espectroscopia de Absor¢io na Regido do Infravermelho com Transformada de

Fourier (FT-IR)

A utilizacdo da técnica espectroscopica se deu com intuito de se avaliar a
constituicdo quimica dos grupos funcionais presentes nas moléculas de amido de Spondia
purpurea (AMD) e hidroxietilamido (HEA), possibilitando, deste modo, a elucidagao estrutural
dos compostos analisados, a Figura 11 representa os perfis vibracionais das amostras AMD e

HEA.

Figura 11 — Espectro vibracional de Infravermelho das amostras AMD e HEA.

—— AMD

Transmitincia (%)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Pela anélise dos espectros, pode-se observar que as bandas de absor¢ao de AMD e
HEA apresentam semelhanga nos perfis vibracionais. A regido de 3368 cm™ apresenta bandas
largas caracteristicas de estiramentos assimétricos de hidroxila (OH). Em 2923 cm™! apresenta
bandas de menor intensidade relativas aos estiramentos de C-H, relacionado a ligagdes do tipo
CH: devido a presenca de metilenos na estrutura (WANG et al., 2019). A regido de 1649 cm™!
¢ atinente a deformacdes de O-H, associados a presenca de agua adsorvida nas regides amorfas
do amido. Em 1169 cm™! pode-se observar estiramentos caracteristicos de ligacdes do tipo C-C

e C-O, relativos a vibragoes tipicas de anel de anidroglucose. Os valores observados nas regides
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de 1000 — 500 cm™ sdo relacionados em polissacarideos como regido de “impressdo digital”

que se caracterizam por vibragdes esqueletais do anel piranosidico referente a presenca de

ligagdes glicosidicas dos componentes estruturais do amido (ZHAO et al., 2018). As principais

regides observadas, bem como suas atribuigdes dos polissacarideos utilizados estao

evidenciadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Atribui¢des das bandas do espectro na regido do infravermelho para AMD e HEA.

Numero de onda (cm™) Atribuicoes Referéncias

580 0 (C-C) e (C-0) do anel (ZHAO et al., 2018)
piranosidico

1080 vsim C-O-C do anel (TAN et al., 2017)
glicosidico

1169 vass C-0 ¢ C-C (ZHAO et al., 2018)

1394 0 (CH2) (PACIA et al., 2017)

1462 o6 OH (ZHAO et al., 2018)

1649 0 H-O-H DE 4gua reticulada (ZHAO et al., 2018)

2923 v C-H de carbono sp? de (WANG et al., 2019)

metileno
3368 Vass O-H (WANG et al., 2019)

Fonte: Elaborado pela autora (2019)

4.2.2 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

A cromatografia de permeag¢do em gel ¢ uma técnica analitica que tem vasta

aplicacdo na caracterizagdo de materiais poliméricos, que através da qual torna-se possivel

avaliar os valores de massa molecular média, bem como a polidispersividade do material

estudado, além destes parametros, neste trabalho, sua utilizagdo se deu com intuito de se

verificar a influéncia da irradiacdo ultassonica nos perfis das cadeia dos polissacarideos

empregados. Os cromatograms do amido nativo de S. purpurea (AMD) e hidroxietilamido

(HEA) estéo elucidados na Figura 12.
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Figura 12 — Cromatograma de permeacdo em gel das amostras AMD e HEA.
— AMD ——AMD US
2,8.105g/1n01

1,2.10°g/mol

—HEA ——HEA_US

73. lOSg/mo] v~ 3,2.10°g/mol

Massa molecular (%)

30 35 40 45 50 55 60 65
Log (M.W)

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Para avaliar os valores de massa molar obtidos nos cromatrogramas de AMD e
HEA, faz-se necessario a compreensdo da composi¢do dos materiais estudados, para tal,
verifica-se que os granulos de amido sdo formados basicamente por dois tipos de moléculas
amilose e amilopectina, que apresentam diferentes estruturas, com tamanhos, estrutura quimica
e massas molares distintas. A amilose ¢ uma fracao essencialmente linear, que apresenta massa
molecular na ordem entre 10°-10° g.mol!, ao passo que a amilopectina é uma molécula que
apresenta em sua composi¢ao um maior grau de ramificacdes que dispde de massa molecular
na ordem entre 10’-10° g.mol”! (SHRESTHA; HALLEY, 2014). De acordo com o resultado,
verificou-se que os valores de massa de pico de 1,2.10° g.mol™! para AMDe 7,3.10° g.mol ™! para
HEA, de modo que os valores de ordem encontrados, podem ser atribuidos possivelmente a
uma maior proporc¢ao de amilose presente na composi¢do dos materiais.

Pela observacdo dos valores de massa molar numérica média (M,) e massa molar
ponderal média (M,), apresentados na Tabela 5, & possivel calcular o indice de
polidispersividade, que representa a razao entre a massa molecular ponderal média e a massa
molecular numérica média, ou seja, M,/M,. Na area de polimeros a literatura reporta que tal
indice reflete a uniformidade dos tamanhos das cadeias poliméricas, assim como o grau de

dispersdao de suas massas molares no sistema. Em um estudo realizado por Hoyos-Leyva et al.
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(2017) polimeros uniformes possuem, Myw/M,; igual a 1, sendo chamados de monodispersos,
que indicam sistemas com massas molares menos dispersos € como maior uniformidade dos
seus valores de massa molar, com cadeias distribuidas com baixa variagdo no comprimento.
Para polimeros com valores de polidispersdo mais acentuados, ou seja, maiores que 1
apresentam uma maior heterogeneidade nos tamanhos das cadeias poliméricas e
consequentemente maiores variagdes nos valores das massas molares, sendo chamados de

polidispersos.

Tabela 5 — Valores de polidispersividade obtidas pela analise de GPC de AMD e HEA.
Amostra  M,?* (10%) g.mol’! M, (10°) g.mol!  Polidispersividade (M,,/M,)

AMD 7,2 3,8 5,382
AMD US 5,3 1,4 2,715
HEA 3,0 1,9 6,322
HEA US 3,3 1,2 3,741
a — Massa molecular numérica média b — Massa molecular ponderal média

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Os valores de polidispersividade dos polissacarideos, elucidados na Tabela 5
demonstram que as amostras sdo classificadas como polidispersas, a literatura sugere que a
formagdo de suas cadeias ocorre de maneira mais desordenada, resultando no alargamento da
faixa de distribuicao de massas. Tal resultado estd em conformidade com a literatura, visto que
as diferencas entre os valores de massa molecular, bem como a dispersdo dos materiais €
relativo a fonte botanica que o material ¢ extraido, caso seja este de origem vegetal, sendo
comum em polissacarideos o comportamento polidisperso (ZHANG et al., 2018).

Outro fator a ser analisado pela técnica esta na influéncia da utilizagao da irradiacao
ultrassonica nos parametros de massa molecular média e polidispersividade. Para isto as
amostras AMD e HEA foram submetidas ao processo de ultrassonificagdo de sonda com regime
de pulsos de 20 segundos on e 10 segundos off e amplitude de 70% pelo periodo de 3 minutos,
sendo atribuidas a nomenclatura AMD US e HEA US. De acordo com os resultados verificam-
se diferencas significativas nos parametros analisados com tratamento ultrassénico e nao
ultrassonico, as amostras, quando sujeitas a irradiagdo apresentam redu¢@o nos valores de massa
molecular em que para AMD a variagdo ocorre de 1,2.10° g.mol™! para 2,8.10° g.mol! apos o
processo de irradiagdo e para HEA a variagio nos valores de massa sucede de 7,3.10° g.mol’!

para 3,2.10° g.mol’!, 0 mesmo se observa para os indices de polidispersividade, que para AMD
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passam de 5,382 a 2,715, e para HEA de 6,322 a 3,741.

O comportamento observado ¢ relatado pela literatura como processo de
degradacao na cadeia dos polissacarideos, que ocorre por meio da cavitagdo acustica, onde a
irradiagao ultrassonica induz a uma rapida formagao e colapso de bolhas de cavitagdo no interior
do liquido irradiado, em que o intenso estresse ocasionado pela técnica resulta em uma cisao
irreversivel na cadeia, que diferentemente de alguns procedimentos adotados, tais como a
utilizagdo de agentes quimicos, a degradacdo ultrassonica ¢ um processo seletivo € a clivagem
ocorre frequentemente no centro da molécula, gerando como consequéncia modificacdes nas
propriedades fisico-quimicas, tais como o tamanho e polidispersividade destes materiais (XU
etal., 2018).

4.3 Caracterizacdes das Nanocapsulas

4.3.1 Tamanho de particula, indice de polidispersividade e potencial zeta

4.3.1.1 Tamanho de particula e indice de polidispersividade

O espalhamento de luz dindmico (DLS) ¢ uma técnica amplamente utilizada para
caracterizacdo do dimensionamento de particulas em dispersdo, através da qual € possivel
determinar o didmetro hidrodindmico, bem como, avaliar a polidispersividade dos sistemas de
estudo (GEORGE; SHAH; SHRIVASTAYV, 2019). Destaca-se por ser um método ndo invasivo,
de modo que a amostra analisada pode ser reutilizada para outros fins, ademais, nao se faz
necessario modificagcdes nos sistemas, exceto diluicdo, sendo necessario um pequeno volume
de amostra para a realizacdo da andlise (SHARMA et al., 2018). A literatura reporta que um
dos parametros utilizados para avaliar a estabilidade cinética de nanoparticulas poliméricas ¢ a
averiguacao da escala de tamanho, dentro deste meio, as nanocapsulas obtidas pelo processo de
miniemulsdo devem possuir tamanhos que variam na escala de 50 a 500 nm (ARTUSIO et al.,
2018).

Em sistemas nanoestruturados a polidispersividade representa, fisicamente, o grau
de heterogeneidade obtido pelo tamanho do didmetro hidrodinamico das particulas analisadas,
de modo que maiores valores de PDI indicam a ndo uniformidade no perfil hidrodindmico das
particulas, ocasionando na formacao de sistemas menos estaveis fisicamente e mais suscetiveis
a mecanismos de instabilidade de amadurecimento de Ostwald (MORADI; ANARJAN, 2018).

Nestes sistemas, verifica-se que os valores de PDI variam na faixa de 0-0,4. Para as particulas
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com valores de PDI entre 0-0,1 indicam que o sistema apresenta-se como monodisperso,
sugerindo assim, uniformidade no mesmo. Entre os valores de 0,1-0,4 refere-se a particulas
consideradas como moderadamente dispersas e acima dos valores de 0,4 indicam sistemas
polidispersos (SHARMA et al., 2018).

Deste modo foi realizado um estudo inicial de otimizacdo para as formulac¢des dos
sistemas, no qual, investigou-se o efeito da concentracdo do surfactante na estabilidade das
nanocapsulas sintetizadas em que foi feita a variagdo da taxa de PGPR nas formulagdes dos
sistemas , que sucedeu na faixa de 10 a 20% em massa em relagdo a fase dispersa, de modo que
os resultados obtidos dos tamanhos de particula e indice de polidispersividade estdo

evidenciados na Tabela 6.

Tabela 6 — Tamanho de particula e PDI das nanocépsulas sintetizadas a partir da variagao da

taxa de PGPR nas formulagoes.

Sistemas Diametro PDI*
médio (nm)
NC-B10 251,93 £2,14 0,222 £0,018
NC-B15 264,73 +£ 7,05 0,243 £ 0,022
NC-B20 242,03 + 3,733 0,260 £ 0,050

PDI: Indice de polidispersividade.
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

De acordo com os valores obtidos na Tabela 6, observa-se que houve reducdo no
tamanho médio das particulas com 0 aumento da concentracdo do surfactante PGPR, a literatura
sugere que o comportamento evidenciado pela analise é esperado, haja vista que a maior
quantidade de surfactante é capaz de fornecer estabilidade coloidal na area superficial e por
consequéncia facilita o processo de homogeneizagdo produzindo assim as nanocépsulas com
menor tamanho de particula (STEINMACHER et al., 2017).

No entanto verifica-se que nao houve variacao significativa nos tamanhos das
amostras, somente um aumento nos valores de PDI. E sugerido que esse comportamento ocorre
devido ao processo de agregagdo entre as particulas, decorrente da utilizagdo de maiores taxas
de surfactante, de modo que o mesmo pode ter atingido a concentragdo micelar critica (CMC),
que pode apresentar como consequéncia em uma maior instabilidade coloidal no sistema

(ROSENBAUER; LANDFESTER; MUSYANOVYCH, 2009).
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Neste contexto, a formulacdo NC-B10, com 10% em massa de PGPR em relagao
a fase aquosa foi escolhida para a utilizagdo na sintese dos demais sistemas, pois apresentou
menor valor de PDI. As formulagoes sintetizadas foram: NC-HEA B, NC-AMD B, NC-HEAF,
NC-AMD F, NC-HEA T e NC-AMD T, sendo estas avaliadas quando sua estabilidade coloidal,
deste modo o grafico de distribui¢do dos tamanhos médios das particulas das formulagdes

sintetizadas esta representado na Figura 13.

Figura 13 — Grafico de distribuicdo dos didmetros hidrodinamicos médios de particula das

nanocapsulas.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

De acordo com o grafico apresentado (Figura 13), € possivel avaliar o efeito de
estabilizacdo dos sistemas estudados, no qual, leva-se em consideracdo a distribui¢dao
populacional observada na andlise. Para os sistemas sintetizados, pode-se verificar que a
distribuicdo dimensional dos tamanhos das particulas apresentam cardter bimodal,
caracterizado pela presenga de dois picos, este comportamento ¢ relatado por Sharma et al.
(2018) como caracteristico de sistemas que apresentam polidispersividade em sua conformagao,
no entanto, faz-se necessario o conhecimento dos valores de PDI para a confirma¢do do que
fora observado pelo gréfico, deste modo, a Tabela 7 apresenta os valores dos tamanhos médios

de particula, bem como os indices de polidispersividade dos sistemas preparados.
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Tabela 7 — Diametro hidrodinamico e PDI das nanocapsulas sintetizadas.

Sistemas Didmetro médio (nm) PDI
NC-HEA B 251,933 + 2,145 0,2216 £ 0,01796
NC-AMD B 260,83 + 4,349 0,2163 + 0,0247
NC-HEAF 303,43 + 2,623 0,3306 + 0,02720
NC-AMD F 300,10 + 2,046 0,307 £ 0,00828
NC-HEAT 320,03 + 5,68 0,267 +£0,017
NC-AMD T 360,46 + 13,55 0,337 +£0,0235

PDI: indice de polidispersividade.
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Os valores de didmetro médios das particulas, demonstram, que as capsulas
produzidas pertencem a escala nanométrica, com valores de 251,93 e 260,83 nm, para as
amostras que nao continham ativo em suas formulagdes, sendo estas: NC-HEA B, NC-AMD
B. Para os sistemas preparados com a incorpora¢do dos farmacos, observou-se valores de
tamanhos de 303,43; 300,10; 320,03 e 360,46 nm, referidos para as amostras: NC- HEA F, NC-
AMD F, NC-HEA T e NC-AMD T, respectivamente. Deste modo, o resultado apresentado,
corrobora com que menciona a literatura e estdo consoantes com o que fora obtido por trabalhos
de (PRAMANIK et al., 2018).

Pela avaliacdo dos valores de indice de polidispersividade obtidos (Tabela 7)
verifica-se que as formulacdes NC-HEA B e NC-AMD B apresentam valores que variam entre
0,2216 € 0,2163. Para as nanocapsulas com farmaco, verifica-se que os valores obtidos foram
de: 0,330 e 0,337. Deste modo, as formulagdes sintetizadas mostraram comportamento
moderadamente polidisperso quanto a distribui¢do das particulas, concordando com que fora
observado no grafico de distribuicdo dimensional (Figura 13) estes resultados estdo em
consonancia com trabalhos publicados por Baier et al. (2012) que realizou estudos no

desenvolvimento de nanocépsulas de hidroxietilamido.
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4.3.1.2 Potencial Zeta

O potencial zeta (P{) ¢ um dos métodos mais utilizados para avaliar as interagdes
elétricas existentes em sistemas coloidais, dentre estes, encontram-se as emulsoes, para tal,
verfica-se que tais interagdes sdo decorrentes da presenca de particulas carregadas
eletricamente, que interagem entre si por mecanismos de interface. Ao aplicar um campo
elétrico no liquido, pela observagao da migragao das particulas para qualquer um dos eletrodos,
torna-se possivel estudar a carga das particulas, de modo que, a medida tem como intuito definir
de que forma o potencial entre a camada de liquido imediatamente ao lado da superficie
(fortemente ligado a particula) e a fase continua interagem. O potencial zeta também fornece
uma medida da carga liquida na superficie da particula e da distribuicdo de potencial elétrico
na interface, funcionando como uma medida de estabilidade. A Tabela 8 fornece dados de

potencial zeta das nanocapsulas sintetizadas.

Tabela 8 - Potencial zeta das nanocépsulas sintetizadas.

Sistemas Potencial Zeta (mV)
NC-HEA B -38,03
NC-AMD B 35,33
NC-HEA F 35,72
NC-AMD F -33,20
NC-HEAT 35,90
NC-AMD T -37,26

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

De acordo com os resultados obtidos pode-se verificar que os valores de potencial
zeta das nanocédpsulas sintetizadas apresentam valores em sinais negativos, que sao
evidenciados devido a utilizacdo do surfactante de carater anidnico (SDS) no processo de
redispersao, dentre os quais, verifica-se que as nanosapsulas sintetizadas apresentam valores de
PC que variam entre entre -33 a -38 mV.

A literatura reporta, que para sistemas coloidais os estudos de estabilidade

relacionando potencial zeta estdo dispostos em quatro categorias, sendo estas divididas em
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valores de P, de modo que sistemas com valores na faixa de £0-10 mV, s@o considerados muito
instaveis; de £10-20 mV relativamente estaveis; £20-30 mV moderadamente estiveis e para
valores superiores a £30 mV sao altamente estaveis (CANO-SARMIENTO et al., 2018). Deste
modo, os sistemas preparados apresentam alta estabilidade quanto a degradacgdes fisicas. Vale
salientar que a estabilidade referente ao potencial zeta ¢ resultante das forcas de repulsdo
existentes entre particulas de mesma carga elétrica, deste modo impede o processo de agregacao

entre as particulas (MORADI; ANARJAN, 2018).

4.3.2 Espectroscopia de Absor¢cdo na Regido do Infravermelho com Transformada de

Fourier (FT-IR)

O FT-IR foi utilizado com intuito de investigar quimicamente a composi¢ao das
nanocapsulas especialmente pela analise da modifica¢do no perfil espectral do polissacarideo
em estudo, antes e depois da reagdo de reticulagao que ocorre entre os grupos OH presentes nas
moléculas de amido e surfactante, com grupamentos NCO advindos das moléculas de tolueno
diisocianato (TDI), em que a referida diferenga entre os espectros pode ser observada pelo
surgimento e desaparecimento de bandas ja existentes, bem como, o aumento ou diminui¢ao da
intensidade de bandas pertencentes ao espectro avaliado, de modo que os perfis

espectroscopicos das amostras estdo evidenciados na Figura 14.

Figura 14 — Espectro comparativo na regido do Infravermelho, entre os polissacarideos (HEA

e AMD) e as nanacapsulas sintetizadas (NC-HEA B e NC-AMD B).
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Os valores de nimero de onda, bem como, as respectivas atribuigdes vibracionais
dos polissacarideos (HEA e AMD) ja foram discutidos na sesséo 4.2.1, de acordo com o que
fora acima relatado, os seus respectivos espectros foram expostos para efeito de comparagédo
com os perfis observados nas nanocapsulas.

Pela andlise dos perfis espectrais, pode-se observar semelhanca entre as
nanocapsulas e os materiais de partida na regido de 3368 cm™, que sdo caracteristicos de
estiramento de O-H, referente as interac6es das hidroxilas existentes na estrutura dos compostos
analisados, no entanto, verifica-se que nas nanocapsulas ha uma diminuicdo na intensidade de
tais estiramentos, o comportamento observado ocorre devido a reacdo de poliadicdo, que esta
representada esquematicaticamente na Figura 15, entre 0s grupamentos isocianatos (NCO)
presentes nas cadeias reativas do reticulante TDI com as hidroxilas reativas do polissacarideo,
para NC-AMD B ocorre no carbono 6 do amido, menos impedido estericamente e para NC-

HEA B a reacdo ¢ localizada na regido das hidroxilas presentes nos grupamentos hidroxietil.

Figura 15 — Representagdo esquemadtica da reagcdo de polimerizagdo entre os grupos NCO do

TDI e OH dos amidos via miniemulsdo inversa.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

2,4-tolueno diisocianato Poliuretana

Areacdo de reticulagdo € confirmada pela presenca de bandas nas regides de 1733
cm?, referente ao estiramento de C=0 de caracteristico de carbonila e em 1544 cm relativo a
deformacdo N-H, ambas s@o provenientes da formacdo de poliuretana na estrutura
(PRAMANIK et al., 2018). Os resultados obtidos a partir da analise dos perfis espectrais das
amostras estdo em concordancia com trabalhos de Steinmacher et al. (2017) com o qual foram
realizados estudos com nanocapsulas utilizando o hidroxietilamido como material de partida.

As principais regides presentes nas nanocapsulas estéo evidenciadas na Tabela 9.
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Tabela 9 — Atribuigdes das bandas espectrais na regido infravermelho para as nanocépsulas

sintetizadas.

Nimero de onda (cm™)

Atribuicoes

Referéncias

989

1082

1224

1548

1609

1648

1734

2278

2851

2925

3368

v esqueletais do involucro
polimérico.
o fora do plano CHCH»
v C-0O de éter aromatico

O N-H de grupos uretanos

vass C=C de aromaticos

v C=0 de poliureia

v C=0 de poliuretana

Grupos NCO relativos ao
TDI
v C-H de carbono sp’ de
compostos aromaticos
v C-H de carbono sp?
relativos ao PGPR

vass O-H

(VASILEV etal., 2014)

(VASILEV et al., 2014)

(VASILEV et al., 2014)

(STEINMACHER et al.,
2017)

(VASILEV et al., 2014)

(STEINMACHER et al.,
2017)

(STEINMACHER et al.,
2017)

(BAIER et al., 2010)

(VASILEV et al., 2014)

(VASILEV et al., 2014)

(PRAMANIK et al., 2018)

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

De acordo com os resultados obtidos na Tabela 9 verifica-se a presenca de regides

em 1648 cm! referente a estiramento de carbonila, caracteristicos de formagdo de poliureia no

composto, este fato indica que pode ocorrer reagdo colateral do isocianato com a dgua levando

a unidades de ureia, na regido de 2278 cm™! de estiramentos de isocianatos residuais, que podem

ser explicados devido a escolha da rota sintética, haja vista que o processo de solubilizacao do

amido ocorre a 50 °C, e posteriormente a sintese segue sem aquecimento, somente com

agitacdo, a literatura reporta que a solubilizagdo do amido sucede por gelatinizagdo, que ao

passar por aquecimento, seguido de resfriamento, ou seja, quando o sistema ¢ mantido apenas

na agitacdo, o polissacarideo em questdo ¢ gelatinizado e incorporado em uma rede
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interconectada de agregados poliméricos (STEINMACHER et al., 2017).

Como a reagdo de reticulacdo ocorre na interface entre a gota e a fase continua, o
processo de gelatiniza¢do pode reduzir a mobilidade do amido no interior da goticula presente
na fase aquosa, resultando em uma menor concentracdo de hidroxilas presentes na regido
interfacial da gota, ¢ justificado entdo, a utilizacdo do reticulante em excesso, com intuito de
garantir a reagao com as hidroxilas reativas nas capsulas, sendo os grupos de isocianatos (NCO)

residuais hidrolisados no processo de redispersao das nanocapsulas que ocorre em meio aquoso.

4.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A microscopia eletronica de varredura ¢ uma técnica amplamente utilizada para
analisar fendmenos de superficie de materiais, destaca-se por ser um método versatil aplicado
na caracterizagdo de sistemas nanoestruturados que fornece informagdes qualitativas, tais
como: topografia, morfologia, composicao a informagdes cristalograficas (SHARMA et al.,
2018). Morfologia sugere a forma e o tamanho, enquanto que topografia fornece informagdes
sobre as caracteristicas da superficie e textura, ao passo que a composicdo e cristalografia
demonstram os principais compostos dispostos na superficie do material, bem como seu arranjo
espacial (BRABAZON; RAFFER, 2014). Para o referido estudo a técnica foi utilizada para
verificar a possivel formagao da estrutura core shell das nanocapsulas sintetizadas, que esta

demonstrada na Figura 16.

Figura 16 — Imagens de MEV da nanocapsula sintetizada: (a) escala 5 um e (b) escala 500

nm.
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Fonte: Central analitica — UFC (2019).

Em trabalhos relatados por Steinmacher et al. (2017), as caracteristicas da
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polimerizacao e/ou reticulagao interfacial sdo responsaveis pela morfologia final da capsula que
¢ composta por um involucro do amido reticulado, com nucleo mais volumoso e aquoso, que
ao ser submetido a analise de microscopia realizada com o uso de sistema a vacuo, essa por¢ao
composta por agua € removida, por evaporacao, conferindo as capsulas os espagos oriundos da
regido do nucleo, e a morfologia assemelha-se a bolas esvaziadas.

Pela analise observada na Figura 16, pode-se verificar que as cépsulas apresentam
estruturas com morfologias com estruturas nucleo/concha, que ja era esperado de acordo com
o método de sintese em miniemulsdo adotado, e estd em concordancia com a literatura (HAN
et al., 2019). Outro fator que pode ser avaliado pela imagem estd na organizacao espacial dos
sistemas, com o qual verifica-se que as nanocapsulas apresentam aglomeragoes, denotando
através desta figura a moderada polidispersividade do sistema, o que corrobora com os valores

de PDI pela técnica de ELD.

4.3.5 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

A microscopia eletrénica de transmissdo € um meétodo substancial no que tange a
avaliagdo da micromorfologia, bem como, a estrutura interna de materiais nanoestruturados.
Dentre os principais objetivos verificados por MET, podem se destacar o estudo relacionado a
formagé&o da estrutura, o tamanho e distribuicao destes sistemas, por sua vez séo de fundamental
importancia na nanotecnologia, de modo que o conhecimento detalhado da microestrutura
destes materiais torna possivel o entendimento e, em muitos casos, até a previsao das
propriedades e do comportamento dos mesmos (SHIRIN-ABADI, A. R.; KHOEE, S.; RAHIM-
ABADI, M., 2014). Nessa perspectiva, no referido estudo a técnica foi utilizada com intuito de
verificar a estrutura interna das nanocapsulas sintetizadas. Os resultados obtidos estdo dispostos

na Figura 17.
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Figura 17 — Imagens de MET da nanocapsula sintetizada: (a) escala 1 um e (b) escala 100 nm.
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Fonte: CEDENNA — Universidade do Chile, (2019).

De acordo com os resultados elucidados na Figura 18, as nanocéapsulas apresentam
distribuicdo de tamanhos que variam em uma faixa entre 200 - 300 nm, estando em consonancia
com os resultados obtidos pelos valores de diametro hidrodindmico obtidos pela analise de
tamanho de particula. Além disso, as micrografias possibilitam verificar a presenga de
estruturas de carater esférico regular, e superficie densa, confirmando assim, a formagdo da
estrutura core-shell (BAIER et al., 2010). Deste modo, pode-se verificar que a rota sintética
adotada para a obtencdo das nanocéapsulas obteve sucesso, no que tange os aspectos
morfoldgicos esperados pelos sistemas preparados. No entanto, pode-se avaliar que a espessura
presente na parede polimérica das nanocapsulas ndo apresenta tamanhos uniformes, que pode
estar relacionado ao carater moderadamente polidispeso dos sistemas evidenciado pelos valores

de PDI obtidos pela técnica de DLS (DEBELE; MEKURIA; TSAI, 2016).

A micromorfologia estrutural presente na superficie das nanocéapsulas ¢ um fator
relevante, pois afeta diretamente no comportamento de libera¢ao do farmaco encapsulado, pois
se relaciona com 0s mecanismos, assim como, a cinética de formacao da parede constituida
pelo involucro polimérico, consequentemente apresentando relagdo dependente da estrutura
quimica e reatividade dos mondmeros, da viscosidade e das propriedades da fase continua (CUI

etal., 2018).

4.4 Teor de solidos

O teor de solidos (%TS) € um parametro utilizado para se avaliar quantitativamente

a massa se materiais solidos presentes em solu¢do do material redispersado. Trata-se de uma
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técnica gravimétrica na qual a mensuragao ¢ realizada em funcao da massa de s6lidos da solugao
por massa da mesma em (g/g). Para o estudo em questdo a massa de solidos correspondera a
quantidade de nanocapsulas obtidas apos o processo de liofilizagao. A Tabela 10 apresenta os

percentuais obtidos para os sistemas analisados nesse trabalho.

Tabela 10 — Resultados obtidos para o teor de solidos das nanocépsulas.

Sistema Teor de solidos (%)
NC-HEA B 0,13
NC-AMD B 0,23
NC-FLX H 0,27
NC-FLX A 0,33
NC-TRX H 0,33
NC-TRX A 0,34

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

De acordo com os valores obtidos, pode-se verificar que o teor de solidos para as
amostras sintetizadas foram de 0,13 e 0,23% para as nanocapsulas de hidroxietilamido e amido
(NC-HEA B ¢ NC-AMD B) sem a presenga de ativo; 0,27 e 0,33% para 0s sistemas com
fluoxetina (NC-HEA F e NC-AMD F); e 0,33 e 0,34% para as amostras com troxerrutina em
sua composicdo (NC-HEA T e NC-AMD T). Os valores obtidos para os ativos sdo maiores
devidos a presenca dos mesmos. Além disso os resultados de teor de solidos, denotam a
concentragdo de nanocapsulas sintetizadas em fun¢dao da massa da solucao redispersada, sendo
importante uma vez que essa concentracdo de nanocarreadores esta diretamente relacionada

com a probabilidade de o sistema apresentar respostas frente aos microorganismos estudados.

4.5 Eficiéncia de encapsulamento e capacidade de carreamento

4.5.1 Eficiéncia de encapsulamento do Cloridrado de fluoxetina

Para realizagdo do célculo de eficiéncia de encapsulamento do cloridrato de
fluoxetina, inicialmente foi realizada uma varredura, com intuito de se verificar o comprimento
de onda com maximo de absor¢ao do farmaco, a partir de entdo, adotou-se o procedimento para
a preparacao de uma curva de calibragdo para efetuar a quantificagdo presente do farmaco fora

da cépsula. A Figura 18 apresenta o espectro de varredura de FLX (a) e sua respectiva curva de
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calibracao (b).

Figura 18 — Grafico de varredura (a) e curva de calibracao de FLX (b).
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

O comprimento de onda com maximo de absorcdo obtido pelo espectro de
varredura do cloridrato de fluoxetina foi de 190 nm, verifica-se que o valor observado pela
analise encontra-se divergente em comparacdo com dados obtidos pela literatura, em que
trabalhos publicados por Mukhopadhyay; Pradhan; Samanta, (2015) demonstram valores de
absorbancia mais deslocados com A maximo em 216 nm. O comportamento evidenciado pode
ser justificado pela escolha do solvente, visto que para utilizagdo da analise o farmaco foi
solubilizado em agua, ja para o trabalho supracitado utilizou-se uma mistura binaria de agua e
metanol com proporg¢ao (90:10).

A literatura reporta que solventes com maior polaridade deslocam as transi¢oes do
tipo n=>7* para comprimentos de onda com menores valores de A maximo (PAVIA et al., 2010).
O comprimento de onda obtido foi utilizado para se construir a curva de calibragdo apresentada
na Figura 18 (b). A expressio gerada pela curva de FLX: Arprx = 0,21598x + 0,07333 com R?=
0,99915, de modo que a quantificagdo do farmaco se deu de acordo com os parametros
elucidados na expressdo, onde ArLx representa a absorbancia obtida durante a leitura realizada
e x a concentracdo do farmaco fora da capsula.

A partir da expressdo, verifica-se que as nanocapsulas sintetizadas apresentam
valores elevados de eficiéncia de encapsulamento, evidenciando fortes interagdes
intermoleculares entre o firmaco e o nucleo aquoso da capsula. A formulagdo com
hidroxietilamido (NC-HEA F) apresentou eficiéncia de encapsulamento com valores >99,99%

dentro dos limites de deteccao do aparelho, a formulagdo com amido (NC-AMD A) apresentou
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95,56% de EE%.

As diferencas elucidadas entre os valores de eficiéncia de encapsulamento
demonstram que as capsulas com HEA apresentam maiores interagdes com o bioativo, onde o
comportamento observado pode ser justificado pelo processo de modificagdo quimica do
polissacarideo, o que confere ao polissacarideo maior solubilidade em meio aquoso haja visto
que a presenca de grupamentos hidroxietila na estrutura menos impedidos estericamente
favorece a interagdes de hidrogénio com a agua (PALEOS; SIDERATOU; TSIOURVAS, 2017).
Resultados semelhantes de EE% foram relatados na literatura em estudos publicados por Baier
etal. (2012) que desenvolveram nanocapsulas de hidroxietilamido com valores de 98% de EE%
sugerindo que o invélucro polimérico da capsula possui estabilidade quimica.

Através dos valores obtidos pela curva de calibragao, também foi possivel avaliar
o sistema quanto a mensura¢ao da quantidade em massa de bioativo encapsulado, o que
viabiliza analisar quantitativamente a capacidade de carreamento (CC%) do sistema, para a
formulagdo NC-HEA F, obteve 2,08% de CC enquanto que o sistema NC-AMD F apresentou
1,98% de CC, estes resultados estdo em concordancia com o que foi estudado por Marto et al.
(2018) que em trabalho realizado utilizando o amido como carreador obteve 79% de eficiéncia
de encapsulamento e 1,9% de capacidade de carreamento, de eficiéncia de encapsulamento e
1,9% de capacidade de carreamento, verifica-se que a capacidade de carrear uma maior
quantidade de ativo por massa de carreador, confere ao sistema uma maior probabilidade de

apresentar potenciais aplicagoes farmacologicas.

4.5.2 Eficiéncia de encapsulamento da Troxerrutina

Para a obten¢ao da eficiéncia de encapsulamento das nanocépsulas com troxerrutina
realizou-se o procedimento equivalente ao que fora adotado para as capsulas com cloridrato de
fluoxetina, para tal a verificagdo do valor de A maximo através de uma varredura no UV-VIS ¢
primordial para prepara¢ado da curva de calibracdo, que foi utilizada para efetuar a quantificacao
presente do farmaco fora da cépsula O espectro de varredura de TRX (a), bem como sua

respectiva curva de calibracdo (b) estdo apresentados na Figura 20.
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Figura 19 — Grafico de varredura (a) e Curva de calibracao de TRX (b).
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

De acordo com os valores obtidos pelo espectro de varredura da troxerrutina,
verifica-se que o comprimento de onda com maximo de absor¢do foi de 204 nm, pode-se
observar que o comportamento observado foi semelhante ao que fora analisado para FLX, de
modo que o espectro apresenta deslocamento para menores valores de A maximo em
comparagao com estudos desenvolvidos por Khattab et al. (2015) que encontrou comprimento
de onda maximo proximo a 248 nm, essa diferenca foi anteriormente discutida e pode estar
atribuida a utilizagdo do solvente, com o qual verifica-se que solventes com maior polaridade
deslocam para comprimentos de onda com menores valores de A maximo (PAVIA et al., 2010).
O espectro de varredura obtido foi utilizado para se construir a curva de calibragdo apresentada
na Figura 19 (b). A expressio gerada pela curva de TRX: Atrx = 0,03775x - 0,00367 com R? =
0,99755.

Pela analise da expressdo gerada, verificou-se que as capsulas sintetizadas NC-HEA
T e NC-AMD T apresentaram os seguintes valores de eficiéncia de encapsulamento 93,97% e
97,19%, respectivamente. Além disso, foi possivel avaliar quantidade de farmaco encapsulado
em massa obtida a partir dos valores de eficiéncia de encapsulamento, com objetivo de
quantificar a capacidade de carreamento (CC%) dos sistemas preparados, que apresentaram:
1,95 % e 2,02 % de CC%, para as formulacdes NC-TRX H e NC-TRX A, respectivamente.

Os resultados obtidos demonstram que a metodologia de miniemuls&o inversa para
obtencgéo das capsulas foi eficiente quanto a interagdo entre os bioativos com ndcleo aquoso e
estdo em concordancia com estudos publicados por Kang et al. (2015), com o qual é sugerido
que sistemas com valores de EE% superiores a 90% demonstram estabilidade coloidal quanto

a matriz polimérica. Os valores de capacidade de carreamento estdo em consonancia com o que
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fora discutido na sessdo 4.3.5.1 denotando ao sistema potencialidade para aplicagdes no campo

farmacéutico.

4.6 Teste de atividade antimicrobiana

As infecgdes causadas por microrganismos resistentes Sa0 consideradas um dos
grandes desafios existentes na medicina clinica, pois envolvem altas taxas de morbidade e
mortalidade, bem como aumento dos custos de tratamento devido a limitacdo da eficacia dos
medicamentos existentes ¢ a falha na dosagem clinica. Uma das bactérias multirresistentes
(MR) mais difundidas ¢ o Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), tratam-se de
bactérias gram-positivas, e sdo uma das principais causas relacionadas a infec¢cdes hospitalares,
além disso, tém sido relatadas por apresentar um aumento significativo em sua incidéncia em
diferentes paises, sendo consideradas um problema de satude publica (VAZIRIAN et al., 2019).

Neste contexto, o controle de infec¢cdes por MRSA pode ser util na redugdo dos
custos de morbidade, mortalidade e cuidados de saude. Deste modo, com intuito de verificar o
efeito antimicrobiano nos sistemas encapsulados, as formula¢des foram testadas frente aos
micro-organismos Staphylococcus aureus (ATCC® 6538P™), e duas cepas clinicas de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Entretanto o farmaco TRX nao
demonstrou resposta frente as bactérias testadas, sendo assim nao se realizou ensaios com TRX
encapsulado. Desta forma, os resultados expostos na Tabela 11 expressam as respostas obtidas

das nanocépsulas com o farmaco FLX, assim como, seus respectivos controles.
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Tabela 11 — Avaliagdo do efeito antibacteriano das formulagdes de fluoxetina NC-AMD F e

NC-HEA F frente a isolados de bactérias patogénicas.

CIM " (ug mL™")
Cepas’ ATCC® Cepa Clinica Cepa Clinica
S. aureus MRSA® MRSA 1 MRSA 2
Subst. 6538P (1831) (2046)
NC-AMD F 95 95 190 95
NC-AMD B 50% 50% 50% 50%
NC-HEAF 95 95 95 190
NC-HEA B 50% 50% 50% 100%
FLX 255 255 255 255
HEA >2000 >2000 -- --
AMD >2000 >2000 -- --

2 Cepas de bactérias isoladas de colegdo.
® CIM foi definido como a mais baixa concentragdo que produziu 100% de redugdo do crescimento das células

bacterianas apos 20 h de incubagdo.

De acordo com os resultados dispostos, verifica-se que AMD ndo apresentou
atividade antibacteriana dentro da faixa testada. HEA apresentou atividade na concentragao de
2000 pg/ml. O cloridrato de fluoxetina apresentou atividade antibacteriana na faixa de 255
pg/ml. As formulagdes sintetizadas: NC-HEA B, NC-AMD B, NC-HEA F ¢ NC-AMD F
apresentaram atividade antibacteriana na faixa de 190-95 pg/ml frente a todos os micro-
organismos isolados. Estes resultados demonstram que o processo de obtencdo das
nanocapsulas atuou de modo significativo para efeitos de acdo antimicrobiana, visto que AMD
e HEA ndo apresentam atividade, j& as nanocédpsulas produzidas com os respectivos
polissacarideos possuem a acao antimicrobiana.

Além disso, pode-se verificar que as nanocapsulas com FLX apresentaram menores
valores de CIM em comparagdo com os resultados obtidos do farmaco livre, estes resultos estao
em consonancia com estudos publicados por Nobre Junior et al., (2019) que trabalhou com os
mesmos microrganismos testados pela analise. O autor sugere que a inibicdo do crescimento
bacteriano ocorre entre as moléculas do farmaco com as células bacterianas, caracterizando o
mesmo como agente bactericida . O menor valor de (CIM) obtido nas nanocédpsulas pode ser
evidenciado por um possivel efeito sinergistico oriundo do processo de intera¢do intermolecular

entre o farmaco e o ntcleo, bem como a ag@o involucro polimérico presente na propria capsula
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frente ao efeito antibacteriano verificado. Nesse contexto, pode-se propor que a formagao das
cadeias de poliuretana, formadas pela reagdo de reticulagdo, promove uma maior interagdo com
o meio celular existente nos micro-organismos, confirmada pela inibicdo do crescimento
bacteriano das cepas inicialmente resistentes (LAM et al.,, 2018). Deste modo, o
desenvolvimento de sistemas com potencial efeito antimicrobiano surge como uma alternativa

terapéutica vidvel para aplicagdo em doengas infecciosas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os farmacos FLX e TRX foram caracterizados por FT-IR, que possibilitou a
confirmacao das suas estruturas quimicas através de bandas especificas para cada ativo. De
acordo com a analise térmica por DSC, verificou-se a presenga de picos endotérmicos com
maximo de intensidade em 159,59 °C para FLX, referente ao ponto de fusdo do material, para
TRX, verifica-se dois picos endotérmicos sendo o primeiro em 71,29 °C e 0 segundo 144,08
°C, relativo a perdas sucessivas de agua. A pureza destes materiais foi determinada por CLAE,
sendo 98,97% para FLX e 98,57% para TRX.

As nanocapsulas sintetizadas foram otimizadas, quanto a variacdo da taxa de
concentragdo do surfactante PGPR em relacdo a fase aquosa, onde o sistema NC-B10
apresentou maior estabilidade, sendo este utilizado para a preparagao das demais formulagdes.
Estes sistemas apresentaram boa estabilidade coloidal, avaliada pela técnica de ELD, com
valores de didametro médio de particula variando entre 251 e 260 nm para as capsulas sem ativo
e entre 300 a 360 nm para aquelas que continham o farmaco incorporado a sua formulagao, os
valores de PDI entre 0,21 e 0,33 sugerem moderada polidispersividade nos sistemas
nanoestruturados. além disso, os valores de potencial zeta foram superiores a 30 mV o que
caracteriza alta estabilidade quanto a degradagdes fisicas.

Para confirmagdo da formagdo das nanocépsulas, as mesmas foram caracterizadas
quimicamente e andlise de sua morfologia. Pela técnica de FT-IR foi possivel confirmar a reagdo
de reticulacdo, entre as cadeias reativas do polissacarideo com os grupamentos isocianatos do
reticulante TDI, pelo surgimento de bandas nas regides de 1733 e 1544 cm™! relativo a formagao
de poliuretanas na estrutura. Pelas analises de MEV e MET foi possivel confirmar a formagao
da estrutura core shell nos sistemas encapsulados.

A eficiéncia de encapsulamento das nanocapsulas apresentou valores superiores a
90%, evidenciando fortes interagdes intermoleculares entre o fArmaco e o nucleo aquoso da
capsula, sendo a formulacdo NC-HEA F com maior valor de EE% (>99,99%). Além disso,
formulacdes sintetizadas foram avaliadas quanto ao seu efeito antimicrobiano, frente as
bactérias Staphylococcus aureus (ATCC® 6538P™), e duas cepas clinicas de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA 1 e MRSA 2), de modo que os sistemas com FLX
apresentaram atividade antibacteriana na faixa de 190-95 pg/ml frente a todos os micro-
organismos isolados. Deste modo, o método de miniemulsdo foi satisfatorio para a formulagao

de sistemas com potencial aplicagdo farmacologica.
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