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RESUMO

A mastite bovina ocasiona grave impacto no setor leiteiro, causando sérios prejuizos, tanto
pelo comprometimento funcional da glandula mamaria, como na reducdo da producdo de
leite. Além disso, causa sérios riscos a salde publica, uma vez que as principais espécies de
patdgenos bacterianos causadores de mastite sdo produtoras de toxinas. Neste contexto, a
nanotecnologia é uma alternativa bastante interessante para contornar as limitacGes dos
tratamentos convencionais de mastite, atraves da criacdo de dispositivos nanoestruturados que
sejam capazes de direcionar o antimicrobiano para a superficie do epitélio glandular e para o
interior do tecido afetado, de forma a potencializar o efeito do antibidtico sob as bactérias. O
uso da quitosana e do Acido Polilatico (PLA) para este tipo de aplicacdo se deve as suas
inimeras propriedades, em especial a biocompatibilidade e a biodegradabilidade. Desta
forma, este trabalho teve como objetivo a obtencdo e caracterizacdo de diferentes formulagdes
de nanoparticulas de quitosana/PLA para liberacdo controlada de gentamicina (GEN), através
da metodologia de emulsificacdo - evaporacdo de solvente. As nanoparticulas foram
caracterizadas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) acoplada a um Detector de
Energia Dispersiva (EDS), Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR), Distribuicdo do Tamanho de Particulas (DLS) e Carga Superficial (Potencial Zeta).
Ainda, foram avaliadas a eficiéncia de encapsulamento da gentamicina, a liberacdo de
gentamicina in vitro pelo método de dialise e a atividade antimicrobiana através do teste de
Difusdo em Disco e da determinacdo da Concentracdo Minima de Inibicdo (CMI) pelo
método de microdiluicdo sucessiva, utilizando Staphylococcus aureus. As andlises de DLS
mostraram um tamanho médio de nanoparticulas entre 150 e 400 nm, variando com a
composicdo da formulacdo. As analises de MEV mostraram particulas esféricas de tamanho
correspondente as medidas de DLS, por essa analise também foi possivel observar a formacéo
de aglomerados em determinadas condicdes de sintese. Pelas analises de FTIR, atraves das
bandas caracteristicas e do alargamento e/ou aumento da intensificagdo das bandas, foi
possivel confirmar a interacdo entre os componentes da formulacéo, sugerindo a formacéo de
uma nanoparticula do tipo “core-shell”, onde o PLA estaria no ndcleo e a quitosana na casca.
Ainda, o estudo do potencial zeta em funcdo do pH mostrou que as particulas possuem cargas
de superficie positivas, provavelmente devido a presenca de quitosana na casca, 0 que é
atrativo para adesdo celular. A eficiéncia de encapsulamento variou de 66 a 75%. A
formulacdo 1:0,25 (w/w, PLA/quitosana) foi a que apresentou maior eficiéncia de
encapsulamento, sugerindo que o PLA, apesar de hidrofobico, influenciou na retencdo da
gentamicina (hidrofilica) na nanoparticula. A analise por EDS confirmou a presenca de
enxofre em todas as formulacBes contendo sulfato de gentamicina, o que também comprovou
0 encapsulamento do antibitico. Os ensaios de liberagdo mostraram que a maior
concentracdo de gentamicina foi liberada nas 6 primeiras horas de ensaio. Além disso, apds
96 horas de ensaio, cerca de 90% da concentracéo inicial da gentamicina foi liberada. Por fim,
0 ensaio antimicrobiano realizado com as suspens@es utilizadas o ensaio de liberacdo in vitro
indicou a inibicdo do crescimento da Staphylococcus aureus, principal causadora da mastite
bovina, bem como a CMI obtida para todas as amostras foi condizente com a literatura.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Quitosana. Poli(Acido Lético). Liberagdo de Gentamicina.
Mastite.



ABSTRACT

Bovine mastitis causes a serious impact on the dairy sector, causing serious damage, both due
to the functional impairment of the mammary gland, with reduced milk production. In
addition, it causes serious risks to public health, as the major species of bacterial pathogens
that cause mastitis are produce toxin. In this context, nanotechnology is a very interesting
alternative to overcome the limitations of conventional mastitis treatments, through the
creation of nanostructured devices that are able to direct the antimicrobial to the surface of the
glandular epithelium and into the affected tissue in order to potentiate the effect of the
antibiotic under bacteria. The use of chitosan and Polylactic Acid (PLA) for this type of
application is due to its numerous properties, especially biocompatibility and
biodegradability. Thus this work was aimed at obtaining and characterization of nanoparticles
for controlled release of gentamicin (GEN) through the emulsification - solvent evaporation.
The nanoparticles were characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM) coupled to a
Dispersive Energy Detector (EDS), Infrared Spectroscopy with Fourier Transform (FTIR),
Dynamic Light Scattering (DLS) and Zeta Potential measurements. In addition, the efficiency
of encapsulation of gentamicin, the in vitro release of gentamicin using the dialysis method
and the antimicrobial activity through the disc diffusion test and the determination of the
Minimum Inhibition Concentration (MIC) by the successive microdilution method, using
Staphylococcus aureus, were evaluated. DLS analyses showed an average nanoparticle size
between 150 and 400 nm, varying with the composition of the formulation. The SEM
analyzes correlated well with the DLS measurements, by this analysis it was also possible to
observe the formation of agglomerates under certain conditions of synthesis. By FTIR
analysis through the characteristic bands and the enlargement and/or increase of the bands
intensification, confirmed the interaction between the components of the formulation,
suggesting the formation of a core-shell nanoparticle, where the PLA would be in the nucleus
and the chitosan in the shell. The study of zeta potential as a function of pH showed that the
particles have positive surface charges, which is attractive for cell adhesion. The
encapsulation efficiency varied from 66 to 75%, the 1:0.25 sample was the most successful in
the encapsulation, suggesting that gentamicin, although hydrophilic, was also bound to PLA
(hydrophobic). ESD analysis confirmed the presence of sulfur in all formulations containing
gentamicin sulfate, which also confirmed the encapsulation of the antibiotic. The release
assays showed that the highest concentration of gentamicin was released in the first 6 hours
and that in the period from 24 to 96 hours that concentration remained in equilibrium. Finally,
the antimicrobial assay is performed with the suspensions used in vitro release test showed the
growth inhibition of Staphylococcus aureus main cause of bovine mastitis, and the MIC
obtained for all samples was consistent with the literature.

Keywords: Nanoparticles. Chitosan. Poly (Lactic Acid). Gentamicin Release. Bovine
Mastitis.
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1 INTRODUCAO

A mastite bovina é uma inflamacg&o da glandula mamaria, caracterizada por alteragdes
patoldgicas no tecido glandular, com consequentes alteragdes fisico-quimicas no leite (FAN et
al., 2016; MARQUES et al., 2016), sendo atualmente uma das principais patologias que
atinge os rebanhos bovinos no mundo, levando a enormes perdas econémicas em fazendas e
indUstrias leiteiras (GRUET et al., 2001; RASPANTI et al., 2016).

As diferentes respostas apresentadas pelo organismo do animal durante a infec¢do da
glandula mamaria causada pelos mais de 150 tipos diferentes de patdgenos causadores de
mastite ainda sdo mal compreendidas (YUNHE et al., 2013). Porém, na maioria dos casos
uma infeccéo por bactérias gram-negativas, como Escherichia coli, pode muitas vezes causar
a mastite clinica, que é caracterizada como uma infeccdo aguda e severa, que pode ser
eliminada em poucos dias (VANGROENWEGHE; LAMOTE; BURVENICH, 2005; YUNHE
et al., 2013). Em contrapartida, uma infeccdo com bactérias gram-positivas, como
Staphylococcus aureus, muitas vezes causa uma mastite cronica e persistente, conhecida
como mastite subclinica (TAPONEN; PYORALA, 2009; YUNHE et al., 2013).

O tratamento convencional atual pode ser administrado por via sistémica ou
intramamaria exige altos cuidados e pode causar falhas no controle da infec¢do ou atraso na
cicatrizacdo, uma vez que a dosagem € imprecisa e administrada de forma descontinua, o que
gera grandes quantidades residuais do antibidtico no organismo do animal.

A quantidade de antimicrobianos normalmente utilizada para o tratamento
convencional de infeccdes € mais elevada que a dose necessaria para inativar 0s organismos
patogénicos, o0 que favorece a producdo de efeitos citotoxicos. Para uma terapia
antimicrobiana de sucesso, a dose deve ser a minima necessaria, a fim de evitar os efeitos
secundarios ja relatados em literatura oriundos de citotoxidade direta ou hipersensibilidade
alérgica como nefrite intersticial (SAHA et al. 2007).

Os antimicrobianos das formulagbes tradicionais apresentam pouca chance de
penetracdo em altas concentragdes nas células de defesa, o que dificulta a eliminacéo de focos
de infeccdo intracelular e favorece recidivas pos-tratamentos (BEMBEKE et al. 2006), e é por
isso que novas alternativas tém sido estudadas para melhorar o bem-estar animal e obter
maior eficiéncia no combate da infeccdo. Diante desse contexto, a utilizacdo de vetores
nanoestruturados de farmacos surge como uma possivel forma de tratamento desta doenca
(CASTANHEIRA, 2012).
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A diferenca entre o tratamento convencional e a utilizacdo de nanoestruturas esta
basicamente em como o medicamento é carreado no organismo. Em tese, nada muda em
relacdo ao antibidtico, mas no seu transporte até as células. O antibidtico é encapsulado em
uma nanoparticula menor do que a célula, o que possibilita sua atuacdo tanto extra como
intracelular.

Nos ultimos anos, nanoparticulas poliméricas de origem natural e/ou sintética tem sido
amplamente investigadas para liberacdo controlada de farmaco (HU et al., 2002). Alguns
polimeros tém despertado maior interesse devido ao seu potencial de aplicabilidade, como é o
caso da quitosana (QUI), um polimero natural com propriedades importantes para o transporte
de medicamentos, como biocompatibilidade e biodegradabilidade. Além disso, a quitosana
apresenta caracteristicas cationicas que € responsavel pela sua afinidade por membranas
bioldgicas e por sua capacidade antimicrobiana (YUAN et al., 2008).

O Acido Polilatico (PLA) é uma das classes de polimeros alifaticos mais amplamente
utilizadas no transporte de farmacos, devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e
excelentes propriedades mecanicas e térmicas (DEV et al., 2010; WANG et al., 2015).

Levando em consideracdo as caracteristicas apresentadas anteriormente, € promissor
combinar as fungdes bioativas da quitosana com as boas propriedades mecanicas do PLA para
gerar um composto biohibrido anfifilico JEEVITHA; AMARNATH, 2013). Os grupamentos
reativos da quitosana, amina e hidroxila, oferecem possibilidades de modificagdes através da
reacdo do enxerto e interagdes ibnicas (WANG et al., 2015). Nessas condicdes, essa
combinacdo pode ser realizada pela interacdo idnica entre as cargas positivas da quitosana e
as cargas negativas do PLA. Uma liberacdo lenta e continua do farmaco se torna interessante
para que se evitem infeccdes, e é nesse contexto que o PLA se torna um atrativo no processo
de sintese de nanoparticulas para este fim, tendo em vista que ele se degrada lentamente e sua
degradacéo pode ser controlada em funcdo do pH (DEV et al., 2010; WANG et al., 2015).

Para que todo processo alcance o sucesso desejado, as nanoparticulas devem ser
preparadas com base em uma razdo principio ativo/polimero adequada a obtencdo de uma
elevada eficiéncia de encapsulamento e uma baixa toxicidade (SOUTO; SEVERINO;
SANTANA, 2012).

Existem diversos métodos para o preparo de nanoparticulas poliméricas a partir de
polimeros pré-formados. Neste trabalho foi utilizado o método de emulsificacdo-evaporacao
de solvente, por ter como caracteristicas alto controle, alto rendimento e facilidade no
processo de sintese (SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012).
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A escolha do principio ativo também é um pardmetro importante tanto na
determinacdo do método de sintese, quanto do ponto de vista da salide do animal e da
produtividade da glandula mamaria (BRITO et al., 2001; SOUTO; SEVERINO; SANTANA,
2012). A gentamicina é atualmente o principal antibidtico utilizado no tratamento
convencional da mastite bovina, e sua escolha para incorporacdo as nanoparticulas se deve ao
seu amplo espectro e ao baixo custo (FREITAS et al., 2005).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi sintetizar e caracterizar nanoparticulas
poliméricas (QUI/PLA) pelo método de Emulsificacdo-Evaporacdo do Solvente para
potencial aplicacdo no tratamento de mastite bovina na liberagdo controlada de antibiotico;
além do estudo da atividade antimicrobiana da gentamicina, utilizando a bactéria Staphylococcus

aureus, que € a principal bactéria causadora de mastite em rebanhos bovinos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A seguir foram descritas informagdes relevantes consolidadas na literatura, sobre
sistemas poliméricos nanoestruturados, liberacdo controlada de antibidtico, problemas

envolvendo a mastite bovina e formas de tratamento da patologia.

2.1 MASTITE E O CENARIO BRASILEIRO DE PRODUCAO DE LEITE

O Brasil é um dos paises mais competitivos no setor pecuério leiteiro mundial. Essa
competitividade é gerada pelo fato do pais possuir baixos custos de producéo. Isso se deve as
condicdes climaticas favoraveis, médo de obra relativamente barata e produtividade favoravel
tanto pela genética, quanto pela alimentacdo do animal, além de possuir 90 milhdes de
hectares de fronteira para expansao agricola (ALVES; GODOI; BUENO, 2010).

Segundo dados da Embrapa em 2010, a produgdo mundial de leite foi de 695,7 bilhdes
de litros, dos quais o Brasil contribuiu com 30,7 bilhGes de litros (VILELA, 2011).
Atualmente, os dados divulgados pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(United States Department of Agriculture - USDA) e pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), o Brasil ocupou a quinta posi¢do no ranking mundial de producdo de leite
em 2014 e em 2015 subiu para quarta colocagdo, como uma producéo de 34 bilhdes de litro
(IBGE, 2015).

Para que a producdo de leite tenha representatividade no cenario mundial, é necessario
que se obtenha niveis de qualidade extremamente elevados, implicando em rebanhos tratados
de forma correta, além de se prevenir ou tratar qualquer tipo de doenca que se manifeste no
animal. Para se verificar os padrdes de qualidade do leite pode-se caracteriza-lo
microbiologicamente, pois desta forma é possivel obter um bom indicativo da saude da
glandula mamaéria do rebanho e das condicBes gerais de manejo e higiene adotada na fazenda
(DANTAS; SILVA; NEGRAO, 2010; OLIVEIRA et al., 2013; PEREES NETO; ZAPPA,
2011).

A mastite ou mamite € um processo inflamatorio da glandula mamaria causada por
diversos agentes (YUNHE et al., 2013). Os mais comuns sdo as bactérias dos géneros
Estreptococos e Estafilococos alem do género Coliformes. Estima-se que no rebanho


http://www.cnpgl.embrapa.br/sistemaproducao/glossary/3#term185
http://www.cnpgl.embrapa.br/sistemaproducao/glossary/3#term177
http://www.cnpgl.embrapa.br/sistemaproducao/glossary/3#term128
http://www.cnpgl.embrapa.br/sistemaproducao/glossary/3#term76
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brasileiro a prevaléncia da doenca seja de 20 a 38%, 0 que representaria uma perda de 12 a
15% da produgéo (VILELA, 2011).

Existem dois tipos de mastite: a clinica que pode ser facilmente percebida uma vez que
0s sinais clinicos séo evidentes, como edema, endurecimento e dor na glandula mamaria e/ou
aparecimento de grumos ou pus no leite, e ainda sintomas sisttmicos como depresséo,
desidratacdo, diminuigdo da ingestdo de alimento e queda na producdo de leite; e a mastite
subclinica, neste caso ha auséncia de alteracGes visiveis, contudo, ocorre queda na producéo e
mudanca na composicao do leite (aumento da Contagem de Células Somaticas (CCS), ions CI°
e Na* e de proteina sérica, e diminuicdo de caseina, lactose e gordura) (BORNE et al., 2010;
DURR, 2012; OLIVEIRA; LANGONI; HULLAND, 2012).

Nesse contexto, estudos que viabilizem o tratamento para uma das principais causas da
ma qualidade do leite no Brasil, a mastite, se tornam extremamente relevante. A mastite
determina perdas elevadas por descarte do leite, gastos com medicamentos, perda funcional
de glandulas e pode até levar o animal ao dbito, o que pode causar prejuizos de 5% a 10% no
faturamento das propriedades afetadas por ela (SIMOES; OLIVEIRA, 2012).

Segundo estudos realizados pela Embrapa, a novidade para o tratamento de mastite é o
emprego da nanotecnologia, ciéncia que surgiu ha duas décadas com a promessa de se tornar
uma revolucdo ao manipular atomos e moléculas em uma microescala com microscopios
especiais (KISS, 2012). O desenvolvimento de materiais em escala nanométrica para este fim

tem sido uma alternativa encontrada pelos pesquisadores da area.

2.2 NANOPARTICULAS E O TRATAMENTO DE MASTITE

Atualmente, hd um interesse significativo na exploracdo de nanoparticulas para
aplicacBes biomédicas, incluindo a atividade antimicrobiana e a liberagdo controlada de
farmacos (MISRA et al., 2012). A administracdo de antibidticos por nanoparticulas ao local
da infeccdo é uma terapia promissora, particularmente para a liberacdo controlada, o que por
sua vez diminui a dose necessaria para alcancar o efeito clinico desejado
(ALLAHVERDIYEV et al.,, 2011; LIU et al., 2009). Para este fim, as nanoparticulas
biodegradaveis tém ganhado maior destaque (ALLAHVERDIYEV et al., 2011).

O destino das nanoparticulas in vivo depende das interagdes que ocorrem entre a
superficie das nanoparticulas e os componentes biologicos ao redor dela. Além disso, deve ser

levado em conta que um bom dispositivo de liberacdo de antibidtico deve ter facilidade de


http://www.cnpgl.embrapa.br/sistemaproducao/glossary/3#term185
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penetrar nas células fagocitarias, cujo meio é 4cido, de forma que ndo haja perda de atividade
ou degradacdo do antibidtico (CASTANHEIRA, 2012; LIU et al., 2009).

Outro aspecto interessante € que a superficie dos vetores para administracdo em
mucosa tenha carater bioadesivo, permitindo seu aprisionamento no muco glandular e
manutencdo prolongada do vetor no sitio de acdo, fazendo com que o vetor libere o
antibidtico de maneira sustentada e diretamente no foco desejado (CASTANHEIRA, 2012).

O tratamento utilizando sistemas nanoestruturados tem apresentado maior eficiéncia
porque as nanoparticulas apresentam tamanho menor que a célula, atingindo assim
compartimentos biolégicos (processo de fagocitose) que as formulagbes farmacéuticas
convencionais ndo tém acesso, sendo assim sua acao € extra e intracelular. O grande problema
dos tratamentos convencionais é que o antibidtico tem acdo somente extracelular, uma vez
gue a membrana celular funciona como uma barreira biolégica que impede sua entrada na
célula, além disso, acdo do antibidtico na forma convencional ndo é prolongada, exigindo do
tratamento aplicacOes diéria e em altas concentragbes (Figura 1) (EMBRAPA GADO DE
LEITE, 2016).

Uma caracteristica importante destes dispositivos nanoparticulados é que eles séo
preparados para que o antibidtico seja liberado de forma controlada e direcionada ao longo de
seu trajeto pelo organismo, atingindo as bactérias em todos os compartimentos biol6gicos
(EMBRAPA GADO DE LEITE, 2016).

Por ser mais eficiente e utilizar de forma mais racional os antibidticos, a nanoestrutura
dificulta a selecéo de bactérias resistentes, aumentando a vida Gtil do farmaco.

Neste sentido, o principio da solucdo com nanotecnologia € uma alternativa que vem
ganhado destaque. A area afetada por uma infecgcdo apresenta mais células de defesa, como
por exemplo, os polimorfonucleares (PMN). Com capacidade fagocitéaria, essas células
absorvem simultaneamente o agente invasor e a nanoparticula contendo antibi6tico. Uma vez
dentro da célula de defesa, o antibidtico é liberado e atinge diretamente as bactérias ja
fagocitadas, neste ponto é feita uma liberacdo controlada e direcionada do antibidtico
diretamente no local onde o agente causador da doenca fica protegido das formulacdes
convencionais (AGENCIA MINAS GERAIS, 2016).
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Método Convencional Método Utilizando Nanotecnologia
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Figura 1 — Comparag&o entre o tratamento convencional e o uso da nanotecnologia.
Fonte: Agéncia Minas Gerais, 2016.

2.3 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos que apresentam
tamanho menor do que 1000 nm, sendo que a maioria varia entre 100-500 nm (SOPPIMATH;
AMINABHAVI; KULKARNI, 2001). O termo nanoparticula inclui as nanocapsulas e as
nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a composicdo e organizacao estrutural (Figura
2) (KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010).

As nanocapsulas sdo constituidas por um invélucro polimérico disposto ao redor de
um ndcleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste ndcleo e/ou adsorvido a parede
polimérica. Por outro lado, as nanoesferas, que ndo apresentam 6leo em sua composicao, sao
formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou adsorvido de
maneira fisica e uniforme (KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010; REZENDE et al., 2003).
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Figura 2 — Representacdo esquematica de nanoparticulas poliméricas de acordo com a

organizacdo estrutural.
Fonte: Adaptado de Kumari; Yadav; Yadav (2010).

Os polimeros sintéticos biodegradaveis sdo sistemas muito aplicados para a entrega
controlada e direcionada de farmacos. Os polimeros de poliéster derivados do (poli) acido
latico (PLA), do acido poli-glicélico (PGA) e do éacido lactico-co-glicdlico (PLGA) sédo
extensamente estudados em funcdo das suas caracteristicas biodegradaveis e biocompativeis
(JEEVITHA; AMARNATH, 2013).

A quitosana (um polissacarideo catibnico) além de suas caracteristicas de
biodegradabilidade e biocompatibilidade tém sido incorporada as formulacGes para fornecer
potencial de superficie positivo as particulas, objetivando facilitar a interacdo destas com as
membranas bioldgicas fosfolipidicas, alem de prevenir a desestabilizagdo das nanoestruturas
de poliéster devido a adsorcdo de céations e proteinas catibnicas presentes nos fluidos
biolégicos (REZENDE et al., 2003).

2.4 QUITOSANA

A quitosana é um polimero natural e hidrofilico produzido a partir da N-desacetilacdo
parcial da quitina, componente da parede celular de fungos e do exoesqueleto de artropodes,

sendo formada a partir de unidades B(1,4)-2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose e B(1,4)-2-
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acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose, sua estrutura molecular pode ser vista na Figura 3
(CASTANHEIRA, 2012; DIAS et al., 2013).

oH | OH | OH
HO @) ] @) O O
HO OHO HO OH
NH., NH, NH,
- “4n

Figura 3 — Estrutura molecular da quitosana.
Fonte: Belmiro; Mota (2013, p. 14).

Na estrutura da quitosana estdo presentes trés tipos de grupos funcionais reativos, que
sdo dois grupos hidroxil (um priméario e um secundario) e um grupo amino, sendo que 0s
grupos amino livres tem importante papel em relacdo a solubilidade da quitosana (DIAS et al.,
2013).

A quitosana possui caracteristicas de biodegradabilidade e biocompatibilidade e baixa
imunogenicidade (MENG; STURGIS; YOUAN, 2011). Em pH é&cido, seus grupamentos
amino estdo protonados, transformado-se em um policétion que Ihe confere caracteristica de
mucoadesividade (CASTANHEIRA, 2012).

Essa caracteristica bioadesiva pode ser definida como o estado em que dois materiais,
sendo ao menos um de natureza bioldgica, sdo mantidos juntos por prolongados periodos de
tempo através forcas interfaciais. Os grupos amina da quitosana, atuam por interacdo
eletrostatica com o muco carregado negativamente, que é dependente do pH do meio, essa
grande adesividade nos tecidos mucosos, € denominada mucoadesividade (CARVALHO et
al., 2014; LYRA; SOARES-SOBRINHO; BRASILEIRO, 2007).

No que diz respeito a aplicabilidade, essa € uma importante propriedade, uma vez que,
o ideal é que parte das nanoparticulas fiquem retidas no muco glandular até que haja a
formacdo da barreira fisica de queratina pelo organismo do animal, impedindo assim a entrada
de patogenos.

Outras propriedades biologicas da quitosana estdo no fato de ela possuir atividades
antioxidante, permitindo complexagdo com metais; antimicrobiana, anti-colesterolémica,
promovendo interagdo eletrostatica com acidos graxos no aparelho digestivo; e analgésica,

removendo protons da area inflamada e aumentando o pH (DIAS et al., 2013).
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O mecanismo por trés da atividade antimicrobiana da quitosana se deve a sua natureza
catiénica que faz com que ela se ligue com o &cido sialico em fosfolipidios, restringindo o
movimento de substancias microbiologicas. Além disso, a quitosana oligomérica penetra nas
células de micro-organismos e previne o crescimento de células, evitando a transformacéo de
DNA em RNA (SASHIWA; AIBA, 2004).

Neste contexto a quitosana tem sido um produto amplamente utilizado para liberacéo
controlada de farmaco. Sua capacidade de ficar carregada positivamente permite um aumento
no tempo residual do farmaco no local de absorcdo e um aumento na permeabilidade das
membranas, ou seja, seus grupamentos amino protonados interagem com os sitios carregados
negativamente nas superficies celulares, resultando em um tempo maior de permanéncia no
sitio de absorcdo, podendo promover aumento da biodisponibilidade, o que favorece seu uso
como nanoparticulas (AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004,
JUNGINGER; VERHOEF, 1998).

Além disso, a quitosana é um polimero compativel com tecidos vivos e se degrada a
metabolitos (amino aclcares) que sdo completamente absorvidos pelo organismo
(TAVARES, 2011).

2.5 ACIDO POLILATICO

O Poli Acido Léatico ou Acido Polilactico (PLA) é um poliéster alifatico, obtido por
polimerizacdo do acido lactico que é o seu constituinte basico. A fonte de acido latico pode
ser encontrada na maioria dos acucares obtidos na agricultura, dentre eles a lactose do soro de
leite. O PLA tem sido amplamente utilizado na liberacdo controlada de farmaco devido a sua
excelente biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade e elevada capacidade de
encapsulagdo de farmacos hidrofobicos (GIBELLI, 2012).

O principal mecanismo de degradacéo do PLA ocorre através da hidrolise nas ligacbes
éster (Figura 4). Tal degradacdo ocorre em fungdo do tempo, embora a uma baixa velocidade,

se a temperatura e o pH estiverem controlados.
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Figura 4 — Sintese de PLA de alto peso molecular.
Fonte: Adaptado de Mekonnen et al. (2013).

O PLA possui alta resisténcia, alto modulo de elasticidade, pode ser obtido de fontes
renovaveis e é utilizado para producdo de dispositivos biocompativeis e bioabsorviveis.
Possui elevada cristalinidade e baixa hidrofilicidade, o que reduz sua taxa de degradacéo
(AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004; CHINH et al., 2015; DEV, A. et
al., 2010; WANG, W. et al., 2015).

Outro fator importante € que o PLA pode gerar cargas negativas na superficie de
particulas. Além disso, esse polimero possui caracteristicas hidrofébicas, o que torna sua
superficie acessivel a opsonizacdo e posterior fagocitose (MAINARDES, 2007), ou seja,
facilita a acdo do sistema imunoldgico por fixar opsoninas ou fragmentos do complemento na
superficie bacteriana, permitindo a fagocitose.

Neste contexto, associacdo do PLA a quitosana se torna interessante, uma vez que a
quitosana devido a forte ligacdo de hidrogénio intermolecular, afixa-se a superficies de PLA
formando um material hidrofilico-hidrofébico biodegradavel (JEEVITHA; AMARNATH,
2013; THI et al., 2011; VAUTHIER et al., 2003), a presenca de uma cobertura hidrofilica na
superficie promove a estabilizacdo estérea que repele as proteinas plasmaticas; esse sistema
também garante uma liberacdo lenta e continua, tendo em vista que o PLA se degrada
lentamente e a degradacdo pode ser controlada em fungcdo do pH (MAINARDES, 2007).

Além disso, os grupos amino na molécula de quitosana tém maior condutividade iénica que
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contribuem para 0 aumento da densidade de carga do polimero durante o processo de sintese
(JEEVITHA; AMARNATH, 2013; THI et al., 2011; VAUTHIER et al., 2003).

2.6 LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACO

A liberacdo controlada de farmacos tem como objetivo o controle temporal e espacial,
in vivo, da concentracdo de fA&rmacos promovendo o beneficio clinico da administragdo destes
e a reducéo dos efeitos adversos (COIMBRA, 2010; KUMAR, 2000).

Formas de dosagem convencionais muitas vezes levam a grandes variacfes nas
concentracdes séricas do farmaco. A maioria do conteldo da droga é liberada logo apés a
administracdo, fazendo com que os niveis da droga no corpo subam rapidamente, gerando um
pico para um posterior decaimento acentuado (COIMBRA, 2010; KUMAR, 2000).

A liberacdo controlada implica a associacdo, quimica ou fisica, dos farmacos com
materiais biocompativeis em sistemas que, quando administrados in vivo, tenham a
capacidade de controlar, de forma pré-determinada, a taxa de liberacdo do farmaco a partir
desse mesmo sistema, e/ou conduzir o fArmaco até ao sitio especifico em que este deve atuar
(COIMBRA, 2010).

Uma nova dimensdo é a incorporacdo de biodegradabilidade no sistema. Muitos
polimeros degradaveis sdo potencialmente Gteis para este fim, incluindo materiais sintéticos,
bem como as substancias naturais. A liberacdo de drogas, absorvidas ou encapsuladas por
polimeros, envolve a sua difusdo lenta e controlavel através de materiais poliméricos. Drogas
ligadas covalentemente a polimeros biodegradaveis ou dispersas numa matriz polimérica de
tais macromoléculas pode ser liberada por erosdo ou degradacdo do polimero. Moléculas
terapéuticas, complexadas por polimeros, também podem ser liberadas a partir de gel por
difusdo (KUMAR, 2000).

2.6.1 Gentamicina

A gentamicina é um antibidtico bactericida, hidrofilico e de baixo peso molecular da
familia dos aminoglicosideos, que age por inibicdo normal na sintese proteica de micro-

organismos suscetiveis: Echericha coli, Proteus, Pseudomonas aeruginosa, espécies de
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Klebsiella — Enterobacter — Serratia, espécies de Citrobacter e espécies de Staphylococcus,
Salmonella e Shigella (BULASMED, 2014).

Este medicamento tem sido um dos mais utilizados devido ao seu baixo custo, seu
largo espectro de acdo antibacteriana, excelente estabilidade e solubilidade a elevadas
temperaturas e baixo indice de alergia, além de possuir baixa taxa de patégenos resistentes
(CHANGEZ et al., 2004; FRUTOS; BARRALES-RIENDA, 2002; VIRTO et al., 2003). Sua

estrutura quimica esta apresentada na Figura 5.

Figura 5 — Estrutura quimica do sulfato de gentamicina.
Fonte: Wers et al. (2015).

2.7 METODOS DE PREPARACAO DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Geralmente, nanoparticulas poliméricas sdo preparadas a partir de polimeros pré-
formados ou por polimerizagdo direta de monémeros. Independentemente do método de
preparacao, os produtos sdo obtidos como suspensdes coloidais aquosas. Alguns dos métodos
mais utilizados a partir de polimeros pré-formados séo: emulsificacdo-evaporacao de solvente,
salting-out, didlise, deslocamento do solvente, emulsificacdo-difusdo do solvente e a
tecnologia de fluidos supercriticos (RAO; GECKELER, 2011).

Por outro lado, as nanoparticulas poliméricas podem ser sintetizadas diretamente pela
polimerizacdo de monbmeros utilizando varias técnicas de polimerizagdo tais como
microemulsdo, nanoemulsdo, emulsdo isenta de surfactante e polimerizagéo interfacial.

A escolha do método de preparacdo deve ser feita com base em varios fatores, tais
como o tipo de sistema polimérico, a area de aplicacdo e a exigéncia do tamanho das
particulas (RAO; GECKELER, 2011).

Em regra, a escolha de um método de preparacdo € determinada pelas caracteristicas
de solubilidade do principio ativo.
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Em comparacdo com os métodos de producdo de nanoparticulas poliméricas a partir
da polimerizacdo de mondmeros, a preparacdo utilizando polimeros pré-formados é mais
facilmente controlavel e de maior rendimento (SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012).

2.8 METODO DE SINTESE E SUAS PRINCIPAIS CARACTERITICAS

O método escolhido para a sintese das nanoparticulas foi o de emulsificacdo —
evaporacéo de solvente.

Neste método, o polimero e o principio ativo desejado sdo primeiramente dissolvidos
em solventes volateis. Posteriormente, a solugdo de polimero/principio ativo é emulsionada
em uma solucdo aquosa de tensoativo e o0 solvente organico é entdo evaporado, deixando um
coloide de polimero composto com um principio ativo estabilizado por surfactante (RAO;
GECKELER, 2011; YIN et al., 2007).

Nos métodos convencionais, as duas principais estratégias para a formacgdo de
emulsBes sdo: a preparacdo de emulsdes simples, por exemplo, éleo em agua (O/A) ou as
emulsdes duplas, por exemplo, (&gua em 6leo) em agua, (A/O/A) (RAO; GECKELER, 2011).

Estes métodos utilizam homogeneizacéo a altas velocidades ou ultrassons, seguida por
evaporacdo do solvente, quer por agitacdo magnética continua a temperatura ambiente ou sob
pressdo reduzida (RAO; GECKELER, 2011).

Por ndo requerer temperaturas elevadas e nem agente indutor de separacdo de fases,
tem sido um dos métodos mais utilizados (ZHANG et al., 2013). As caracteristicas fisico-
quimicas das nanoesferas obtidas por este método sdo afetadas por um conjunto de parametros
tecnoldgicos, que incluem solubilidade do principio ativo, natureza e quantidade do solvente
organico, concentracdo do polimero, natureza e concentracdo do tensoativo, 0 modo e a
duracdo da agitacdo da emulsdo e da temperatura necessaria para evaporacdo do solvente
(ABDI et al., 2010; DORATI et al., 2008; LEE et al., 2011; LEE; MCCLEMENTS, 2010;
LEMOS-SENNA et al., 1998; MCCLEMENTS, 2010; PERUGINI et al., 2002; POOJA et al.,
2016; SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012; TEO et al., 2017, 2016; YIN et al., 2007,
ZHANG et al., 2013)

O solvente organico é selecionado com base na sua miscibilidade em &gua, ponto de
ebulicdo e seguranca, 0 mesmo deve apresentar caracteristicas apolares, ter capacidade de

solubilizar o polimero e difundir-se facilmente através da fase aquosa, de modo a permitir a
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precipitacdo do polimero e a formacdo de nanoesferas (LEE et al., 2011; LEE;
MCCLEMENTS, 2010; PERUGINI et al., 2002; SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012).

A obtencdo de nanoesferas com dimensfes reduzidas e com uma distribuicdo
homogénea de tamanhos é determinada pelo uso de um baixo volume de solvente organico
(LEE; MCCLEMENTS, 2010). A concentracdo do polimero na emulsdo altera a viscosidade
da suspensdo o que também interfere no tamanho das particulas formadas (SOUTO,;
SEVERINO; SANTANA, 2012).

Outro parametro importante nas dimensdes das particulas é a natureza e concentracao
do tensoativo utilizado. O aumento da concentracdo de tensoativos de baixa massa molar
aumenta a protegdo das nanoesferas contra a coalescéncia, resultando numa emulsificagao
mais eficaz e em nanoesferas de menores dimensdes (LEMOS-SENNA et al., 1998; SOUTO;
SEVERINO; SANTANA, 2012).

A emulsificacdo de um solvente orgénico apolar numa fase aquosa, por agitacéo,
origina, na maioria dos casos, goticulas com dimens@es entre 2 e 5 um. Para obtencdo de
goticulas com dimensdes inferiores a 1 um torna-se necessario submeter a emulsdo a uma
tensdo de cisalhamento elevada e promover um aumento na temperatura para evaporacao do
solvente (LEE; MCCLEMENTS, 2010; PERUGINI et al., 2002; SOUTO; SEVERINO;
SANTANA, 2012).
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos propostos incluiram sintese, caracterizagdo e rotas de aplicacdo de

nanoparticulas no tratamento de mastite.

3.1 MATERIAIS

Quitosana em p6 de médio peso molecular (Sigma-Aldrich, EUA) com grau de
desacetilacdo entre 75% e 85%, foi utilizada. O PLA (Mn 116848, polidispersividade: 1.67)
utilizado no experimento foi gentilmente cedido pela Profa. Dra. Lucia Helena Innocentini
Mei da Universidade Estadual de Campinas e caracterizado de acordo com Santos (2014).

A solubilizagdo da quitosana foi feita utilizando &cido acético glacial da Proquimios,
de peso molecular 60,05 g/mol, pureza minima de 99,8% e densidade de 1,05 g/cm®. Assim
como para solubilizar o PLA foi utilizado diclorometano (DCM) de peso molecular 84,93
g/mol e densidade de 1,33 g/cm?3 (Proquimios). Tween 80® (Fagron, Brasil) foi o tensoativo
utilizado para formagé&o da emulséo.

O Sulfato de gentamicina injetavel (Neo gentamicin) da Neo Quimica de 280 mg/2mL
foi utilizado na preparagdo das nanoparticulas carregadas com antibiotico. Bem como a
ninidrina (Sigma-Aldrich, EUA) foi utilizada no método colorimétrico para determinacdo da

eficiéncia de encapsulamento do antibidtico as nanoparticulas.

3.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.2.1 Preparo das Nanoparticulas

As amostras foram preparadas pelo método de emulsificagdo com evaporacdo de
solvente e o procedimento foi baseado na metodologia descrita por Dev et al. (2010). A
solucéo de acido acético (0,1% v/v) contendo Tween 80® foi previamente preparada (a cada
100 mL de solucdo de acido acetico uma gota do surfactante foi utilizada). Para o preparo da
amostra 1:0,75 (Proporcdo em massa de 1PLA para 0,75QUI) 37,5 mg de quitosana foram
solubilizadas em 30 mL da solucdo de acido acético. Em paralelo, 50 mg de PLA foram
dissolvidos em 5 mL de DCM.
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Para preparar as amostras com propor¢bes 1:0,50 e 1:0,25 variou-se apenas a
guantidade em massa de quitosana, 25mg e 12,5 mg de quitosana, respectivamente. No
fluxograma da Figura 6 pode ser observado a descricdo detalhada do procedimento

experimental.

Solugéo Solucéo Solucao de
de QUI de PLA QUI/PLA

o
Cicla
Arnh’d %
>
5.7
Turrax (T10 Basic, . N\
minutos. Vibra-Cell™): Agitacdo por
Ciclo: 3 em 3s).
Evaporacéo do solvente e
desagregacdo das particulas. j

\4

/

. [7500 RPM_ 20 ]|
Filtrag&o: Filtro

seringa (450 nm). C O

@

<

[ |

[ Centrifugacéo ]

Liofilizacao

Figura 6 — Procedimento experimental no preparo das nanoparticulas.

Fonte: Da Autora.



29

O procedimento utilizado para incorporar a gentamicina nas nanoparticulas de
QUI/PLA foi o mesmo descrito anteriormente, porém na parte inicial do procedimento
experimental 86 uL (12mg) da suspenséo injetavel de sulfato de gentamicina foi previamente

dissolvida na solucgéo de quitosana.

3.2.2 Tamanho Médio das Nanoparticulas

O tamanho médio das nanoparticulas foi medido através do didmetro hidrodindmico
médio, que é determinado pelo espalhamento dindmico da luz (DLS).

As analises foram feitas no Instituto de Quimica, da Universidade Estadual Paulista,
campus Araraquara, o equipamento utilizado foi o Malvern Zetasizer Nano S, da Malvern
Instruments Ltd. Para a andlise, 1,0 mg de nanoparticulas foram ressuspensas em 1 mL de

agua destilada.

3.2.3 Potencial Zeta

A medida do Potencial Zeta fornece informacBes sobre a carga superficial das
nanoparticulas sendo outra caracteristica importante que se deve determinar para avaliar a
estabilidade das nanoparticulas em solucdo (FRONZA; CAMPOS; TEIXEIRA, 2004). As

analises foram feitas utilizando-se do método descrito no item 3.2.2.

3.2.4 Estabilidade Coloidal em funcéo do pH

As analises de potencial zeta em funcdo do pH foram feitas em um equipamento
Malvern Zetasizer Nano ZS particle analyzer, da Malvern Instruments Ltd com titulador
automatico acoplado. Nas analises, 9,0 mg de particulas foram resuspensas em 30 mL de agua
Mili-Q sob agitacdo de uma sonda ultrassénica por 2 minutos (Amplitude de 21% e ciclo de 3
em 3s). O ajuste de pH foi feito utilizando solu¢des de NaOH 0,01M e HCI 0,01M.
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3.2.5 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

Todos os componentes utilizados na preparacdo, bem como as nanoparticulas foram
submetidos a analise de FTIR, com o objetivo de caracterizar a estrutura e investigar as
interacdes inter- e intramolecular entre os polimeros (QUI e PLA) e o antibidtico. As amostras
foram inseridas diretamente no equipamento de andlise, onde néo é necessario preparo prévio
das amostras para leitura. Para as analises, foi utilizado um espectrofotémetro FTIR acoplado
a um acessorio ATR da Agilent Technologies modelo Cary 630. Os espectros foram coletados
de 650 a 4000 cm,

3.2.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das nanoparticulas foi analisada por microscopia eletrénica de
varredura. As amostras foram revestidas com ouro utilizando Sputter Coater EMITECH,
modelo: K450 (Kent, Reino Unido), com uma espessura de camada estimada em 200 A°. As
fotomicrografias foram realizadas em um Microscopio Eletrénico de Varredura com Detector
de Energia Dispersiva de raios X, Modelo: Leo 440i (MEV) e 6070 (EDS) (LEO Electron
Microscopy/Oxford - Cambridge, Inglaterra).

3.2.7 Obtencao da curva padréo

A curva padrdo que relaciona a concentracdo de gentamicina com a absorbancia
utilizada neste trabalho foi obtida em experimentos anteriores. A mesma foi feita utilizando
amostras de concentragdes conhecidas a partir da diluicdo da solucgdo injetavel de gentamicina
de 280 mg/2mL. Cinco amostras foram preparadas pelo método de diluicdo em série (280,0;
143,0; 70,0 e 57,3 pg/mL). Para o ponto com concentracdo de gentamicina igual a zero
(branco da curva), foi utilizado uma solucéo tampéo fosfato de sodio (PBS) 0,2 M.

A determinacgdo da concentracdo de gentamicina para elaboragédo da curva padréo foi
obtida pelo método colorimétrico proposto por Frutos et al. (2000). A um tubo de ensaio
contendo 1 mL de solugdo de gentamicina de concentragdo conhecida, foram adicionados 4
mL de solucdo tampé&o de fosfato de sodio 0,2 M (pH 7,4) e, em seguida, 1,5 mL de solucdo
de ninidrina (0,0125 g/mL). Posteriormente, o aparato contendo os tubos foi colocado em
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banho-maria a 95°C por 15 minutos. Para resfriar o sistema e parar a reacdo os tubos foram
submetidos a um banho de gelo por 5 minutos.

Finalmente as amostras foram colocadas em cubetas de quartzo para medicdo da
absorbancia a 400 nm em um espectrofotometro de UV-Vis modelo Cary 60 (Agilent

Tchnologies).

3.2.8 Eficiéncia do Encapsulamento do FArmaco

A suspensdo obtida foi centrifugada a 10000 RPM por 25 minutos (Centrifuga HT —
MCD -2000), o sobrenadante foi diluido duas vezes e 1 ml do mesmo foi submetido ao
método colorimétrico descrito no item 3.2.5. A solucgdo foi medida pelo espectrofotdmetro de
UV-Vis modelo Cary 60 (Agilent Tchnologies). A massa do antibiotico remanescente foi

calculada usando a curva de calibracdo da gentamicina.

Massa da gentamicina na Nanoparticula

Eficiéncia de Encapsulamento = — — x 100
Massa da gentamicina Inicialmente

Para se comprovar a presenca de gentamicina foi utilizada a Microscopia Eletronica de
Varredura acoplada com um detector de EDS para quantificacdo de enxofre referente ao

sulfato de gentamicina.

3.2.9 Liberago de gentamicina in vitro

A liberacdo controlada de gentamicina foi medida através do método colorimétrico,
esse método baseia-se na reacdo da ninidrina com as aminas primarias e secundarias, tais
como aquelas presentes no sulfato de gentamicina (FRIEDMAN, 2004), produzindo solugdes
de diferentes coloracdes de acordo com a concentracdo, ou seja, para solugdes concentradas
(purpura) e solucdes diluidas (amarelo).

Tendo em vista essas informagdes deve-se ressaltar que a quitosana também possui
esse tipo de grupo funcional o que dificulta a analise, porém para se minimizar esse tipo de

erro foi utilizado para cada uma das formulagdes um branco, que correspondeu as amostras
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sem gentamicina, de forma que as interacbes da ninidrina com a quitosana fossem
desprezadas.

Nos ensaios 4 mg de nanoparticulas (carregadas e ndo carregadas com gentamicina)
foram redispersa em 1 mL de agua destilada e posteriormente colocadas em uma membrana
de dialise com um corte molecular de 3,5 kDa, que foi amarrado e colocado em uma solugéo
tampéo fosfato (PBS) a pH 7,4. Todo o sistema foi mantido a 37°C e com agitacdo constante
em um shaker modelo TE-424 (Tecnal). Em periodos predeterminados (2, 4, 6, 24, 48,72 e 96
horas), uma aliquota de 1 mL do meio foi removida e a quantidade de antibio6tico foi medida
no UV-Vis apds reagdo colorimétrica. O antibiotico liberado foi medido pela curva de
calibracdo mencionada no item 3.2.7 e o experimento foi feito em triplicata. Vale destacar que
0 meio foi reposto a cada aliquota retirada, afim de que o volume do meio permanecesse
sempre constante.

Tal procedimento foi repetido a cada 24 horas por 4 dias. Ao final das 96 horas, 1 ml
de meio foi coletado e 0 mesmo foi totalmente substituido, afim de se verificar o efeito da
concentracdo do antibiético no meio na liberacdo de gentamicina das nanoparticulas. Além
disso, uma medicdo complementar foi realizada na suspensdo de nanoparticulas apos o
periodo de liberacdo in vitro, com o intuito de obter a concentracdo de gentamicina ndo
liberada. Os resultados foram discutidos na sec¢édo 4.7.1.

3.2.10 Ensaio Microbioldgico

Previamente a realizacdo dos experimentos, as col6nias de Staphylococcus aureus
foram recuperadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) a 37°C por 18 horas. Avaliou-se a
suscetibilidade antimicrobiana de acordo com o método de difusdo em disco, de acordo com
recomendacdes do CISI (2009a) e com a metodologia descrita por Almeida et al. (2014). Para
tal, discos estéreis de papel filtro receberam uma aliquota de 10 pL de cada suspensao de
nanoparticula a ser testada e, em seguida, o disco foi aplicado com pinga estéril sobre uma
placa de Petri contendo agar Mueller-Hinton (MH), previamente inoculada com o micro-

organismo.
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3.2.11 Concentragdo Minima de Inibigéo

A andlise da Concentracdo Minima de Inibicdo (CMI) foi feita pelo método de
diluicBes sucessivas, tal indice mede a menor concentracdo do composto necessaria para inibir
0 crescimento da bactéria apds a incubacao in vitro (ZANON, 2010). No ensaio foi utilizada a
bactéria Staphylococcus aureus.

O ensaio foi feito utilizando aliquotas de 100 pL de cada amostra em uma
concentracdo de 10 mg/mL de nanoparticula e posteriormente adicionada aos pocos da placa
com 96 pocos, fazendo dilui¢des sucessivas, ainda, foram adicionados os controles positivo e
negativo e 100 pL da bactéria inoculada em caldo BHI foi adicionada a cada pogo contendo
as amostras. A placa foi incubada estaticamente a 37°C por 24 horas.

Apbs o periodo de incubacdo, 0 método colorimétrico com resazurina sédica 0,01%
foi utilizado, aplicando-se 10 uL da solugdo em cada poco e esperando-se uma hora para
realizar a leitura visual dos resultados, em que o azul caracteriza a inatividade bacteriana e o

vermelho, a atividade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nas seccOes a seguir foram discutidas todas as analises proposta e os principais pontos
de aplicabilidade do sistema de sintese.

41 TAMANHO MEDIO DAS PARTICULAS

As analises de DLS foram feitas primeiramente nas amostras ap6s a filtracdo. Nesta
andlise foi possivel observar que as amostras carregadas com gentamicina apresentaram
polidispersividade relativamente mais alta do que as amostras sem a presenca do antibi6tico,
indicando que o antibidtico utilizado altera a distribuicdo dos didmetros das particulas em
dispersdo (Tabela 1). Esse resultado é coerente quando se observa os gréaficos (c), (d) e (e) da
Figura 7 onde houve a formagdo de picos secundarios e um alargamento nos picos referentes

as nanoparticulas carregadas.

Tabela 1 — Tamanho Médio de Particula e Polidispersividade (PDI) das particulas em

suspensao.
. Diametro Particulas Diadmetro
*

Particulas Meédio (nm) PDI Carregadas™ Medio (nm) PDI
1:0,75 382,8 0,110 1:0,75 211,7* 0,431
1:0,50 347,1 0,206 1:0,50 209,32 0,307
1:0,25 254,8 0,225 1:0,25 141,0 0,297

1 Presenca de um pico secundario com diametro médio de particulas em 626,0 nm.
2 Presenca de um pico secundario com didmetro médio de particulas em 391,4 nm.
*pH=4,0

Fonte: Da Autora
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Estudos feitos com nanoparticulas de 4-CBS-quitosana/PLA sintetizadas via ionizacao
por electropulverizagdo apresentaram resultados de tamanho medio de particulas aproximado
aos obtidos neste trabalho (SONGSURANG et al., 2013). Ja as nanoparticulas de
Quitosana/PLA obtidas por Dev et al. (2010), Wang et al. (2015) e Jeevitha; Amarnath
(2013), utilizando uma rota de sintese similar a utilizada, apresentaram didmetros médios
semelhantes aos da Tabela 1. Pela andlise do gréafico (a) e (b) da Figura 7 e dos valores
apresentados na Tabela 1 também foi possivel observar que a medida que a propor¢do de
quitosana foi diminuida houve uma reducdo no tamanho médio de particula.

De acordo com a Literatura, tamanho médio de particulas acima de 300 nm é propicio
a fagocitose e a macropinocitose devido ao desencadeamento da opsonizagdo das particulas,
tal mecanismo permite a remocao de particulas estranhas, de células hospedeiras em excesso
ou danificadas dentro de um organismo (JONES; GRAINGER, 2009; WATSON; JONES;
STEPHENS, 2005). Esse processo faz com que essas células absorvam simultaneamente o
agente invasor e a nanoparticula contendo antibidtico. Uma vez dentro da célula de defesa, o
antibidtico € liberado e atinge diretamente as bactérias ja fagocitadas.

Ja as particulas menores que 300 nm sdo mais propicias a adesdo e interacdo celular de
superficie (HE et al., 2010). Vale lembrar que todas essas interaces dependem de uma série
de fatores, como por exemplo, carga de superficie e propriedades fisico-quimicas da
superficie das particulas (HE et al., 2010).

Em uma segunda analise DLS, as nanoparticulas liofilizadas foram redispersas em
agua para verificar a aglomeracdo das particulas. Essas analises mostraram picos mais
alargados (Figura 8), o que justifica um aumento na polidispersividade das suspensdes e
indicam a formacdo de aglomerados. O processo de liofilizacdo é interessante no que diz
respeito ao ajuste do pH, tendo em vista que o mesmo era de 4, antes da liofilizacdo e passou
a 7,0 apos a secagem (pH préximo do pH de aplicacao).

Apesar do aumento das particulas, o tamanho médio de particulas (Tabela 2) se
manteve adequado para a aplicacdo proposta, principalmente para o processo de fagocitose.
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Tabela 2 — Tamanho Médio de Particula e Polidispersividade (PDI) das particulas em

redispersas apos a liofilizacao.

. Diametro Particulas Diametro
Particulas L PDI L PDI
Meédio (nm) Carregadas Medio (nm)
1:0,75 2340 0,304 1:0,75 463,9 0,450
1:0,50 306,8 0,473 1:0,50 549,7 0,409
1:0,25 359,7 0,445 1:0,25 505,4 0,703
Fonte: Da Autora
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Figura 8 — Graficos de DLS apos a liofilizacdo: (a) Nanoparticulas (b) Nanoparticulas

carregadas. Comparativo entre nanoparticulas e nanoparticulas carregadas: (c)

1:0,25 (d) 1:0,50 (e) 1:0,75.

Fonte: Da autora
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4.2 POTENCIAL ZETA

O potencial zeta é uma caracteristica importante da particula, pois pode influenciar
tanto a estabilidade das particulas quanto a adesdo celular. Estudos demonstraram que
particulas com um potencial abaixo de -30 mV e acima de +30 mV sdo mais estaveis em
suspensao e apresentam menor agregacao. As particulas neutras apresentam menores taxas de
opsonizacdo quando comparadas a particulas altamente carregadas (SWAMI et al., 2012;
XIAO et al., 2011).

A Tabela 3 mostra os valores de potencial zeta das particulas em suspensdo apos a
filtragem. A adi¢do do antibidtico as nanoparticulas fez com que o potencial zeta diminuisse.
Esse era um resultado esperado ja que a gentamicina € um antibidtico hidrofilico assim como
a quitosana. Dessa forma, a interacdo entre o medicamento e a quitosana diminui a

disponibilidade de grupamentos amino (carga positiva) disponiveis na superficie da particula.

Tabela 3 — Medidas de Potencial Zeta ap0s a filtragem.

Particulas® Potencial Particulas Potencial Zeta
Zeta (mV) Carregadas™ (mV)
1:0,75 33,2+0,6 1:0,75 19+1
1:0,50 33+2 1:0,50 23,74+0,3
1:0,25 31+1 1:0,25 12,6+0,6
*pH=4,0

Fonte: Da Autora

Na Tabela 4, o mesmo comportamento pode ser observado para as particulas
ressuspensas apos a liofilizacdo, o que ja era esperado. Também foi possivel observar um leve
aumento nos valores de potencial zeta nas amostras carregadas com gentamicina apés a

liofilizac&o.

Tabela 4 — Medidas de Potencial Zeta ap6s a liofilizac&o.

Particulas* Potencial Particulas Potencial Zeta
Zeta (mV) Carregadas*® (mV)
1:0,75 31+4 1:0,75 25+1
1:0,50 36x1 1:0,50 26+1
1:0,25 24+1 1:0,25 15+1
*pH=7,0

Fonte: Da Autora
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Wang, et al. (2015) estudou o efeito da quitosana no potencial zeta das nanoparticulas
de Quitosana/PLA. Os autores constataram que o aumento da quantidade de quitosana na
composicdo aumenta o potencial zeta. Em uma proporcéo de 1:0,2 de PLA para Quitosana o
potencial zeta foi 22,6 mV, o que se aproximou dos valores encontrados nas particulas que
foram sintetizadas em condi¢des semelhantes. Yuan, et al. (2008) sintetizou nanoparticulas de
quitosana/PLA onde foi feito a modificagdo de quitosana para que a mesma apresentasse
caracteristicas hidrofébicas para posterior liberacdo de rampamicina. Nas medidas de
potencial zeta, eles encontraram valores de 30,3 mV, o que fez com que 0s autores
concluissem que a quitosana recobriu a superficie de PLA, tendo em vista que o PLA
apresenta potencial zeta de -35,2 mV.

Diante dos resultados e dos estudos encontrados na literatura é possivel que tenha
ocorrido a formacao de nanoparticulas do tipo core shell em que o nlcleo composto por PLA

foi recoberto pela quitosana.

4.3 ESTABILIDADE COLOIDAL EM FUNCAO DO pH

Os resultados observados nos graficos da Figura 9 mostram que as particulas
apresentaram superficie com grande quantidade de cargas positivas. Xiao et al. (2011)
avaliaram o efeito de particulas com o mesmo tamanho, mas cargas diferentes, quando
incubadas com macréfagos de ratos. Os resultados mostraram que particulas com um
potencial muito negativo ou muito positivo eram facilmente internalizadas pelos macréfagos.
Atualmente, o tratamento de mastite no periodo seco é o mais estudado. A primeira fase desse
periodo é conhecida como involucdo ativa. Nessa etapa, os macrofagos, linfocitos e
polimorfonucleares sdo as principais categorias celulares presentes na glandula mamaéria
(BRADLEY; GREEN, 2004).

O periodo seco é uma fase de mudancas fisioldgicas significativas no ciclo produtivo
da vaca leiteira, cujo principal objetivo é manter a saude da glandula mamaria, maximizar a
producéo e a reproducdo da vaca leiteira. O tratamento da mastite no periodo seco se torna
interessante, uma vez que, em se tratando da saude do Ubere, neste periodo existe maior risco
de novos casos de mastite logo apds a secagem (BRADLEY; GREEN, 2004).

No periodo de involucdo ativa a glandula maméria acumula até 75-80% de sua
producéo diéria, atingindo o acumulo méximo de leite entre 2 a 3 dias ap0s a secagem, desta
forma, é possivel que ao se fazer a aplicacdo das nanoparticulas ainda haja residuo de leite
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BRADLEY; GREEN, 2004). Normalmente, o leite possui um pH de 6,6 a 6,8 (colostro=6,4).
Em caso de mastite este pH se torna alcalino, pois as bactérias acidificam o leite e 0
organismo, para compensar, libera substancias alcalinizantes (PEREES NETO; ZAPPA,
2011). Em meio alcalino, as nanoparticulas apresentaram menor estabilidade comparado ao
meio &cido. Todavia, 0 meio &cido é encontrado préximo as bactérias, no qual as
nanoparticulas apresentaram boa estabilidade (Figura 9).
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Outro ponto importante é que como o pH de aplicacdo serd levemente &cido, a
quitosana estara protonada, o que potencializa suas propriedades de mucoadesividade. Nesse
pH é possivel também que a gentamicina tenha maior atracdo pelo PLA, que apesar de
hidrofébico possui muitos grupos —OH disponiveis, do que pela quitosana, ja que ambas
estardo protonadas, 0 que gera grande repulsdo de cargas. Essa interacdo da gentamicina pelo
PLA p0de ser observada em todas as analises realizadas neste estudo.

44  FTIR

Os gréficos correspondentes as analises de FTIR podem ser visualizados na Figura 10.
Conforme mostra a Figura 10 (a) e (b), o pico de 1789 cm™, manifestado em todas as
amostras de nanoparticulas (carregadas ou nao), é referente aos grupos carboxilicos presente
nas cadeias laterais do PLA, assim como os picos de 1059 e 1109 cm™ correspondem ao
estiramento de C-O, e o pico de 861 cm™ é proveniente do estiramento de CH aldeidico
também do PLA (CHIENG et al., 2013; CHINH et al., 2015; HOIDY et al., 2010). J& o pico
de 1548 cm™ encontrado em todas as amostras refere-se aos grupos amidas da quitosana,
assim como o pico de 1440 cm™, que pode ser associado ao alongamento das ligacdes C-C
tanto da quitosana quanto do PLA. A banda entre 2850 e 3700 cm™ corresponde as ligagGes
de hidrogénio dos grupos —OH. Por fim, as bandas entre 870 a 1190 cm™ s&o provenientes da
estrutura polissacaridica da quitosana (JOSUE et al., 2000; WAN et al., 2006; WANG et al.,
2015).

O aumento da intensidade e/ou alargamento das bandas evidenciam que houve
interacdes entre 0s grupos amino, carboxila e hidroxila dos dois componentes. Resultados
semelhantes foram encontrados nos estudos de nanoparticulas de Quitosana/PLA e
PLA/Quitosana/PEO (CHINH et al., 2015; JEEVITHA; AMARNATH, 2013).

Nos graficos (c), (d) e (e) da Figura 10 pode-se observar que houve um aumento da
intensidade do pico de 1632 cm™ referente a vibragdo das ligacdes de N-H. Isso se deve aos
grupos amina presente na gentamicina (BOO et al., 2015). No geral, foi possivel perceber que
as maiores alteragBes ocorreram nas bandas entre 1000 e 1110 cm™ rereferentes ao
estiramento de C-O presente em todos os componentes de sintese. Essas alteracdes nos
espectros indicam que a gentamicina foi encapsulada em todas as formulacGes de

nanoparticulas.
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45 MEV

A morfologia de superficie das nanoparticulas foi analisada por MEV (Figura 11).
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Figura 11 — MEV das nanoparticulas apés a filtracdo (a) 1:0,25 (b) 1:0,25 + GEN (c) 1:0,50
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Fonte: Da autora.
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As imagens de MEV confirmaram a formacdo de nanoparticulas uniformes. Assim
como pela anélise de DLS, as nanoparticulas com gentamicina apresentaram menor didmetro
qguando comparadas com as particulas sem gentamicina, e mesmo apresentando potencial zeta
menores, as nanoparticulas com gentamicina encontravam-se mais dispersas, enquanto que
nas imagens das nanoparticulas sem gentamicina observou-se formacdo de aglomerados,
exceto na amostra 1:0,25 (Figura 11 (a)).

Na literatura ndo ha relatos do efeito da gentamicina em nanoparticulas com esse tipo
de composicdo. Os trabalhos encontrados estudam a liberacdo de farmacos hidrofébicos
devido a presenca de PLA e ao tipo de sintese (DEV et al., 2010; JEEVITHA; AMARNATH,
2013; WANG et al., 2015), o que n&o é o caso da gentamicina.

Em contrapartida, foi possivel observar nas micrografias o efeito estrutural que a
gentamicina apresentou sobre as nanoparticulas formadas, diminuindo o diametro médio de
particulas e aumentando a polidispersividade das mesmas, o que foi um resultado satisfatério
neste estudo.

De acordo com Dev et al. (2010), Wang et al. (2015) e Jeevitha; Amarnath (2013) as
nanoparticulas de quitosana/PLA obtidas foram na ordem de 250 a 350 nm 0 que se compara
com as nanoparticulas sintetizadas neste trabalho.

Outro fator importante a ser ressaltado é que o tamanho médio das nanoparticulas
obtidas nas imagens de MEV aumentou em relacdo as medidas obtidas por DLS. Isso se deve
a uma série de fatores, dentre eles destaca-se a estabilidade coloidal da suspensdo obtida. O
periodo de armazenamento pode ocasionar a agregacdo das nanoparticulas no meio,
resultando na formacdo de precipitados. Além disso, problemas de estabilidade quimica do
polimero ou das demais matérias-primas, incluindo o farmaco, podem ocorrer.

Guterres et al. (1995) e Schaffazick; Pohlmann (2002) verificaram limitagcdes quanto a
estabilidade fisico-quimica das formulacGes de nanocapsulas de poli(acido latico) contendo
diclofenaco, apesar das limitacOes apresentadas em alguns estudos para este tipo de sistema
(GUTERRES et al., 1995; MOLPECERES et al., 2000; REZENDE et al., 2003,
SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2002), ainda ndo ha nada consolidado na literatura.

Também foi feita micrografias de MEV para as nanoparticulas resuspensas em agua

apos a liofilizacéo (Figura 12).
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Fonte: Da autora

Novamente as analises de MEV apresentaram caracteristicas similares as analises de
DLS, neste caso as nanoparticulas sem gentamicina apresentaram se mais dispersas e com

didmetro médio menor do que as particulas carregadas com gentamicina.
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Vale ressaltar que apds a liofilizacdo as particulas foram resuspensas em &gua e
apresentaram boa estabilidade/solubilidade em meio aquoso e neutro.

4.6 EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO

O resultado de eficiéncia de encapsulamento foi bastante satisfatorio, uma vez que
mais da metade da droga foi incorporada nas nanoparticulas. A Tabela 5 mostra os resultados

obtidos através do método colorimétrico.

Tabela 5 — Eficiéncia de encapsulamento da

gentamicina.

Amostra Eficiéncia de Encapsulamento (%)

1:0,25 75,8
1:0,50 68,7
1:0,75 66,7

Fonte: Da autora.

A amostra 1:0,25 foi a que apresentou maior eficiéncia de encapsulamento. Essa
amostra apresenta maior quantidade de PLA em relacdo a quitosana e, desta forma, € possivel
sugerir que a gentamicina tenha se ligado tanto a quitosana quanto ao PLA. Entretanto,
estudos mais aprofundados relacionados as interacGes entre 0s componentes da formulacao

devem ser realizados para compreender melhor esse aspecto da sintese.

4.6.1 Espectroscopia por Dispersao de Energia (EDS)

Com o objetivo de confirmar a encapsulacdo da gentamicina as nanoparticulas foi feita
a analise de EDS. A utilizag&o de sulfato de gentamicina no preparo das amostras carregadas
facilitou essa analise, uma vez que foi possivel identificar atomos de enxofre nas
nanoparticulas. Porém, vale ressaltar que o EDS utilizado tem baixa sensibilidade para
identificacdo de enxofre e por isso a analise foi feita pontualmente (em aglomerados de
particulas) para que houvesse uma melhor deteccdo. Os percentuais massicos dos principais

elementos contidos nas formulagcOes foram apresentados nas Tabelas 6 e 7.
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Tabela 6 — Percentual massico dos principais elementos, contido nas nanoparticulas sem
gentamicina, obtido por EDS.

Apos a Filtragéo Apos a Liofilizagao
Amostra % C %0 %S Amostra %C %0 %S
1:0,25 15,65 53,69 - 1:0,25 19,15 40,09 -
1:0,50 17,27 44,02 - 1:0,50 36,78 33,29 -
1:0,75 12,23 43,99 - 1:0,75 32,66 35,05 -

Nota: C-Carbono, O-Oxigénio, S-Enxofre, (-) elemento néo detectado.

Fonte: Da autora.

Tabela 7 — Percentual massico dos principais elementos, contido nas nanoparticulas

carregadas com gentamicina, obtido por EDS.

Apbs a Filtragéo Ap6s a Liofilizagdo
Amostra % C %0 % S Amostra % C %0 % S
BB 1380 3950 063 TO2T 2080 3284 175
BT 937 zee1 376 YOO 2828 418 232
BADT 979 mar 4z Y2DT 2043 s260 048

Nota: C-Carbono, O-Oxigénio, S-Enxofre.
Fonte: Da autora.

Nas amostras sem o antibiotico ndo se detectou a presenca de enxofre, 0 que ja era

esperado.

4.7 LIBERACAO CONTROLADA DE GENTAMICINA IN VITRO

Os resultados do ensaio de liberacdo controlada de gentamicina in vitro estdo
apresentados na Figura 13. Nos grafico da Figura 13 foi possivel observar que a gentamicina
teve uma grande concentracdo liberada nas seis primeiras horas, e que neste periodo ocorreu
uma diluicdo do meio (Regido 1). Isso ocorreu provavelmente porque ha gentamicina na
superficie da nanoparticula, o que facilita a liberacdo. J& apds 24 horas de liberacdo a
concentracdo do meio volta a aumentar (Regido 2), o que fortalece os indicios de que o
antibidtico se ligou também com o PLA que esta no ndcleo da nanoestrutura “core-shell”

formada.
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Este é um sistema eficiente, uma vez que, nas primeiras horas a gentamicina
superficial serd liberada ao longo do trajeto pelo organismo e posteriormente tera a etapa lenta
de liberacdo no local afetado pelas bactérias. A interacdo entre a gentamicina e 0 PLA
forneceu as nanocapsulas um grande potencial de aplicabilidade, pois o fato de a quitosana
encapsular o PLA com o antibi6tico, fez com que o processo de liberagdo se prolongasse o
que é muito importante para esse tipo de aplicacdo. Outro ponto interessante € que a quitosana
tem caracteristicas importantes no processo de interacdo com as células, o que a torna um

excelente meio de transporte in vivo.
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A amostra de 1:0,25 foi a amostra que apresentou maiores concentracfes de
gentamicina liberadas e também uma maior média de liberacdo ao longo das 96 horas. Isso
pode ser explicado observando as analises anteriores, uma vez que essa composicao foi a que
apresentou maior diferenca no espectro de FTIR, a banda caracteristica do PLA (1789 cm-1)
apresentou-se de forma mais intensa nessa amostra, apontando uma maior retencdo desse
componente nessa formulagdo, sendo mais um indicativo de que a gentamicina tenha se
ligado também ao PLA.

O célculo de eficiéncia também indicou maior incorporacdo de gentamicina para essa
formulacdo, o que explica essa maior concentracdo liberada. Macroscopicamente também foi
possivel observar uma colora¢do mais amarelada em comparagdo com as outras composicoes,
que € a coloracao caracteristica da gentamicina.

Diante dessas consideracOes € possivel que a gentamicina tenha se ligado tanto aos
grupamentos da quitosana quanto do PLA e isso explicaria a maior intensidade da banda de
PLA, a maior eficiéncia de encapsulamento para as nanoparticulas que possuiam maior
guantidade de PLA em sua composi¢do, € 0 comportamento observado nos ensaios de
liberacdo in vitro.

Uma concentracdo de gentamicina acima da concentragdo minima de inibicdo
(0,5ug/mL para Staphylococcus aureus) (BRITO et al., 2001) sendo liberada nas duas
primeiras semanas do periodo seco seria o ideal, uma vez que ap0s esse periodo ocorre 0
processo de formacdo do tampdo de queratina no canal do teto, que funciona como barreira
fisica contra agentes patogénicos. A velocidade de formacgdo do tampdo de queratina apés
secagem € um dos principais fatores de risco para a ocorréncia de novas infec¢des, pois
enquanto a barreira de queratina ndo se forma a glandula fica vulneravel a contaminacgdes
(PEREES NETO; ZAPPA, 2011).

Porém mesmo que ndo se consiga uma liberacdo tdo prolongada como a ideal, uma
liberacdo mais lenta e que supere as aplicacbes diarias do tratamento convencional

(normalmente de 8 em 8 horas) ja sdo interessantes.

4.7.1 Avaliacdo do Processo de Liberagao

A fim de se avaliar o efeito da concentracdo de gentamicina no meio na liberagdo do
antibiotico foi feita a renovacdo do volume total do meio, ou seja, apos as 96 horas toda
solucéo de PBS foi retirada e uma nova solugéo foi colocada, esse novo sistema foi colocado
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no shaker novamente por mais duas horas e uma nova leitura foi efetuada no UV-Vis. Os
calculos mostraram que praticamente ndo ocorreu liberagdo de gentamicina, uma vez que, as
absorbancias das amostras sem gentamicina (branco) foram praticamente iguais aos das
amostras com gentamicina.

Outra medida realizada consistiu na analise da suspenséo de nanoparticulas ap6s as 96
horas de liberacdo. Essa analise foi feita para verificar se toda gentamicina ja havia sido
liberada ou se havia gentamicina aprisionada as nanoparticulas de forma que nao pudesse ser
liberada facilmente. Desta forma, fez se a leitura de absorbancia das amostras antes e apos
todo processo de liberagdo. A Tabela 8 mostra as porcentagens de gentamicina liberadas em

todas as amostras ap0s os ensaios de liberag&o.

Tabela 8 — Gentamicina liberada apds 96 horas.

Amostra Gentamicina residual ap6s 96 horas (%6)

1:0,25 92,6
1:0,50 81,8
1:0,75 88,0

Fonte: Da autora.

Os resultados mostraram que praticamente toda gentamicina incorporada havia sido
liberada ap6s as 96 horas de ensaio e que a concentracdo inicial é o principal fator a ser

considerado para a determinacdo das concentracfes a serem liberadas.

4.8 ENSAIO MICROBIOLOGICO

O ensaio antimicrobiano foi feito utilizando-se a suspensdo de nanoparticulas na
mesma concentragado que os ensaios de liberacdo in vitro (4mg/mL). Esse ensaio foi realizado
a fim de observar se a concentracdo utilizada na liberacdo era suficiente para inibir o
crescimento da Staphylococcus aureus que € a principal bactéria causadora de mastite bovina.

A Figura 14 mostra que as nanoparticulas sem gentamicina ndo inibiram o crescimento
da bactéria, enquanto que as nanoparticulas carregadas com gentamicina inibiram o
crescimento da bactéria, indicando a incorporacdo do antibidtico as nanoparticulas e a

viabilidade das nanoparticulas em liberar gentamicina.
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Figura 14 — Resultado da atividade antimicrobiana das nanoparticulas nas placas com

Staphylococcus aureus. | — Amostras carregadas com gentamicina: (a) 1:0,75
(b) 1:0,50 (c) 1:0,25 (d) Controle Positivo (e) Controle Negativo. Il — Amostras
sem gentamicina: (a) 1:0,75 (b) 1:0,50 (c) 1:0,25 (d) Controle Positivo (e)
Controle Negativo.

Fonte: Da autora.

A avaliacdo dos resultados desse ensaio é comparativa frente a um padréo bioldgico de
referéncia (controle positivo), e a zona ou o halo de inibicdo de crescimento é medida
partindo-se da circunferéncia do disco ou poco, até a margem onde h& crescimento de
microrganismos (OSTROSKY et al., 2008; SPRINGFIELD et al., 2003). De acordo com a
dimensdo do halo os microrganismos podem ser classificados como: sensiveis, quando o
didmetro da zona de inibicdo € maior ou ndo mais do que 3 mm menos que o controle
positivo; moderadamente sensiveis, halo maior que 2 mm, mas menor que o controle positivo
de mais de 3 mm; e resistentes, didametro igual ou menor que 2 mm (OSTROSKY et al.,
2008).

Apesar de ndo ser possivel fazer uma comparacdo com a literatura em relacdo a
dimensdo dos halos, uma vez que a concentracdo de gentamicina (140mg/mL) utilizada no
controle positivo foi extremamente maior do que a concentragdo do antibidtico nas
nanoparticulas, ainda sim é possivel observar a eficiéncia do sistema. As amostras
apresentaram halos em torno de 6 mm, enquanto que o controle positivo apresentou halo de
10 mm, mostrando que a diferenca entre os halos s6 ocorreu devido a diferenca de

concentragdo, é possivel que as nanoparticulas tenha maior eficiéncia nesse sentido do que o
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antibiotico utilizado separadamente, e por isso um ensaio com concentragdes iguais deve ser
feito.

Este estudo também foi importante para comprovar a viabilidade da utilizacdo de
nanoparticulas de quitosana/PLA como veiculos de liberacdo de um farmaco hidrofilico, o

que ainda néo havia sido reportado na literatura.

4.9 CONCENTRACAO MINIMA DE INIBICAO

Atualmente muitos estudos tém sido feitos para se avaliar a susceptibilidade de
patdgenos causadores de mastite bovina aos diferentes tipos de antimicrobianos, o que tem
mostrado um aumento crescente no padrdo de resisténcia, principalmente quando se trata da
Staphylococcus aureus (BRITO et al., 2001; OLIVEIRA; LANGONI; HULLAND, 2012;
SHINABARGER; GOBY, 2014).

A utilizacdo de antimicrobianos para o tratamento da mastite clinica ou da mastite
subclinica no inicio do periodo seco é um componente importante dos programas de controle,
pois esse € um periodo de grande vulnerabilidade do teto do animal. Nesse sentido a selecéo
do antimicrobiano apropriado € essencial, tanto do ponto de vista da satde do animal, quanto
da produtividade da glandula mamaria (BRITO et al., 2001).

Um dos métodos de se avaliar a susceptibilidade a antimicrobianos é por meio da
determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI). Esse método ja estd padronizado,
possui detalhamento técnico bem definido e fornece bons resultados quantitativos (BRITO et
al., 2001; OLIVEIRA; LANGONI; HULLAND, 2012; SHINABARGER; GOBY, 2014).
Além disso, através desse método € possivel confirmar se os ensaios realizados para
determinar a eficiéncia de encapsulamento estdo coerentes e se ap6s o0 encapsulamento do
antibidtico as nanoparticulas esse medicamento estd ou ndo ativo para ser liberado.

A Figura 15 mostra a placa teste ap6s adicao de resazurina sodica a cultura bacteriana,
evidenciando que, a medida que a concentracdo de gentamicina aumenta, a coloracao assume
tonalidades mais escuras, o que indica inibicdo do crescimento bacteriano. Os retangulos

delimitados em vermelho indicam até onde houve a inibi¢éo do crescimento bacteriano.
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Figura 15 — Placa de 96 pocos utilizada no experimento de microdiluicdo apds adicdo de
resazurina para a determinacdo da concentragdo minima inibitoria das
nanoparticulas carregadas com gentamicina sobre as cepas S. aureus.

Fonte: Da autora.

As concentracdes de gentamicina presentes nas nanoparticulas carregadas (Tabela8)

foram calculadas baseando-se nos valores de eficiéncia apresentados no item 4.6 na Tabela 5.

Tabela 9 — Concentracdes de gentamicina presente nas nanoparticulas
carregadas em cada uma das formulacdes apds as diluicdes

sucessivas.

Concentragéo de Gentamicina (pg/mL)

1:0,25 + GEN 1:0,50 + GEN 1:0,75 + GEN
677,32 505,51 441,96
338,66 252,75 220,98
169,33 126,38 110,49
84,67 63,19 55,25
42,33 31,59 27,62
21,17 15,80 13,81
10,58 7,90 691
5,29 3,95 3,45
2,65 1,97 1,73
12 0% 08
0,66 0,49 043
033 0,25 022

Fonte: Da autora.
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Na linha em azul da Tabela 9 estdo as CMI encontradas para cada uma das
formulacdes, este € um resultado bastante satisfatorio quando comparado com a literatura.
Brito et al., (2001) em seus estudos de susceptibilidade a antimicrobianos encontrou que a
CMI da gentamicina para cepas S. aureus foi de 0,5ug/mL o que foi confirmado nos ensaios
realizados neste trabalho. A amostra 1:0,25 apresentou uma pequena divergéncia com a
literatura, tendo em vista que a concentracdo de 0,66pg/mL ndo inibiu o crescimento da
bactéria, porém essa discrepancia pode estar associada a erros experimentais, lembrando que
os valores de eficiéncia de encapsulamento foram obtidos atraves de um método de

quantificacdo indireta.
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5 CONCLUSOES

A técnica utilizada para sintetizar as nanoparticulas foi bem-sucedida, tanto no que diz
respeito ao tamanho das nanoparticula como na parte de encapsulamento da gentamicina, o
que foi bem demonstrado nas analises de MEV com EDS acoplado e DLS.

As micrografias de MEV mostrou que a gentamicina atua ndo somente como o
principio ativo a ser liberado, mas também tem efeito estrutural na formacdo das
nanoparticulas.

Os tamanhos das nanoparticulas obtidos apo6s a liofilizacdo sao favoraveis a fagocitose
pelas células afetadas pelas bactérias, além disso, as particulas apresentaram potencial zeta
positivo o que facilita a ades&o celular.

A formagdo de aglomerado tem relagdo com a estabilidade coloidal da suspenséo
durante o tempo de armazenamento, assim como a coalescéncia das particulas. Esse
parametro é importante quando se deseja uma aplicabilidade industrial e por isso um estudo
mais aprofundado nesse aspecto é extremamente importante.

As anadlises de FTIR realizadas indicaram que houve uma boa interagdo entre os
componentes das formulacdes.

Nos ensaios de liberacdo in vitro observou-se que em torno de 90% da gentamicina foi
liberada no periodo de 96 horas e que a concentracdo utilizada para realizacdo do ensaio foi
suficiente para inibir o crescimento da Staphylococcus aureus. O ensaio de liberacdo também
apresentou um comportamento diferenciado, ja que nas primeiras horas houve uma regiao de
diluicdo e nos ultimos dias o dispositivo recomecou a liberar, 0 que comprovou mais uma vez
gue a gentamicina interagiu tanto com PLA quanto com a quitosana e, portanto o principio
ativo foi incorporado na superficie da matriz polimérica formada por quitosana, e também no
nacleo oleoso composto por PLA, o que evidenciou a formagdo de nanoparticulas do tipo
“core-shell”.

A concentracdo média de gentamicina no meio no periodo de 96 horas se manteve
bem acima da CMI apresentada pela literatura, o que favorece a utilizagdo desse tipo de
dispositivo no tratamento da mastite bovina.

O ensaio para se determinar a CMI se mostrou bastante coerente com os valores
encontrados na literatura para gentamicina na inibicdo da Staphylococcus aureus, o que
mostra que o antibiotico além de ter sido bem incorporado, ele também se encontra de forma

disponivel para liberacdo no meio em que as nanoparticulas forem inseridas.



6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Estudar a estabilidade coloidal das suspensoes;

- Estudar as interacGes entre a gentamicina e o PLA;
- Variar a concentracdo de gentamicina;

- Fazer teste in vivo;

- Encapsular antibioticos hidrofdbicos.
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