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RESUMO

A vetorizagdo de farmacos para um 6rgédo especifico representa um grande
desafio para o desenvolvimento de novos sistemas de entrega controlada de
farmacos. O uso de polimeros naturais representa uma valiosa estratégia
tecnoldgica devido a auséncia de processos toxicos para 0 organismo, € sua
capacidade de modificacdo quimica por meio de reacdes de reticulacdo. Neste
trabalho microparticulas de alginato, contendo o antibiético bacitracina de zinco
(BAC), o fitoterapico Berberina (BER) e o liberador de o&xido nitrico
Nitroprussiato de sodio (SNP) s&o recobertas com Quitosana, por meio do
processo de geleificagédo ionotropica utilizando o cloreto de calcio (CaCl,;) como
agente reticulador, as analises no MEV exibiram morfologia esférica e quando
colocadas em solugcdo aquosa as mesmas intumesceram. As microparticulas
quando inseridas em solugdo aquosa apresentaram alta maior que 197 vezes
na qualidade de intumescimento e capacidade de retengcdo de agua, facilitando
a difusdo dos farmacos na solugédo. O exame detalhado da estrutura superficial
por MEV revelou rugas causadas pelo colapso parcial da rede polimérica
durante a secagem. O estudo de mucoadesao in vitro pelo método de Lowry
demonstrou a capacidade de aderéncia a mucina de 66 %. O processo de
liberacdo dos farmacos incorporados na matriz apresentou comportamento
dependente do pH, onde a liberacdo dos farmacos ocorreu um mecanismo
complexo, envolvendo a difusdo dos farmacos apos o relaxamento das cadeias
poliméricas e a erosdo da matriz. A analise de FTIR foi utilizada para identificar
0os grupamentos funcionais dos farmacos, demonstrando que ocorreu a
incorporagao dos mesmos nas microparticulas. A analise de DSC demostra a
estabilidade térmica da matriz das microparticulas, apresentando
caracteristicas térmicas dos componentes em separado. Os testes in vitro
mostraram efeitos bactericida e bacteriostatico nas culturas de S. aureus e E.
coli, a bacitracina apresentou efeitos bactericida nas linhagens de S. aureus
(Gram positiva) como esperado, e, ainda nitroprussiato apresentou efeitos
bacteriostatico nas linhagens de E. coli (Gram negativa), a berberina
apresentou efeitos bacteriostaticos na S. aureus. Tais resultados mostram que
estas particulas podem ser utilizadas de maneira promissora como suporte de

multifarmacos no tratamento de bacterioses.



Palavras-chave: Alginato, quitosana, microparticulas, berberina, bacitracina, 6xido nitrico

ABSTRACT

Drug vectorization for a specific organ represents a major challenge for the
development of new controlled drug delivery systems. The use of natural
polymers represents a valuable technological strategy due to the absence of
toxic processes for the organism, and their ability to chemical modification
through crosslinking reactions. In this work alginate microparticles containing
the antibiotic zinc bacitracin (BAC), the herbal medicine Berberina (BER) and
the nitric oxide release sodium nitroprusside (SNP) are coated with chitosan
through the ionotropic gelation process using calcium chloride. (CaCl2) as
crosslinking agent, SEM analysis showed spherical morphology and when
placed in aqueous solution they swelled. The microparticles when inserted in
aqueous solution showed a higher than 197 times high in swelling quality and
water retention capacity, facilitating the diffusion of drugs in the solution.
Detailed examination of the surface structure by SEM revealed wrinkles caused
by the partial collapse of the polymeric mesh during drying. The in vitro
mucoadhesion study by the Lowry method demonstrated 66% mucin adherence
capacity. The release process of the drugs incorporated in the matrix showed a
pH-dependent behavior, where the release of the drugs occurred a complex
mechanism, involving the diffusion of the drugs after the relaxation of the
polymer chains and the erosion of the matrix. FTIR analysis was used to identify
the functional groupings of the drugs, demonstrating that their incorporation into
the microparticles occurred. DSC analysis demonstrates the thermal stability of
the microparticle matrix, presenting separate thermal characteristics of the
components. In vitro tests showed bactericidal and bacteriostatic effects on S.
aureus and E. coli cultures, bacitracin showed bactericidal effects on S. aureus
strains (Gram positive) as expected, while nitroprusside showed bacteriostatic
effects on E. strains. coli (Gram negative), berberine had bacteriostatic effects
on S. aureus. Such results show that these particles can be promisingly used as
a multidrug support in the treatment of bacteriosis.

Keywords: Alginate, chitosan, microparticles, berberine, bacitracin, nitric  oxide
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1 INTRODUGCAO

Desde os mais remotos anos (cerca de 2500 anos atras) filésofos gregos
ja estudavam qual seria a unidade formadora da matéria. Hoje com o advento
da criagdo de microscopios e equipamentos de detec¢cdo cada vez mais
potentes, temos cada vez mais informagdes sobre a matéria em seu estado

minimo, além do atomo.

No momento em que os pesquisadores obtiveram mais informagdes
sobre a constituicdo da matéria surgiu a possibilidade de rearranjar os atomos
e moléculas de acordo com nossas necessidades, conceito este criado em

1959 por Richard P. Feyman, hoje considerado pai da nanotecnologia.

A nanotecnologia tem seu campo de atuacdo na escala de 1x10™ (um
bilionésimo de metro) e pode ser dividida em trés grandes areas: a
nanoeletrbnica que atua na fabricagcdo de componentes eletrénicos como
microchips e transistores; nanomateriais onde encontramos a utilizagdo de
materiais como grafeno e silicas; por fim a area de nanobiotecnologia onde
todos os esforgos e materiais tem por objetivo a integracdo da escala nano
para uso em areas ligadas a vida.

No campo de atuagdo da nanobiotecnologia ocorre a integragdo dos
diferentes campos da ciéncia como biologia, quimica, fisica, engenharias,
medicina, informatica e ciéncia dos materiais. Todos com o objetivo em comum
de inovacgao de diferentes produtos aliados a vida, tanto para saude como bem-
estar.

A demanda mundial por pescado tem sofrido um significativo incremento
nas ultimas décadas, principalmente em fungdo do crescimento populacional e

da busca dos consumidores por alimentos mais saudaveis.

O Brasil tem grande potencial aquicola devido a temperatura tropical e
principalmente os grandes recursos hidrograficos. Nesta pesquisa focamos o
estado de Rondoénia (figura 1), onde ocorre a oferta de agua em abundéncia
devido a sua localizacdo na bacia amazénica e ocorre a formacédo de bacias

naturais.
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Figura 1 - Estado de Rondénia ponto de coleta de espécimes para pesquisa.

Fonte: IBGE

A regido do estado de Rondénia, conhecida como Cone-sul onde se
encontram as principais cidades do Estado (figura 2) encontramos os maiores
espelhos d’agua com produgéo de peixes como tilapias, tambaquis, tambacus e
varias espécies de alevinos nativos do Estado e regido Amazonica.

Estes tanques de criacdo em sua maioria sdo provenientes de represas
e tanques escavados onde um tanque fornece agua para o proximo formando
uma cadeia de producdo, onde temos a criacdo para corte e nos finais de
semana as fazendas de criacdo sao abertas para as atividades esportivas no
modelo de pesque-pague onde o pescador pode levar o peixe para casa ou
solta-lo de volta ao tanque.
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Figura 2 - Rondbnia - pontos de concentracdo dos espelhos d’agua com
producgao de peixes.
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Fonte: IBGE

A aquicultura brasileira vem crescendo nos ultimos anos, sendo a
criagdo de tilapias (figura 3) a principal responsavel por este aumento,

representando cerca de cinquenta por cento da producéo nacional.

O consumo de peixes no Brasil segundo o IBGE ¢é de 14,5 Kg de peixe
por habitante, sendo o consumo médio de peixe por habitante em nivel mundial
de 18,8 Kg, e o recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) de
12 Kg, sendo assim podemos afirmar que estamos no caminho certo para uma

alimentagao variada e considerada por muitos como a mais saudavel.
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Figura 3 - Produgdo em toneladas de peixes na regidao do Cone - Sul de
Rondénia.
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Fonte: IBGE

A utilizagdo da aquicultura é uma estratégia muito favoravel, pois,
estimula uma cadeia produtiva completa que tem inumeros elos, tais como:
cultivo e producédo; preservagao e estocagem; venda e comercializagdo. Esta
cadeia, pode ainda incentivar, substituir a pesca em rios, incentivando a
preservagao. Entretanto, a aquicultura pode ser tanto fortemente impactante
quanto fortemente impactada, necessitando de um gerenciamento integrado,

preditivo e estratégico, e de um monitoramento permanente.

Com a expansao da piscicultura no Brasil, a partir da década de oitenta,
observou-se crescente interesse por parte dos criadores no que diz respeito
aos prejuizos econdmicos causados pela mortalidade de peixes, sendo que um
maior numero de espécies passou a ser cultivada. Desta maneira, houve a

necessidade de aplicacao de tratamento e controle das enfermidades.

Como qualquer criagdo de organismo vivo, a produgado na piscicultura
também esta, diretamente, ligada ao grau de interferéncia que o homem exerce

sobre um determinado cultivo. Pode-se prever que a piscicultura se tornara
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cada vez mais intensiva. Para isso, é necessario que haja um desenvolvimento
da economia como um todo, além da necessidade de novas tecnologia e
investimentos elevados, € preciso um mercado que consuma um produto de

alto valor.

Neste contexto, quando tratamos de tecnologia aliada a vida, nao
podemos deixar de comentar sobre os problemas enfrentados pelos produtores
de proteinas animais para consumo humano. Mais especificamente sobre a

aquicultura brasileira.

Com o crescente desenvolvimento da piscicultura no estado de
Rondbnia, a qualidade da agua vem tomando impulso de grande interesse
nesta linha de atuacdo, visto que, em um ambiente, agua em condigbes

inadequadas acarretara problemas no cultivo, levando os peixes a morte.

Os impactos negativos gerados pela aquicultura podem promover,
dentre outros agravantes, a formacdo de floracbes de algas, afetando
diretamente a biota aquatica e, assim, promovendo rapidas alteracbes na

qualidade da agua.

Considera-se a agua um ambiente favoravel a proliferagdo de varios
agentes patogénicos aos peixes, sendo as bacterioses responsaveis por

grandes perdas nas pisciculturas.

A ocorréncia de bacterioses em tanques de peixes na regido norte do
Brasil, mais especificamente a regido do Cone-sul de Rondénia, motivou-nos a
pesquisar a melhora da eficacia de administragdo de antibidticos nos peixes,

através das técnicas mais atuais em nanotecnologia.

Considerando os fatores: saude animal, uso de antibidticos e
alimentagdo humana, € extremamente necessario que se invista recursos
financeiros e humanos em se obter um meio eficaz de tratamento de

bacterioses em peixes.

Neste trabalho utilizamo-nos dos conhecimentos ja construidos ao longo
do tempo sobre nanobiotecnologia para atingirmos o objetivo principal de
formulagcdo de um novo sistema de entrega de farmacos, constituido a base de
polimeros naturais contendo farmacos conhecidos por seus efeitos

bacteriologicos e bactericidas.
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Este sistema é constituido de uma formulagdo contendo os farmacos
bacitracina de zinco, berberina, nitroprussiato de sédio, agregados na matriz do

polimero alginato de sodio e encapsulados com o polimero quitosana.

Pretendemos com este sistema oferecer uma possibilidade de controle
de bacterioses encontradas em peixes em sistema de criagdo para corte e em

peixes ornamentais em aquarios.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A utilizacdo dos recursos naturais para satisfazer as necessidades
basicas da humanidade, tem aumentado constantemente, em virtude do
crescimento demografico (1-3). Crescimento este, que exige uma produgao
cada vez maior de alimentos, e dentre estes, destaca-se a produgdo de

proteina animal como frango, suinos, bovinos e peixes (1-3).

A piscicultura entra neste cenario como uma atividade de natureza
econbmica que apresenta forte e rapido crescimento, trazendo alta
produtividade e lucratividade para o pais, geragao de empregos e fornecimento
de alimento (proteina animal) para a populagéo (4,5).

Sabe-se que a agua € um dos recursos naturais mais importantes e
vitais para todos os ecossistemas. Dentre as discussdes globais na atualidade
uma das principais € a degradagdo ambiental por diversos contaminantes
quimicos, que apresentam sérias consequéncias para saude humana e animal
(6,7).

A contaminacdo do ambiente por medicamentos, principalmente
antibioticos utilizados na produg&o animal, tanto na agua como no solo é
constante, o uso indiscriminado muitas vezes é devido a rapida selecdo de
microorganismos resistentes aos antibioticos utilizados (8-11) o que gera a
necessidade da descoberta de novos farmacos ou a melhora dos meios de
administragdo dos ja utilizados (6,7).

A microbiota aquatica € muito diversificada e esta intimamente ligada
aos aspectos fisicos e quimicos do ambiente (12), varios destes
microorganismos fazem parte da microbiota associada aos peixes e sao
considerados oportunistas, e quando ha um desequilibrio no sistema (stress
alimentar por manejo, por exemplo), diversas doengas sado desencadeadas
(9,12-14).

As bacterioses estdo entre as maiores barreiras econémicas enfrentadas
pelos produtores na criagao de peixes para consumo humano e na manutengao
de peixes ornamentais (1-4). As bacterioses destacam-se como importantes

limitadores da produtividade, porque levam principalmente a perdas de
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individuos (por morte), desde alevinos a individuos adultos prontos para o

abate e comercializagao, e ainda, provocam a perda de matrizes (5-7).

Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

Para este estudo foi escolhida a Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus,
(Linnaeus, 1758) (Figura 4) vulgarmente conhecida como Tilapia nilética, € um
ciclideo nativo do continente Africano e da Palestina, encontrando-se
difundidas por todo mundo, em varios paises de clima tropical e subtropical,
onde foram introduzidas deliberadamente ou acidentalmente (1,15,16).

Figura 4 - Oreochromis niloticus (Tilapia do Nilo)

Fonte: https://www.pisciculturasaojeronimo.com.br/

Considerado como peixe de potencial para aquicultura, visto a sua
rusticidade, crescimento rapido e adaptacdo ao confinamento, possui habito
alimentar onivoro, e aceita ragdes com grande facilidade, desde o periodo de
pos larva até a fase de terminagéo (17), sendo considerada entre as espécies
de peixes mais cultivadas, a que melhor resiste a alta temperatura, baixa
concentragédo de oxigénio dissolvido e a alta concentragdo de amdnia na agua
(1,15-17).
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No Brasil, além da producdo de Tilapias em escala comercial,
encontramos um segmento que vem crescendo e sendo responsavel pelo
grande incremento da produgdo € o sistema de “pesque-pague”, que nos
ultimos anos ampliou em muito sua demanda (17).

A espécie O. niloticus é conhecida como uma espécie guardadora
interna, ou seja, protegem a progénie na boca. Apos a fertilizagdo, coletam os
ovos em sua boca onde os incuba, permanecendo sem se alimentar por duas
semanas ou mais. Por esta razdo, em nivel comercial, sdo comercializados
cultivos exclusivos de machos, e a técnica utilizada, consiste na reversao
sexual de larvas de Tilapias por meio do uso de ragbées com hormdnios
masculinizantes em progénies recém nascidas por aproximadamente, trés a
quatro semanas de vida (16,17).

O conhecimento dos fatores que atuam na qualidade da agua de viveiros
de piscicultura é importante para um melhor gerenciamento desse
empreendimento. O uso de indicadores como temperatura, oxigénio dissolvido
(OD), potencial hidrogeniénico (pH) e condutividade elétrica auxiliam na
identificacdo dos niveis de poluigdo da agua, sendo utilizada uma boa
manutencao aliada a auséncia de contaminagao, contribui para a manutengao
da saude dos peixes e, para melhor produgao (1,15,17).

O pH em viveiros de peixes tem efeitos diretos na alimentagao,
crescimento e reproducdo de peixes, os valores sem correcdo ficam em torno
de 6,0 e 9,0 na agua e entre 5,0 e 7,2 no solo do fundo do viveiro, ainda, no
mesmo viveiro pode ocorrer variagdes diarias de uma ou duas unidades de pH
(18).

A presencga de sedimentos acidos no fundo dos viveiros de aquicultura é
um problema bastante comum, que exige a utilizagdo de grandes quantidades
de calcario agricola para sua corregao, objetivando um controle do pH entre 7,0
e 9,0 (18,19).

A escolha dos pH’s, 5,0, 6,2 e 7,4 para realizagdo deste trabalho, se
deve as caracteristicas do trato digestivo dos peixes, onde encontramos
valores diferentes de pH’s. Tilapias (onivoras) possuem o aparelho digestivo
alongado com um comprimento que varia de 0,8 a 15,0 cm (20).

Os peixes onivoros (neste caso a Tilapia do Nilo) possuem dentes
faringianos bem desenvolvidos (dispostos em placas ou ossos faringianos), que
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sdo utilizados para esmagar e moer vegetais ou outros alimentos mais rigidos,
facilitando a agdo de enzimas digestivas devido ao aumento da area superficial
do alimento (9,20).

Nestes peixes (Tilapias) a secrecdo de muco nos rastros branquiais e na
faringe auxiliam na aglutinacdo de pequenas particulas durante a ingestéo de
alimentos. O muco produzido além de proteger o epitélio que reveste a boca,
também serve de alimento as larvas quando incubadas na boca, além de
possuir cofatores que auxiliam na digestao (20).

As secreg¢des do estdbmago (suco gastrico) sdo produzidas na regido
fundica e tipicamente incluem agua, sais inorganicos, muco (mucina), enzima
proteolitica pepsinogénio, lipase gastrica e acido cloridrico a 0,1 N.
histologicamente o epitélio do estdbmago possui dois tipos de células
secretoras: as mucdides, que produzem muco; e as células oxintopépticas,
secretoras de acido cloridrico e pepsinogénio (20).

Varios fatores estdo relacionados com o estimulo da secrecdo do muco
e do suco gastrico, entre eles, a presenga de alimentos na luz do estémago,
horménios e estimulos neurais do nervo vago. O muco, alcalino, protege a
mucosa estomacal da agao do acido cloridrico e também da irritagdo mecanica
dos alimentos, sendo secretado continuamente pelas células superficiais da
mucosa gastrica (células mucoides), que secretam também ions bicarbonato. A
estrutura do muco ¢é tal que impede a difusdo de ions H. Isto, em conjunto com
a neutralizagdo efetuada pelo ion bicarbonato, permite que o pH da célula
epitelial seja proximo de pH 7 e da luz gastrica seja ao redor de pH 2 (20).

Nos peixes herbivoros que possuem um pH estomacal bastante acido
(entre 1 e 2), como €& o caso das Tilapias, tém a capacidade de decompor a
clorofila e de quebrar as paredes celulares das algas verde azuladas,
possibilitando, assim, uma subsequente digestao intestinal por permitir que as
enzimas entrem em contato com o conteudo das células vegetais (16,20).

A producdo de acido cloridrico é estimulada pela acetilcolina (nervo
vago), gastrina e histamina, e ocorre nas células oxintopépticas. O acido
cloridrico ativa o pepsinogénio pela remogao de um peptideo de baixo peso
molecular, transformando-o0 na enzima pepsina, a qual continua o processo de
transformacgao por autocatalise. Ataca fibras conjuntivas do tecido animal e a
cobertura celulésica dos vegetais, complementando a mastigacdo. Atua
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também na desnaturacdo das proteinas, tornando-as mais suscetiveis a
subsequente hidrolise efetuada pelas proteases (20).

O suco entérico produzido na superficie luminal do intestino € o
resultado das secreg¢des oriundas das glandulas de Brunner e de Lieberkihn. O
muco é secretado pelas glandulas de Brunner, que age como lubrificante, além
de proteger a mucosa intestinal contra o acido cloridrico proveniente do
estdbmago, pois também contém HCOg3" (ion bicarbonato), como nos mamiferos.
Essas glandulas também secretam a enzima enteroquinase e uma amilase
(20,21).

O baixo pH do duodeno (pela entrada do quimo) estimula a produgéo de
secretina, um hormonio da mucosa intestinal. A secretina estimula o pancreas a
produzir uma secregao rica em ions bicarbonato (para neutralizar o HCI
gastrico) e muito pobre em enzimas, o chamado suco pancreatico. Peptideos e
nutrientes ingeridos, presentes na luz duodenal, estimulam a secregdo da
pancreozimina, horménio também produzido na mucosa intestinal. A
pancreozimina estimula o pancreas a secretar pré-enzimas ou zimogénios
(precursores enzimaticos da tripsina, quimotripsina, carboxipeptidases, amilase
pancreatica, lipase pancreatica, quitinase, lecitinase, ribonuclease), sendo
ativadas no intestino pela enteroquinase, produzida no epitélio intestinal pelos
enterdcitos e presente na superficie luminal do bordo em escova, que converte
0 zimogénio pancreatico tripsinogénio em tripsina pela remogdo de um
hexapeptidio N - terminal, como ocorre nos vertebrados superiores. A tripsina
subsequentemente converte outras moléculas de tripsinogénio em tripsina.
Assim a enteroquinase desencadeia uma cascata de atividade proteolitica, pois
a tripsina € o ativador comum de todos os zimogénios pancreaticos. A tripsina
(uma endopeptidase) € a enzima proteolitica predominante no intestino e é
ativada em um pH entre 7 e 11. Nos peixes que se alimentam de insetos ou
crustaceos o suco pancreatico contém grande concentragdo de quitinases para
quebrar a quitina existente no exoesqueleto desses animais (20).

Os peixes em piscicultura s&o passiveis de contaminagdo por agentes
patogénicos, as vezes por falta de conhecimento de manejo, instalagdes,
densidade de estocagem e necessidades nutricionais dos peixes (16), como
também efeitos causados pelo estresse agudo e crénico em Tilapia do Nilo,
devido a interag&o social e hierarquica entre os peixes (22).
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O estresse (1,22,23) no peixe & geralmente definido como o disturbio do
equilibrio interno (homeostase). E o primeiro passo para a ocorréncia da
doenca, pois reduz a resisténcia do peixe e o torna mais suscetivel a doencas.
Portanto, a extensao do estresse e a capacidade dos peixes de resistir e
manter a homeostase sdo mais importantes para a sobrevivéncia e o
crescimento. O estresse pode ser causado por diferentes fatores, incluindo:

» Diferengas nutricionais (por exemplo, desequilibrios vitaminicos).

* Qualidade ambiental e condi¢cbes de cultura.

* Bem-estar do animal cultivado.

* Interferéncia fisica, quimica e biolégica (apinhamento, manuseio,
transporte, polui¢gdo, enriquecimento organico, etc.).

As tilapias sdo bem adaptadas as mais variadas condigdes ambientais
(por isso temos uma distribuicdo mundial da espécie) e podem tolerar uma
ampla gama de fatores ambientais, tais como temperatura da agua, salinidade,
oxigénio dissolvido, amoénia, etc. No entanto, condi¢cdes estressantes afetam
adversamente a tilapia e as tornam mais suscetiveis a diferentes doengas,
presumivelmente devido a imunossupressao (1,20,22,23).

El-Sayed e colaboradores (23) descobriram que o manejo do estresse
causou um aumento significativo nos niveis séricos de cortisol da tilapia, e o
nivel de cortisol dependeu da severidade do estressor, duragado da exposi¢cao e
estado de saude dos peixes. A remogao do estressor resultou em um rapido
retorno ao nivel normal de cortisol.

As bactérias sado encontradas naturalmente no intestino da tilapia e
podem se infectar quando as condigdes ambientais e culturais se tornam

desfavoraveis (8).

Bacterioses

Entre as bactérias que contaminam peixes em tanques de criagdo ou
aquarios domeésticos destacamos a espécie Staphylococcus aureus sendo
considerada uma bactéria patogénica oportunista, cuja doenga transmitida por
alimentos € classificada pela International Commision on Microbiological
Specifications for Foods (ICMSF) (24) no grupo de risco lll, que inclui as
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doengas de “perigo moderado, usualmente de curta duragdo e sem ameacga de
morte ou sequelas, com sintomas autolimitados, mas que causam severo
desconforto em humanos”. Ja em peixes a infec¢gdo provoca perdas (morte dos
individuos) em tanques de peixes para criagdo em tanques e aquarios em geral
(25-28).

De acordo com Schleifer (29,30) as células dos estafilococos séo
esféricas e caracteristicamente se dividem em mais de um plano, formando
arranjos que lembram cachos de uvas. Gram positivos, imodveis, n&o
esporogénicos. Catalase usualmente positiva e oxidase usualmente negativa.
Quimiooganotroéficos, apresentam metabolismo de carboidratos respiratério e
fermentativo. Sao susceptiveis a lise por lisostafina e resistentes a lise por
lisozima, predominantemente associados a pele, glandulas e mucosas de

animais.

O S. aureus é tolerante ao sal (NaCl), de acordo com Schleifer (29,30)
cresce muito bem em meios com 10 % de NaCl e pobremente em 15 %. De
acordo com a FDA (Food and Drug Administration) (31), sob condi¢des ideais
cresce em atividade de agua de 0,83 %, com o6timo desenvolvimento em 0,99
% de NaCl. Sob este aspecto € uma espécie atipica entre as bactérias
patogénicas de origem alimentar, que normalmente ndo cresce em agua. O S.
aureus cresce em temperaturas na faixa de 7 a 47,8 °C com incremento pleno
em 35 °C, a faixa de pH de crescimento vai de 4,5 a 9,3 com crescimento
considerado 6timo na faixa de pH entre 7,0 e 7,5 (31).

As doencgas causadas por S. aureus sao citadas por Bien (32) em trés
categorias:

i) Lesdes superficiais tais como a infecgéo de feridas,

i) toxinoses tais como intoxicagcdo alimentar, sindrome da pele
escaldada e sindrome do choque téxico, e

iii) condi¢cdes sistémicas e com risco de vida como endocardite,
osteomielite, pneumonia, abcesso cerebral, meningite e

bacteremia.

Existem ainda varios tipos de toxinas associadas as doencas

provocadas por S. aureus. As toxinas alfa, beta, delta e gama, por exemplo,
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s&o leucocidinas envolvidas na lise de células e na invasao de tecidos (32,33).
As Exfoliatives Toxins (ETs) também conhecidas como toxinas epidermoliticas,
sdo responsaveis pela sindrome estafilococica da pele escaldada,
caracterizada pela perda de camadas superficiais da pele, desidratacdo e
infecgbes secundarias (32,33).

A Toxic Shock Syndrome Toxin (TSST-1) toxina responsavel pela
sindrome do choque téxico, uma doenga de inicio agudo, caracterizada por
febre, erupcdes na pele e hipotensao, podendo levar a insuficiéncia multipla de
orgaos e choque letal (32,33).

As bactérias dos géneros Streptococcus spp. e Staphylococcus spp.
estdo entre os patdgenos que mais causam perdas econdmicas, sendo
responsaveis por grande parte das doengas dos peixes cultivados para corte
(1,2,8,9), nos géneros citados destacam-se as espécies S. iniae, S. aureus, S.
shiloi e S. agalactiae (1,2,8,9).

As bacterioses causadas pelos géneros Streptococcus spp.
Staphylococcus spp. caracterizam-se ao microscépio por um cocobacilo gram-
positivo, catalase negativo, organizado em pares ou em cadeias. Geralmente
ao colonizar o organismo desencadeiam um processo inflamatério (6),
causando septicemia hemorragica em peixes, 0s quais apresentam ainda,
lesbes superficiais e hemorragicas focais como petéquimas, e exoftalmia,
internamente pode haver acumulo de liquido ascitico, anemia e lesées no

figado e rins, com pontos de necrose caracteristicos (1,2,8).

A transmissdo ocorre por contato direto entre peixes infectados com
peixes sadios, e por contato indireto, pela bactéria presente na agua,
permitindo que a doenga se manifeste gradativamente em diferentes tanques
de uma mesma propriedade pelo manejo inadequado da qualidade da agua e

da nutrigdo dos peixes (6,8,9,11,34).

A estreptococose € comumente observada em peixes variando de 50
gramas até matrizes com peso acima de um quilo, mas predomina na fase de
engorda, sendo os peixes entre 400 - 600 gramas, os mais acometidos (8,9).
Desta forma, alevinos e juvenis de Tilapias parece ndo manifestar a doenga

devido as praticas asseépticas utilizadas na fertilizagdo das ovas nos criadouros
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(8), contudo ndo é descartada a possibilidade destes serem portadores

assintomaticos e introduzirem a bactéria no sistema de produgéo.

Dentre os tratamentos mais efetivos realizados nos tanques de peixes
de criacdo para consumo in natura ou processado, destaca-se a administracao
de antibioticos injetaveis nos individuos um a um o que demanda muito tempo
e mao de obra, pois os peixes devem ser capturados, sedados e
posteriormente devolvidos ao tanque, neste processo ocorre a possibilidade de
nao atingir todos os individuos do tanque de criagéo (3,4).

Convencionalmente sdo utilizados antibidticos das classes, tais como:
aminopenicilinas, fenicol, macrdlitos, aminoglicosideos, nitrofuranos,
quinolonas, fluroquinolonas e tetraciclinas (10—12), adicionados a alimentagao
(racdo) neste meétodo ocorre um indice de alcance de cerca de 90 %, pois
todos os peixes irdo de alimentar em algum momento, e assim ingerir o

farmaco (3,4), ou colocados diretamente na agua (no caso de aquarios).

Microencapsulagao e sistema de entrega de farmacos

O desenvolvimento de sistemas inovadores de administragdo de
medicamentos, versateis para diferentes caracteristicas dos medicamentos,
com melhor eficacia e seguranca, sempre esteve em alta demanda (35-38),
nisto surge a microencapsulagao devido a alta eficacia e elevada aplicabilidade

em campos terapéuticos e farmacéuticos.

A tecnologia de microencapsulacéo traz vantagens adicionais aos meios
convencionais de administracdo de farmacos. Este processo melhora a
estabilidade dos ativos diante das caracteristicas fisico-quimicas do sistema
bioldgico, fornecendo uma barreira fisica que permite proteger os farmacos das
acdes do organismo como: diferengas de pH, calor, oxidag&o, luz e umidade
(39-43).

Os hidrogéis sdo considerados macromoléculas ligadas em rede,
passiveis de intumescimento em agua ou em fluidos biologicos (38,44—46),
quando formados por quitosana e alginato, devido a natureza catibnica da
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quitosana em solucdo, permite a produgao de complexos ibnicos com espécies
anibnicas como o alginato (47,48), neste contexto, o sistema formado tem a

capacidade de transportar farmacos em sua rede polimérica.

As propriedades fisicas e quimicas das microparticulas (pequenas
particulas em formato de esferas formadas apds a reticulagdo de quitosana
com alginato de sodio) apresentam um importante papel na determinagédo da
taxa de liberagcédo de farmacos incorporados, sendo que o meio utilizado para a
dissolugéo tem um efeito decisivo em sua cinética de liberagéo (49,50).

Essa abordagem esta na base dos chamados sistemas "multimodais" que
exploram efeitos aditivos ou sinérgicos decorrentes da geracdo de varias
espécies terapéuticas na mesma regiao do espago (51-54), com o objetivo final
de maximizar a eficiéncia de o tratamento. Esta associacido entre os farmacos
produz o efeito total maior do que cada uma das substancias separadamente,
ou seja, apresentam efeito sinérgico (51-54).

Quitosana

A quitosana é o segundo polimero natural mais abundante na natureza,
ficando atras apenas da celulose. Estima-se que cerca de 150.000 toneladas
de quitina estejam disponiveis anualmente para uso comercial. No entanto,
apenas alguns milhares de toneladas s&o realmente utilizados em todo o
mundo (56).

A quitosana é um dos principais compostos empregados na sintese de
hidrogéis, como também o alginato de sédio, a carragenina, a gelatina e outros

polissacarideos (57-59).

A quitosana (Figura 5) € um derivado da quitina, biopolimero natural
presente principalmente nas carapagas dos crustaceos, nos exoesqueletos dos
insetos e nas paredes celulares de fungos. A quitina € constituida de unidades
2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose unidas por ligagbes B-(1—4) que,
quando desacetilada, resulta na estrutura B-(1—4)-2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose, conhecida como quitosana (56).
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O interesse crescente pela quitosana deve-se as suas propriedades
quimico-fisicas e  biolégicas (hidrofilas, carregadas  positivamente,
biodegradaveis, n&do toxicas e biocompativeis). Estes compostos possuem uma
elevada capacidade de sorcdo para ions metalicos e sao propensas a
modificagdo quimica. Como resultado, muitas aplicagdes para tais materiais
sdo concebiveis incluindo tratamento de aguas residuais, preparagdes
farmacéuticas e cosméticas, complexacdo de metais pesados e catalise
heterogénea (60,61).

A estrutura da quitosana pode ser modificada quimicamente por meio de
reacbes de desacetilacdo carboximetilagcdo, oxidagdo, entre outras, as

aplicabilidades deste material parecem ilimitadas.

Figura 5 - Estruturas quimicas dos polissacarideos: (a) quitina e (b) quitosana.
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Fonte: Autor, por meio do programa ACD/ChemSketch.

Dentre as propriedades de quitosana e quitina, destacam-se sua
biocompatibilidade, bioadesividade, atuagado na abertura das jung¢des epiteliais
(62), possuindo ainda ag&o antimicrobiana, capacidade de ativar macrofagos,
estimular a migracéo e proliferagédo celular, além de orientar a reorganizagao da

histo-arquitetura celular (47,61,63).

ApoOs a dissolucdo em acidos organicos e inorganicos diluidos, a
quitosana fora um polieletrélito viscoso e suas solugdes sdo, geralmente,
misciveis com outros polimeros, formando complexos e quelato. A presenga de
grupos amino na molécula da quitosana permite que esta seja modificada

quimicamente quando desejavel (61,62,64)

Em pH &acido, abaixo do seu pKa, as aminas primarias presentes na
cadeia polimérica encontram-se positivamente carregadas. Essas aminas
protonadas s&o capazes de interagir eletrostaticamente com os grupos

negativamente carregados presentes nos acidos nucleicos (DNA, siRNA e
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oligonucleotideo curto de fita simples) (65). Esta interagdo gera a formacao
espontanea, em meio aquoso, de complexos em escala nanométrica chamados

de poliplexos (60).

Esta capacidade de formar estruturas tanto nanométricas como
micromeétricas, chamou nossa atencdo para utiliza-la como sistema de
transporte para farmacos com potencial para tratamento de bacterioses em
tanques de peixes.

Alginato de sodio

Outro polissacarideo estudado em nosso grupo de trabalho é o alginato
de sdédio (Figura 6), que € um copolimero linear polianiénico de residuos de
acido 1,4-ligado-gulurbnico e &acido d-manurbnico encontrados em algas
marrons, que podem formar uma estrutura reticulada quando em contato com
jons Ca®". Alginato gel pode ser usado para produzir sistema de particulas de
liberacdo sustentada para varios medicamentos, proteinas e até mesmo
células.

Figura 6 - Foérmula molecular estrutural do alginato. G representa os

copolimeros lineares de a-L-guluronato e M, os copolimeros de a-D-
manuronato.

a-D-manuronato a-L-guluronato

Fonte: Autor, por meio do programa ACD/ChemSketch.

Uma das técnicas mais eficazes e reprodutivas para a formagao de
particulas é a gelificagdo ionotropica, este método permite a formagédo de
particulas esféricas com forma regular, tamanho adequado e superficie lisa,

bem como a preparagdo da membrana retardadora de liberag&o ideal (66).
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Uma vez que o alginato é um copolimero aniénico com grupos carboxila
terminais, 0 mesmo é considerado um bom agente mucoadesivo. Estudos tém
demonstrado que o alginato tem a maior resisténcia mucoadesiva em
comparagao com polimeros como o} poliestireno, quitosana,
carboximetilcelulose e o acido polilactico (44,46,47,67,68). Devido a aderéncia
de particulas de alginato aos tecidos da mucosa, o tempo de transito da
proteina € retardado e o farmaco é localizado nas superficies absortivas,
melhorando a biodisponibilidade e a eficacia dos medicamentos (41,69).

A liberacdo de macromoléculas de microparticulas de alginato em
solugdes de pH baixo também é significativamente reduzida, o que poderia ser
vantajoso no desenvolvimento de um sistema de administragdo oral. Diversos
trabalhos apresentados na literatura relatam que o alginato se contrai a pH
baixo (ambiente gastrico) fazendo com que os farmacos encapsulados nao
sejam liberados (66). Quimicamente o que ocorre em baixo pH & a converséo
do alginato de sodio hidratado em acido alginico o qual é insoluvel. Uma vez
atinja tecidos com pH mais alto como o intestino, a camada superficial de acido

alginico é convertida numa camada viscosa soluvel (66).

Este comportamento do alginato, dependente do pH, pode ser explorado
para personalizar perfis de libertagdo. No entanto, a rapida dissolugdo de
matrizes de alginato nos intervalos de pH mais elevados pode resultar na
libertacdo de farmacos proteicos e subsequentemente na desnaturagcdo dos
mesmos por enzimas proteoliticas (66). Portanto, sdo necessarias muitas
modificagdes nas propriedades fisico-quimicas para a libertagdo prolongada
controlada de farmacos proteicos.

Os polimeros resultantes da complexacao de alginato e quitosana s&o
muito utilizados na forma de hidrogéis, que s&o estruturas poliméricas
tridimensionais, hidrofilicas, capazes de absorverem grandes quantidades de
agua ou fluidos biolodgicos. Estas matrizes sdo insoluveis em agua devido a
presenca de pontos de reticulagdo quimica ou fisica. Este fato se deve aos
grupos ionizaveis presentes na estrutura dos biopolimero como grupos amino e
carboxilicos que possuem afinidade com a molécula de agua. Os hidrogéis tem

uma vasta aplicagdo no campo biomédico e farmacéutico como sistemas de
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liberagcdo controlada de farmacos. Podendo ser constituidos de um ou mais
biopolimeros (66,70).

Bacitracina de zinco

O antibidtico Bacitracina de zinco (Figura 7) pertence ao grupo dos
antimicrobianos peptidicos (metalopeptidio), produzido por Bacillus subtilis e
Bacillus licheniformis, sendo um potente antibactericida com atividade dirigida
principalmente contra os organismos Gram-positivos (71-73). Este antibiotico
requer um ion metalico divalente como o Zn (zinco) para sua atividade, e foi
relato que o mesmo foi pode se ligar com outros ions de metais de transi¢cao
como Mn, Co, Ni e Cu (73).

Figura 7 - Molécula da Bacitracina de Zinco.
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Fonte: Autor, por meio do programa ACD/ChemSketch.

A bacitracina de zinco € um antibidtico que aparentemente deriva sua
atividade inibindo um passo enzimatico crucial na biossintese de parede celular
bacteriana, provocando a desfosforilagdo do isoprenil pirofosfato (73),
comprometendo a formacgao da parede celular.

A solubilidade da bacitracina inclui agua, metanol, acetona e benzeno,

sendo insoluvel em cloroférmio. Em meios acidos e neutros a bacitracina é
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estavel e, em solu¢gdes com pH acima de 9, a mesma se degrada rapidamente
em temperatura ambiente (74).

O mecanismo de agao no pirofosfato lipidico que néo é explorado por
outros agentes antibacterianos comumente utilizados, faz dela um agente
promissor para controle de bacterioses, embora tenha sido utilizada por mais

de 70 anos em humanos, n&o temos relatos de seu uso em peixes.

Produzida por Bacillus licheniformis com uma mistura de peptideos
intimamente relacionados, estes sado sintetizados por peptideos sintéticos nao
ribossébmicos e contém aminoacidos D e L. Os péptidos sado ciclizados em
estruturas via condensacédo do grupo g-amino de uma cadeia lateral de lisina
com o terminal C do péptido (72). Figura 8.

Figura 8 - Estrutura da bacitracina A. O antibidtico & formado pela
ciclodesidratacdo de Cys-2 com o esqueleto para formar o anel tiazolina,

juntamente com a formagao de estrutura por meio de uma ligagao isopeptidica
entre o grupo € -amino de Lys-6 e o peptideo C.

L-lle-L-Cys

Fonte: Autor, por meio do programa ACD/ChemSketch, adaptado de Nicoleta (2013) (72)

Segundo Nicoleta (2013), o zinco tem a fung&o eletrostatica e estrutural,
ajudando a neutralizar a carga negativa do grupo pirofosfato e também liga dois
atomos de oxigénio do pirofosfato aos atomos de oxigénio da cadeia principal e
da cadeia principal do antibioético. No complexo ternario, a bacitracina adota um
comportamento altamente anfipatico, tendo todas as cadeias laterais polares
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segregando de um lado da molécula, enquanto o lado ndo polar se encontra no
lado oposto. A maioria das cadeias laterais polares esta diretamente envolvida
no reconhecimento de metais ou do grupo pirofosfato, enquanto as cadeias
laterais n&o polares formam um colar hidrofébico que circunda o canal de saida
através do qual a cadeia lipidica se estende para fora do local de ligagao.
Dentro da rede cristalina, as faces hidrofébicas de multiplas moléculas se
associam umas as outras. Na presenca de uma membrana celular bacteriana,
no entanto, a face hidrofébica presumivelmente se associa a membrana
lipidica, com a ligagdo do pirofosfato ao lipidio e a subsequente ruptura da
biossintese da parede celular (72-74).

Na medicina veterinaria, a bacitracina de zinco, além de antimicrobiano,
é utilizado como aditivo promotor de crescimento. Segundo o Comité Misto
FAO / OMS de Peritos em Aditivos Alimentares Joint Expert Committee on
Food Additives (JECFA) é um comité cientifico especializado internacional, que
€ administrado conjuntamente pela Organizagdo das Nagbes Unidas para
Agricultura e Alimentagao (FAO) e pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
e pela Unido Europeia, o promotor € utilizado nas seguintes proporgdes: em
frangos de corte 5 a 50 ppm, poedeiras 10 a 25 ppm, perus 4 a 50 ppm, outras
aves 5 a 20 ppm, suinos 10 a 40 ppm, bovinos 30 a 7 ppm, em peixes nao

foram identificados trabalhos que citam seu uso (75).

Berberina

Como complemento ao antibiético bacitracina, ainda utilizamos na
formulacédo das microparticulas, por nés produzidas, a berberina, caracterizada
como um alcaldide isoquinolina presente em varias plantas, incluindo Coptfis sp.

e Berberis sp.

A berberina ( Figura 9) € um componente habitual na medicina chinesa e
caracterizada por uma diversidade de efeitos farmacologicos, como
antibacteriana, anti-inflamatoria, etc., (52). Barberry (Berberis vulgaris L. familia

Berberidaceae) é bem conhecida no oriente e varias partes desta planta,

38



incluindo a sua raiz, casca, folhas e frutas tém sido utilizados como medicina

popular.

Figura 9 - Molécula da Berberina.
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Fonte: Autor, por meio do programa ACD/ChemSketch.

Estudos realizados sobre a composicdo quimica da planta mostram que
os constituintes mais importantes desta planta sdo os alcaloides da
isoquinolina, como berberina, berbamina e palmatina (76). A berberina
representa um dos mais estudados entre os alcaloides protoberberinos de
ocorréncia natural. Além de B. vulgaris (Berberis), a berberina esta presente em
muitas outras plantas e € usada para o tratamento de diferentes doencgas, como
inflamacgdes do trato digestorio, respiratério e sistema excretor, além de ser um

otimo antibacteriano natural (52,76).

A berberina € um quaternario do tipo, alcaldide biossintetizado por
espécies das familias de plantas Berberidaceae e Ranunculaceae, seu
esqueleto pentaciclico (Figura 9) ¢é derivado de um sistema
benziltetrahidroisoquinolinico com a incorporacdo de um atomo de carbono
extra, fornecido pela S-adenosilmetionina por meio de um grupo N-metila
(77,78). Este carbono estra-esquelético € conhecido como ponte de “ponte
berberin”. A formacdo da ponte berberina € prontamente racionalizada como

um processo oxidativo no qual o grupo N-metila € oxidado a um ion iminio, e

39



uma ciclizagdo para o anel aromatico ocorre em virtude do grupo fendlico
(77,78).

No aspecto mecanicista, a berberina tem uma potente atividade inibitoria
contra a sortase A (SrtA) e a sorteasse B. A inibicdo das enzimas sorteasse
resulta em uma redugao acentuada na viruléncia e no potencial de infecgao de
S. aureus, por isso pode ser um importante mecanismo na atividade
antibacteriana da berberina (76). A berberina ainda interfere na aderéncia dos
estreptococos do grupo A as células hospedeiras, impedindo a complexagao do
acido lipoteicdico com fibronectina ou pela dissolugdo de tais complexos, uma
vez formados, e também inibe a adesdo de E. coli uropatogénica a células

epiteliais por uma redugao na sintese de subunidades fimbriais (76,77,79).

Sua acdo bactericida € conhecida no tratamento de B. vurgaris, infecgao
bacteriana relacionada com diarreia, infecgdes intestinais parasitarias e
oculares. Estudos de Zhongguo Zhong (2009), demonstraram atividade
bacteriana e antifungica significativa para Staphylococcus aureus e Céandida
spp. a associagao com antibidticos também é citada no trabalho, demonstrando

uma interagao entre os dois farmacos, potencializando seus efeitos.

Conforme relatado por Imenshahidi et. al (52) a berberina tem um efeito
sinérgico com alguns antibidticos comuns, especialmente com linezolida,
cefoxitina e eritromicina. Isso sugere o uso potencial da berberina em
combinagdo com outros antibidticos como uma ferramenta terapéutica eficiente

para infec¢cdes bacterianas resistentes a antibiéticos.

Nitroprussiato de sédio

As bacterioses em geral desencadeiam um processo inflamatorio nos
organismos contaminados (80) especialmente em peixes, assim, embora mais
conhecido por suas importantes fungdes de sinalizag&o na fisiologia humana, o
oxido nitrico (NO), também possui um consideravel interesse terapéutico.
Como tal, os sistemas baseados em particulas que permitem a entrega
exdégena sustentada de O&xido nitrico foram objeto de uma investigacao

consideravel nos ultimos anos (81). Além do seu papel nos processos de
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sinalizagao bioldgica e em varias patologias, o NO também demonstrou algum
potencial como agente terapéutico. Em particular, a entrega exdégena de NO
demonstrou ter alguma atividade contra células tumorais (82-84) e
potencialmente util em aplicagdes antimicrobianas (82).

Com o aumento da resisténcia aos antibidticos, tornando-se um
problema clinico, os novos antimicrobianos que liberam NO podem ser
benéficos clinicamente sozinhos ou aplicados ao lado de antibidticos
tradicionais. Para nossos estudos utilizaremos o Nitroprussiato de Sédio como
doador de NO. (Figura 10).

Figura 10 - Molécula do Nitroprussiato de Sodio.
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Fonte: Autor, por meio do programa ACD/ChemSketch.

Pretende-se, utilizar particulas de Alginato recobertas com Quitosana
contendo Bacitracina (BAC), Berberina (BER), e Nitroprussiato de Sodio (NPS)
encapsuladas em sistemas nanoestruturados/microestruturados, para utilizagcao
em tanques de criagdo para controle de bacterioses em Tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus).

A cobertura nas particulas produzidas € essencial para a estabilizagao
das mesmas em modelo experimental in vitro e in vivo; na tentativa de proteger
o farmaco, evitando seu contato direto com o ambiente externo até que atinja

seu alvo.

Para que um medicamento tenha o efeito desejado é necessario que o

mesmo permanega no trato digestério o tempo suficiente para que ocorra a
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absorgao. Neste contexto destacam-se as mucinas como agentes de aderéncia

intestinal.

De acordo com a literatura (39,69,85,86) as glicoproteinas de mucina
desempenham um papel importante na protecdo do intestino contra lesbes
guimicas ou fisicas, mas os mecanismos de protecao e a possivel relacdo entre
a estrutura e a funcdo da mucina nado estdo completamente compreendidos
(82).

Estruturalmente, as mucinas intestinais purificadas s&o um grupo
heterogéneo e polidisperso de glicoproteinas de grande peso molecular que

apresentam diferengas regionais e de desenvolvimento na composigao.

A mucina recém-sintetizada contém mais proteinas e menos carboidratos
do que a mucina adulta e difere da mucina adulta em densidade flutuante e
mobilidade na eletroforese (82).

A fungao primaria da mucina, protecdo do intestino, parece depender de
pelo menos quatro fatores: a taxa e a quantidade de liberagdo de mucina; a
barreira fisica do cobertor de muco viscoso; a provisdo de locais de ligagcao
inibitoria especificos a agentes e proteinas infecciosas e a inclusdo de
imunoglobulinas secretoras para fornecer uma ligagdo ao componente

imunologico do sistema de defesa do hospedeiro intestinal (61).

O muco secretado pelo intestino pode fornecer uma ligagdo entre os
componentes fisicos e imunoldgicos do sistema de defesa do hospedeiro (69).

Com base nas informagdes sobre perdas ocasionadas por bacterioses na
produgdo comercial de peixes que somam quantias na faixa de milhares de
dolares (16), apresentamos este sistema de entrega controlada dos farmacos

onde os mesmos foram conjugados em um sistema sinérgico.

Os Farmacos bacitracina de zinco, berberina e nitroprussiato de sdédio,
apresentam propriedades bacteriostaticas e bactericidas e apdés a
funcionalizagdo serdo adicionados a racdes para fornecimento em tanques de
peixes na fase de engorda, e em aquarios (com grandes volumes de agua)
contaminados por bactérias.
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A protecao oferecida aos farmacos pelo encapsulamento com quitosana e
alginato de sodio tem a finalidade de protege-los e manter sua estabilidade

quimica e fisica, por estarem aprisionados na matriz de alginato de sodio.

ApOs a ingestao das microparticulas espera-se que a interagdo mucina do
intestino reaja com as ligagdes quimicas da quitosana, mantendo a aderéncia

pelo tempo necessario para a liberagao dos farmacos da matriz.

Por se tratar de materiais de custo relativamente baixo e método de
produgao simples e sem a necessidade de equipamentos caros, espera-se que
nosso sistema possa ser utilizado como uma alternativa ao uso de antibiéticos
diretamente na agua, e assim evitar a contaminagao direta e selecdo de

bactérias resistentes.
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3 OBJETIVOS

3.1

OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi o de pesquisar e desenvolver sistema de

entrega de farmacos a base de polimeros naturais que agem como

bactericidas e bacteriostaticos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir e caracterizar as microparticulas propostas
(ALG_QUIT_NPS_BER_BAC) quanto ao diametro, carga superficial,
eficiéncia de encapsulagao, perfil de liberagao dos farmacos;

Avaliar a atividade antibacteriana in vitro de ALG_QUIT_NPS_BER_BAC
em cultura padrao de bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia
coli.

Avaliar a toxicidade in vitro de ALG_QUIT_NPS_BER_BAC em cultura de
bactérias isoladas de espécimes (Oreochromis niloticus)
contaminados de tanques de criagcédo de peixes;

Isolar e identificar bactérias encontradas em peixes doentes ou

mortos de tanques de criagcdo, bactérias consideradas oportunistas

de peixes.
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4 JUSTIFICATIVA

Atualmente as bacterioses, sdo consideradas grandes barreiras
econdmicas enfrentadas na producdo de peixes em tanques e aquarios

domésticos.

A utilizagdo de antibioticos em ambientes aquaticos apresenta grandes
entraves, devido ao fato dos mesmos se solubilizarem com facilidade na agua,

e com isto ndo haver um controle na dose recebida pelo individuo infectado.

Assim, espera-se que os farmacos encapsulados e introduzidos na
alimentagao possibilitem que o farmaco seja consumido e s6 entéo liberado no
sistema digestério do animal, efetivando a acdo bacteriostatica e/ou

bactericida no organismo.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1

MATERIAIS

Os reagentes e equipamentos aqui listados encontram-se nos laboratorios

da Universidade de Brasilia, Campus Faculdade de Ceilandia.

5.1.1

Equipamentos

Abaixo segue listagem de equipamentos utilizados na execugdo dos

estudos:

Agitador de tubos vortex, marca Logen Scientfic®, modelo LSM56-IIl e
marca IKA® modelo Labdance;

Balanca analitica, marca Shimadzu®, modelo AX200;

Capela de fluxo laminar unidirecional marca Veco® modelos CFLV09 e
CFLV12;

Chapa de agitagcdo e aquecimento marca Logen Scientfic® modelo LS61-
220;

Espectrofotdbmetro UV-vis marca Hitachi Hight-Tecnologies Coporation®,
modelo U-3900H;

Micropipetas automaticas com escalas variaveis de 2-20 yL, 20-200 pL e
100-1000 pL, marca Kasvi®, modelo Ecopipette;

Microscopio Eletronico de Varredura FEI QUANTA 250 A®;

Centrifuga de bancada para microtubos, marca Eppendorf®, modelo
MiniSpin;

Dispersador de alto desempenho Ultraturrax, marca IKA®, modelos T25,
equipado com o elemento de dispersdo S25N-25F;

Espectrofotdbmetro de fluorescéncia, marca Hitachi High-Technologies
Corporation®, modelo F-7000;

Espectrofotdmetro de Infravermelho com transformada de Fourier, marca
Shimadzu®, modelo IRPrestige-21;

Espectrofotdmetro para microplacas, marca SpectraMax®, modelo M2;
Espectrofotometro Ultravioleta-visivel (UV-vis), marca Hitachi Hight

Technologies Corporation®, modelo U-3900H;
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51.2

Estufa incubadora de CO,, marca Thermo Scientific®, modelo 8000 WJ;
Instrumento para analise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC),
marca Shimadzu®, modelo DSC-60A;

Medidor de tamanho e potencial zeta, marca Malvern Instruments
Limited®, modelo Zetasizer Nano ZS;

Micropipetas automaticas com escalas variaveis de 2-20 yL, 20-200 pyL e
100- 1.000 pL, marca Capp®, modelo Ecopipette;

Microscopio eletrdnico de varredura marca FEI® modelo Quanta® 250
FEG;

Microscopio optico de luz invertido marca OIympus®, modelo CK2.

Reagentes
Os materiais abaixo listados foram utilizados sem prévia purificagao,

exceto quando indicado pelo fabricante. Segue a lista:

Berberina (BS MM 320,54 g/mol de Sigma Chem. Co.;

Alginato de Sodio (MM: 584,44 g/mol Merck);

Quitosana de baixo peso molecular viscosidade de 20-300 cP, 1 wt. % in
1,0 % acido acético (25 °C, Brookfield) (lit.) (Sigma Chem. Aldrich);

Cloreto de Calcio (MM: 116,44 g/mol, Vetec Quimica Fina®;

Acido acético (C2H402 MM: 60,04 g/mol™ Dinamica, P.A.);

Alcool etilico P.A. ACS, C,HsO, MM 46,06 g/mol, dosagem minima 95,0
%; densidade 0,81 g/mL, marca Vetec Quimica Fina®;

Brometo de potassio, KBr, massa molar de 119,0 g/mol, grau FTIR,
pureza acima de 99,0 %, marca Sigma-Aldrich®;

Fosfato de sddio dibasico dihidratado P.A., Na;HPO4.2H,0, massa molar
de 178,0 g/mol, grau de pureza acima de 99,0 %, marca Vetec Quimica
Fina®;

Fosfato de sédio monobasico monohidratado P.A., NaH;PO4.H,0, massa
molar de 138,0 g/mol, grau de pureza acima de 98,0 %, marca Vetec

Quimica Fina®;
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* Soro fetal bovino, SBF, certificado, originado dos Estados Unidos da
América, nivel de endotoxinas abaixo de 5,0 unidades/mL e nivel de
hemoglobina abaixo de 10,0 mg/dl, marca Gibco®;

* Mucina tipo Il (Sigma Aldrich®)

* Nitroprussiato de sodio, NPS, (NazFe (CN)sNO.2H,0) massa molar 298,0

g/mol, grau de pureza acima de 99,0 %, marca Sigma Aldrich®

Todos os demais reagentes utilizados durante a execugédo deste projeto
apresentaram grau analitico de pureza e nao foram necessarios processos

extras de purificagéo.

5.2 METODOS

5.2.1 Preparo das solucdes estoque

As solugbes estoques de Berberina, Bacitracina e Nitroprussiato de
Sodio foram preparadas utilizando-se 50 mL de agua destilada e as
concentragbes obtidas foram de 1,0 mmol para cada farmaco. As
concentracbes foram calculadas por meio da equacdo de Lambert-Beer

(Equacéo 1).

Quando necessario, medidas de massa foram realizadas em triplicata,
zerando a balanga antes de cada medi¢ao, usando luvas, pingas e espatulas.
Solugdes aquosas foram preparadas com agua ultrapura obtida de um sistema
ultrapurificador de agua da marca Elga®, modelo Purelab Classic DI MK2,
operado a 14,0 mQ.cm.

Com a finalidade de dar mais agilidade aos processos de produg¢ao dos
sistemas e aumentar a reprodutibilidade dos ensaios propostos, foram
preparadas as solugdes estoques e armazenadas em refrigerador para uso

posterior.
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522 Preparo das microparticulas

Para sintese das microparticulas utilizou-se a técnica de gelificagcao
ionotropica conforme citado nas referéncias consultadas (85,87,88) onde
tirarmos proveito da habilidade dos polimeros hidrofilicos carregados
positivamente (quitosana) ou negativamente (alginato de sédio) interagirem
com moléculas de cargas opostas dando origem a redes tridimensionais
reticuladas.

O meétodo utilizado foi escolhido com base em publicagcdes de referéncia na
area (39,85,89,90), por apresentar um custo relativamente baixo, ndo utilizar
solventes toxicos e apresentar um alto rendimento. Foi utilizado neste projeto o
cloreto de calcio (CaCl,) como agente reticulador, que interagiu com o alginato
e a quitosana, formando uma rede polimérica onde os farmacos ficaram
inseridos (85,91).

Foram preparadas cinco solu¢gdes aquosas de quitosana com alginato
seguindo a metodologia abaixo:

* Solugéo (1) contendo: 0,36 g de alginato solubilizado em 19 mL de agua
destilada;
* Solugao (2) contendo: 0,12 g de quitosana; 27 mL de agua destilada; 300

ML de acido aceético; 0,9 g de cloreto de calcio.

ApOs a preparagao das solugdes de quitosana e alginato, foi adicionado a
solugéo de alginato (1) os seguintes farmacos:

Formulagao 1: n&o foi adicionado nenhum dos farmacos, permanecendo
como “branco/vazia”, seguida de gotejamento na solugéo (2) na solugéo (1). As

microparticulas formadas permaneceram overnight.

Formulagao 2: foi adicionado a solugcdo 50 yL de Nitroprussiato a 1,0
mM, seguida de gotejamento na solugdo (2) na solugao (1). As microparticulas

formadas permaneceram overnight.

Formulagado 3: foi adicionado 50 pL de berberina a 1,0 mM, seguida de
gotejamento na solugdo (2) na solugdo (1). As microparticulas formadas

permaneceram overnight.
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Formulagao 4: foi adicionado 50 yL de bacitracina a 1,0 mM, seguida de
gotejamento na solugdo (2) na solugdo (1). As microparticulas formadas

permaneceram overnight.

Formulagao 5: foi adicionado 50 pyL de Nitroprussiato a 1,0 mM + 50 uL
de berberina a 1,0 mM + 50 pL de bacitracina a 1,0 mM, seguida de
gotejamento na solugdo (2) na solucdo (1), as formulagbes 2 e 3

permaneceram overnight.

Para a extrusdo da dispersao polimérica contendo os farmacos a serem
encapsulados, foi utilizada uma seringa com agulha 23G 1 (0,6 x 25 mm),
onde foi gotejada a solugéo sobre o agente reticulante (cloreto de calcio CaCly,),
adicionando-se por gotejamento lentamente a solugdo de alginato em uma
velocidade constante de aproximadamente 90 gotas por minuto, de forma que

as goticulas formadas nao se aglomerassem.

Depois de gotejada toda a solugéo de alginato na solugao de quitosana
a mistura contendo a suspensao de microparticulas foi mantida sob agitagcao
lenta overnight. Ap6s 24 horas as microparticulas formadas foram lavadas 3

vezes com agua ultrapura.

O excesso de agua foi retirado com a ajuda de um conta-gotas e ent&o
deixada em uma superficie plana e protegida de possiveis contaminagdes e
protegida da luz para secagem adequada, a temperatura ambiente, pelo tempo
necessario até massa constante, o que foi obtida ap6s 3 dias.

Depois de totalmente secas foram recolhidas e armazenadas em freezer
para posteriores analises. A Tabela 1, abaixo contém a nomenclatura utilizada
para as formulagdes, e na Figura 11 o processo de sintese das microparticulas:

Tabela 1 - Formulagao, farmacos adicionados e nomenclatura correspondente
adotada.

Formulacao Farmacos adicionados Nomenclatura
F1 Sem farmacos ALG_QUIT_VAZIA
F2 50 pL de Nitroprussiato (1,0 mM) ALG_QUIT_NPS
F3 50 pL de Berberina (1,0 mM) ALG_QUIT_BER
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F4 50 pL de Bacitracina (1,0 mM)

F5 50 pL de Nitroprussiato (1,0 mM)
50 pL de Berberina (1,0 mM)
50 pL de Bacitracina (1,0 mM)

ALG_QUIT_BAC
ALG_QUIT_NPS_BER_BAC

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 11 — Processo de gelificagdo. (A) solugdo contendo Quitosana; (B)
solugédo com Alginato de sodio; (C) farmacos adicionados a solugao de alginato
de sodio conforme tabela 1; (D) solugdo de alginato de sodio contendo as
formulagbes propostas € gotejado na solugdo de Quitosana; as microparticulas
formadas s&o secas (E) e armazenadas em freezer (F).

Fonte: elaborado pelo autor.
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5.2.3 Diametro hidrodinamico e indice de polidispersao (Pdl)

A analise do diametro das microparticulas foi realizada por meio da
técnica de espalhamento dindmico de luz, que consiste em uma técnica nao
destrutiva e bem estabelecida de medicdo do tamanho e da distribuicdo dos
tamanho de particulas, normalmente na regido de 10 nm a 6 um, em geral o
espalhamento de luz mede o movimento browniano das particulas em
suspensao que faz com que o laser do equipamento seja espalhado com
intensidades diferentes, as analises de intensidade resultam na velocidade do
movimento browniano e assim chega-se ao tamanho da particula usando a

relagado de Stokes-Einstein.

O indice de polidispersdo (Pdl) € um parédmetro usado para indicar a

distribuicdo do tamanho e homogeneidade das microparticulas

A medida foi realizada em cubeta contendo agua deionizada e
determinada utilizando o equipamento Zetasizer (Nano-ZS, Malvern
Instruments, Reino Unido).

524 Potencial Zeta

A analise do potencial Zeta visa a obtengdo do valor da carga elétrica na
superficie das microparticulas. Esta medida tem como objetivo prever e
controlar a estabilidade de suspensdes, pois, quanto maior o potencial Zeta
mais provavel que a suspensao seja estavel, pois as particulas carregadas se

repelem umas as outras e essa forga supera a tendéncia natural de agregacao.

A medida foi realizada em cubeta contendo agua deionizada e
determinada utilizando o equipamento Zetasizer (Nano-ZS, Malvern
Instruments, Reino Unido).

5.2.5 Analise morfolégica (MEV)
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Para realizacdo das medidas de microscopia eletrénica de varredura
(MEV), aproximadamente 0,01 g de NP foram transferidas para um microtubo e
suspensas com 1,0 mL de agua ultrapura utilizando-se o homogeneizador
mecanico (modelo T10) com velocidade de 30 000 rpm. Em uma laminula

circular limpa e esterilizada foram depositadas 30 uL dessa suspensao.

Em seguida, esse material foi introduzido no interior de um dessecador a
temperatura ambiente e pressao reduzida por 24 horas. Apds desidratagao, a
lamina foi fixada com fita adesiva condutora dupla face sobre um suporte de
aluminio (stub). Devido a baixa condutividade elétrica das NP, uma fina
camada de ouro (com aproximadamente 40 nm de espessura) foi depositada
revestindo as amostras através de um processo de metalizagcdo em atmosfera
de argbnio. Esse procedimento foi realizado utilizando um equipamento da
marca Balzerse, modelo SCD-050.

As amostras foram examinadas e fotografadas nos aumentos entre 1.000
e 5.000 vezes, operando em tensido de aceleracdo de 5,0 kV no modo de
detecgao de elétrons secundarios.

5.2.6 Avaliacao da Eficiéncia de Encapsulamento (%EE)

Imediatamente apds a preparacdo das particulas foi recolhido o
sobrenadante para calculo da eficiéncia de encapsulagdo (%EE) através da
técnica de UV-vis. Para calculo da concentragdo final de farmaco no
sobrenadante foi utilizada a formula da absorbéncia Lei de Beer-Lambert
(Equacéo 1);

Equacéo 1 - Lei de Beer-Lambert
A = exbxC

Onde: “A” corresponde a absorbancia da amostra;

€” é o coeficiente de extingao molar;

“b” o caminho otico e
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“C” a concentragéo do farmaco na solugao.

A quantificagdo da eficiéncia de encapsulamento foi determinada
utilizando a seguinte Equacéo 2):

Equacao 2 - Eficiéncia de encapsulamento

Farmaco encapsulado

% Eficiéncia de encapsulamento = — - X
Farmaco teoricamente encapsulado

100

5.2.7 Perfil de intumescimento

Parémetros fisico-quimicos como: fracdo da agua retida (Wf), percentual
de hidratagdo (DS%), intumescimento (DSW) e difusdo (Dm) (45,85,92), foram
medidos e analisados para as microparticulas nos pH’s de 5,0, 6,2 e 7 4.

As analises foram executadas baseando-se na variagdo de massa
ocorrida durante o intumescimento das microparticulas poliméricas, as quais

foram aferidas em balanga analitica.

ApoOs a coleta dos dados os valores foram plotados em planilha do Excel®
e aplicadas as equacdes abaixo para cada parametro fisico-quimico, sendo:

Equacéo 3 - Frac&o de agua retida

(m-—mx)

Wf = =

Equacéo 4 - Percentual de hidratagao

%DS = WF.100

Equacao 5 - Percentual de intumescimento

0% = 100, 2—™)

m*
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Equacéo 6 - Difuséo

m
Dm= —
mx

Onde, “m” € a massa da bead intumescida e “m*” € a massa da bead seca.

Para o ensaio da determinacédo da fracdo de agua retida (Wf), foram
separadas 15 microparticulas (cinco para cada pH) aleatoriamente e rotuladas
conforme a solugdo tampado que foi empregada (tamp&o acetato pH 5,0;
tampéo citrato pH 6,2 e tamp&o PBS pH 7,4), as microparticulas foram pesadas
em balanca analitica e tiveram seu tamanho medido com auxilio de um

paquimetro.

As microparticulas foram colocadas em Eppendorf identificadas e
acrescidas com 1,0 mL de agua ultrapura. Os dados foram coletados de uma
em uma hora e anotados para calculos de percentual de hidratacdo e

percentual de intumescimento.

5.2.8 Avaliagao do perfil de liberagdo do Farmaco (UV-vis) em diferentes

pH’s

Para avaliagdo do perfil de liberagdo do farmaco foi utilizado o
Espectrofotdmetro (UV-vis), as microparticulas em um total de treze foram
selecionadas ao acaso, pesadas e acondicionadas em cubeta de quartzo com
caminho 6tico de 1,0 cm, foram utilizadas as solugdes tampao com diferentes
pH’s 5,0; 6,2 e 7,4, os espectros de absorbancia foram coletados a cada 2
minutos, perfazendo um total de cinco horas de analise para cada amostra.

Os dados obtidos foram tratados com o software UV Solutions 3.0® e

transferidos para o programa GraphPad Prism 6.01°.

5.2.9 Medidas de DSC das particulas vazias e contendo os farmacos

Para obtencdo da curva de DSC (Differential Scanning Calorimetry), a

amostra foi macerada e transferida para um cadinho de aluminio onde foi
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medida a massa de aproximadamente 3,0 mg. Em seguida, o material a ser
analisado foi selado através do uso de uma prensa apropriada.

Os ensaios foram realizados em um DSC-60A, sob atmosfera dindmica de
Nitrogénio de 50 mL/min e razdo de aquecimento de 5,0 °C/min, no intervalo de
temperatura compreendido entre 30 e 150 °C. O equipamento de DSC foi
calibrado com indio metalico (pureza acima de 99,99 %; Twsao = 156,4 °C).

As caracterizacdes dos eventos térmicos das amostras foram identificadas
em curvas obtidas apds tratamento com o software TA-60WS® e transferidas
para o programa GraphPad Prism 6.01°.

5.2.10 Analise do espectro de UV-vis das solucdes

A técnica de espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel (UV-vis) foi
utilizada para determinagdo dos picos padroes de cada composto, para
avaliar a eficiéncia de encapsulamento de encapsulamento de cada um dos

farmacos e seu perfil de liberagao.

Espectros de absorcédo eletronica das solugdes e das particulas em
estudo foram obtidos através do uso de um espectrofotdmetro UV-Vis de
duplo feixe, duplo monocromador, com fotomultiplicador da marca Hitachi®,
modelo 3900H. Durante as medidas a fenda de passagem de luz foi mantida
com 2,0 nm de abertura e foram utilizadas cubetas de quartzo com caminho
otico de 1,0 cm. Antes do inicio das leituras, foi obtida a linha de base

utilizando apenas o meio no qual as formulagdes estariam suspensas.

Em seguida, foram realizadas as analises posicionando a cubeta
contendo a formulacdo solubilizada ou em suspensdao aquosa ho
equipamento. Foram obtidas medidas de absorbéancia pelo modo de varredura
dentro da faixa espectral de 200 a 800 nm, com velocidade de escaneamento
de 600 nm/min. os dados obtidos foram tratados com o software UV Solutions
3.0° e transferidos para o programa GraphPad Prism 6.01°.

5.2.11 Medidas de FTIR das particulas vazias e contendo o farmaco
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A técnica de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR) foi utilizada com a finalidade de identificar as principais bandas
caracteristicas de cada componente utilizado na formulagdo. Para tanto,
foram realizadas analises dos compostos puros de Bacitracina de zinco,
Berberina, Nitroprussiato de soédio, Alginato de sodio e Quitosana e das
microparticulas composta por todos o0s componentes em um
espectrofotometro de FTIR. Para a leitura foram utilizadas pastilhas de
brometo de potassio com massa média de 70,0 mg preparadas com
aproximadamente 2,5 % de formulacado, prensadas a 80,0 kN pelo periodo de

3 minutos.

Para cada leitura foram obtidas 40 medidas, com resolugdo de 4,0 cm™
na regido compreendida entre 400 e 4000 cm™ no modo de porcentagem de
transmitancia. Os dados foram tratados com o software IR Solution 1.5° e
transferidos para o programa de construgdo grafica GraphPad Prism 6.01°.

5212 Analise de teste de Bioadesao

Para o teste de Bioades&o foi utilizado o método de Lowry (93), que
apresenta limite de deteccdo de 0,7 mg.L'1 e leituras de absorbancia em
comprimento de onda 750 nm. Neste método, ocorre redugao dos constituintes
ativos do reagente Folin-fenol dos peptideos e proteinas, que é facilitada pela
formagao do quelato entre o cobre (ll) e peptideos/proteinas. Apds a reagéo
ocorrer, sao obtidos os espectros das solugdes, através do Espectrofotdmetro

(UV-vis), e estes comparados com a curva padrao da albumina.

Neste teste foi utilizada 20 mg de microparticulas, onde foram mantidas
em solugdo aquosa de mucina em diferentes concentragdes (0, 40, 80, 120,
160, 200 pg/mL) durante 1 hora em banho termostatizado a 37 °C.

As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 2 minutos e o
sobrenadante foi utilizado para a quantificacdo de mucina livre, para isto foi

utilizado o ensaio colorimétrico com reagente de Lowry.

5.2.13 Analise da Interagao Bacteriana in vitro
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Escherichia coli estirpe J96 e Staphylococcus aureus estirpe ATCC 25923
foram inoculadas em meio de caldo de Muller-Hinton (MHB) de estoques
congelados em glicerol a 25 % a -80 ° C. A cultura foi realizada durante a noite
em pH 7,0 a 37 °C com agitagao orbital de 180 RPM.

No dia seguinte amostras de cada cultura foram inoculadas em duplicados
em 3 mL de meio MHB (Agar Mueller-Hinton) em tubos estéreis de 15 mL

contendo as seguintes quantidades de microparticulas em gramas (Tabela 2).

Tabela 2 - Quantidade de microparticulas em gramas utilizado para inoculagéo
em tubos estéreis.

Formulacao Tubo 1 (g) Tubo 2 (g)
Vazias 0,5414 0,5411
BAC 0,5235 0,5371
BER 0,5032 0,5021
SNP 0,5162 0,5211
BAC/BER/NPS 0,5347 0,5538

Sendo: bacitracina BAC; berberina BER; nitroprussiato SNP; microparticulas com todos
farmacos BAR/BER/NPS.

Fonte: elaborado pelo autor.

Os compostos nao encapsulados BAC, BER e SNP foram utilizados como
controle para sua atividade antibacteriana, assim como o controle extra

Ampicilina com a concentragcdo de 10 mg/mL.

As microparticulas Vazias foram usadas em meio MHB sem inoculo
bacteriano, a fim de verificar a contaminagao das microparticulas e também na
presenca de E. coli ou S. aureus para verificar qualquer atividade

antibacteriana do material das microparticulas.

O crescimento bacteriano e a atividade bacteriostatica foram avaliados
por turbidimetria a 600 nm por 24 horas de incubacdo na presenca dos
compostos isolados ou encapsulados.

A atividade bactericida foi verificada pelo crescimento em meio de agar
Muller-Hinton (MHA), apods diluigbes seriadas e contagem de unidades
formadoras de col6nias por mL de amostra (UFC/mL).
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5.2.14 Autorizagao para coleta de material biolégico

Os peixes foram coletados seguindo o protocolo submetido e aprovado
pelo CEUA (Comissdo de Etica no uso de Animais) do Instituto Federal de
Rondénia, conforme protocolo numero 013/2019, de acordo com o disposto na
Lei n°.11.794 de 08/10/2008 e Resolugdgo Normativa n° 01 de
09/07/2010/CONCEA.

5.2.15 Isolamento de bactérias em peixes

Os peixes (Tilapias) foram coletados utilizando um puga, no pesqueiro do
Lupatini localizado na area rural de Vilhena RO (12° 44' 26" S, 60° 8' 45" W), no
tanque de pesca numero trés, as dimensdes do tanque sdo de 53 x 20 x 2,5,

totalizando um volume de aproximadamente 2650 m?® de agua.

A coleta foi de trés espécimes sendo um vivo sem sintomas aparentes,
um morto e um boiando apresentando sinais de contaminagao por bacterioses,
mas com sinais vitais ainda. A média de comprimento do corpo dos trés
espécimes estava em 35 cm e com 230 gr. de peso.

No mesmo momento foram coletadas as amostras com um swab estéril
(depositadas em solucéo salina 3 %), das branquias e pele de todos espécimes
coletados.

Do espécime morto foram coletadas as amostras de pele e branquias
com o swab e depois de realizar a esterilizacdo da carcagca com alcool 70 % e
hipoclorito de sadio, foi retirado uma amostra do figado do mesmo para cultura
posterior de bactérias em placa.

As amostras recolhidas foram encaminhadas para o laboratorio de
microbiologia do Instituto Federal de Ronddnia onde foram realizados os testes
de identificagao, e posteriores testes de sensibilidade as microparticulas.

5.2.16 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em ftriplicata e os dados numéricos

apresentados como uma média * desvio padrao (SD, Standard Deviation). As
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analises estatisticas foram realizadas usando o programa GraphPad Prism®,
versao 6.01. A diferenga estatistica entre grupos foi determinada pela ANOVA e
pelo pos-teste de Tukey, sendo considerado estatisticamente significativo P <
0,0010.
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6 RESULTADOS
6.1 Estudos de Controle de Farmacos

A proposta deste trabalho se baseia em uma nova formulagdo para
administragdo de um farmaco ja catalogado e liberado pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (94), a bacitracina de zinco.

Para efeitos de registro da formulagdo aqui apresentada, seguiremos os

critérios analogos aos adotados para os medicamentos novos.

Segundo a ANVISA (94), uma avaliagdo de registro costuma ser dividida
em trés partes: analise farmacotécnica, analise de eficacia, e analise de

seguranga (94).

A analise farmacotécnica inclui a verificagdo de todas as etapas da
fabricacdo do medicamento desde aquisicdo dos materiais, produgao, controle
de qualidade, liberagdo do farmaco no organismo e sua eficiéncia (94).

Destas, neste trabalho foi realizada a “fabricagdo” e analises de
caracterizagao, liberacao e testes de eficacia in vitro.

6.2 Preparo e Avaliagao das microparticulas (microparticulas)

O preparo das microparticulas foi realizado por meio da técnica de
geleificagdo ionotrépica, sendo uma técnica considerada simples, que nao
utiliza solventes orgénicos téxicos e com possibilidade de produgdo em escala
comercial (39).

Seu preparo consiste na habilidade dos polimeros hidrofilicos carregados
positiva ou negativamente interagirem com moléculas de cargas opostas dando

origem a redes tridimensionais reticuladas (Figura 12) (39,40).
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Figura 12 - Esquema de formagdo de redes tridimensionais entre os polimeros
Alginato e Quitosana na presenga de Cloreto de Calcio.

a - ALG ALG + BAC + BER + NPS Qul

Onde: Bacitracina de Zinco (BAC), Berberina (BER), Nitroprussiato de Sédio (NPS), Alginato de
Saddio (ALG), Quitosana (QUI) e Cloreto de Calcio (CaCly).
Fonte: elaborado pelo autor.

Neste projeto, foi utilizado o cloreto de calcio (CaCl,) como agente
reticulador, que interagiu com o alginato e a quitosana, formando uma rede

polimérica onde os farmacos ficaram inseridos (Figura 12).

Assim que preparadas as particulas foram submetidas as analises de

caracterizagao, que segue nos topicos seguintes.
6.3 Carga superficial das microparticulas

As propriedades de carga s&o essenciais para a fungao do transportador
do farmaco, pois, na passagem pelo trato digestivo as microparticulas sofrerao
a agao do meio mais acido do estdmago, ja no intestino o meio mais basico.

Como esperado, as particulas apresentaram um valor de carga superficial
(Zeta) em torno de +0,305 mV, devido aos grupos amino e carboxila da
superficie, conforme relatado em trabalhos da literatura (95), a introducéo de
quitosana pode melhorar as propriedades bioadesivas das microparticulas a
regides especificas do trato gastrointestinal, como o estémago, intestino
delgado, ileo, célon e mucosa bucal. Assim, como sistema de entrega de
farmaco oral, € possivel prolongar o tempo de residéncia no sitio da aplicagéo e
absorgao (44,96).

6.4 Analise morfologica (MEV)
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A morfologia da superficie de microparticulas de compadsito de alginato de
sédio / quitosana foi investigada por analises MEV como mostrado na Figura 13
Ae 7B.

Microparticulas de alginato/quitosana reticuladas por CaCl, exibiram
morfologia esférica em solugdo aquosa e entumeceram quando colocadas no

meio aquoso.

As dimensdes observadas para as microparticulas molhadas sugerem
alta qualidade de intumescimento e capacidade de retencdo de agua das
microparticulas. O exame detalhado da estrutura superficial por MEV (Figura 13
— C e D) revela rugas severas causadas pelo colapso parcial da rede polimérica
durante a secagem, as quais estdo de acordo com outros resultados
observados na literatura (97).

64



Figura 13 - Morfologia externa das microparticulas vazias operando a 10-20 kV,
com o detector de elétrons retroespalhados BSED. (A) ampliagdo de 100X, (C)
ampliagdo de 1.000X. Morfologia externa do BAC, BER e SNP aprisionados em
esferas compostas de alginato / quitosana.

B

Fonte: imagens do autor.

6.5 Eficiéncia de Encapsulagao (EE%)

A eficiéncia de encapsulagéo foi obtida utilizando-se o método indireto

qgue consiste no calculo da concentracdo dos farmacos no sobrenadante.

O calculo da concentracao final dos compostos foi realizado utilizando-se
a equagao de Lambert-Beer A = exbxC (Equacdo 1) onde a absorbancia (A)

tem a relacéo direta entre o coeficiente de extingdo molar (¢), a distancia (b)
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que o feixe de laser atravessa (cubeta) e a concentracdo da substancia na
solucgao.

A porcentagem de eficiéncia de encapsulamento obtida foi de 99 + 0,5
%.

6.6 Analise de perfil de intumescimento
Fracao de agua retida, difusao e percentual de hidratagcao

Amostras de microparticulas foram separadas aleatoriamente, medidas
com o auxilio de um paquimetro, identificadas em Eppendorfs, em seguida foi
adicionado 1 mL de tampao acetato pH 5,0; tampao citrato pH 6,2 e tampao
PBS pH 7,4 a cada amostra. A Tabela 3 mostra o diametro das microparticulas
inicial (secas) e sua variagdo de diametro com o processo de intumescimento
(Figura 15)

Podemos perceber que as amostras submetidas ao pH 5,0 tiveram seu
intumescimento mais lento levando 5 horas até a dissolugdo das particulas
(Tabela 3), essa caracteristica pode ser atribuida as liga¢gées do grupo amina
da quitosana que, em meio aquoso (pKa = 6,3 - 6,7) (42,62,64), faz com que a
quitosana se solubilize no meio de dissolu¢do de pH 6,2 (Tabela 3), mas nao
na solugao tamp&o. No pH 5,0, os grupos amina sao facilmente protonados(62)
impedindo a liberagdo do conteudo de sua matriz. Na Figura 14 podemos ver
as imagens das microparticulas apés duas horas em meio aquoso com pH 5,0.

O grafico da  Figura 15 contém a variagdo de tamanho das
microparticulas durante o processo de intumescimento, compreendendo o

periodo total de quatro horas, nos diferentes pH’s sendo 5,0; 6,2 e 7,4.
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Figura 14 — Microparticulas secas e intumescidas. Em (A) microparticulas
secas, em (B) microparticulas ap6s o processo de intumescimento (apos 2h)
em meio aquoso pH 5,0.

,

.‘ >
s
Fonte: imagens do autor.

Tabela 3 - Variagdo de didmetro (mm) das microparticulas em solu¢gdo aquosa,
empH's 5,0,6,2e7,4

SECAS 1h 2h 3h 4h
pH (mm)  (mm) (mm) (mm) (mm)
50 0728 0,868 1,34 2,07 2,16

BCA 62 0,704 2,040 2,40 0 0
74 0,784 1,986 2,33 0 0
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5,0 0,9 1,150 1,38 1,922 2,08
BER 6,2 0,854 2,040 2,42 0 0
7,4 0,85 2,028 2,03 0 0

50 0,744 1,040 1,32 1,88 2,03
NPS 6,2 0,754 2,028 2,42 0 0
74 0,756 1,480 2,12 0 0

50 0,868 1,034 1,34 1,78 2,02
BAC 6,2 0,866 1,992 2,48 0 0
74 0,858 1,400 2,00 0 0

50 0,768 1,026 1,36 1,8 2,02
3COMP. 6,2 0,758 2,382 2,48 0 0
74 0,768 1,580 2,04 0 0

Sendo: BCA (branco, particulas de alginato recobertas com quitosana sem os farmacos); BAC
(bacitracina de zinco); BER (berberina); NPS (nitroprussiato de s6dio) e 3 COMP (trés farmacos
utilizados).

Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 4 - Composto de microparticulas de alginato / quitosana: caracteristica
de intumescimento e liberacdo dos farmacos no periodo de cinco horas.

pH We ECW % H Dsw TC
(horas)

50 0,0196 1,96 61,83 2,62 5

BCA 6,2 Agr. Agr. Agr. Agr. 5
7,4 0,4415 44,15 97,27 36,60 J

50 0,0175 1,75 59,12 2,45 5

BER 6,2 0,1848 18,48 93,43 15,22 J
7,4 0,0254 2,54 65,97 2,94 5

5,0 0,1098 10,98 91,96 12,44 5

NPS 6,2 Agr. Agr. Agr. Agr. 5
7,4 0,1380 13,80 91,82 12,22 5

50 0,1198 13,98 93,96 13,54 5

BAC 6,2 Agr. Agr. Agr. Agr. 5
7,4 0,1423 14,56 93,47 4,28 5

50 0,0162 1,62 55,10 2,23 5

3COMP. 6,2 Agr. Agr. Agr. Agr. 5
7,4 0,2077 20,77 94,71 18,91 J

Sendo: BCA (branco, particulas de alginato recobertas com quitosana sem os farmacos); BAC
(bacitracina de zinco); BER (berberina); NPS (nitroprussiato de s6dio) e 3 COMP (irés farmacos
utilizados). Wf (fragdo de agua retida); ECW (coeficiente de difusdo); % H (percentagem de
hidratacdo); DSw (intumescimento); TC (curso do tempo); Agr. Agregagao.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 5 - Comportamento fisico do composto de microparticulas de alginato /
quitosana durante o processo de intumescimento e liberagdo dos farmacos no
decorrer do tempo.

SECAS 1h 2h 3h 4h 5h

pH
BCA 5,0 solidas solidas semi solida semi solida degradada  dissolvidas
6,2 solidas maleavel Gelatinosa dissolvidas  dissolvidas dissolvidas
7,4 solidas maleavel Maleavel degradada  dissolvidas dissolvidas
BER 5,0 solidas solidas semi solida semi solida degradada  dissolvidas
6,2 solidas muito maleavel Gelatinosa dissolvidas  dissolvidas dissolvidas
7,4 solidas maleavel Maleavel degradada  dissolvidas dissolvidas
NPS 5,0 solidas solidas semi solida semi solida degradada  dissolvidas
6,2 solidas maleavel Gelatinosa dissolvidas  dissolvidas dissolvidas
7,4 solidas maleavel Maleavel degradada  degradada dissolvidas
BAC 5,0 solidas solidas semi solida semi solida  dissolvidas dissolvidas
6,2 solidas maleavel Gelatinosa dissolvidas  dissolvidas dissolvidas
7,4 solidas maleavel Maleavel degradada  dissolvidas dissolvidas
3 5,0 sélidas sélidas semi solida semi sdlida degradada dissolvidas
COMP. 6,2 solidas maleavel Gelatinosa dissolvidas  dissolvidas dissolvidas
7,4 solidas maleavel Maleavel degradada  dissolvidas dissolvidas

Sendo: BCA (branco, particulas de alginato recobertas com quitosana sem os farmacos); BAC
(bacitracina de zinco); BER (berberina); NPS (nitroprussiato de s6dio) e 3 COMP (irés farmacos
utilizados).

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 15 - Variacdo de tamanho do composto de microparticulas de alginato /
quitosana durante o processo de intumescimento e liberagdo dos farmacos no
decorrer do tempo.

3.0

Inicial (secas)

1 hora

2 horas

3 horas

4 horas

Diametro (mm)

Amostra

Sendo: BCA (branco, particulas de alginato recobertas com quitosana sem os farmacos); BAC
(bacitracina de zinco); BER (berberina); NPS (nitroprussiato de s6dio) e 3 COMP (irés farmacos
utilizados).

Fonte: elaborada pelo autor.

6.7 Perfil de Liberacao em pH'’s diferentes e cinética

O ensaio de dissolugdo dos farmacos para determinagdo do perfil de
liberacdo (in vitro) ao longo do tempo foi realizado utilizando-se as
microparticulas preparadas conforme o item 4.1.2, seguindo-se da pesagem de
amostras das mesmas, tendo-se microparticulas com Berberina (10,0 = 2,0
mg); microparticulas com Nitroprussiato de Sodio (10,0 + 1,0 mg);
microparticulas com Bacitracina (10,0 = 3,0 mg) e microparticulas vazias (10,0

+ 0,5 mg).

O ensaio foi realizado na propria cubeta do UV-VIS, utilizando como
solvente as solugdes tampado com pH’s de 5,0, 6,2 e 7,4 visando simular a
variagdo que ocorre ao longo do trato gastrintestinal (39,66). A quantidade de
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farmaco liberada foi determinada em espectrofotémetro UV-Visivel, no

comprimento de onda correspondente a maxima absorgéo para cada farmaco.

Na Figura 16 podemos acompanhar o perfil de liberagdo obtido do
farmaco Bacitracina de zinco, no comprimento de onda fixo de 254 nm, durante

o tempo de 17500 s, (5 horas) de coleta de dados.

Figura 16 - Perfil cumulativo de liberagdo das particulas contendo o farmaco
Bacitracina de zinco a 37 °C nos pH’s 5,0 (preto), 6,2 (azul), e 7,4 (vermelho)
apos 17500 segundos, leitura realizada no comprimento de onda de 254 nm.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Nos primeiros 2500 segundos as microparticulas nos pH’'s 5,0 e 7,4 se
mantiveram estaveis com pouca liberagdo do farmaco, apdés este momento
houve um aumento linear da liberagéo, ja no pH 6,2 a liberagado do farmaco se

deu desde o inicio da coleta de dados, com uma grande diferenga em relagao
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aos outros pH’s, em aproximadamente 10000 s a liberagdo em pH 6,2 elevou-
se além dos outros pH’s e depois manteve-se constante.

O resultado que obtivemos com a Berberina, no comprimento de onda
fixo de 344 nm encontra-se na Figura 17, onde podemos verificar que houve
uma liberacdo maior no pH 7,4 entre o tempo inicial € nos 2500 s € nos pH’s
5,0 e 6,2 os mesmos permaneceram com o0 mesmo perfil de liberagdo ao longo
do tempo até atingirem o patamar estavel nos 10000 s.

Figura 17 - Perfil cumulativo de liberagdo das particulas contendo o farmaco

Berberina a 37 °C nos pH's 5,0 (preto), 6,2 (azul), e 7,4 (vermelho) apdés 17500
segundos, leitura realizada no comprimento de onda de 344 nm.
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Fonte: elaborada pelo autor.

O perfil de liberagdo do Nitroprussiato de Sdédio pode ser observado na
Figura 18, obtida no comprimento de onda de 260 nm. Nota-se uma grande
liberacdo de Nitroprussiato ja nos primeiros segundos, o que pode ser atribuido
a sua solubilidade elevada (70), no periodo de 2500 s até 10000 s os perfis de
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pH’s 6,2 e 7,4 mantiveram-se estaveis e apods este periodo as microparticulas
no pH 7,4 liberam mais Nitroprussiato que os outros perfis.

Figura 18 - Perfil cumulativo de liberagdo das particulas contendo o farmaco
Nitroprussiato de sodio a 37 °C nos pH’'s 5,0 (preto), 6,2 (azul), e 7,4
(vermelho) apos 17500 segundos, leitura realizada no comprimento de onda de
260 nm.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Apos os testes com os farmacos separados, utilizamos as amostras com
os trés farmacos encapsulados, as leituras foram realizadas no comprimento de
onda de 344 nm, mesma da berberina, por apresentar um comprimento de
onda de absorbédncia que n&o se sobrepbe aos da bacitracina e do
nitroprussiato, evitando efeito aditivo. O perfil de liberacdo obtido pode ser
observado na figura 16.

Figura 19 - Perfil cumulativo de liberagao das particulas contendo os farmacos
NPS_BER_BAC & 37 °C nos pH’s 5,0 (preto), 6,2 (azul), e 7,4 (vermelho) apos
17500 segundos, leitura realizada no comprimento de onda de 344 nm.

1.0
* pHS50 .
........
b pH 6,2 * .....Oo.
0.81 . .
' e pH 7.4 . L
. * .
. .
© ¢ o ......:::
O 0.61 ¢ ....: c.o"'. C
<% ¢ . sse®*® % *
] Sone o
— » .
o o
2 0.41 .o.. . *
.
0.... c.. t...
ot .:. P L
. ot o
0.21 prese®™ e
-~ .'a‘m““o““ o¥ ge0®
- l‘z..’
0.0 ** _-...’:‘.::::.. *
0 2500 5000 7500 10000 12500 15000 17500
Tempo (s)

Fonte: elaborada pelo autor.

Nos primeiros 2500 segundos é observado uma rapida liberagdo do
farmaco no pH 7,4 o qual pode ser atribuido ao farmaco associado a superficie
da particula, pois apresentou o mesmo perfil da Figura 17 que mostra a
liberacdo da Berberina encapsulada, em seguida, se observa que as

microparticulas (provavelmente ja intumescidas) no pH 5,0 sofreram uma
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grande liberagao de farmacos no periodo de 9000s até 14000 s, sofrendo uma
reducdo apos este periodo. Nos pH's 6,2 e 7,4 a liberacdo foi crescente e

constante até os 15000 segundos.

Foram realizados testes de modelagem cinética utilizando os modelos de
ordem zero, um, dois e trés; Korsmeyer-Peppas; Weibull; Hixson-Crowell,
Higuchi; Baker-Lonsdale; Michaelis-Menten e Equacao de Hill, os resultados de

ajuste do r?, encontram-se na Tabela 6.

Com base nos resultados da Tabela 6, o modelo cinético que mais
explica o perfil de liberacdo ao pH 5,0 é Hixson-Crowell onde os dados de
dissolucdo sao tragados de acordo com a lei da raiz cubica de Hixson-Crowell
(49,90,98,99), isto €, a raiz cubica da concentragao inicial menos a raiz cubica
da percentagem permaneceu, como uma fungdo do tempo indicando uma

relacao linear.

Tabela 6 - Modelo cinético de degradagdo das microparticulas contendo os 3
compostos em diferentes pH’s, resultados de r* de cada modelo utilizado.

MODELO CINETICO pH 5,0 pH 6,2 pH7,4
MODEL ORDER IS 0 8,654E-001 9,435E-001 8,942E-001
MODEL ORDER IS 1 4,354E-001 3,822E-001 2,083E-001
MODEL ORDER IS 2 3,041E-001 6,664E-002 3,368E-002
MODEL ORDER IS 3 3,041E-001 6,664E-002 3,368E-002
KORSMEYER-PEPPAS 2,508E-001 5,987E-001 9,782E-001
WEIBULL 2,508E-001 5,986E-001 9,781E-001
HIXSON-CROWELL 9,031E-001 8,701E-001 8,563E-001
HIGUCHI -1,035E+000 -3,688E-001 5,074E-001
BAKER-LONSDALE 7,502E-001 8,635E-001 7,901E-001
MICHAELIS-MENTEN 8,989E-002  4,944E-001 9,999E-001
HILL EQUATION 2,508E-001 5,986E-001 9,781E-001

Fonte: elaborada pelo autor.

As microparticulas que permaneceram na solugcdo tampéo com o pH 6,2,
seguiram um padrdo descrito como de ordem zero, que se baseia na liberagao
lenta da substancia ativa, em um primeiro momento imediata motivada ou pela

liberacdo do farmaco existente a superficie do sistema ou por alteragdes que se
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verificam na estrutura do sistema, com consequente liberacdo imediata dos

farmacos seguido de uma liberagédo lenta (45,98,100,101).

A liberagao dos farmacos no pH 7,4, conforme a Tabela 6 se caracteriza
pelo modelo Michaelis-Menten que explica a relagdo entre a concentragdo do
meio e a matriz, onde a velocidade da liberagao depende da relacédo entre as
grandezas concentragdo e matriz, onde a velocidade é rapida no inicio e

constante no decorrer da reagao (70,102,103).
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Figura 20 - Perfil cumulativo de liberacdo das particulas contendo os farmacos
NPS_BER_BAC a 37°C no pH 5,0 (pontilhado), apés 17500 segundos, leitura realizada no
comprimento de onda de 344 nm. Abaixo comparativo com o modelo de cinética de Hixson-
Crowell (linha continua).
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Sendo: Valores observados (pontilhados) e valores previstos segundo cada modelo (linha continua).

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 21 - Perfil cumulativo de liberacdo das particulas contendo os farmacos
NPS_BER_BAC a 37°C no pH 6,2 (pontilhado), apés 17500 segundos, leitura realizada no
comprimento de onda de 344 nm. Abaixo comparativo com o modelo de cinética de Ordem
Zero (linha continua).
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Sendo: Valores observados (pontilhados) e valores previstos segundo cada modelo (linha continua).

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 22 - Perfil cumulativo de

liberagcdo das particulas contendo os farmacos

NPS_BER_BAC a 37°C no pH 7,0 (pontilhado), apés 17500 segundos, leitura realizada no
comprimento de onda de 344 nm. Abaixo comparativo com o modelo de cinética de

Michaelis-Menten (linha continua).
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Sendo: Valores observados (pontilhados) e valores previstos segundo cada modelo (linha continua).

Fonte: elaborada pelo autor.
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6.8 Analise de DSC

Esta técnica consiste em medir a variagdo de entalpia que ocorre entre a
amostra e um material de referéncia durante o processo de
aquecimento/resfriamento, o sistema de controle aumenta imediatamente a
energia fornecida para a amostra ou para a referéncia, dependendo do
processo envolvido ser endotérmico ou exotérmico, com a finalidade de manter

a amostra e referéncia com a mesma temperatura (97,104,105).

As curvas de DSC da Bacitracina, Berberina e Nitroprussiato de Saodio
foram obtidas através de um calorimetro SHIMADZU, modelo DSC-60A,
calibrado com padrao indio, com a finalidade de se obter informacdes sobre as

caracteristicas térmicas das microparticulas.

Na Figura 23, temos o perfil de DSC das particulas vazias, compostas por
alginato e quitosana. A partir dos 114 °C a amostra podemos observar um
evento endotérmico, onde o material volatil e a agua comegam a evaporar com
um comprimentos de onda (seta) endotérmico em 1027 s, deste momento em
diante a temperatura da amostra comeca a elevar-se até, com um pequeno
patamar de estabilizagdo entre 2355 s e 2539 segundos, a uma temperatura de
137 °C este patamar pode significar a cristalizacdo da amostra, pois a partir
deste momento a temperatura se eleva em um evento exotérmico com
comprimentos de onda de temperatura em 516 °C que degrada a amostra.
Figura 23 - DSC das microparticulas Vazias, sob atmosfera dinamica de

Nitrogénio de 50 mL/min e razdo de aquecimento de 5,0 °C/min, no intervalo de
temperatura compreendido entre 30 e 150 °C.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A amostra composta por alginato, quitosana e berberina (Figura 24)
absorveu calor em uma faixa praticamente constante de aproximadamente 85
°C (com a volatizagdo da agua principalmente), apds a temperatura elevou-se
para 99,2 °C até 129 °C no periodo de tempo de 582 segundos, deste momento
em diante a temperatura elevou-se em um evento exotérmico até a temperatura

maxima de 476 °C, apds houve a degradagédo da amostra.
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Figura 24 - DSC das microparticulas com Berberina, sob atmosfera dinamica
de Nitrogénio de 50 mL/min e razdo de aquecimento de 5,0 °C/min, no intervalo
de temperatura compreendido entre 30 e 150 °C.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Microparticulas compostas por alginato, quitosana e bacitracina de zinco
submetidas a analise de DSC (Figura 25) apresentaram o0 mesmo
comportamento da microparticulas vazias com um comprimentos de onda
endotérmico (seta) em 1027 segundos, a partir deste ponto temos trés
patamares (breves) de eventos exotérmicos o primeiro em 2253 s a
temperatura de ~121 °C, o segundo em 2570 s a temperatura de ~339 °C, o
terceiro patamar ocorreu em 2774 s a 452 °C, e pér fim a amostra atingiu o
comprimento de onda maximo de 470 °C aos 2845 segundos seguindo-se da
degradacgao da amostra. Este comportamento pode ser explicado pela molécula
da bacitracina, pois a mesma €& um polipeptidio (106-108), e estes possuem
pontos de fus&o e ebulicdo diferentes para cada segmento da molécula.
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Figura 25 - DSC das microparticulas com Bacitracina, sob atmosfera dinamica
de Nitrogénio de 50 mL/min e raz&o de aquecimento de 5 °C/min, no intervalo
de temperatura compreendido entre 30 e 150 °C.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Na Figura 26 esta representado o perfil de microparticulas com alginato,
quitosana e Nitroprussiato de Sédio (utilizado como doador de Oxido Nitrico), a
amostra absorveu temperatura até os 2190 s a 77 °C, neste momento ocorreu
um patamar de estabilizacdo por 276 s a uma temperatura de
aproximadamente de 125 °C, apos elevou-se ao maximo de 487 °C aos 2905 s
seguido de um periodo de perda de massa até o ponto de 3120 segundos a
249 °C onde podemos ver um comprimentos de onda de exotérmico, apds
seguiu-se da degradagdo da amostra
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Figura 26 - DSC das microparticulas com Nitroprussiato de Sodio, sob
atmosfera dinamica de Nitrogénio de 50 mL/min e razdo de aquecimento de 5
°C/min, no intervalo de temperatura compreendido entre 30 e 150 °C.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Apos a analise DSC das microparticulas com os componentes da
formulacdo em separado, realizamos a analise do perfil das microparticulas
compostas por alginato, quitosana, bacitracina, berberina e Nitroprussiato
(Figura 27), como podemos observar o mesmo ponto exotérmico (a) obtido nas
particulas vazias, os patamares de elevacao e estabilizacdo no ponto “b” das
particulas vazias, com berberina e com Nitroprussiato, e por fim o mesmo
comprimentos de onda (c) encontrado no perfil das microparticulas com

Nitroprussiato.
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Figura 27 - DSC da microparticulas com ALG_QUI_NPS_BER BAC, sob
atmosfera dinamica de Nitrogénio de 50 mL/min e razdo de aquecimento de 5
°C/min, no intervalo de temperatura compreendido entre 30 e 150 °C.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 28 - Curvas DSCs com microparticulas contendo: Berberina, Bacitracina
de zinco e Nitroprussiato de sodio (3COM); Berberina (BER); somente as
microparticulas sem farmacos (Vazia); Bacitracina de zinco (BAC) e com
Nitroprussiato de sodio (NPS), sob atmosfera dindmica de Nitrogénio de 50
mL/min e razdo de aquecimento de 5 °C/min, no intervalo de temperatura
compreendido entre 30 e 150 °C.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A amostra composta por alginato, quitosana e berberina (® BER)
absorveu calor em uma faixa praticamente constante de aproximadamente 85
°C (com a volatizagdo da agua principalmente), apds a temperatura elevou-se
para 99,2 °C até 129 °C no periodo de tempo de 582 segundos, deste momento
em diante a temperatura elevou-se em um evento exotérmico até a temperatura

maxima de 476 °C, apds houve a degradagédo da amostra.

Microparticulas compostas por alginato, quitosana e bacitracina (® BAC)
submetidas a analise de DSC, apresentaram o mesmo comportamento da
microparticulas vazias com um comprimentos de onda endotérmico em 1027
segundos, a partir deste ponto temos trés patamares (breves) de eventos
exotérmicos o primeiro em 2253 s a temperatura de ~121 °C, o segundo em

2570 s a temperatura de ~339 °C, o terceiro patamar ocorreu em 2774 s a 452
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°C, e por fim a amostra atingiu o comprimentos de onda maximo de 470 °C aos
2845 segundos seguindo-se da degradagao da amostra.

Este comportamento pode ser explicado pela molécula da bacitracina,
pois a mesma € um polipeptidio (106—108), e estes possuem pontos de fusédo e
ebulicdo diferente para cada segmento da molécula.

Na linha (® NPS) esta representado o perfil de microparticulas com
alginato, quitosana e Nitroprussiato de Sédio (utilizado como doador de Oxido
Nitrico), a amostra absorveu temperatura até os 2190 s a 77 °C, neste
momento ocorreu um patamar de estabilizagdo por 276 s a uma temperatura de
aproximadamente de 125 °C, apos elevou-se ao maximo de 487 °C aos 2905 s
seguido de um periodo de perda de massa até o ponto de 3120 segundos a
249 °C onde podemos ver um comprimentos de onda exotérmico, apds seguiu-

se da degradacdo da amostra.
Por fim podemos considerar apos a analise da

Figura 28 e comparagdo dos perfis em separado, que a linha que
representa os componentes (bacitracina, berberina e Nitroprussiato) agregados
a matriz de alginato com quitosana ( 3COM) que as microparticulas sao
termicamente estaveis e apresentam as propriedades dos compostos
(analisados de forma em separado) utilizados em sua formag&o, assim, os
resultados nos mostram que as microparticulas possuem as caracteristicas de

estabilidade térmica necessarias para a aplicagcdo em temperatura ambiente.

6.9 Analise dos espectros UV-vis dos componentes

As medidas de absorbéancia na regido do UV-vis das solu¢des aquosas de
bacitracina de zinco, berberina e Nitroprussiato de sddio nas concentragcdes de
1 mM foram obtidas pelo modo de varredura dentro da faixa espectral de 200 a
800 nm, com velocidade de escaneamento de 600 nm/min.

A utilizagdo dos farmacos nas concentracbes de 1 mM foi baseada nas
referéncias encontradas onde o ICsy da bacitracina utilizada como bactericida &
de 0,01 mM (74,109) o da berberina (ICso em que apresentou atividade
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bactericida) de 0,3 pg/ml (0,00081 mM) (79) nitroprussiato € 0,01 a 2,0 mM
(79), assim para maior controle das velocidades de liberagdo optamos por

manter as concentragdes em 1 mmol para todos os farmacos.

Os valores das leituras dos picos de absorbancia e intensidade dos
farmacos conforme a Tabela 7 abaixo, foram utilizados na determinagdo do
perfil de liberagao dos farmacos no periodo de 5 horas de coletas de dados.

Tabela 7 - Dados referentes aos comprimentos de onda de absorbancia (nm)
caracteristicos dos farmacos com intensidade em absorbancia (A).

FARMACO DE ONDA (NM) (mM) ¢ INTENSIDADE (A)
BACITRACINA DE 254 1,00 0,1390
ZINCO
BERBERINA 344 1,00 0,0337
NITRQPRUSSIATO 260 1,00 0,6712
DE SODIO

Comprimentos de onda de absorbancia caracteristicos dos farmacos.

Fonte: elaborada pelo autor.

6.10 Analise de FTIR

A anadlise de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR), € uma das técnicas mais utilizadas para caracterizar compostos
quimicos caracterizados com grau de pureza analitica, ou associados a outros

compostos quimicos (56,110).

Podemos observar na Figura 29 o perfil FTIR do Alginato, nesta analise
utilizou-se de 2 mg de alginato com aproximadamente 60 mg de KBr (Brometo
de potassio). Os grupos funcionais do alginato de sodio foram identificados com
base na literatura consultada (47,92,111,112), obtivemos as bandas tipicas do

alginato de sodio.
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Figura 29 - Perfil FTIR do Alginato de sodio preparadas pastilhas de KBr com
aproximadamente 70 mg sendo 2,5 % de amostra.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 30 - Perfil FTIR da Quitosana. Foram preparadas pastilhas de KBr com
aproximadamente 70,0 mg sendo 2,5 % de amostra.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Analisando a

Figura 31, verificamos os trés comprimentos de onda de comprimento de
onda de ~1411, ~1018 e 815, caracteristicos do farmaco Bacitracina conforme
a Tabela 8, sugerindo se que o mesmo foi encapsulado com sucesso nas
amostras analisadas e que os procedimentos de funcionalizagdo superficial

ocorreram como esperado.
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Figura 31 - Perfil FTIR da Bacitracina. Foram preparadas pastilhas de KBr com
aproximadamente 70 mg sendo 2,5 % de amostra.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 32 - Perfil FTIR da Berberina. Foram preparadas pastilhas de KBr com
aproximadamente 70 mg sendo 2,5 % de amostra.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 33 - Perfil FTIR do Nitroprussiato de Sédio. Foram preparadas pastilhas
de KBr com aproximadamente 70 mg sendo 2,5 % de amostra.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 34 - Perfil FTIR da particula com todos os componentes da formulagéo
(ALG_QUI_NPS_BER_BAC), onde se visualiza os comprimentos de onda
caracteristicos da bacitracina. Foram preparadas pastilhas de KBr com
aproximadamente 70 mg sendo 2,5 % de amostra.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Nas analises de FTIR podemos verificar a mesma banda em
aproximadamente 3500 cm™ caracteristico de ligagdo O-H, banda forte, larga,

resultante da associacdo polimérica. A intensidade desta banda depende da
concentracdo de umidade na amostra (113).
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Figura 35 - Espectros infravermelhos de alginato de sodio, quitosana,
bacitracina, berberina e Nitroprussiato de sodio (3C), e espectro da bacitracina
(BAC). Os espectros de transmissao foram registrados usando pelo menos 40
varreduras com resolugdo de 4,0 cm™.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Na Tabela 8, encontram-se os grupos funcionais caracteristicos dos
farmacos utilizados, conforme as referéncias encontradas na area de estudo.
Tabela 8 - Transi¢des identificadas nos farmacos em seu estado como recebido

do fornecedor e nas microparticulas confeccionadas, identificacdo das bandas
seguindo as referéncias consultadas.

N° DE GRUPO a
FARMACO ONDA FUNCIONAL ggﬁgﬁﬂ‘:"ﬁ%
cMm’ CARACTERISTICO
3418 v (O-H) SUROJIT, B.
2936 v (C-H) (111)
ALGINATO PINHEIRO, W.
1600 v (C-O-C) (92)
1066 C-N
HUINAN, C. (38)
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1024 RCH=CH,
815 p(CHy)
2328 N-H PINHEIRO, W.
2318 C-H (92)
QUITOSANA 1595 v (NHQ); HUINAN, C. (38)
1421 v (COO-) stretch
BACITRACINADE . cf MING, L. (71)
ZINGO 1018 RCH=CH,
818 p(CHy)
2848 v (C-H) PINHEIRO, W.
1683 v (C=C, C=N) (92)
BERBERINA 1653 Estramento ~ c-0 BAPAR M (78)
1558 ciclico N-H
1065 v (C-0)
1681 Cc=C GASPARI, A.
N o 1O | 1645 c=C (114)
1506 C=C aromatica
2328 N-H BAHAR, M (78)
2318 C-H GASPARI, A.
1686 Cc=0 (114)
1683 v (C=C, C=N) (31%)0“1 B.
1635 Cc=C
MICROPARTICULAS 1959 N I(Dglgl)HElRo’ "
COM TODOS 1653 E,sti_ramento Cc-O0 HUINAN, C. (38)
COMPOSTOS | 1506 ciclico MING, L. (71)
1024 v (C=C, C=N)
1018 RCH=CH>
1411 RCH=CH;
818 CH:
815 p (CHz)
v (C-0O-C)

Fonte: elaborada pelo autor.

6.11 Teste de Bioadesao com Mucina

Para o ensaio de Bioadesao foi selecionada a amostra BAC_BER_NPS, a
propriedade mucoadesiva das microparticulas foi analisada por meio da

interagdo in vitro com a mucina (85) utilizando-se o método de Lowry.
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A leitura dos espetros na regido do visivel foi realizado no comprimento de
onda de 749 nm, e as concentragdes calculadas a partir da equacdo daretay =
0,003607x + 0,03678, obtidas por meio da curva de calibragcdo com albumina

de soro bovino (Figura 36).

Figura 36 - Grafico de padrdao de Mucina (A) e padrdao Albumina (B).
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Fonte: elaborada pelo autor.

A porcentagem de microparticulas aderidas a mucina foi de 34 ~ 66 %.
Estes valores podem ser atribuidos a interagdo da quitosana com o alginato,
pois segundo os trabalhos consultados (16,66,85,86), a mucina tem uma
afinidade pelas ligagdes dos grupamentos amina da quitosana, carregadas
positivamente, e as cargas negativas do alginato de sodio. As ligagdes que
ocorrem entre os grupamentos amina da quitosana e os grupos carboxilicos do
alginato, assim podem ser atribuidas a taxa aderéncia das microparticulas com
a mucina aos valores do grau de desacetilagdo sofrido pela quitosana
(16,66,85,86).
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6.12 Analise da atividade antibacteriana in vitro

Os controles negativos funcionaram bem, o S. aureus Gram positivo e a
E. coli Gram-negativa cresceram tanto no meio liquido como no solido,

microparticulas vazias nao afetaram o crescimento bacteriano (

Figura 37).

O controle positivo Ampicilina e os compostos ndo encapsulados em
estudo inibiram o crescimento de E. coli e S. aureus, exceto BAC que inibiu
apenas S. aureus, como esperado, devido a sua acao restrita em bactérias

Gram positivas.

A BER isolado ndo teve efeito bactericida em S. aureus e E. coli, mas
mostrou efeito bacteriostatico (

98



Figura 37) e agao bactericida moderada em S. aureus (

Figura 38) quando encapsulado em microparticulas.

As microparticulas com BAC e SNP tiveram efeito bacteriostatico em S.

aureus, mas apenas o SNP encapsulado teve algum efeito sobre E. coli.

Como observado pelo sistema proposto, os resultados mostraram uma
atividade bacteriostatica e bactericida sobre a bactéria S. aureus. Este
resultado pode indicar que o sistema tem um uso futuro promissor como

ferramenta para o controle de bacterioses em peixes.
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Figura 37 - Avaliagao da atividade bacteriostatica. S. aureus (Sa) ou E. coli (Ec)
foram incubados na presenca de microparticulas vazias, compostos isolados
Ampicilina (AMP), Bacitracina (BAC), Berberina (BER).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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As microparticulas com bacitracina mantiveram o efeito bactericida sobre

S. aureus, que também foi observado em compostos

nitroprussiato de sodio e berberina. Na

isolados como
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Figura 38 é exibido o efeito bactericida no Eppendorf carregado com BER
+ BAC + SNP (seta vermelha).

Figura 38 - Avaliagcdo da atividade bactericida. S. aureus (Sa) ou E. coli (Ec)
foram incubados na presenca de microparticulas vazias, compostos isolados
Ampicilina (AMP), Bacitracina (BAC), Berberina (BER).
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Tabela 9 tem-se o teste de inibigdo de crescimento das bactérias S. aureus e E.

coli, onde € possivel verificar o crescimento em Eppendorf com meio de cultura

MS, as colbnias iniciais seguiram a escala de turbidez de McFarland (115-117),

apods a analise estatistica em relacédo ao controle com as microparticulas sem

os farmacos (Sa + Beads e Ec + Beads), as microparticulas aplicadas a S.

aureus avaliadas foram significativamente diferentes (Dunnett’'s teste *p<

0,0001). Em relagao a inibigao entre as formulagdes aplicadas a E. coli, nao foi

observado diferencga estatistica entre as formulagdes com todos os farmacos, a

unica formulagdo que apresentou efeitos bactericidas foram as microparticulas

contendo apenas o farmaco nitroprussiato de sddio, conforme pode ser visto na
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Figura 38.

Tabela 9 - Resultados da analise estatistica de Dunnett’'s, com nivel de
significancia de P<0,0001.

Dunnett's multiple comparisons test Mean Diff. 95% Cl of diff. Significant? | Summary | Adjusted P Value
Ec + Beads vs. E. coli -4.667e+007 | -1.548e+008 to 6.152e+007 | No ns 0.7081

Ec + Beads vs. Ec + BAC 8.000e+007 | -2.818e+007 to 1.882e+008 | No ns 0.2042

Ec + Beads vs. Ec + BER 1.997e+008 | 9.148e+007 to 3.078e+008 | Yes i 0.0004

Ec + Beads vs. Ec + SNP 2.367e+008 | 1.285e+008 to 3.448e+008 | Yes e <0.0001

Ec + Beads vs. Ec + eBAC 9.000e+007 | -1.818e+007 to 1.982e+008 | No ns 0.1269

Ec + Beads vs. Ec + eBER 1.433e+008 | 3.515e+007 to 2.515e+008 | Yes ** 0.0073

Ec + Beads vs. Ec + eSNP 8.333e+007 | -2.485e+007 to 1.915e+008 | No ns 0.1749

Ec + Beads vs. Ec + eBAC/BER/SNP 1.500e+008 | 4.182e+007 to 2.582e+008 | Yes ** 0.0050

Dunnett's multiple comparisons test Mean Diff. 95% Cl of diff. Significant? | Summary | Adjusted P Value
Sa + Beads vs. S. aureus -3.667e+008 | -4.502e+008 to -2.831e+008 | Yes bl <0.0001

Sa + Beads vs. Sa + BAC 1.467e+008 | 6.309e+007 to 2.302e+008 | Yes b 0.0006

Sa + Beads vs. Sa + BER -1.533e+008 | -2.369e+008 to -6.975e+007 | Yes b 0.0004

Sa + Beads vs. Sa + SNP 1.467e+008 | 6.309e+007 to 2.302e+008 | Yes b 0.0006

Sa + Beads vs. Sa + eBAC 1.467e+008 | 6.309e+007 to 2.302e+008 | Yes o 0.0006

Sa + Beads vs. Sa + eBER 1.445e+008 | 6.092e+007 to 2.281e+008 | Yes il 0.0007

Sa + Beads vs. Sa + eSNP 1.443e+008 | 6.069e+007 to 2.278e+008 | Yes b 0.0007

Sa + Beads vs. Sa + eBAC/BER/SNP 1.467e+008 | 6.309e+007 to 2.302e+008 | Yes o 0.0006

Fonte: elaborado pelo autor.
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6.13 Analise do isolamento de bactérias em peixes

As amostras (Figura 39) foram processadas assim que chegaram no
laboratério, sendo realizadas as diluicbes em agua peptonada 0,1 %(H20p) e
inoculadas em meio padrao para contagem (PCA).

Apos as 24 horas de inoculagcido iniciou-se os testes de identificagcao
bioquimica (5,9,19,116,118-123) dos géneros de bactérias presentes nos
espécimes coletados, obtendo-se o0s seguintes resultados conforme a Tabela
10 abaixo:

Figura 39 - Peixes coletados, (A) peixe sem sinais sintomaticos, (B) peixe

encontrado com sinais sintomaticos e (C) peixe coletado ja morto.

Fonte: autor

Tabela 10 - Testes de identificagao realizados nas amostras coletadas dos
peixes, seguindo os protocolos em vigéncia (115,116,118).

Testes Amostras

Forma  Coco Bacilo Coco Coco
celular
Coloracao + - + +
de Gram
KOH 40 % - - + -
Oxidase - - - -
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Catalase + + + -
Oxidacgao + + + +
Fermentagao + - - -
Glucose + + - +
Urease - + - +
Mcconkey - - + -
Citrato + - - +
Bactérias | Staphylococcus  Nocardia  Acinetobacter Lactococcus
sp. Sp. sp. sp.

Fonte: elaborada pelo autor.

Alguns dos microorganismos coletados n&o puderam ser identificados com
os testes disponiveis, mas, podemos perceber que nas amostras coletadas

ocorre o predominio de bactérias Gram-positivas.

Os resultados obtidos neste trabalho foram similares a outros relatos ja
descritos (5,9,19,116,118-123) para o género Staphylococcus. Alguns
resultados nas reacgdes bioquimicas do metabolismo de glicose, producédo de
uréase e reacdo em citrato de Simons, caracterizam as amostras como sendo
do género Staphylococcus sp., em nivel de espécie, os resultados observados
sdo semelhantes para as espécies S. aureus, S. epidermides e S. Warneri, ou
até alguma outra pertencente ao género.

Para os testes de antibiograma foram utilizadas as bactérias identificadas
como Escherichia coli e Staphylococcus aureus, as culturas de

microorganismos foram mantidas a 4 °C em glicerol.

As amostras foram recuperadas em caldo Mueller-Hinton (MH), e
incubadas sem agitacdo durante 24 horas a 36 °C antes do teste.
Posteriormente, os inéculos foram repicados em placas de agar Mueller-Hilton
24 horas antes do teste. Foram preparadas suspensodes de cultura, diluidas em
solugdo salina 0,85 % utilizando a escala de 0,5 de MacFarland até a obtencao

de aproximadamente 1,5 x 10® Unidades Formadoras de Colénia (UFC.mL™).

A solugdo com as bactérias foi inoculadas em meio de cultura sdlido de
Mueller Hilton preparado no mesmo dia conforme especificagées do fabricante,
as placas contendo 20 ml de meio de cultura foram inoculadas em duplicatas
com as cepas de S. aureus e E. coli conforme as normas internacionais para

analise de microorganismos (120,121) e Beads utilizadas para o teste de
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antibiograma foram pesadas obtendo-se Beads controle (sem farmacos)
0,5422; Beads com Bacitracina de zinco (BAC) 0,5236; Beads contendo
Berberina (BER) 0,5035; Beads contendo Nitroprussiato de sodio (NPS) 0,5182
e Beads contendo os trés componentes BER/BAC/NPS 0,5356 e como controle
extra (positivo) foi utilizado a Ampicilina 50 ug/mL.

Ap0s a inoculagéo das placas com S. aureus e E. coli e insergéo dos discos
de antibiograma contendo as Beads as placas permaneceram por 24 horas em
estufa bacterioldgica a 35 £ 2 °C. os dados coletados encontram-se na Tabela
11, abaixo:

Tabela 11 - Valores do didmetro dos halos (em mm) obtidos nos testes de
antibiograma.

Halo de inibigdo (mm)

S. aureus E. coli
Amostra Solugao microparticulas Solugao microparticulas
CNNSS 0 0 0 0

CPBAC | 31,850 +0,495 32,520+ 0,679 27,850+0,495 26,750 + 0,071

MPBAC | 22,800 + 0,849 16,250 + 0,071 0 0
MPBER | 12,550 + 0,495 10,800 * 0,990 0 0
MPNPS | 9,850+ 0,354 10,250 + 0,071 0 0
MP3C 0 13,750 + 2,051 0 0

Onde: Controle Negativo Solugdo Salina (CNSS); Controle Positivo Disco Padrdo Bacitracina
(CPBAC); microparticulas Bacitracina de Zinco (MPBAC); microparticulas Berberina (MPBER);
microparticulas Nitroprussiato de Sédio (MPNPS); microparticulas com os trés farmacos
Bacitracina, Berberina e Nitroprussiato (MP3C).

Fonte: elaborada pelo autor.

Como era esperado as Beads nao apresentaram efeitos de inibicdo nas
placas contendo E. coli, pois a mesma é Gram-negativa e o antibidtico
Bacitracina de zinco ndo apresenta efeitos em bactérias Gram-negativas, o

antibiotico Ampicilina (controle positivo) de amplo espectro, como esperado,
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apresentou efeitos bactericidas em S. aureus com halos de inibicao de 32,520
+ 0,679 mm e 26,750 £ 0,071 mm em E. coli.

Como podemos observar na Tabela 11, obtemos resultados positivos
comparando-se os valores dos resultados de inibigdo dos compostos em
solucao e os compostos encapsulados.

Figura 40 - Teste de antibiograma S. aureus, em meio de cultura de Mueller
Hilton.

Fonte: autor

Os resultados dos testes de inibicdo (Figura 40), comprovam que 0s
componentes utilizados na sintese das Beads continuam com sua acgao
bactericida depois de encapsulados, sendo uma alternativa para controle de
bacterioses promissora.

A comparagao entre os valores de halos de inibigdo mostrados na Figura
41, demonstram os efeitos dos farmacos utilizados, microparticulas com os
componentes utilizados em separado apresentaram efeitos bactericidas nas
culturas de S. aureus similares ao da Bacitracina de zinco em solugéo. Estes
dados coletados demonstram que o antibidtico foi encapsulado e continua
apresentando os efeitos desejados no tratamento de S. aureus. As amostras
foram divididas em dois grupos: farmacos em solugdo e encapsulados nas

Beads. Todos ensaios foram realizados em duplicata.
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Figura 41 - Halos de inibicdo (mm) formados em meio de cultura inoculados
com S. aureus e E. coli.

Halos de inibigcao (mm)
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Onde: microparticulas vazias (sem farmacos) (MPV); Controle Positivo Disco Padrdo Ampicilina
(CPAMP); microparticulas Bacitracina de Zinco (MPBAC); microparticulas Berberina (MPBER);
microparticulas Nitroprussiato de Sdédio (MPNPS); microparticulas com os trés farmacos
Bacitracina, Berberina e Nitroprussiato (MP3C).

Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 12 - Resultados da analise estatistica de Tukey's, com nivel de
significancia de P<0,0001.

Teste Multiplo De Diferencg 95,00% Ci Of Diff, Significativo Resumo Valor P
Comparacgao De Tukey's a Média Ajustado
MPV VS. CPAMP -29,64 -31,27 to -280 Sim e <0,0001
MPV VS. MPBAC -8,125 -9,75 to -6,49 Sim e <0,0001
MPV VS. MPBER -5,4 -7,03 to -3,76 Sim e <0,0001
MPV VS. MPNPS -5,125 -6,75 to -3,49 Sim e <0,0001
MPV VS. MP3C -6,875 -8,50 to -5,24 Sim ek <0,0001
CPAMP VS. MPBAC 21,51 19,88 to 23,14 Sim e <0,0001
CPAMP VS. MPBER 24,24 22,6 to 25,87 Sim e <0,0001
CPAMP VS. MPNPS 24,51 22,88 to 26,14 Sim e <0,0001
CPAMP VS. MP3C 22,76 21,13 to 24,39 Sim e <0,0001
MPBAC VS. MPBER 2,725 1,09 to 4,35 Sim > 0,0012
MPBAC VS. MPNPS 3 1,36 to 4,63 Sim e 0,0005
MPBAC VS. MP3C 1,25 -0,38 to 2,88 Nao ns 0,1776
MPBER VS. MPNPS 0,275 -1,351t0 1,90 Nao ns 0,9915
MPBER VS. MP3C -1,475 -3,10t0 0,15 Nao ns 0,0852
MPNPS VS. MP3C -1,75 -3,38 to -0,11 Sim * 0,0331

Onde: microparticulas vazias (sem farmacos) (MPV); Controle Positivo Disco Padrdo Ampicilina
(CPAMP); microparticulas Bacitracina de Zinco (MPBAC); microparticulas Berberina (MPBER);
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microparticulas Nitroprussiato de Sédio (MPNPS); microparticulas com os trés farmacos
Bacitracina, Berberina e Nitroprussiato (MP3C).

Fonte: elaborada pelo autor.

Ainda na Figura 41 , tem-se o teste de inibicdo de crescimento das
bactérias identificadas das amostras coletadas dos peixes, onde €& possivel
verificar o diametro do halo de inibigdo, apds a analise estatistica em relacéo
ao controle positvo CPAMP, as microparticulas avaliadas foram
significativamente diferentes (Turkey's teste *p< 0,0001. Em relag&o a inibicdo
entre as formulacdes, nao foi observado diferenca estatistica, entre MPBAC vs.
MP3C; MPBER vs. MPNPS e MPBER vs. MP3C, conforme Tabela 12.
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7 DISCUSSAO

A seguir serdo discutidos os resultados obtidos da formulag&o do sistema
de entrega de farmacos contendo o antibidtico bacitracina de zinco, o
fitoterapico berberina e o Nitroprussiato de s6dio como doador de 6xido nitrico,
encapsulados na matriz de alginato de sodio recobertas com quitosana.

As microparticulas foram formuladas, como descrito na sessdo de material
e métodos, onde obtivemos microparticulas com tamanhos de 797 £ 0,0159 pm
quando secas, e 2202 = 0,0498 pm quando totalmente intumescidas,
demonstrando um aumento de volume de 197 vezes. A média de tamanho
obtida pelo método de gelificagdo ionotropica entre alguns dos pesquisadores
foi para Boni (85) 701,292 a 980,322 um; Amit (90,124) 1620£0,22 um; Reis
(40,67) 10 um; Prezotti (39,69) 728,29 a 924 ym; Sum (97) 876,1 a 1079,8 um;
o agente reticulador utilizado pelos autores também foi o CaCly, assim
consideramos que as microparticulas confeccionadas estao dentro dos padrdes
obtidos como referéncia da literatura.

Além disso o tamanho depende do método de extrusdo da solucédo de
alginato na solugdo de quitosana, no nosso caso foi utilizada uma seringa com
agulha de tamanho médio (23G 1 (0,6 x 25 mm)) o que produziu
microparticulas com tamanho, que consideramos, de facil manuseio quando da
insercdo em racdes para peixes de tanques ou podendo, ainda, ser oferecida

na sua forma pura para peixes ornamentais, em trabalho futuro.

Além do tamanho das microparticulas outro fator de importancia em relagéo
a administragdo de farmacos por via oral, temos a carga superficial, apés
analise com Zetasizer, como esperado as microparticulas apresentaram um
valor em torno de +0,305 mV, devido aos grupos amino e carboxila da
superficie atribuidos a quitosana, conforme relatado em trabalhos da literatura
(95), a introducdo de quitosana pode melhorar as propriedades bioadesivas das
microparticulas a regides especificas do trato gastrointestinal, principalmente o
intestino delgado, ileo, e cdélon, tendo efeitos no prolongamento do tempo de
residéncia no sitio da aplicagdo e absorgao (44,96).
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E importante ressaltar que os valores obtidos dos comprimentos de onda
de espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel (UV-vis), em relagdo as
intensidades, identificamos os valores caracteristicos que se devem as
transi¢des do tipo m-t*, n-t* para o caso da bacitracina, no caso da Berberina o
espectro apresenta transigdes do tipo n-t*, n-* da molécula, como ja reportado
por Bujdak, Ratulovska et. al. (125).

Os espectros de emissdao de fluorescéncia apresentam picos
caracteristicos em 254 nm para a Bacitracina (72,74,108), 344 nm para a
Berberina (52,76,126), e 260 nm para Nitroprussiato de sodio (39,114,127,128).

Todos os valores citados encontram respaldo na literatura.

Para efeitos de leitura de absorbancia nos testes de liberagao dos farmacos
utilizamos como referéncia o valor de absorbancia da Berberina de 344 nm,
pois, os valores encontrados para bacitracina de zinco e nitroprussiato sao
muito proximos 254 e 260 nm, respectivamente, tal procedimento se fez
necessario para que nao ocorresse sobreposicdo dos comprimentos de ondas
de absorbancia durante os ensaios de liberagdo, e como esperado os perfis de
liberacdo e cinética quimica puderam ser analisados sem interferéncia entre os

farmacos.

Com os valores de referéncia para identificagdo dos farmacos seguiu-se
para as analises de eficiéncia de encapsulacdo dos farmacos. A eficiéncia de
encapsulacéao foi obtida utilizando-se o método indireto que consiste no calculo

da concentragao dos farmacos no sobrenadante.

A porcentagem de eficiéncia de encapsulamento obtida foi de 99+0,5 %.
Este alto valor de eficiéncia obtido, pode ser devido a concentracdo de
quitosana, resultando na formacdo de uma camada mais espessa na superficie
das particulas, o que reduziu a possibilidade de lixiviagdo do medicamento
durante a reticulacdo dos granulos. Assim, finalmente, causou a retengcdo de
mais particulas de farmaco na matriz de gel de alginato durante a preparacao
das particulas.

Na literatura encontramos diversos valores de eficiéncia de
encapsulacédo utilizando-se de quitosana e alginato, que vao desde 80, a 86 %
(26,64,97,105), também temos os valores de eficiéncia de 63 % para o uso
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apenas da quitosana (40), e com alginato, sem adigdo de quitosana, foram
obtidos valores entre 60 e 80 % de eficiéncia (63,107,129,130). Estes valores
obtidos pelos autores, correspondem a farmacos diversos, com estruturas
quimicas diversas e muitas vezes ocorrem reagdes quimicas entre os farmacos
e o alginato ou quitosana durante a reticulagdo. No nosso caso os ensaios de
FTIR (discutido mais adiante), demonstraram que n&o houve interagdo entre os

farmacos utilizados e o alginato e quitosana durante e apos a reticulagéo.

A morfologia da superficie das microparticulas foi obtida com um
microscopio eletrébnico de varredura (MEV), onde obtivemos imagens que
caracterizam a esfericidade e superficie rugosa (Figura 13), causadas pelo
colapso parcial da rede polimérica durante a secagem, as quais estdo de
acordo com outros achados de pesquisa (27,38,64,68,85,97,131,132).

Fatores como a rugosidade das microparticulas tem uma grande
influéncia no perfil de liberagdo dos farmacos in vivo, ja que afetam a area de
contato entre as microparticulas e as microvilosidades do intestino do
organismo (123), este aspecto aliado a aderéncia do muco caracteristico dos
peixes, garante o tempo necessario para a liberagao dos farmacos da matriz de
alginato e quitosana.

Foi identificado o comprimento de onda semelhante em todos os perfis
analisados, em aproximadamente 3500 cm™ a intensidade desta banda esta
relacionada com a concentragdo de umidade na amostra (113), esta umidade é
resultante do processo de secagem natural (sem uso de equipamento), onde

um residual pode ser encontrado no interior das microparticulas (113).
A

Figura 31, verificamos os trés comprimentos de ondas de comprimento
de onda de ~1411 (CH,) , ~1018 (RCH=CH,) e 815 p(CH;), conforme as
referéncias consultadas MING, L. (71-73), caracteristicos do farmaco
Bacitracina de zinco, conforme a Tabela 8, sugerindo se que o mesmo foi
encapsulado com sucesso nas amostras analisadas e que os procedimentos de

funcionalizagao superficial ocorreram como esperado.

As microparticulas contendo a formulagdo completa, apresentaram os

grupamentos mencionados acima, o que sugere que os farmacos bacitracina
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de zinco, berberina e nitroprussiato de sdédio, foram encapsulados com sucesso
nas amostras analisadas e que os procedimentos de funcionalizag&o superficial
ocorreram como esperado, ressaltando que ocorreu apenas 0 processo de
encapsulamento onde os farmacos usados mantiveram suas propriedades

quimicas, fisica e farmacologicas inalteradas dentro da matriz polimeérica.

ApOs a caracterizagao por FTIR as amostras foram submetidas a analise
de Calorimetria de varrimento diferencial (DSC), com o objetivo de avaliar o
perfil dos eventos térmicos. A amostra composta por alginato, quitosana e
berberina, absorveu calor em uma faixa praticamente constante de
aproximadamente 85 °C (com a volatizagdo da agua principalmente), apos este
evento a temperatura elevou-se de 99.2 °C até 129 °C no periodo de tempo de
582 segundos, deste momento em diante a temperatura elevou-se em um
evento exotérmico até a temperatura maxima de 476 °C, apdés houve a

degradacgédo da amostra.

Microparticulas compostas por alginato, quitosana e bacitracina,
submetidas a analise de DSC, apresentaram o mesmo comportamento da
microparticulas vazias com um comprimentos de onda endotérmico em 1027
segundos, a partir deste ponto temos trés patamares (breves) de eventos
exotérmicos o primeiro em 2253 s a temperatura de ~121 °C, o segundo em
2570 s a temperatura de ~339 °C, o terceiro patamar ocorreu em 2774 s a 452
°C, e por fim a amostra atingiu o comprimentos de onda maximo de 470 °C aos
2845 segundos seguindo-se da degradagdo da amostra. Este comportamento
pode ser explicado pela molécula da bacitracina, pois a mesma é um
polipeptidio (106—108), e estes possuem pontos de fusédo e ebulicdo diferente
para cada segmento da molécula.

O perfil de microparticulas com alginato, quitosana e Nitroprussiato de
Sédio (utilizado como doador de Oxido Nitrico), a amostra absorveu
temperatura até os 2190 s a 77 °C, neste momento ocorreu um patamar de
estabilizagdo por 276 s a uma temperatura de aproximadamente de 125 °C,
apos elevou-se ao maximo de 487 °C aos 2905 s seguido de um periodo de
perda de massa até o ponto de 3120 segundos a 249 °C onde podemos ver
uma onda caracteristica de evento exotérmico, apds seguiu-se da degradacao

da amostra.
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Por fim podemos considerar apds a analise e comparagao dos perfis em
separado, que a linha que representa os componentes (bacitracina, berberina e
Nitroprussiato) agregados a matriz de alginato com quitosana que as
microparticulas sao termicamente estaveis e apresentam as propriedades dos
compostos (analisados de forma em separado) utilizados em sua formacao,
assim, os resultados nos mostram que as microparticulas possuem as
caracteristicas de estabilidade térmica necessarias para a aplicagdo em

temperatura ambiente.

Os resultados para o perfil de intumescimento realizado em trés
solugdes tampéo, sendo: tampao acetato pH 5,0; citrato pH 6,2 e PBS pH 7,4,
com os dados obtidos. Sabe-se que o fenbmeno de intumescimento € regido
por trés parametros: a) a variagao pela relagéo solvente-polimero; b) a variagao
conformacional causada pela redugdo no numero de conformacbes das
cadeias, em consequéncia de seu estiramento e c) a entalpia da mistura do

solvente com o polimero (45,85,92).

O intumescimento é dependente do grau de interacdo entre as
moléculas do solvente com as microparticulas, que pode ser relacionado em
funcdo da massa da matriz polimérica. Os parédmetros analisados foram de
fragdo de agua retida, percentual de hidratagdo, intumescimento e difusdo onde
podemos acompanhar os resultados na Tabela 4.

A intumescimento das microparticulas (Dsw na Tabela 4) € dependente
da quantidade e da composi¢cdo quimica da matriz formada, como a quitosana
e o alginato apresentam relaxamento de cadeia em meio aquoso, a forga
mecanica na matriz diminui, permitindo o relaxamento e eventual ruptura
causando permeabilidade dos fluidos polares. Dessa forma € possivel concluir
que ocorreu absorgdo do soluto, com o aumento médio de volume total
intumescida (em relagdo as microparticulas secas) de até ~240 vezes em pH
6,2, ~197 vezes em pH 7,2 em duas horas imersas nos tampdes, ja as
microparticulas sé atingiram o intumescimento de ~196 apos 4 horas de

imersao.

Essa diferengca quanto ao tempo de intumescimento total, pode ser
atribuida as ligagdes do grupo amina da quitosana (pKa = 6,3-6,7), que, em
meio aquoso(42,62,64), faz com que a quitosana se solubilize no meio de
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dissolugéo de pH 6,2 (Tabela 3) e 7,4. Ja no pH 5,0, os grupos amina sao
facilmente protonados (62) impedindo a liberagao do conteudo de sua matriz.

Durante a analise de intumescimento pode ser percebido que as
microparticulas que possuiam nitroprussiato de sodio em sua formulagao,
possuiam a caracteristica de serem mais rigidas que as demais, essa
caracteristica pode ajudar a explicar o valor de eficiéncia obtido, aléem disso, a
concentragédo de quitosana utilizada pode ter influenciado na formagédo de uma
camada mais espessa na superficie das particulas, o que reduziu a
possibilidade de lixiviagdo do medicamento durante a reticulagdo dos granulos.
Assim, finalmente, causou a retencdo de mais particulas de farmaco na matriz

de gel de alginato durante a preparagéo das particulas.

O ensaio do perfil de liberagao foi realizado na prépria cubeta do UV-
VIS, utilizando como solvente as solugbes tampao com pH’s de 5,0, 6,2 e 7,4
visando simular a variagdo que ocorre ao longo do trato gastrintestinal. A
quantidade de farmaco liberada foi determinada em espectrofotometro UV-
Visivel, no comprimento de onda correspondente ao comprimento de onda
maximo absor¢ao para cada farmaco, a coleta dos dados totalizou um periodo
de cinco horas para cada amostra.

A velocidade de liberacdo dos farmacos, constituidos a base de
polimeros hidrofilicos, é condicionada por um ou mais dos seguintes
mecanismos cinéticos (111,133): Transporte do meio de dissolugcdo para a
matriz polimérica; Intumescimento (“swelling”) do polimero com formagéao de

uma camada de gel; Eros&o do polimero intumescido.

A etapa de liberagéo dos farmacos a partir do sistema utilizado envolve a
varias fases descritas, no primeiro contato com o meio de dissolugcdo as
microparticulas absorvem agua, através dos poros do sistema matricial. Apos a
hidratagdo do sistema, ocorre a liberagdo imediata do farmaco existente a
superficie da bead.

Com a penetracdo continua da solugdo tampao a camada mais interna
(gelificada) vai lentamente se formando, e, com isso ocorre mais liberagdo dos

farmacos na matriz, até que seu nucleo fique hidratado e libere o restante dos
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farmacos, deste ponto em diante a camada mais externa comega a sofre

erosao e perda de material (100,133,134).

A liberagcdo do farmaco a partir de sistemas poliméricos pode ser
atribuida a diferentes mecanismos, tais como explosdo inicial, interacbes
polimero-farmaco, relaxamento de polimeros, hidrélise, erosdo de polimeros,
dissolucao de farmacos, formacéao de fissuras e deformacgao, transporte através
de poros controlados por agua e transporte através do polimero (133-137).
Existem varios modelos para representar os perfis de dissolugdo do farmaco
em fungéo do tempo (98,138,139).

Os modelos de liberagdo com as principais caracteristicas e os
fenbmenos de liberagdo de farmacos mais bem descritos sdo: ordem zero,
primeira ordem, segunda ordem, modelos Weibull, Hixson-Crowell, Baker-
Lonsdale, Michaelis-Menten, Hill, Korsmeyer-Peppas e Higuchi, usado para
analisar a cinética de liberagdo de acordo com o valor de r? (133—137). Apds a
aplicacado dos modelos citados, identificamos que, em pH 5,0 o modelo cinético
mais adequado é Higuchi, em pH 6,2, observa-se um modelo de ordem zero,
enquanto em pH 7,4, os modelos Korsmeyer-Peppas e Weibull apresentam um
bom ajuste. Com isso concluimos que as microparticulas sao dependentes do

intumescimento e erosdo da matriz para que ocorra a liberacdo dos farmacos.

Realizados os testes de caracterizacdo e perfil de liberacdo dos
farmacos, realizamos o teste de adesao das microparticulas a mucina, com o
objetivo de avaliar a adesdo destas a parede celular do intestino delgado e ileo,
e, até mesmo em branquias de peixes. O teste foi realizado utilizando-se o
método de Lowry (93), que apresenta limite de deteccdo de 0,7 mg. L e
leituras de absorbancia em comprimento de onda 750 nm.

Neste método, ocorre redugéo dos constituintes ativos do reagente Folin-
fenol dos peptideos e proteinas, que é facilitada pela formagao do quelato entre
o cobre (ll) e peptideos/proteinas. Apds a reagdo ocorrer, sao obtidos os
espectros das solugdes, por meio do Espectrofotometro (UV-vis), e estes

comparados com a curva padrao da albumina.

Nos trabalhos de Ana Catarina Reis (40,67), foram realizados testes com

mucina para verificar a adesao de nanoparticulas de quitosana em mucina, a
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pesquisadora obteve uma eficiéncia de 80 ~ 86 % de adesido, no nosso
trabalho obtivemos valores de 34 ~ 66 %. Estes valores podem ser atribuidos a
interacdo da quitosana com o alginato, pois segundo os trabalhos consultados
(16,66,85,86), a mucina tem uma afinidade pelas ligagdes dos grupamentos
amina da quitosana, carregadas positivamente, mas temos as ligagdes que
ocorrem entre os grupamentos amina da quitosana e os grupos carboxilicos do
alginato, assim podemos atribuir a taxa aderéncia das microparticulas com a

mucina aos valores do grau de desaminagao sofrido pela quitosana.

O teste de Bioadesao (16,39,41,42,61,64,70) com a mucina serve como
indicador que as microparticulas poderao ser retidas no intestino nos testes
posteriores in vivo com as Tilapias, neste tempo de retengcdo as microparticulas
sofrerdo o processo de intumescimento e apds a liberagdo dos farmacos nos

especimes.

Por fim, foi realizado o teste de sensibilidade bacteriana in vitro para fins
de caracterizagdo de eficiéncia dos farmacos encapsulados, para este teste
foram utilizadas as bactérias Escherichia coli estirpe J96 e Staphylococcus
aureus estirpe ATCC 25923, conforme descrito na sessao 5.1.10 pg. 58.

As microparticulas Vazias foram usadas em meio MHB sem indculo
bacteriano, a fim de verificar a contaminagao das microparticulas e também na
presenca de E. coli ou S. aureus para verificar qualquer atividade
antibacteriana do material das microparticulas.

Os controles negativos S. aureus Gram positivo e a E. coli Gram-
negativa cresceram tanto no meio liquido como no sélido, microparticulas

vazias nao afetaram o crescimento bacteriano.

O controle positivo Ampicilina e os compostos ndo encapsulados em
estudo inibiram o crescimento de E. coli e S. aureus, exceto a Bacitracina de
zinco que inibiu apenas S. aureus, como esperado devido a sua agao restrita

em bactérias Gram positivas.

A Berberina isolada nao teve efeito bactericida em S. aureus e E. coli,
mas mostrou efeito bacteriostatico e agao bactericida moderada em S. aureus
quando encapsulado em microparticulas. As microparticulas com Bacitracina

de zinco e Nitroprussiato de sodio tiveram efeito bacteriostatico em S. aureus,
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mas apenas o Nitroprussiato de sédio encapsulado teve algum efeito sobre E.
coli. As microparticulas com bacitracina mantiveram o efeito bactericida sobre
S. aureus, que também foi observado em compostos isolados como

Nitroprussiato de sédio.

Nos testes com as bactérias isoladas dos peixes em tanque obtivemos
resultados promissores nos meios solidos em placas de testes de inibigao

(38,62,123,140). Corroborando os testes em meio liquido.

Como observado pelo sistema proposto, os resultados mostraram uma
atividade bacteriostatica e bactericida sobre a bactéria S. aureus. Este
resultado pode indicar que o sistema tem um uso futuro promissor como

ferramenta para o controle de bacterioses em peixes.
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8 CONCLUSOES

Neste trabalho apresentamos o método de producédo de microparticulas
de alginato recobertas com quitosana para transporte do sistema contendo o
antibiético bacitracina de zinco, o fitoterapico berberina e o doador de Oxido
nitrico Nitroprussiato de sédio. O método foi escolhido através de consultas as
publicacdes de referéncia na area, por apresentar um custo relativamente

baixo, ndo utiliza solventes toxicos e apresenta um alto rendimento.

A producédo das microparticulas ocorreu por geleificagdo ionotropica,
com eficiéncia de encapsulagao dos farmacos de 99 £ 0,5 %. Assim podemos
afirmar que a metodologia de produgcdo das microparticulas pode ser
considerada eficiente.

A andlise de FTIR realizada com as microparticulas encapsuladas
comparadas com os espectros dos farmacos, apds analise com as referéncias
encontradas na literatura, demonstra que os farmacos foram encapsulados com
sucesso e nao sofreram alteracbes em sua forma estrutural, mantendo as

caracteristicas farmacologicas.

Nas medidas de DSC obtidas pode-se observar que o ponto de fusao
das microparticulas contendo todos os farmacos apresenta um valor abaixo dos
valores obtidos com os farmacos em separado, na analise podemos notar que
o grafico apresenta as caracteristicas de comprimentos de onda endotérmicos

e exotérmicos dos farmacos em separado.

Com base nos calculos de cinética quimica realizados com os dados
coletados no perfil de liberagdo, classificamos que o modelo que mais se
adapta ao pH 5,0 é Hixson-Crowell onde € indicada uma relacéo linear, onde

apresenta uma liberagao dos farmacos.

O teste de adesdo com mucina obteve valores entre 34 ~ 66 % de
adesao as microparticulas, este teste nos informa que as microparticulas uma
vez ingeridas pelos peixes, terdo uma trajetoria mais lenta pelo trato digestivo,
devido a interagdo de quitosana com a mucosa do intestino, garantindo assim,

o tempo necessario para a liberacdo dos farmacos.
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Os testes in vitro realizados com as bactérias isoladas de espécimes
coletados em tanques de criagdo demonstraram que os farmacos foram

encapsulados e apresentaram tanto efeitos bacteriostaticos como bactericidas.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

O processo de desenvolvimento de um sistema microparticulado para
tratamento de bacteriose em peixes, tanto de aquario (ornamentais) e de
sistemas de producdo em tanques, deu apenas 0s primeiros passos, com a

formulacéo inicial, caracterizagao e testes in vitro.

Em relacdo a formulacdo, € necessario o teste de microparticulas com
diferentes formulagcdes para obtermos os parametros de doses ideais, pois, 0s
estudos foram realizados in vitro e os parametros in vivo sofrerdo alteragoes,

haja vista o organismo ser muito mais complexo.

Ao calcularmos a formulagdo (dosagem de farmacos nas
microparticulas) ideal para o controle das bacterioses, iremos para a fase que
compreende e forma de administragcdo nos peixes, € necessario identificarmos
(no caso de inserg&o na ragao), o diametro da ragao (regulagem da extrusora);
quantidade de ragédo ingerida por cada individuo (para calculo da dose
ingerida).

Ainda, para melhorarmos este sistema, poderemos inserir um farmaco
com atividade em bactérias gram-negativas, haja vista que o sistema
desenvolvido tem efeitos em bactérias gram-positivas, neste caso teremos que

repetir as analises de caracterizacao realizadas.

Este novo projeto leva em conta a necessidade do avango de técnicas
de diferentes tratamentos in vivo para cura de bacterioses em peixes criados na
regido norte do Brasil, sendo assim, o local da aplicagdo das microparticulas
preparadas, sera o Instituto Federal de Ronddnia — IFRO Campus Colorado do
Oeste, onde sera fornecido: local, caixas d’agua e equipamentos para
desenvolvimento e fornecimento de racdo, sistema de oxigenagdo e controle
dos parametros da agua, bem como os materiais e laboratérios para isolamento

das bactérias das amostras.

Finalmente, com a parceria entre os profissionais da Universidade de
Brasilia — UNB em especial o Campus Ceilandia e o Instituto Federal de
Rondénia — IFRO, este sistema podera se tornar um novo produto de referéncia
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para o controle de bacterioses em peixes, tanto de aquario quanto em tanques

de criagéo.
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Abstract

This study was developed to improve the durability and bioavailability of polymer matrix containing the antibacterial agent’s bacitracin (BAC),
berberine (BER) and sodium nitroprusside (SNP), an ionotropic gelation method was successfully applied to prepare alginate/chitosan core—shell
beads. The structure and properties of different core—shell beads were characterized by scanning electron microscopy (SEM), zeta potential, Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), thermal analysis (DSC), swelling tests, bioadhesive assay, release kinetic profile and
antibacterial/antibacteriostatic activity in bacterial model. The morphology of beads was investigated by SEM, display relatively spherical shape and
revealed rough surface was also observed the appearance of cracks probably caused by partial collapsing of the polymer network during drying. The
diameter means particle size observed was around 1.04 + 0.13 mm, the particles showed a neutral value, around + 0.305 mV. Using UV-Vis
technique was observed a high entrapment efficiency of compounds BAC, BER and SNP (> 95%) in the alginate/chitosan core—shell beads. As
demonstrated, there is increase in the swelling degree in pH 6.2. The drug release profile showed a pH-dependent release kinetics. At pH 5.0 the
most suitable kinetic model is Higuchi, at pH 6.2 a zero-order model is observed, while at pH 7.4 the Korsmeyer—Peppas model present a good fit.
The presence of compounds on beads was confirmed using FTIR analyses, and the results indicated that there is no interaction between drugs and
vehicle used in the formulation. We can consider after DSC analysis that beads containing BAC, BER and SNP are thermally more stable than
separate formulations having the characteristics required for application at room temperature. The release system produced has physical
characteristics that allow the storage of the drugs for long periods of time maintaining their chemical and pharmacological properties unchanged.
The percentage of adhesion displayed value of 66%, that indicates the improvement in adherence time on the absorbing surfaces to improves drug
bioavailability and effectiveness of compounds. In this study is displayed the additive effect between BAC, BER and SNP shown the potential
application of compound combinations as an efficient, novel therapeutic tool for antibiotic-resistant bacterial infections. These results indicate that
the proposed strategy improves drug bioavailability and effectiveness of compounds in the treatment of fish.
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