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RESUMO

A resisténcia bacteriana é um dos maiores desafios da salde publica global, destacando a
necessidade de novos agentes antibacterianos. Esse estudo teve como objetivo
desenvolver carreadores lipidicos nanoestruturados contendo um inibidor de bomba de
efluxo, o derivado tiofénico 6CN-Etil e norfloxacino, visando modular a sensibilidade a
norfloxacino das cepas Staphylococcus aureus resistentes que superexpressam bombas
de efluxo. O 6CN-Etil foi reobtido pela reacéo de gewald. Os carreadores lipidicos foram
obtidos pelo método de emulsdo a quente por sonicacao e caracterizados quanto diametro
das particulas (TMP), indice de polidispersdo (PDI), potencial zeta (PZ), eficiéncia de
encapsulacdo (EE%), difracdo de raios-x (DRX) e espectroscopia no infravermelho
(FTIR), além disso, foi realizado um estudo de estabilidade a longo prazo. Foi validado
um meétodo de quantificacdo simultanea do 6CN-Etil e norfloxacino por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de acordo com as diretrizes do ICH (Q2) para os
farmacos. A atividade potencializadora do antibiético foi avaliada pela Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM). A formulacdo otimizada CLN (carreador sem farmaco) apos a
liofilizag&o apresentou o TMP de 196,3 +1,87, PDI =0,084 +0,06 e PZ = -17,52 +1,70,
apos 90 dias mantiveram TMP = 232,3 +3,21, PDI = 0,271 +0,09 e PZ em -25,11 0,47,
ja nos carreadores contendo o norfloxacino e 6CN-Etil (CLN1ONOR+106CN) apoés a
liofilizacdo apresentaram o0 TMP = 244,4 £7,44, PDI = 0,319 £0,00 e PZ = -34,09 +0,84,
no dia 90 apresentou TMP = 349,2 +125,15, mas com PDI = de 0,381 +0,11 e PZ = -
23,88 £1,45, atendendo ao esperado em relagdo a manutencdo dos parametros e sem a
presenca de precipitados na formulagdo em comparacdo com a formulagéo em suspensao.
A EE% apresentou um resultado de 99,50% para o 6CN-Etil e 90,91% para o
norfloxacino. O DRX mostrou um grau de amorfizacdo nos carreadores lipidicos
corroborando que houve a encapsulacdo dos ativos, assim como na andlise por FTIR 0s
CLN1ONOR+106CN ndo apresentaram picos relacionados os ativos indicando a
encapsulacdo dos farmacos, um método analitico foi desenvolvido para a quantificacdo
simultdnea do 6CN-Etil e norfloxacino atendendo os critérios do ICH. A avaliacdo da
atividade antimicrobiana do carreador lipidico nanoestruturado demonstrou que o
CLN1ONOR+106CN promoveu uma reducéo significativa (P < 0,0001) da CIM (CIM =
62,5 pg/mL) em comparagdo com o grupo contendo a mistura fisica 6CN-
Etil+norfloxacino (CIM = 125 pg/mL), sendo eficiente em inibir a bomba de efluxo
NorA, e modular a sensibilidade da cepa S. aureus 1199B ao norfloxacino. Resultado
equivalente foi observado frente a cepa S. aureus K2068 onde se observou a CIM do
CLN1ONOR+106CN = 78,41 pg/mL), versus CIM mistura fisica = 125 pg/mL.
Entretanto esse resultado foi ainda mais promissor, visto que a mistura fisica nao
encapsulada ndo foi capaz de inibir a bomba de efluxo MepA, e modular a sensibilidade
a norfloxacino. Portanto, a incorporacdo do norfloxacino e do 6CN-Etil em um carreador
lipidico nanoestruturado provou modular a atividade dos ativos frente as cepas S aureus
resistentes, sendo uma abordagem promissora para modular a acdo de antimicrobianos,
sendo uma opg¢éo para combater a problematica da resisténcia bacteriana.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana; Bomba de efluxo; Staphylococcus aureus;
Nanoparticulas lipidicas; derivado 2-aminotiofénico.



ABSTRACT

Bacterial resistance is one of the greatest global public health challenges, highlighting the
need for new antibacterial agents. This study aimed to develop nanostructured lipid
carriers containing an efflux pump inhibitor, the thiophenic derivative 6CN-Ethyl, and
norfloxacin, in order to modulate the sensitivity to norfloxacin of resistant
Staphylococcus aureus strains that overexpress efflux pumps. 6CN-Ethyl was reobtained
by the gewald reaction. The lipid carriers were obtained by the hot emulsion sonication
method and characterized in terms of particle diameter (TMP), polydispersity index
(PDI), zeta potential (PZ), encapsulation efficiency (EE%), X-ray diffraction (XRD) and
infrared spectroscopy (FTIR), as well as a long-term stability study. A method for the
simultaneous quantification of 6CN-Ethyl and norfloxacin by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) was validated in accordance with the ICH guidelines (Q2) for
the drugs. The potentiating activity of the antibiotic was assessed by the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC). The optimized CLN formulation (carrier without drug)
after freeze-drying had a TMP of 196,3 £1.87, PDI =0.084 +£0.06 and PZ = -17.52 £1.70,
after 90 days it maintained a TMP = 232, 3 £3.21, PDI = 0.271 £0.09 and PZ at -25.11
+0.47, while the carriers containing norfloxacin and 6CN-Ethyl (CLN10NOR+106CN)
after lyophilization showed TMP = 244, 4 £7.44, PDI = 0.319 +0.00 and PZ = -34.09
+0.84, on day 90 it showed TMP = 349,2 +125.15, but with PDI = 0.381 +0.11 and PZ =
-23.88 £1.45, meeting expectations in terms of maintaining parameters and without the
presence of precipitates in the formulation compared to the formulation in suspension.
The EE% showed a result of 99.50% for 6CN-Ethyl and 90.91% for norfloxacin. The
XRD showed a degree of amorphization in the lipid carriers, corroborating that the active
ingredients were encapsulated, and in the FTIR analysis the CLN1ONOR+106CN did not
show peaks related to the active ingredients, indicating the encapsulation of the drugs. A
validated analytical method was developed for the simultaneous quantification of 6CN-
Ethyl and norfloxacin, meeting the ICH criteria. The evaluation of the antimicrobial
activity of the nanostructured lipid carrier showed that CLN10ONOR+106CN promoted a
significant reduction (P < 0.0001) in the MIC (MIC = 62.5 pg/mL) compared to the group
containing the physical mixture 6CN-Ethyl+norfloxacin (MIC = 125 pg/mL), being
efficient in inhibiting the NorA efflux pump, and modulating the sensitivity of the S.
aureus 1199B strain to norfloxacin. aureus 1199B strain to norfloxacin. An equivalent
result was observed against the S. aureus K2068 strain, where the MIC of
CLN10ONOR+106CN = 78.41 ug/mL), versus the MIC of the physical mixture = 125
pg/mL. However, this result was even more promising, since the non-encapsulated
physical mixture was unable to inhibit the MepA efflux pump and modulate sensitivity
to norfloxacin. Therefore, the incorporation of norfloxacin and 6CN-Ethyl into a
nanostructured lipid carrier proved to modulate the activity of the active ingredients
against resistant S aureus strains, making it a promising approach for modulating the
action of antimicrobials and an option for combating the problem of bacterial resistance.

Keywords: Bacterial resistance; Efflux pumps; Staphylococcus aureus; Lipid

nanoparticles; 2-amino thiophene derivatives.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Mecanismos de resisténcia antimicrobianos.............ccccoccveveviiene e vee e, 24
Figura 2: Principais familias de bombas de efluXo .........cccccvevivieiiiiiiiec e 27
Figura 3: Mecanismo de inibicdo de bomba de efluxo .........cccoccvevviiiiieiiiecee, 29
Figura 4: Estrutura quimica do NOrfloXacino ...........cccccevveveiiiiicve e 31
Figura 5: Estrutura quimica 6CN-ELil ..........ccccccoiiiiiiieieece e 32
Figura 6: Nanoparticula lipidica SOlida............ccccveveiiieiieie e 34
Figura 7: Tipos de carreadores lipidicos nanoestruturados...........cccovvereereeieesiveseeennenn 36
Figura 8: Técnica de sonicacdo por fUSE0 a QUENTE..........ccveeeieeriecie e 38
Figura 9: Estrutura quimica do acido estearico e 4cido 0leiCO..........ccccvevvevieiverirennnnn, 41
Figura 10: Método indireto para avaliacdo da eficiéncia de encapsulacéo................... 50
Figura 11: Triagem de lipidios liquidos do 6CN-ELil ...........ccccooiriiniiiiniiicee 56
Figura 12: Triagem de lipidios liquidos do Norfloxacino...........cccccceeererniiinnicinennn. 59
Figura 13: Espectro de infravermelho 4cido 0liCO .........cccevviiieiiiniiceceee 67
Figura 14: Espectro de infravermelho 4Cido eSteariCo........ccovvviirvincieieiiirceee, 68
Figura 15: Espectro de infravermelho PVA ... 68
Figura 16: Espectro de infravermelho 6CN-ELil ... 69
Figura 17: Espectro de infravermelho NOrfloXacino............ccccovvvvviiiniiieniieiiies 70
Figura 18: Espectro de infravermelho CLN ... 70
Figura 19: Espectro de infravermelho CLN1IONOR+106CN.........cccccoeviereniiinennnnnns 71
Figura 20: Difratograma NOrfIOXaCiN0 ..........c.ccuiieieiiiiiiiiesesiseeeeeee e 72
Figura 21: Difratograma 6CN-ELil ............cccoiiiiiiie e 72
Figura 22: Difratograma CLN..........cccooiiiiieiiiie e 73
Figura 23: Difratograma CLNLIONOr+106CN.........cccoeiiieiiiieiecce e 73
Figura 24: Sobrenadante doS CLN ..........cooieiiiiiii e 80
Figura 25: CLN branca com adicdo das solu¢des padrdo do norfloxacino e 6CN-Etil 79
Figura 26: Cromatograma Norfloxacino e 6CN-Etil.............ccccooeviiiiiiiiiiiee, 79
Figura 27: Linearidade NOIflOXaCINO ..........ccccovveiviiiiiicieccc e 82
Figura 28: Linearidade BCN-ELl ..........c.ccoooiiiiiie e 82
Figura 29: Analise da distribuicdo normal dos residuos para a concentracdo resposta do
INOFFIOXACIN0 ...ttt be b sbesreeneereas 86
Figura 30: Analise da distribuicdo normal dos residuos para a concentracdo resposta do
GOV = ] S TRS 85
Figura 31: Concentragao inibitoria minima S. aureaus 1199B ...........ccccoceeviiicinennen. 91
Figura 32: Concentragao inibitoria minima S. aureaus K2068 ............ccccoeiiiininnnnns 94


file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957053
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957054
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957055
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957056
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957057
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957058
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957059
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957060
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957061
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957062
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957063
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957064
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957065
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957066
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957067
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957068
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957069
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957070
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957071
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957072
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957073
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957074
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957075
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957077
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957078
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957079
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957080
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957081
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957082
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957082
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957083
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957083
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957084
file:///C:/Users/gonca/Downloads/ORGANIZANDO%20DISSERTAÇÃO.docx%23_Toc187957085

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Classificacdo das fluoroquinolonas............cccccveveiieiicie e 30
Tabela 2: Formulacbes com variacdes em proporc¢des e estabilizantes ........................ 47
Tabela 3: Formulagbes com variacdes nas propor¢oes lipidica ...........ceeevvveiveieerinenne. 48
Tabela 4: Formulagbes com variacdes na amplitude e tempo de sonicacao.................. 49
Tabela 5: Formulaces com concentracGes diferentes de lecitina...........c.cccceeveveveenen. 50
Tabela 7: Condigfes CromatografiCas .........ccccvveveiieiieii e 51
Tabela 8: Pardmetros escolhidos para a robUSTEZ .............ccvveereiiieiie v 55
Tabela 9: Diametro das particulas e indice de polidispersdo de formulacGes com
diferentes eStabiliZaANTES...........cviiiieee s 60
Tabela 10: Diametro das particulas e indice de polidisperséo de formulacdes com
diferentes propor¢des de acido estearico:acido Ol ICO ........ccccvvveveieieriece e, 60
Tabela 11: Didmetro das particulas e indice de polidispersdo de formulagdes variando o
tempo e & POLENCIA 0B SONICAGAD. ... ..ceuveueeeeieriesierti ettt 63
Tabela 12: Didmetro das particulas e indice de polidispersao das formula¢fes variando
2 CONCENEraga0 0e IECITINA........c.iiieieeieeee e 64
Tabela 13: Didmetro das particulas e indice de polidispersdo de formula¢des variando a
concentragdo do Norfloxacino € 6CN-ELil ... 66
Tabela 14: Diametro das particulas, indice de polidispersao e tempo de ressuspensao
dos CLN Antes e Apds a Liofilizagdo com a Adicdo de Trealose ........cccceeveevvieivnnnnn, 67
Tabela 15: Didmetro das particulas, indice de polidispersdo e tempo de ressuspensdo
dos CLN1ONOR+106CN antes e ap0s a liofilizacdo com a adicdo de trealose.............. 68
Tabela 16: Estudo de estabilidade 90 dias carreadores lipidicos nanoestruturados sem
FAIMNIACOS. ... ettt bbbt b et et st neeneeneas 77
Tabela 17: Estudo de estabilidade 90 dias carreadores lipidicos nanoestruturados
contendo Norfloxacing € BCN-ELil..........cccoocviiiiiiiiiii e 78
Tabela 18: Coeficientes de regressdo linear do Norfloxacino............c.ccccceevececieninnnn. 83
Tabela 19: Coeficientes de regressdo linear do 6CN-Etil ...........ccccooveiiiiiiiciiccee. 83
Tabela 20: DPR% das concentracfes da linearidade Norfloxacino ..............ccccceveeneee. 84
Tabela 21: DPR% das concentracOes da linearidade 6CN-Etil...............c.ccceeviiennnnnn. 84
Tabela 22: Analise estatistica dos coeficientes do modelo de regressdo Linear-1C-95%
O NOMFIOXACINO ...ttt b reene e 84
Tabela 23: Analise estatistica dos coeficientes do modelo de regressdo Linear-1C-95%

(0 [ G T | S 85
Tabela 24: Teste F-FANOVA do NOrfloXacino .........cccevveieiieeiiiie e 85
Tabela 25: Teste F-FANOVA do 6CN-Etil.........ccoeoiiiiiiieccc e 85
Tabela 26: Analise de residuos e residuos padronizados do Norfloxacino................... 86
Tabela 27: Anélise de residuos e residuos padronizados do 6CN-Etil.......................... 86
Tabela 28: Repetibilidade (intra-dia) NOrfloXacino ............ccoceviviiiiiiieni i 88
Tabela 29: Repetibilidade (intra-dia) BCN-€til ..........ccccoviriiiiiiiii e 88
Tabela 30: Precisao intermediaria NOrfloXacino...........cccocvvvveiiiieiiie i 89
Tabela 31: Precisdo intermediaria 6CN-ELil ..........cccccoviiiiiiii e 89
Tabela 32: Exatidao NOIflOXaCINO .......c.cccveieiieiiiie i 89
Tabela 33: EXatidao 6CN-ELl ..o 89
Tabela 34: Robustez NOIflOXaCIN0 .........ooiiiiiiiiiie s 90

Tabela 35: RODUSIEZ BCN-ELI] ......oooeeeeeeeeeeee 90



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

- ACN — Acetonitrila

- ATR- Reflectancia total atenuada

- ATP- Adenosina trifosfato

- AZT- Azitromicina modificada

- BHI- Brain Heart Infusion

- CCCP- Cianeto de carbono m-clorofenilhidrazona

- CLAE- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

- CIM- Concentragdo inibitéria minima

- CLN- Carreador lipidico nanoestruturado sem farmaco

- CLN1ONOR+106CN- Carreador lipidico nanoestruturado com 10 mg de norfloxacino
e 10 mg de 6CN-Etil

- CLN5SNOR+56CN- Carreador lipidico nanoestruturado com 5 mg de norfloxacino e 5
mg de 6CN-etil

- CV%- Coeficiente de variacédo

- DLS- Espalhamento de luz dindmico

- DNA- Acido Desoxirribonucleico

- DPR%- Desvio padrao relativo

- DRX- Difragdo de raios X

- EE- Eficiéncia de encapsulamento

- ESKAPE- Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp

- FDCLNs- Carreadores lipidicos nanoestruturados sem farmacos liofilizados

- FCLNNOR+6CN- Carreadores lipidicos nanoestruturados contendo 10mg de 6CN-etil
e 10mg de norfloxacino liofilizados

- FTIR- Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

- ICH- International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use

- LOD- Limite de detec¢éo

- LOQ- Limite de quantificacédo

-MDR- Resisténcia a multidrogas



- MEV- Microscopia eletronica de varredura

- MRSA- Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
- NOR- Norfloxacino

- NTP— NUmero de pratos tedricos

- OMS- Organizacao Mundial da Saude

- PDI- Indice de polidispersio

- PZ— Potencial zeta

- Resazurina— 7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido
- S aureus— Staphylococcus aureaus

- TMP-Tamanho das particulas

- UV-vis — Ultravioleta-visivel

- Vs — Versus

- 6CN-Etil — 2-amino-6-¢til-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carbonitrila



LISTA DE SIMBOLOS

- cm'— Centimetros reciprocos

- kDa— Kilodalton

- - Comprimento de onda

- mg— Miligrama

- min— Minutos

- mL— Mililitro

- mV- Milivolt

- mL— Mililitro

- ug— Micrograma

- uL— Microlitro

- nm— Nandmetro

- %— Porcentagem

- £— Mais ou menos

- F Estatistica F (utilizada em ANOVA e testes de significancia)
- R2— Coeficiente de determinacéo
- Rt — Tempo de retencéo

- Rpm- Rotagdes por minuto

- O Theta



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt 21
2. FUNDAMENTAGAO TEORICA ......oovevieveeeeeereeseeieseesiesessesnsesansess s 23
2.1 INfeCCOES DACTEITANAS .......eiiiiiieieie e 23
2.2 RESISTENCIA BACTEITANG........iivieivieieiie et sreene s 24
2.2 L ESKAPE ..ottt 24
2.2.2 Mecanismos e FeSISTENCIA.........ccivriiiieeieieie e 26
2.3 BOmbas de eflUXO0 ........cooviiiiiiiieece 27
2.3 L INOFA ettt neerenns 29
2.3 2 IMIBPA . 30
2.3.3 Inibidores de bombas de efluX0 ........ccceiieiiiiiiieice e 30
2.4 FIUOrOQUINOIONAS .....c.viiiiiiiiieiieieie et 31
2.5 Derivados tIOTENICOS ........uciiiieiieesie sttt nee e sna e 33
2.6 Nanoparticulas liPIdiCas.........ccoeciieiicie e 34
2.6.1 Nanoparticulas lipidicas SOldas...........ccccovevvrieiieeie i 35
2.6.2 Carreadores lipidicos Nn@anoestruturados............ccecvevveieenecieesiese e 36
3. OBUIETIVOS ...ttt sttt nenne e 45
3.1 OBJEtIVO GEIaAl.......oiiiiiiiiiieee e 45
3.2 ODjetivos ESPECITICOS .....oveuieieiiiieieiesie et 45
4. METODOLOGIA ... e srae e e e e neees 46
I Y = L (=] o = VSR 46
4.2 Obtencao do derivado 2-aminotiofénico 6CN-Etil (2-amino-6-etil-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carbonitrila) ..o 46
4.3 Determinacdo de condicGes para o desenvolvimento dos Carreadores
Lipidicos NaNOEStrULUFAdOS. .........c.ccveivieieieie et 46
4.3.1 Triagem de lipidios HQUIAOS .........cccoieiiiiiciiceciccee e 46
4.3.2 Triagem de lipidios SOlAOS ........ccoveiiiiiiiicceec e 47
4.3.3 Triagem de Estabilizantes ...........cccooveiiiiiiiiii e 47
4.3.4 Triagem da relacéo lipidica solido-liquido...........ccovvveiiieiiiiiiiiniies 48
4.3.5 Triagem da amplitude e tempo de SONICAGAD...........cevvevrrrerierenirierieriieieas 48
4.3.6 Triagem da concentracao de surfactante zwiterionico ...........ccccceevvrveenee. 49

4.5 Obtencao dos carreadores lipidicos nanoestruturados contendo 6CN-Etil e
10 1 (0D € Vo | Lo PO RRSPRPRTR 50

4.6 Liofilizacdo dos carreadores lipidicos nanoestruturados............c.cccccvevvvrnenee. 50



4.7  Caracterizacao fisico-quimica dos carreadores lipidicos nanoestruturados

51
4.7.1  Determinacdo do tamanho de particula, indice de polidispersao e
POLENCIAL ZETA ..ot e e esrae e 51
4.7.2  Analise da eficiéncia de encapsulacao (EE).........cccccccvvvevviienievinseene. 51
4.7.3  Difracdo de Raios X (DRX) ...ccoeiiiereiieiieiie et 52
4.7.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)52
4.7  Estudo de estabilidade ao longo de 90 dias.........c.coovvveieieieicncicieeee 52
4.8  Validacdo do método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(O] 17 = SO 53
49.1  CondigOes CromMatOgrama .........coueueruerierierienieniesieee e 53
4.9.2 ADeqUAGE0 0O SISTEMIA......c.iiviiiiiiiiieiieieee e 53
49.4  Preparacdo da fase MOVEl ... 53
495  LINEATUATE ...c.coviieiiciice e e 54
4.9.6  PrECISAD.....ceiiiiiieiecie sttt ettt sttt 54
4.9.7  SEletiVIAAUE ....c.eovveieiiciicece e 54
4.9.8  EXAUAEOD......ccoiiiiiiiie it 55
4.9.9  RODUSEEZ ..ottt ettt ns 55
4.9.10 Limites inferiores de detecgédo (LID) e de quantificagdo (L1Q).......... 55
4.10 Avaliacdo da atividade moduladora de antibioticos em cepas portadores
de bombas de EfIUXO.........ooiiei e 56
4.10.1 Avaliagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) .........ccccoceieevnnee. 56
4,11 ANALISE ESTALISTICA .....veveieieie e et 57
RESULTADOS . ... .ottt sttt nesne s 58
5.1 Determinacao de condigdes para o desenvolvimento dos Carreadores
Lipidicos NanOEStrULUFAdOS. .........c.ccveiiieieieie et 58
5.1.1 Triagem lipidios HQUIOS .......cccveiieiiiiiciece e 58
5.1.2 Triagem lipidios SOlAOS ........cccoveeiiiiiiic e 59
5.1.3 Triagem de EStabilizantes ... 60
5.1.4 Triagem da relagéo lipidica sOlido-liquido..........ccccvvvriiieiiniiiieiins 61
5.1.5 Triagem da amplitude e tempo de SONICAGAD...........cccerreeerierieierieserieeias 62
5.1.6 Triagem da concentracao de surfactante ziwterionico ...........ccc.cceeuvrvennee. 64
5.2 Obtencao dos carreadores lipidicos nanoestruturados contendo 6CN-Etil e
N0 [0 Tox T [ USSP 65
5.3 Liofilizacdo dos carreadores lipidicos nanoestruturados...............cccceevrvenenn. 66

5.4 Caracterizacdo fisico-quimica dos carreadores lipidicos nanoestruturados. 68
5.4.1 Andlise da eficiéncia de encapsulacao (EE%0) ........ccccovveveviveiiinininenns 68



5.4.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)69

5.4.3 Difracdo de raios X (DRX) ...ccviieiiiiiiieireie et 73
5.5 Estudo de estabilidade dos carreadores lipidicos nanoestruturados ............. 76
5.6 Validacdo do método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(O I = SRS PUSORPSRPN 79

5.6.1 Desenvolvimento e otimizacdo do metodo analitico............ccccovevviiecnenee. 79

5.6.2 SEIEUIVIAAUE ..ot 79

5.6.3 LINGANTAR ........eoiiieiieie ettt 82

5.6.4 Limite de detecgé@o e qUANTITICAGAOD .........eoveveiieririiiiiie e 87

I TR o T 157 Lo OSSR 87

5.6.6 EXALIAAO. ... .cviiviiiiiieiieieeieie e et 89

5.6.7 RODUSTEZ ...ttt bbb eneas 90
5.7 Avaliacéo da atividade de modulacéo do carregador lipidico
nanoestruturado frente as cepas S. aureus 1199B e K2068............c.cccceevveieennnne 91

5.7.1 Avaliacéo da concentracao inibitoria minima (CIM) .........c.cccceeveveenenen. 91

8. CONCLUSAO ..ottt sttt 97

REFERENCIAS ..o e et e e et e e e e et e e s e ee e e s e s e r e e s 98



21

1. INTRODUCAO

O uso indiscriminado de antibioticos, e a prevencdo deficiente de infeccdes
bacterianas tém contribuido para o aumento da pressdo seletiva exercida sobre as
bactérias favorecendo o surgimento de cepas de bactérias multirresistentes, cenario esse
que € um dos grandes desafios atuais na saude publica mundial. As bactérias que possuem
maior destaque como causa dessas infec¢bes sdo Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis e Salmonella enterica
serovar Typhimurium (Chandal et al., 2023; Tintino, 2021).

S. aureus é uma bactéria Gram-positiva, sdo patégenos oportunistas que causam
infeccdes fatais quando presentes na corrente sanguinea. Estima-se que, em paises
desenvolvidos, ocorram, em média, de 80 a 190 casos de infec¢des na corrente sanguinea
causadas por esse patdgeno a cada 100.000 habitantes por ano. No ambiente hospitalar,
infeccdes por S. aureaus sdo comuns e extremamente graves, além disso, possui grande
importancia médica pela sua capacidade de adquirir resisténcia a multiplos antibioticos
como por exemplo as cepas resistentes a meticilina (MRSA) que sdo a causa de um
aumento de trés vezes na taxa de mortalidade comparado a cepas sensiveis, sendo um
dos fatores que enquadram esse patdgeno no grupo ESKAPE que é representado pelas
bactérias Enterococcus faecium, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, P. aeruginosa e espécies do género Enterobacter, sdo bactérias resistentes a
antibidticos e causa das infeccBes nosocomiais extremamente graves (Cheung et al.,
2021; Tintino, 2021).

Dentre os principais mecanismos de resisténcia a antimicrobianos desenvolvidos
pelas bactérias sdo a superexpressao de proteinas transmembranares conhecidas como
bombas de efluxo. Essas proteinas sdo sistemas de transporte ativo, que tem como fungao
extrudar substancias do citoplasma, para o meio extracelular das bactérias. Dentre essas

substancias, incluem-se vérias classes de antibidticos (Chandal et al., 2023).

Staphylococcus aureus apresentam seis principais familias de bomba de efluxo,
dentre essas a superfamilia facilitadora principal, que inclui a bomba NorA, e a familia
de extrusdo de multidrogas e toxicos que expressam a bomba MepA, conferem um
mecanismo de resisténcia mais eficiente e ampla resisténcia a antibioticos, incluindo as

fluoroquinolonas (Compagne et al., 2023; Huang et al., 2023).
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Os derivados tiofénicos sdao um grupo de compostos heterociclicos que tem atraido
a atencdo da comunidade cientifica, por possuirem diversas atividades farmacologicas
como antiprotozodria, antifungica, antiproliferativa e a capacidade de atuar como
adjuvantes de antibioticos atraves da inibicdo de bombas de efluxo, porém que
apresentam baixa solubilidade em &gua, sendo um fator limitante para a sua
biodisponibilidade. Os inibidores de bomba de efluxo s&o moléculas que interferem no
funcionamento das bombas de efluxo, impedindo a extrusdo de substancias entendidas
como nocivas a bactéria, a exemplo dos antibidticos (Duvauchelle et al., 2022; Huang et
al., 2023).

Toda via, 0 uso de sistemas de entrega de farmacos como a encapsulacdo em
nanoparticulas lipidicas surge como uma alternativa para melhorar a solubilidade
aparente de ativos, pois além de possuirem baixa toxicidade, sdo biodegradaveis e
biocompativeis (Fahmy et al., 2020). Esses sistemas lipidicos podem ser classificados em
nanoparticulas lipidicas sélidas que sdo a primeira geracdo formadas somente por uma
matriz sélida (lipidio so6lido) e na segunda geracdo os carreadores lipidicos
nanoestruturados que sdo formados por uma mistura de um lipidio sélido e um liquido
que confere vantagens sobre a primeira geracdo, por possuirem maior capacidade de

carreamento de farmacos, na entrega e na estabilidade (Akbari et al.,2022).

No presente estudo, e no intuito de contribuir cientificamente com a problematica
relacionada a resisténcia antimicrobiana, desenvolver e caracterizar carreadores lipidicos
nanoestruturados  contendo o  derivado  tiofénico  2-amino-6-etil-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carbonitrila (6CN-Etil), o qual apresenta potencial de inibicao
de bombas de efluxo bacteriana, associado ao antibiotico fluoroquinolénico norfloxacino,
afim de avaliar a atividade antimicrobiana do sistema frente as cepas de S. aureus que
superexpressam as bombas de efluxo NorA e MepA com objetivo de modular a

resisténcia dessas cepas de S. aureus ao antibiotico.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 InfeccBes bacterianas

A trajetoria do desenvolvimento humano ao longo da historia sempre foi marcada
pelo esforco continuo contra diversas doencas, dentre estas as infecgdes bacterianas,
sendo um dos maiores problemas publicos mundiais atualmente. Um estudo publicado na
The Lancet em 2019 relatou que, de 13,7 milhdes de mortes relacionadas a infeccgdes, 7,7
milhGes foram associadas a patdgenos bacterianos, representando 13,6% de todas as
mortes globais, além disso, estipula-se que se ndo for implementado a¢des para resolver
essa questdo, até o ano de 2050 a taxa de mortalidade sera de 10 milhdes de mortes ao
ano (Aflakian et al., 2023; Hu et al., 2020; Samreen et al., 2021).

As bactérias sdo organismos fundamentais da microbiota humana, colonizando
diversos tecidos, como a pele e o trato gastrointestinal, no entanto, infecgdes bacterianas
ocorrem quando h& uma ruptura no equilibrio natural entre as bactérias e as células
hospedeiras. Esse desequilibrio pode surgir quando bactérias migram de areas onde
normalmente vivem, como 0 nariz, boca, uretra e intestinos, para locais onde sua presenga
é atipica, como os pulmdes, pancreas, sangue, cérebro e rins. Essas infec¢bes sdo
caracterizadas pela invasdo e multiplicacdo de bactérias patogénicas no organismo,
resultando em danos aos tecidos, disfuncéo celular e até morte, frequentemente causados
pela liberagdo de toxinas ou outros metabolitos prejudiciais produzidos pelas bactérias
(Deusenbery et al., 2021; Hu et al., 2020).

A infeccBes bacterianas podem ser transmitidas por varios meios, inclusive até
mesmo em ambientes hospitalares, no entanto como exemplo, a colonizagdo de
Enterococcus faecium, ocorre frequentemente devido ao uso de dispositivos médicos,
como cateteres, dispositivos cardiacos e seringas contaminadas (Rajaee et al., 2024).
Além disso, infeccbes por Staphylococcus aureus e Acinetobacter baumannii podem ser
transmitidas através do contato com pessoas ou superficies contaminadas, além da
ingestdo de alimentos ou dgua contaminada (Gweryina et al., 2024; Way et al., 2024). A
transmissdo por Streptococcus pneumoniae, ocorre principalmente pela inalacdo de

goticulas infectadas, ja doencas como a doenca de Lyme sdo transmitidas por vetores
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como por picadas de insetos, especificamente pelo carrapato do género Ixodes, que pode

ser um vetor da bactéria Borrelia burgdorferi (Haslund et al., 2024; Parker et al., 2024).

2.2 Resisténcia Bacteriana

A resisténcia antimicrobiana é a capacidade de microrganismos desenvolverem
habilidades para sobreviver a substancias que em situagdes normais seriam letais ou
inibiriam seu crescimento, esse mecanismo € um processo natural de evolucdo que
geralmente ocorre por mutacdo ou aquisicdo de novos genes de mecanismos de
resisténcia, no entanto também foi intensificada pelo uso indevido de antibidticos, a
automedicagdo, uso em infeccbes né@o bacterianas (como viroses), aplicacdo de
antibioticos em animais, além do descarte incorreto através de diversas rotas de
transferéncia como a agua, alimentos e adubo corroborando para um dos problemas mais

graves da saude mundial (Li et al., 2023; Monteiro et al., 2020; Samreen et al., 2021).

As bactérias podem apresentar dois tipos de mecanismos de resisténcia: o
intrinseco e o adquirido. A resisténcia intrinseca possui caracteristicas funcionais ou
estruturais ja presentes nas bactérias codificados por cromossomos como as enzimas
inativadoras, bombas de efluxo e barreira de permeabilidade, ja os mecanismos
adquiridos sdo aqueles que sdo alcancados a partir das transferéncias horizontais dos
genes, ou seja, alteracbes no genoma bacteriano, esse mecanismo € 0 mais grave e que
confere um rdpido avanco na resisténcia bacteriana e pode ser transferida entre os genes

rapidamente entre 0s microrganismos (Baran et al.,2023).

2.2.1 ESKAPE

No ano de 2017 a organizagdo mundial da saide (OMS) desenvolveu uma lista de
prioridades referente a resisténcia a antibidticos para auxiliar na pesquisa e
desenvolvimento de tratamentos eficazes e foram classificados no grupo de prioridade 1
0s patogenos ESKAPE multirresistentes Gram-negativos, incluindo Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp, ja
no grupo de prioridade 2, encontram-se 0s patdgenos ESKAPE Gram-positivos
Enterococcus faecium e Staphylococcus aureus. Os patégenos ESKAPE sdo conhecidos
por causarem infeccdes associadas a altas taxas de mortalidade e morbidade em todo o

mundo (Denissen et al., 2022).
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Os principais mecanismos pelos quais 0s patdogenos do grupo ESKAPE
desenvolvem resisténcia incluem a prevencdo da absorcdo do farmaco, a alteracdo dos
alvos moleculares, a inativacdo dos antibioticos e a expulsdo dos mesmos através de
bombas de efluxo (Denissen et al., 2022). No caso de Acinetobacter baumannii, sua
plasticidade genética permite mutacdes rapidas, tornando-o um dos patégenos ESKAPE
mais desafiadores para o tratamento, especialmente em ambientes hospitalares. Além
disso, a presenca desses patdgenos ja foi relatada na microbiota intestinal de pacientes
submetidos a altas doses de antibidticos em estado critico, como nos casos de
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae, que sdo 0s principais responsaveis

por infeccBes associadas a satde (Babouee et al., 2024).

Staphylococcus aureus é amplamente conhecida como a “superbactéria” mais
preocupante entre as Gram-positivas, devido a sua capacidade de desenvolver resisténcia
a antibidticos, desde a década de 1940 as cepas resistentes & penicilina surgiram nos
hospitais poucos anos apo6s a introducdo desse farmaco na clinica e rapidamente se
disseminaram pela populacdo, atingindo proporcdes pandémicas (Dashtbani; Brown,
2021). A resisténcia a penicilina ocorreu pela incorporacdo do gene blaZ, que codifica a
B-lactamase, enzima que quebra o anel -lactdmico da penicilina e neutraliza sua agado
antimicrobiana. O termo “superbactéria” chamou a ateng¢do de pesquisadores e
autoridades de saude publica, devido ao impacto em relacdo a morbidade e mortalidade
causado pelas infeccBes por Staphylococcus aureus resistentes a meticilina fora do
ambiente hospitalar, além dos antibioticos B-lactamicos, o S. aureus desenvolveu
resisténcia a diversos outros antibidticos, como vancomicina, eritromicina, gentamicina
e oxacilina, reduzindo significativamente as opc¢des disponiveis para o tratamento dessas
infeccdes (Baran et al., 2023; Dashtbani; Brown, 2021).

O uso de antibidticos € o fator chave para a aceleracdo do desenvolvimento dessas
infeccBes com bactérias multirresistentes, gerando uma vantagem seletiva das populagdes
bacterianas resistentes, quando competem com bactérias comensais suscetiveis, podendo
levar a uma alteracéo no ecossistema de simbiose entre 0s microrganismos e o hospedeiro
durante o tratamento com antibidticos, gerando um reservatorio de bactérias resistentes,
que pode persistir mesmo apds a descontinuagdo de antimicrobianos (Babouee et al.,
2024).



26

2.2.2 Mecanismos de resisténcia

Os mecanismos de resisténcia intrinsecos e mecanismos de resisténcia adquiridos,
podem ser observados as mesmas alteragdes ou adaptacdes nos micro-organismos, que
sdo: reducdo da permeabilidade do envelope bacteriano, aumento da expressdo e a
atividade de bombas de efluxo, sintese de enzimas, formac&o de biofilmes e modificacGes,
substituicdes ou rompimentos de alvos bacterianos de antibidticos, entre outras (Figura
1) (Almatar et al., 2020; Monteiro et al., 2020).

Figura 1: Principais mecanismos de resisténcia
antimicrobianos

J Modificagdo do alvo

E)
" N
R
’/5
® = =
S R >
Diminuig¢do da -

permeabilidade —
da parede celular—

Inativacao
por enzimas
-

Fonte: Adaptado de Tintino (2021)

Os mecanismos de resisténcia devido a alteragcbes na estrutura do alvo do
antibiotico podem ocorrer por mutagdes genéticas, que modificam o alvo e impedem a
ligagdo do antimicrobiano, comprometendo sua acdo, um exemplo cldssico é o de
Streptococcus pneumoniae, que desenvolve resisténcia a penicilina através de um
mosaico génico que codifica uma proteina de ligacdo a penicilina, de forma semelhante,
Staphylococcus aureus adquire resisténcia a meticilina (Abushaheen et al., 2020; Li et

al., 2023).

Por outro lado, a modificacdo e protecdo do alvo ndo dependem de mutaches

genéticas, mas de mudancas pds-transcricionais que envolvem a agdo de enzimas. 1sso
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pode reduzir a afinidade do antibidtico pelo seu alvo ou inativa-lo por meio de hidrolise,
como ocorre com enzimas [-lactamases (Abushaheen et al., 2020). Além disso, a
resisténcia pode resultar da transferéncia de grupos quimicos para o antibidtico. Outros
mecanismos incluem a prevencédo do acesso ao alvo, seja pela reducdo da permeabilidade
da membrana ou pela acdo de bombas de efluxo que extrudem substancias nocivas do

interior da célula (Almatar et al., 2020).

2.3 Bombas de efluxo
As bombas de efluxo foram descobertas em 1976 quando Juliano e Ling

identificaram a glicoproteina P em células de roedores, que apresentavam resisténcia a
medicamentos anticancer, as bombas de efluxo sdo proteinas transportadoras presentes
nas membranas de bactérias, que reconhecem e bombeiam ativamente varios substratos
incluindo antibidticos. Sdo encontradas em bactérias gram-positivas e gram-negativas e
sdo produzidas para contribuir na resisténcia microbiana, sdo classificadas em seis
principais familias: Familia de Nodulagdo-Divisdo de Resisténcia, Superfamilia
Facilitadora Principal, familia de transportadores ABC, Familia de Extrusdo de
Compostos Toxicos e Multidrogas, pequena familia multidrogas e Superfamilia de
Compostos Antimicrobianos Proteobacterianos (Figura 2) (Huang et al., 2022; Kumawat
etal., 2023).

e A familia de transportadores ABC é composta por bombas de efluxo que sdo
classificadas como transportadores ativos primarios, esses transportadores
dependem da energia gerada pela hidrélise de ATP para translocar diversos
substratos através da membrana celular. Além disso, eles também podem utilizar
a energia do gradiente de protons ou de sddio para realizar o transporte de
substancias (Kumawat et al., 2023; Huang et al., 2022).

e A familia de Extrusdo de Compostos Téxicos e Multidrogas (MATE) utilizam
gradientes de H" e Na* para expulsar drogas poliaromaticas e catidnicas. Um
exemplo ¢ o NorM, um antiportador de Na* de Vibrio parahaemolyticus, que
confere resisténcia a corantes, fluoroquinolonas e aminoglicosideos (Kumawat et
al., 2023; Maldonado et al., 2023).

e Asuperfamilia facilitadora principal (MFS) € um grupo de proteinas de membrana
que realiza o transporte de pequenos solutos pelas células em resposta a gradientes
quimiosmaticos, essa familia transporta diversos substratos, como agulcares,

drogas, aminoacidos e metabdlitos, ela € uma das maiores familias de
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transportadores secundarios ativos, composta por trés tipos principais:
simportadores, que transportam substratos e ions na mesma direcéo,
antiportadores, que movem substratos e ions em dire¢cGes opostas e uniportadores,
que transportam solutos sem envolver ions (Kumawat et al., 2023; Pasqua et al.,
2019).

e A Familia de Nodulag¢do-Divisdo de Resisténcia (RND) desempenha um papel
essencial na biologia de muitos patdgenos, sendo crucial para sua patogenicidade,
essas bombas ajudam a exportar substancias do hospedeiro, como sais biliares,
acidos graxos e hormdnios esteroides, 0 que permite as bactérias sobreviverem
dentro do organismo, localizam-se na membrana interna e sdo impulsionadas pela
forca motriz dos protons, funcionando como transportadores primarios (Kumawat
et al., 2023; Zack et al., 2024).

e A Superfamilia de Compostos Antimicrobianos Proteobacterianos (PACE) é
formada por transportadores que sdo amplamente conservados nos genomas de
varias espécies bacterianas, aproximadamente 623 linhagens possuem todos 0s
genes responsaveis pela codificacdo dessas proteinas, esses transportadores
utilizam a energia proveniente de gradientes de prétons (H+) ou sddio (Na+) para
facilitar o movimento de substéncias (Huang et al., 2022; Kumawat et al., 2023).

e A Pequena Familia Multidrogas (SMR) é semelhante a Superfamilia Facilitadora
Principal, sua fonte de energia provém da forca motriz dos prétons. Utilizam o
gradiente de H* através da membrana como energia para expulsar substancias da
célula, estdo presentes tanto em bactérias Gram-positivas quanto em Gram-
negativas (Kumawat et al., 2023; Zack et al.,2024).

A superexpressdo dessas bombas multirresistentes tém sido associada a resisténcia a
medicamentos e associada a distarbios clinicos, por isso o mecanismo de efluxo
bacteriano é considerado uma ameaca Séria, ja que isSO aumenta a concentracdo de
antibidticos, diminui a suscetibilidade de cepas clinicas e limita o surgimento de novas

resisténcias (Kumawat et al., 2023).
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Figura 2: Principais familias de bombas de efluxo
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2.3.1 NorA

As bombas de efluxo NorA sdo codificadas pelo gene norA, foram identificadas
pela primeira vez em um hospital no Japdo em 1986 e descritas anteriormente em um
isolado resistente a fluoroquinolona, sdo proteinas que exportam varios antimicrobianos
estruturalmente nédo relacionados (MDR) e séo pertencentes a superfamilia facilitadora
principal, utilizam a forca motriz de prétons para mediar o efluxo de drogas, sendo o
sistema de efluxo mais estudado em S. aureus e presente em todas as cepas resistentes a
meticilina, podendo extrudar diversos substratos estruturalmente diversos, incluindo
quinolonas, fluoroquinolonas, pentamidina, berberina, brometo de etidio e acridina,
proporcionando resisténcia ampla a uma gama de antibioticos (Kumar; Tudu, 2023;
Tintino, 2021).

Essas proteinas estdo localizadas na membrana citoplasmatica, possuem um peso
molecular de 42,3 kDa e sdo compostas por 388 aminoacidos, estruturalmente,
apresentam 12 segmentos transmembranares e sdo organizadas em duas metades
simétricas, o que facilita a expulsdo de substratos como as fluorquinolonas, a medida que

protons séo transportados para dentro da célula, esse processo ocorre atraves de um
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mecanismo de alternancia, conhecido como “interruptor basculante”, as bombas de efluxo
NorA séo codificadas pelo gene norA de 1164 pb e apresenta variabilidade genética com
trés principais alelos norAl, norAll e norAlll, que possuem diferencas em suas sequéncias
nucleotidicas conferindo na resisténcia dessas proteinas a diversos antibidticos (Brawley
et al., 2022; Martin et al., 2024).

2.3.2 MepA

Em estudos realizados com genes mutantes rompidos de S. aureus , a bomba de
efluxo MepA foi identificada, sendo o primeiro transportador da familia de extruséo de
multidrogas e toxicos em S. aureus possuindo o fenotipo de resisténcia na cepa SA-
K2068, em sua estrutura apresentam 451 aminoacidos e 12 segmentos transmembranares,
essas proteinas utilizam o gradiente eletroquimico de hidrogénio e sodio para extrudar
diversas drogas através das membranas celulares adquirindo um formato de “V>” abrindo-
se para fora da célula, as bombas de efluxo MepA séo codificadas por genes localizados
no DNA bacteriano central de S. aureus o que conferem a resisténcia a fluoguinolonas
(Da Costa et al., 2021; Freitas et al., 2021).

As bombas de efluxo MepA tem como substratos as fluoroquinolonas hidrofilicas
que sdo ciprofloxacina, norfloxacina e moxifloxacina, sparfloxacina e glicilciclinas que
sdo fluoroquinolonas hidrofébicas, além de compostos de amdnio quaternario como
cloreto de benzalcénio, dequalinium, tetrafenilfosfonio, cetrimida, pentamidina e como
brometo de etidio (Huang et al., 2023).

2.3.3 Inibidores de bombas de efluxo

Os inibidores da bomba de efluxo tém sido um grande alvo de pesquisas para a
investigacdo de novos agentes farmacéutico, esses compostos sdo capazes de inibir as
bombas de efluxo, interrompendo a sua funcdo. Esses inibidores podem ser classificados
em dois tipos principais: inibidores competitivos, que competem diretamente com o
substrato pelo local de ligacdo na bomba, e inibidores ndo competitivos, que interferem
de outras maneiras no mecanismo de efluxo, sem competir diretamente pelo sitio de
ligacdo do substrato (Almatar et al., 2021; Zhang et al., 2023).

Os inibidores de bombas de efluxo ideais ndo devem possuir atividade
antimicrobiana, mas quando em combinacdo devem contribuir para potencializar ou
reestabelecer (podendo restaurar a sensibilidade bacteriana) a acdo de antibidticos,

prolongando a acdo e eficacia dos antibioticos, reduzindo a taxa de resisténcia.
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Geralmente para avaliar a atividade da bomba de efluxo por exemplo NorA, utiliza-se o
corante brometo de etidio (EtBr), um intercalador de DNA que emite fluorescéncia sob
luz UV, o acimulo intracelular de EtBr em ensaios permite estimar a poténcia dos
inibidores da NorA, ja que uma maior inibicdo da bomba resulta em maior acimulo do
corante na célula, outro método de detec¢éo da atividade de inibidores de bomba de efluxo
é por meio da sua capacidade de alterar a concentragdo inibitéria minima de antibiéticos
(Figura 3) (Kumar; Tudu, 2023; Verma et al., 2021).

Figura 3: Mecanismo de inibi¢cdo de bomba de efluxo
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2.4 Fluoroquinolonas

A descoberta dos antibidticos foi uma das maiores revolugbes da medicina,
transformando o tratamento de infec¢Ges bacterianas e reduzindo substancialmente as
taxas de mortalidade e doencas relacionadas. Entre os anos de 1930 e 1960, diversos
antibioticos foram descobertos, sendo esse periodo conhecido como a "Era de Ouro dos
Antibioticos”, mas a medida que novos antibidticos eram descobertos surgiam as
primeiras cepas de bactérias resistentes. O termo “antibidtico” surgiu a partir de 1942 por
Selman Waksman e definindo como substancia produzida a partir de microrganismo

capaz de inibir o crescimento ou matar outros microrganismos, mas atualmente essa
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definicdo foi mais amplificada, tendo em vista que existe varias origens de antibioticos e
mecanismos de a¢do como: Inibicdo da biossintese da parede celular bacteriana, ruptura
da integridade da membrana celular, inibicdo de &cidos nucleicos e sintese de proteinas e

alteracdes de processos metabolicos (Abushaheen et al., 2020; Baran et al., 2023).

As fluoroquinolonas s&o antimicrobianos derivados de &cido nalidixico sintetizados
por George Lesher na década de 1960, dentre os antibidticos sdo bastantes incomuns por
ndo terem origem de organismos vivos mas serem sintetizadas quimicamente, possuem
atividade contra microrganismos gram-positivos e gram-negativos e geralmente é
administrado por via oral, possui uma boa absorgéo e atinge concentragdes terapéuticas e
sdo metabolizadas no figado parcialmente; sua via de eliminacdo é por via renal, cerca de
30% a 60% é eliminada pela urina. Para uso humano as fluoroquinolonas sao classificadas
em 18, 22 32 e 42 geracOes (Tabela 1) (Rusu et al., 2023).

Tabela 1: Classificacao das fluoroquinolonas

Fluoroquinolonas

12 Geracao 2° Geracao 3° Geracao 4° Geragao
Cinoxacina Ciprofloxacino Balofloxacino Clinafloxacino
Flumequina Norfloxacino Gatifloxacino Garenoxacino

Acido Nalidixico

Acido Pipemidico

Fleroxacino

Lomefloxacino

Grepafloxacino

Levofloxacino

Gemifloxacino

Moxifloxacino

Rosoxacina Ofloxacino Pazufloxacino Sitafloxacino
Acrosoxacino Enoxacino Esparfloxacino Trovafloxacino
Droxacino Pefloxacino Tosufloxacino Alatrofloxacino

Fonte: Rusu et al., 2023; Brar et al., 2020

O norfloxacino (Figura 4) € um fluoroquinolona de amplo espectro (gram-positivas
e negativas), utilizado para o tratamento de infec¢bes do trato urinario, gastrointestinal,
infeccbes na pele, vias aéreas superiores e inferiores e infecgbes sexualmente
transmissiveis, atua inibindo a sintese do acido desoxirribonucleico bacteriano e também
possui propriedade bactericida, no entanto estudos mostraram que o uso do norfloxacino
pode estar relacionado como potencial associagdo com a multirresisténcia a
medicamentos, além apresentar problemas relacionados a sua biodisponibilidade,
solubilidade aquosa e a terapia com altas doses a longo prazo podem gerar varios efeitos
colaterais (Bhatt; Chatterjee, 2022; Yakupova et al., 2022).
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Figura 4: Estrutura quimica do norfloxacino
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A sintese de DNA bacteriano depende de enzimas chamadas topoisomerases, que
sdo divididas em tipo IA (Topo | e Topo I1) e tipo 1A (DNA girase e Topo 1V) na
auséncia delas o superenrolamento do DNA é afetado, antibidticos de amplo espectro
como as fluoroquinolonas atuam inibindo a DNA girase em bactérias gram-negativas € a
topoisomerase IV em gram-positivas, bloqueando a replicacdo do DNA, essa inibicéo
altera o superenrolamento, causando a quebra do DNA e resultando na morte celular,

independentemente da sintese de proteinas (Abushaheen et al.,2020; Brar et al.,2020).

Os principais mecanismos de resisténcia bacteriana as fluoroguinolonas séo as
mutacdes na DNA girasse, 0 aumento da expressdo de bombas de efluxo, e alteracGes na
permeabilidade da membrana externa de bactérias gram-negativas (Abushaheen et al.,
2020; Rusu et al., 2023).

2.5 Derivados tiofénicos

Os anéis heterociclicos sdo estruturas bastante estudadas ao longo dos anos na
quimica medicinal e na descoberta de novos medicamentos, gragas as suas propriedades
e representando cerca de 85% de todos os compostos biologicamente ativos, os derivados
2-amino-tiofenos em especial apresentam nucleos heteroaromaticos formados por cinco
membros e sintetizados classicamente pelo métodos de Gewald, foram descritos
primeiramente por Campaigne e Foye na década de 1950 e popularizada posteriormente
por Gewald na década seguinte, a reacdo consiste numa reacdo multicomponentes
envolvendo um composto contendo uma carbonila (aldeidos ou cetonas), com um

composto metilénico ativo, contendo uma nitrila, na presenca de uma fonte de enxofre
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que leva a formacao de um anel tiofénico contendo um grupo amino na posi¢édo 2, e um

grupo retirador de elétrons na posi¢cdo 3 (Duvauchelle et al., 2022).

Os derivados 2-amino tiofénicos possuem diversas atividades bioldgicas descritas
na literatura, incluindo: antiprotozoaria, antifingica, antiproliferativa, além da atividade
antibacteriana devido a capacidade desses derivados de se comportar como inibidor de
bomba de efluxo, melhorando a atividade de farmacos antibacterianos como a
ciprofloxacina em cepas que expressam a bomba de efluxo NorA (Duvauchelle et al.,
2023).

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa mostraram que os derivados 2-
amino-tiofénicos diminuiram em 16 vezes a concentracdo minima inibitoria da
ciprofloxacina (de forma equivalente a reserpina (conhecido inibidor de proteinas de
efluxo NorA)) contra cepas de Staphylococcus aureus sendo resultados promissores para
o efeito de sinergia com o antibi6tico, (Da Cruz et al., 2020). Em resultados ainda nédo
publicados pelo nosso grupo de pesquisa em um estudo que investigou a atividade
inibitoria sob bombas de efluxo NorA e MepA, de um grupo de 13 derivados 2-amino
tiofénicos, foi identificado que o derivado 2-aminotiofénico codificado por 6CN-Etil
(Figura 5) ajudou a reestabelecer a susceptibilidade as fluoroquinolonas (norfloxacino e
ciprofloxacino) em cepas de Staphylococcus aureus que superexpressam as bombas de

efluxo NorA e MepA, e que apresentam resisténcia a esses antibidticos.

Figura 5: Estrutura quimica 6CN-Etil
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2.6 Nanoparticulas lipidicas

Nos ultimos anos o ramo da nanotecnologia vem crescendo no meio cientifico e
fornecendo ferramentas essenciais para o desenvolvimento de novos sistemas de

administracao de farmacos atendendo as necessidades atuais, tendo em vista que sistemas
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com entrega inteligente e melhor controle de liberacdo favorecem essa popularizacao, as
nanoparticulas lipidicas surgem como uma alternativa as nanoparticulas poliméricas,
lipossomas e emulses, por possuirem beneficios como a ampla variedade de materiais
para a selecdo das formulagdes, a baixa toxicidade dos lipidios utilizados na producéo das
nanoparticulas e por serem reconhecidos como seguros (Syed et al., 2023).

As nanoparticulas lipidicas sdo carreadores bastantes versateis por poderem
transportar moléculas hidrofébicas, hidrofilicas, de pequeno tamanho, proteinas e &cidos
nucleicos, sendo os lipossomas a primeira geracdo de nanoparticulas lipidicas seguidos
pelas nanoparticulas lipidicas solidas e carreadores lipidicos nanoestruturados. As novas
geracOes apresentam estruturas internas mais sofisticadas e maior estabilidade fisica,
esses sistemas tem a capacidade de controlar a liberacéo e a localizacdo de farmacos no
organismo, sendo promissores para o tratamento de diversas doencas (Tenchov et al.,
2021).

2.6.1 Nanoparticulas lipidicas solidas

As nanoparticulas lipidicas solidas sdo derivadas das nanoemulsdes de 6leo e agua,
no entanto com um lipidio s6lido, essa primeira geragdo possui vantagens como o uso de
lipidios fisioldgicos, evita 0 uso de solventes organicos, apresenta a viabilidade da
producdo em larga escala, além de melhorar a biodisponibilidade, e pode dar protecédo a
medicamentos sensiveis (Salvi et al., 2019).

Esses sistemas de liberacdo de farmacos geralmente possuem formato esférico, com
tamanho variando entre 50 e 1000 nm, sdo compostos com uma matriz de nacleo sélido,
os principais componentes dessas formulacdes incluem lipidios, que permanecem em
estado sdlido a temperatura ambiente, emulsificantes ou uma combinag&o de ambos, além
de ingredientes farmacéuticos ativos e um sistema de solvente apropriado (Figura 6).
Toda via a incorporagdo de farmacos em nanoparticulas sélidas pode causar gelificacao,
transicdes polimorficas e baixa incorporagdo de farmacos devido a estrutura estrutura

cristalina dos lipidios sdlidos (Duan et al., 2020).
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Figura 6: Nanoparticula lipidica sélida
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2.6.2 Carreadores lipidicos nanoestruturados

Estudos realizados demonstraram algumas limitagdes nos sistemas de
nanoparticulas lipidicas sélidas como menor capacidade de carga dos ativos devido a
matriz altamente ordenada pelo lipidio so6lido, baixa estabilidade a longo prazo e
encapsulagdo limitada de certos ativos, por isso na virada do milénio foi desenvolvido
por Muller uma nova geracdo de nanoparticulas lipidicas, os carreadores lipidicos
nanoestruturados, que surgiram para superar as desvantagens dos sistemas de primeira
geracdo, sdo produzidos a partir da mistura de lipidios s6lidos com uma incorporagédo de
lipidios liquidos o que gera o rompimento da estrutura cristalina formando uma matriz
com imperfeices o que permite a formacdo de espacos para acomodacdo de uma
quantidade significativa de farmacos, dessa forma, possibilitando uma capacidade de
carga e estabilidade superiores do farmaco em comparacdo as nanoparticulas sélidas
surgindo como uma excelente alternativa, além de apresentar vantagens como prevenir a
expulséo do ativo precocemente durante o armazenamento, controle da liberacdo do ativo,
facil manipulacdo e mais acessivel, além da estabilidade melhorada (Abla et al., 2023,;
Tenchov et al., 2021).

Os carreadores lipidicos nanoestruturados tem o potencial de melhorar a
biodisponibilidade oral de farmacos pouco sollveis em agua. Atualmente esses sistemas
ja sdo aplicados em produtos cosméticos como cremes dérmicos, sua aplicacao é bastante
estudada em diversos ambitos, como no direcionamento de medicamentos para diversas

doengas com foco em tecidos pulmonares, cerebrais, oculares e em tumores maligno,
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além de serem investigados para atuar na reversdo de resisténcia a multiplos
medicamentos, na indUstria alimenticia e na terapia genica (Khan et al.,2023; Salvi et al.,
2019).

Somado a isso, os carreadores lipidicos nanoestruturados fornecem uma opcgéo
vantajosa para a administracdo de medicamentos por via oral, pois podem ser absorvidos
por serem a base de lipidios por diversos mecanismos como transporte transcelular,
transporte mediado por células M, por carreadores ou através da mucoadesdo, os farmacos
lipofilicos e nanocarreadores sdo absorvidos no intestino por endocitose, principalmente
por celulas M, que os transportam pelo sistema linfatico, as lipases quebram
triglicerideos, formando micelas com sais biliares que facilitam a absor¢édo, a mucoadeséao
aumenta a absorcgdo e o tempo de residéncia de nanocarreadores no trato gastrointestinal
(Khan et al., 2023; Salvi et al., 2019).

De acordo com a localizacdo do farmaco incorporado no carreador lipidico
nanoestruturado esses sistemas podem ser classificados em trés tipos (Figura 7): O
modelo do cristal imperfeito, se trata de uma matriz desorganizada onde existem varios
espacos vazios e espacos que podem acomodar uma maior quantidade de farmaco em
aglomerados amorfos, isso ocorre a partir da mistura com quantidades adequadas de
lipidio solido com lipidio liquido, essa mistura garante um aumento na carga util do
farmaco. Ja o modelo do tipo multiplo é composto por agua/lipidio sélido/lipidio liquido,
geralmente alguns farmacos sdo mais soluveis a lipidios liquido, nesse tipo de carreador
sdo utilizadas fracGes maiores de lipidios liquidos isso causa a separacdo de fases na
matriz formando compartimentos nanométricos envolvidos pela matriz sélida, isso
melhora a eficiéncia de encapsulacdo dos ativos e liberacdo controlada. Por ultimo, o

terceiro tipo, o0 modelo amorfo onde lipidios sdo misturados de forma a diminuir o
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vazamento de farmacos durante a cristalizagdo, sendo a matriz amorfa e homogénea
(Chauhan et al., 2020).

Figura 7: Tipos de carreadores lipidicos nanoestruturados

Modelo Cristal Imperfeito Modelo Tipo Multiplo Modelo Amorfo

@ Farmaco @ Surfactante LJ ng&i Islgjlli:l: M Lipidio Amorfo

Fonte: Adaptado de Khan et al., 2022

2.6.2.1 Métodos de obtencéo dos carreadores lipidicos nanoestruturados

Existem diversos métodos de obtencdo de carreadores lipidicos nanoestruturados
dentre esses estdo a técnica de homogeneizacgdo a quente de alta pressao, método de fusdo
a quente por sonicacdo, homogeneizacdo a frio de alta pressdao, homogeneizacéo de alta
velocidade/cisalhamento, microemulsdo, técnica de difusdo e evaporacdo de solventes,
extrusdo de fusdo a quente, técnica de injecdo de solvente e técnica de sonicacao por fusao
a quente (Figura 8) (Chauhan et al., 2020; Khan et al., 2022).

e Homogeneizagio a quente de alta pressdo: E uma técnica escalonavel, o processo
de alta pressdo reduz o tamanho das particulas, onde inicialmente os lipidios
liquidos e sdlidos séo derretidos e € adicionada uma fase aquosa sob agitacao,
posteriormente essa microemulsdo quente € submetida a um homogeneizador de
alta pressdo e resfriada para obter os carreadores lipidicos nanoestruturados, mas

ndo é ideal para moléculas termossensiveis (Khan et al., 2022; Taha et al., 2020).

e Homogeneizacdo a frio de alta pressao: Apresenta similaridade com a técnica de
homogeneizacdo a quente, no entanto nesse método a mistura lipidica e aquosa

sdo mantidas em temperatura na faixa de 2°- 6° C sob agitacdo, posteriormente
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essa suspensdo é submetida a um homogeneizador de alta pressdo, sendo
adequado para materiais que ndo podem ser submetidos a altas temperaturas
(Chauhan et al., 2020; Khan et al., 2022).

Homogeneizacao de alta velocidade/cisalhamento - Neste método a submisséo a
um homogeneizador de alta pressdo € substituido por uma alta taxa de
cisalhamento, ou seja, apos verter a fase aquosa (a4gua e surfactante) na fase
lipidica sdo homogeneizados em homogeneizador em alta rotagdo ao decorrer de
varios minutos, o resultado é resfriado para se obter os carreadores lipidicos
nanoestruturados (Chauhan et al., 2020; Khan et al., 2022).

Microemulsdo - Essa técnica consiste na adicdo apds o derretimento do lipidio
solido e do lipidio liquido a fase aquosa contendo agua e surfactante e a mistura
das fases formando a microemulsdo, € uma técnica simples, mas demanda

bastante surfactante e cosurfactante (Chauhan et al., 2020; Khan et al., 2022).

Técnica de difusdo e evaporacao de solventes - Nesse método o lipidio liquido e
o lipidio solido sdo dissolvidos por um Unico solvente organico ou por uma
combinacdo de solventes, posteriormente é adicionada a fase aquosa e
ultrasonicado, apds isso a formulacdo é mantida em agitacdo e em baixa
temperatura para evaporar 0 solvente, essa técnica é de baixa intensidade de
energia e evita o estresse fisico de cisalhamento (Chauhan et al., 2020; Khan et
al., 2022).

Extrusdo de fusdo a quente - Envolve o uso de bombeamento da fase contendo o
lipidio solido e o ativo em um barril extrusor utilizando um alimentador
volumétrico, a fase contendo o lipidio liquido e fase aquosa sdo adicionadas por
uma bomba peristaltica na temperatura de extrusdo, essa mistura é extrudada na
temperatura de fusdo dos componentes, posteriormente essa formulagdo é
sonicada para obter os carreadores lipidicos nanoestruturados (Chauhan et al.,
2020; Khan et al., 2022).

Técnica de injecdo de solvente - A técnica consiste na dissolugdo atraves de um
solvente organico da fase lipidica contendo o lipidio liquido e o lipidio s6lido com
0 auxilio do aumento de temperatura, essa fase organica obtida é injetada de

maneira rapida em uma fase aquosa com agua o surfactante em agitacédo constante,
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o0 tamanho dos nanocarreadores dependera da difusdo do solvente e do conteudo
emulsificante (Chauhan et al., 2020; Khan et al., 2022).

e Técnicade sonicagdo por fusdo a quente - Esse método de obtencéo de carreadores
lipidicos nanoestruturado é semelhante a técnica de homogeneizacao a quente de
alta pressdo, no entanto apds a fusdo dos lipidios e adicionar a fase aguosa
contendo o surfactante e agua em agitacdo posteriormente é substituido o
homogeneizador de alta pressdo por um sonicador, apds isso a formulacdo é
resfriada, nesse método o ativo € adicionado na fase oleosa contendo os lipidios
(Figura 8) (Khairnar et al., 2022; Taha et al., 2020).

Figura 8: Técnica de sonicacdo por fusdo a quente
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Fonte: Adaptado de Khairnar et al., 2022

2.6.2.2 Lipidios

Lipidio & descrito como uma classe de moleculas que séo insoliveis em agua
(hidrofobicos) ou alguns sdo anfifilicos, mas soluveis em solventes apolares como
cloroformio, hidrocarbonetos ou alcoois. Essas moléculas podem ser classificadas em
lipidios simples, complexos e derivados, os lipidios simples sdo moléculas compostas por
acidos graxos e alcoois e podem ser hidrolisados em dois produtos, os lipidios complexos
sdo moléculas que produzem trés ou mais grupos depois da hidrolise e incluem
fosfolipidios, glicolipidios e esfingolipidios, ja os lipidios derivados sdo resultados da

transformacéo de lipidios simples ou complexos como &acidos graxos livres, esterdis e
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alcoois de cadeia linear, os lipidios também podem ser classificados quanto a sua
propriedade fisica em temperatura ambiente (6leos e gorduras) ou por polaridade podendo
ser polares e neutros (Apostolou et al., 2021; Ye et al., 2021).

A escolha dos lipidios para obtencdo dos carreadores lipidicos nanoestruturados é
um dos fatores mais significativos pois afetam no desenvolvimento desses sistemas, tendo
em vista que s&o considerados a solubilidade do ativo utilizado além disso a eficiéncia de
encapsulacdo é fortemente influenciada na triagem dos lipidios (Apostolou et al., 2021).
A solubilidade do ativo tanto no lipidio solido como no liquido devem ser altas pois isso
possibilita que o ativo hidrofébico permaneca dissolvido na matriz lipidica, a carga do
ativo também é considerada pois demonstra a quantidade maxima em que esté alojado na
matriz lipidica até chegar ao alvo, por isso no processo de desenvolvimento desses
carreadores é essencial a triagem de excipientes como os lipidios, somado a isso as
variacdes estruturais e a quantidade de lipidios liquidos utilizados no desenvolvimento
desses sistemas também tem grande influéncia na estabilidade e na taxa de
aprisionamento dos farmacos, dentre os lipidios solidos mais utilizados estdo o &cido
estedrico, monoestearato de glicerila, dibehenato de glicerila (Compritol®888ATO),
palmitoestearato de glicerila (Precirol®ATO5), tristearina (Dynasan®118), ja lipidios
liquidos os principais estdo o &cido oleico, azeites, monocaprilato de propilenoglicol
(Capryol™90) e triglicerideos de cadeia média (Migliol 812) (Apostolou et al., 2021; Ye
etal., 2021).

2.6.2.2.1 Acido estearico

O acido estearico (Figura 9) é um &cido graxo de cadeia longa amplamente presente
em muitos 6leos e gorduras naturais, possui alta compatibilidade com alimentos e baixa
toxicidade, além de uma elevada temperatura de fusdo, em torno de 70 °C, esse acido
graxo, juntamente com seus triacilglicerdis correspondentes (tristearina), ou misturas
lipidicas ricas nesses compostos, sdo utilizados amplamente como matrizes lipidicas nas

formulacdes de carreadores lipidicos nanoestruturados (Tang et al., 2023).

Além disso, o acido estearico, em comparacao com outros lipidios sélidos, possui
um baixo ponto de fusdo, o que facilita sua utilizagdo em diversas metodologias de
fabricacdo de nanoparticulas lipidicas, como homogeneizagdo a quente ou a frio, difuséo

de solvente e métodos baseados em microemulsao, isso mostra a versatilidade do acido
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estedrico no processo de encapsulamento de ativos sensiveis ao calor. Por ser um
composto de cadeia longa de 18 carbonos, confere maior flexibilidade & estrutura da
matriz lipidica, essa flexibilidade possibilita ndo apenas um melhor ajuste a incorporagédo
de substancias ativas, mas também um aumento da eficiéncia de encapsulacdo e da
estabilidade do sistema, como também no controle da liberacdo dos ativos permitindo

uma liberagdo mais prolongada ou controlada (Kolman et al., 2024; Latifah et al., 2024).

2.6.2.2.2 Acido oleico

O 4cido oleico (Figura 9), um acido graxo émega-9 monoinsaturado, é o acido
graxo mais abundante em individuos saudaveis, presente no tecido adiposo, plasma e
membranas celulares, possui um ponto de fusao relativamente baixo, em torno de 13 a 14
°C, 0 que contribui para sua natureza liquida a temperatura ambiente, muitos estudos
mostram que o &cido oleico traz diversos beneficios a salde, incluindo a promocao do
controle da pressdo arterial, a melhoria do perfil lipidico e a prote¢do cardiovascular.
Somado a isso existem evidéncias de que o &cido oleico desempenha um papel importante
na reducdo da progressao de doencas inflamatdrias e no retardamento do
desenvolvimento de certos tipos de cancer, gracas as suas propriedades anti-inflamatérias
e antioxidantes (Chen et al., 2019; Tang et al., 2023).

A escolha do acido oleico como lipidio liquido para o desenvolvimento de
carreadores lipidicos nanoestruturados é baseado na sua capacidade de formar uma rede
cristalina desordenada, essa caracteristica permite a encapsulacdo de uma maior
quantidade de ativo, além de proporcionar uma maior estabilidade do sistema somado a
uma maior capacidade de carga, tendo em vista que minimiza a expulsao do ativo durante
a solidificacdo, permitindo que o sistema armazene concentragcdes maiores de compostos
ativos, pelo fato do &cido oleico ser liquido em temperatura ambiente tambem possibilita
uma maior fluidez da matriz melhorando a dispersibilidade dos carreadores em meio
aquoso, resultando em carreadores com menores tamanho e maior estabilidade coloidal
(Latifah et al., 2024; Yu et al., 2020).
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Figura 9: Estrutura quimica do acido estearico e acido oleico
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Fonte: Adaptado de Buckley et al., 2016

2.6.2.3 Métodos de caracterizacéao fisico-quimica aplicados a nanosistemas

As técnicas para caracterizacdo de nanosistemas e suas propriedades fisicas e
quimicas, como estrutura, morfologia, didmetro médio, propriedades Opticas e
composicdo, sdo de extrema importancia (Thaher et al., 2021). Dentre as técnicas
utilizadas para obter informacbes sobre a composicdo quimica de nanosistemas, a
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), aliada a técnica de
reflectancia total atenuada (ATR), oferece a vantagem de superar as dificuldades
relacionadas a interface liquido-solido, permitindo a analise mais detalhada da superficie
de adsorcdo de nanoparticulas, possibilitando a identificagdo do modo de adsorcao,
alterac6es na morfologia e nas estruturas de ligantes, além disso, 0 uso do ATR-FTIR
proporciona uma maior sensibilidade na deteccéo de interagcdes moleculares na superficie

das nanoparticulas (Fadlelmoula et al., 2022).

A determinacdo do didmetro de nanosistemas em suspensao pode ser feita por meio
da técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS), que se tornou um método amplamente
utilizado para essa finalidade, no qual avalia o coeficiente de difuséo translacional dos
nanosistemas dispersos, monitorando as varia¢6es na intensidade da luz espalhada, esses
dados séo convertidos no tamanho das particulas, além de fornecer informagdes sobre o

tamanho das particulas, a técnica também possibilita a analise do indice de polidisperséo
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e a medicdo do potencial zeta, parametros importantes para avaliar a estabilidade e a

homogeneidade nos sistemas nanoparticulados (Ramirez et al., 2021).

Somado a isso, a técnica de difracdo de raios-X (DRX) é utilizada para analisar
estruturas cristalinas, mas também oferece informacdes sobre o tamanho médio dos
cristais, cristalinidade e possiveis deformagdes, nessa técnica os picos resultam da
interferéncia gerada por feixes de raios-X monocromaticos que sdo espalhados ao incidir
sobre a amostra, a intensidade desses picos pode ser amplificada pela forma como os
atomos estdo organizados na rede cristalina da amostra (Basak et al., 2022; Li et al.,
2022).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver carreadores lipidicos nanoestruturados contendo o antibiotico
norfloxacino e o inibidor de bomba de efluxo, derivado 2-aminotiofénico 6CN-Etil com
objetivo de modular a sensibilidade a norfloxacino de linhagens de Staphylococcus
aureus resistentes que tém como principal mecanismo de resisténcia a superexpressdo de

bombas de efluxo.

3.2 Objetivos Especificos

e Preparar carreadores lipidicos nanoestruturados contendo o derivado 2-
aminotiofénico 6CN-Etil e norfloxacino;

e Desenvolver e validar um método analitico em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para quantificar o 6CN-Etil e norfloxacino nos carreadores;

e Avaliar a estabilidade dos carreadores lipidicos nanoestruturados ao longo de 90
dias;

e Caracterizar os carreadores lipidicos quanto ao diametro médio, potencial zeta,
indice de polidispersao, espectroscopia de infravermelho e difracéo de raio Xx;

e Avaliar o perfil antimicrobiano, e a capacidade de modulagéo da resisténcia ao
norfloxacino, do sistema contendo o norfloxacino associado ao derivado 6CN-
Etil, frente as cepas de Staphylococcus aureus 1199B e K2068, que
surperexpressam respectivamente bombas de efluxo NorA e MepA.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiais
Lipoid® S-100; D-(+)Trehalose dihydrate 99% (Alfa Aesar, USA); Alcool etilico

Absoluto P.A (Dindmica quimica, Brasil); Acido oleico (Gattefossé, Franca); Acido
estearico (Gattefossé, Franca), compritol 888 ato (Gattefossé, Francga); Precirol ato
(Gattefosseé, Franca); Gelucire 44/14 (Gattefosse, Franca); Gelucire 43/01 (Gattefossé,
Franca); Gelucire 50/13 (Gattefossé, Franca); Miglyol (Gattefossé, Franca); Capryol
(Gattefossé, Franca); Labrafac (Gattefossé, Francga); Transcutol (Gattefossé, Franca);
Enxofre (Sigma, USA); 4-etilciclohexona (Aldrich Sigma,USA); Polyvinyl alcohol
(PVA) (Sigma, USA); Malonitrila (Sigma, USA); Trietilamina (Sigma, USA);
Acetonitrila grau HPLC (Baker, USA); Membrana de Dialise MWCO 12,000 (Sigma
Aldrich, Brazil); Acido férmico 85% P.A (VETEC, Brasil); Tween 80 P.A (Sol. Tech,
Brasil); Pluronic F68 (Sigma, USA).

4.2 Obtencdo do derivado 2-aminotiofénico 6CN-Etil (2-amino-6-etil-4,5,6,7-

tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carbonitrila)

O derivado 2-aminotiofénico 6CN-Etil foi obtido através da reacdo de Gewald
(Sabnis et al., 1999) através da reacdo em quantidades equimolares de 4-etil-
ciclohexanona, enxofre elementar, e malononitrila em meio etandlico e trietilamina. O
precipitado da reacdo, foi filtrado, e lavado com etanol gelado. A estrutura do componente

foi confirmada por ressonancia magnética nuclear.

4.3 Determinacédo de condi¢des para o desenvolvimento dos Carreadores Lipidicos
Nanoestruturados

4.3.1 Triagem de lipidios liquidos

Os carreadores lipidicos nanoestruturados sdo a base de lipidios liquidos e de
lipidios sélidos o que os tornam um diferencial em comparacgéo a sistemas mais antigos
como as nanoparticulas lipidicas sélidas constituidas apenas por lipidios sélidos (Syed et
al., 2023). Para selecionar os melhores lipidios liquidos a serem utilizados na formulacéo,
é essencial basear-se na solubilidade dos farmacos nesses lipidios. Nesse estudo foram
utilizados na triagem Labrafac Lipophile WL 1349; Transcutol HP; Capryol 90; Miglyol
812; acido oleico. Foram adicionados a um becker de 10 mL, 500 uL do lipidio liquido
em agitacdo magnética constante de 300 rpm e posteriormente foi vertido 15 mg do
farmaco (6CN-Etil ou Norfloxacino), o estudo ocorreu ao decorrer de 24 horas e foram
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avaliados quais lipidios solubilizaram o farmaco mais rapidamente, ap6s o tempo pré-
determinado a solucdo foi vertida em uma placa de Petri para visualizar

macroscopicamente.

4.3.2 Triagem de lipidios sélidos

Para a determinacéo de qual lipidio solido utilizar também é pré-selecionado atraves
da afinidade do farmaco (6CN-Etil ou Norfloxacino) com o lipidio, a triagem consistiu
na avaliacdo dos lipidios solidos: Compritol 888 ATO; Precirol ATO; Gelucine 44/14;
Gelucine 43/01; Gelucine 50/13; acido estearico. O método consistiu em adicionar 500
mg do lipidio sélido em becker de 10 mL e aquecer 10°C acima da temperatura de fusao
do lipideo, posteriormente adicionou 5 mg do farmaco (6CN-Etil ou Norfloxacino) sob

agitacéo por 24 horas.

4.3.3 Triagem de Estabilizantes

Neste estudo foram avaliados diferentes estabilizantes, onde foi escolhido o melhor
com base no menor diametro das particulas e indice de polidispersdo, além da aparéncia
macroscopica da formulagdo, o método utilizado foi o de emulséo a quente por sonicacao
onde a principio foi utilizada a propor¢do 60:40 lipidio sélido:lipidio liquido, no qual a
fase oleosa continha 60mg de acido estearico e 40mg de &cido oleico, a fase aquosa foi
composta pelos diferentes estabilizante e 10mL de agua pura tipo 2, a fase aquosa foi
vertida na fase oleosa e mantida sob agitacdo magnética (IKA® C-MAG HS7) por 5
minutos, posteriormente o sistema foi submetido a 3 minutos de sonicagdo com a
amplitude de 35% (SONICADOR ULTRASSONICO- Eco Sonics, 550W) e
posteriormente foi adicionado 10 mL de &gua pura tipo 2 gelada para solidificacdo das

nanoparticulas (Tabela 2).

Tabela 2: FormulagGes com variagcdes em proporcgoes e estabilizantes

Formulagdes Estabilizantes Proporc¢éo de estabilizante (%0)
F1 Pluronic 0,5%
F2 PVA 0,5%
F3 Tween 0,5%
F4 Pluronic 1%

FS PVA 1%
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F6 Tween 1%
F7 Pluronic 3%
F8 PVA 3%
F9 Tween 3%

Fonte: Autor, 2024

4.3.4 Triagem da relacéo lipidica sélido-liquido

No estudo os carreadores lipidicos nanoestruturados foram preparados a partir de
duas fases, uma fase aquosa com 10 mL de agua puratipo Il e 1% de PVA, ja a fase oleica
foram realizadas trés formulagdes variando a proporcao de acido estearico:acido oleico
(60:40, 50:50 e 70:30), a melhor proporcdo foi escolhida baseado no menor diametro das

particulas e indice de polidispersdo (Tabela 3).

Tabela 3: Formulagdes com variagdes nas proporcoes lipidica

Formulacdes Lipidios Solido:Liquido Proporcéo lipidica
F10 Acido estearico: Acido oleico 70:30
F11 Acido estearico: Acido oleico 60:40
F12 Acido estearico: Acido oleico 50:50

Fonte: Autor, 2024

4.3.5 Triagem da amplitude e tempo de sonicacao

O didmetro das particulas, indice de polidispersdo e a aparéncia macroscopica
foram utilizados para determinar a selecdo da amplitude e tempo de sonicacdo o método
utilizado foi o de emulsao a quente por sonicacdo onde a fase oleosa é constituida de &cido
estearico: acido oleico 60:40, a fase aquosa foi composta por 1% (100 mg) de PVA e 10
mL de &gua puratipo 2. Apds aquecimento da fase oleosa a 70 °C a fase aquosa foi vertida
na fase oleosa sob agitacdo magnética (IKA® C-MAG HS7) e mantida por 5 minutos.
Ap0s esté etapa o sistema foi sonicado, o tempo de sonicagéo variou entre 1 e 5 minutos
e a amplitude entre 30% e 70%. Apds sonicacao as nanoparticulas foram solidificadas

com a adi¢do de 10 mL de agua pura tipo 11 gelada (Tabela 4).
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Tabela 4: Formulagdes com variacfes na amplitude e tempo de sonicagédo

Formulagdes Amplitude de sonicagdo Tempo de sonicagao
F13 30% 1 min
F14 30% 2 min
F15 30% 3 min
F16 30% 4 min
F17 30% 5 min
F18 50% 1 min
F19 50% 2 min
F20 50% 3 min
F21 50% 4 min
F22 50% 5 min
F23 70% 1 min
F24 70% 2 min
F25 70% 3 min
F26 70% 4 min
F27 70% 5 min

Fonte: Autor, 2024
4.3.6 Triagem da concentragéo de surfactante zwiteridnico

A lecitina é um estabilizante sequro composto de &cidos graxos ligados a glicerol
por ésteres fosfatos, amplamente utilizada nas industrias de alimentos, cosméticos e
medicamentos. Além de emulsificar, ela ajuda a manter a uniformidade do tamanho das
particulas em dispersdes, prevenindo a aglomeragdo e assegurando uma distribuicdo
estavel e homogénea ao longo do tempo (Shi et al., 2023). Nessa etapa, foram preparadas
quatro formulagcdes com diferentes concentracdes de lecitina na fase oleosa. As
formulacGes foram desenvolvidas utilizando os componentes previamente selecionados:
1% de PVA na fase aquosa, proporcdo lipidica de 60:40 (acido estearico:acido oleico) e
sonicacao a 70% de amplitude durante 3 minutos. As amostras foram avaliadas quanto ao
didmetro das particulas, indice de polidispersdo e aparéncia macroscopica, conforme

descrito na Tabela 5.
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Tabela 5: Formulages com concentracGes diferentes de lecitina

Formulagdes Surfactante Proporc¢éao
F28 Lecitina 15 mg
F29 Lecitina 25 mg
F30 Lecitina 50 mg
F31 Lecitina 100 mg

Fonte: Autor, 2024

4.5 Obtencao dos carreadores lipidicos nanoestruturados contendo 6CN-Etil e

norfloxacino

Os carreadores lipidicos nanoestruturados com 6CN-Etil e norfloxacino
(CLN1ONOR+106CN) foram obtidos pelo método de emulsdo a quente por sonicacao
onde a fase oleosa foi constituida de acido estearico: &cido oleico 60:40 e 25 mg de
lecitina aquecidos a 70 °C (10 °C acima da temperatura de fusdo do &cido oleico), apo6s o
derretimento dos lipidios foram adicionados a fase oleosa 10 mg 6CN-Etil e 10 mg
norfloxacino foi aguardado as moléculas solubilizarem, ja a fase aquosa foi composta por
1% (100 mg) de PVA e 10 mL de agua pura tipo Il, a fase aquosa foi vertida na fase
oleosa em (IKA® C-MAG HS7) ao decorrer de 5 minutos, posteriormente a formulagéo
foi submetida a sonicacdo com amplitude de 70% ao decorrer de 3 min (3 ciclos de 1
minuto com intervalo de 30 segundos) em banho de gelo, ao fim do tempo pre-
determinado foi adicionado 10 mL de &gua destilada gelada. As formulagdes foram
transferidas para frascos de penicilina (2 mL em cada frasco) e congeladas para posterior
liofilizacdo (Para os carreadores lipidicos nanoestruturados sem farmaco (CLN) néo foi

acrescido o 6CN-Etil e o norfloxacino).

4.6 Liofilizagéo dos carreadores lipidicos nanoestruturados

A liofilizacdo foi realizada nas formulagbes CLN e CLN10ONOR+106CN em
liofilizador (Alpha 1,2 LDplus, CHRIST) com volume de amostra ndo ultrapassando a
altura de 1,5 cm (parametro pré-fixado). Foi utilizado a trealose como crioprotetor e foi
testada a concentragé@o de 2,5% e a auséncia de trealose para o volume de nanoparticulas
utilizados por tubo (2 mL de amostra/100 mg de trealose). As condigOes otimizadas para

a liofilizagéo foram:
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- Pré-congelamento 24 horas em congelador (-20 £ 5 °C);
- Congelamento durante 2 horas a -60 + 5 °C);
- Liofilizac8o priméria durante 24 horas;

Apdbs a liofilizacdo as nanoparticulas foram armazenadas em frasco de vidros

fechados e mantidas sobre refrigeracéo para uso posterior.

4.7 Caracterizacdo fisico-quimica dos carreadores lipidicos nanoestruturados

4.7.1 Determinacdo do tamanho de particula, indice de polidisperséo e potencial

Zeta

O diametro hidrodinamico e o indice de polidispersao das nanoparticulas foram
obtidos por espalhamento de luz dindmico (DLS, Dynamic Light Scattering) em
equipamento Zetasizer (Ultra Red, Malvern), as analises foram realizadas em triplicata
com angulo de dispersdo de 173° a 25° C. O potencial zeta foi determinado a partir da
mobilidade eletroforética sob um campo elétrico. As amostras foram diluidas na
proporcao de 10 uL da amostra para 990 uL de em agua pura tipo Il e adicionadas em
células eletroforéticas com potencial + 150 mV. Todos os resultados foram apresentados

como média e desvio padréo ().
4.7.2 Andlise da eficiéncia de encapsulacéo (EE)

A avaliacdo da eficiéncia de encapsulacdo dos farmacos foi realizada pelo 0 método
indireto (Figura 10). 500 uLL. de CLN1ONOR+106CN foi adicionado em tubos VIVASPIN
500 (MWCO 10.000, Sartorius) e submetido a centrifugacdo (Centrifuga 5804r
eppendorf) com rotacdo de 14 000 rpm durante 30 minutos, apos esse periodo foi coletado
400 pl do sobrenadante e diluido com acetonitrila, e posteriormente analisado em CLAE.

A EE do farmaco foi realizada em triplicata e determinada pela equacéo 1 (Eq.1).

EE= Quantidade de farmaco encapsulado (mg)/Quantidade total de farmaco
utilizada (mg) x 100%

(Eq.1)
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Figura 10: Método indireto para avaliacdo da eficiéncia de encapsulagédo

CLAE

Vivaspin 500 Centrifuga
10,000 Eppendorf 5804R
MWCO 14,000 rpm

30 min

Fonte: Adaptado de Galvéo, 2019.

4.7.3 Difragdo de Raios X (DRX)

O grau de cristalinidade foi determinado pela analise de difracdo de raios X (DRX),
obtido usando um difratbmetro Smartlab® (Rigaku, Japdo), equipado com anodo de
cobre, comprimento de onda 1,5443 A. As amostras foram analisadas no angulo de
difragao 2 6 na faixa de 5 a 60°, com velocidade de varredura de 5 °/min e passo de
0,03°/s. Os dados foram plotados no Software Origin verséo 2018.

4.7.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os Espectros de FT-IR foram obtidos em espectrofotdmetro pela técnica de
refletancia total atenuada (ATR) (IR SPIRIT, Shimadzu) na faixa espectral de 4000 a

700 cm-t, com resolucdo de 4 cm-1.

4.7 Estudo de estabilidade ao longo de 90 dias

O estudo de estabilidade foi realizado para 0 CLN e CLN1ONOR+106CN em
suspensdo e liofilizado com a adicdo da trealose na concentracdo de 2,5%, as amostras
foram armazenadas em frasco de vidro fechadas e mantidas refrigeradas a 4 °C durante
90 dias. Ao decorrer do tempo pre-determinado (1, 7, 14, 30, 40, 60 e 90 dias) foram
avaliadas as caracteristicas de diametro das particulas, indice de polidispersao e potencial
zeta. Para os carreadores liofilizados as amostras foram ressuspensas em 2 mL de agua

pura tipo 2 com agitacdo em vortex.
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4.8 Validacdo do método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

O desenvolvimento do método de validagdo de CLAE foi realizado de acordo com
as diretrizes Q2 (R1) da Conferéncia Internacional sobre Harmonizacdo de Requisitos
Técnicos para Produtos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH).

4.9.1 Condigdes cromatograma

As analises cromatograficas foram realizadas no modo isocratico. A fase movel
eluida a um fluxo de 1,8 mL/min. O volume de injecdo de amostra foi de 10 uL e o
comprimento de onda de deteccdo de 278 nm (norfloxacino) e 221 nm (6CN-Etil). O
tempo de corrida de 7 minutos com temperatura da coluna de 40 °C (Tabela 7).

Os seguintes parametros foram utilizados na validagéo: Fator de retengéo (k”) néo inferior
a 2, nimero de pratos tedricos (NTP) ndo inferior 1.500 fator caudal ndo superior a 2,0, e

0 desvio padrao relativo (DPR%) ndo superior a 2%

O método analitico foi realizado em um HPLC da Shimadzu (Modelo LC-20A
Prominence) equipado com um detector de PDA e UV-Vis e uma coluna de silica (Shim-
pack GIST C18, 5 um x 250 mm x 4,6 mm) e a fase movel foi composta por acetonitrila
e dgua acidificada em modo isocratico. Os resultados obtidos foram analisados utilizando
o0 software de dados de cromatografia LabSolutions. Posteriormente, foi realizado o teste

de adequacao do sistema para confirmar o funcionamento do sistema de cromatografia.

Tabela 7: Condic¢des cromatograficas

Fase Vol.de Comp. de Fator Pratos Temperatura Tempo de
Movel injecdo onda caudal teoricos da coluna corrida
ACN:H 10 pl 1,8 mL/min 278 nm/ Menor que Inferior a 40°C 7min
20 221 nm 2 1500
60:40

Fonte: Autor, 2024
4.9.2 Adequacéo do sistema

Para andlise de adequacdo do sistema, uma amostra com concentracdo definida foi
utilizada, injecdes repetidas desta solucdo foram analisadas. A partir destas analises foram

analisados os critérios de area do pico, tempo de retengdo e 0 nimero de pratos teoricos.

4.9.4 Preparacao da fase movel
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Previamente foi preparado uma solucdo de 999 mL de &gua ultrapura e 1mL de
acido formico em uma proveta de 1L e ajustado o pH para 3,0; posteriormente a solucéo

foi filtrada e acondicionada em recipiente de vidro.

Em uma balanca analitica foram pesados 25 mg dos farmacos (6CN-Etil ou
norfloxacino) e posteriormente diluidos com acetonitrila 100% ou ACN: Agua
acidificada (60:40) em baldo volumétrico de 25 ml para formar uma solugdo a 1mg/mL.
Em seguida, a solucdo foi submetida a banho de ultrassom durante 5 minutos e filtrada
com um filtro de 0,22 uM. Estas solucdes foram utilizadas para preparar as solucdes para
construgéo da curva de calibragao.

49.5 Linearidade

A linearidade foi observada a partir da curva analitica com sete niveis de
concentragdo: 6, 8, 10, 12, 14 e 16 ug/mL em triplicata. Os resultados foram plotados em
regressdo linear, no eixo X concentragdes versus eixo y com as areas dos picos. O
coeficiente de correlacdo (r) deve estar acima de 0,990 com nivel de significancia de 5%,
e DPR% até 2%.

49.6 Precisdo

A preciséo foi expressa numericamente por meio da estimativa da &rea do pico e do
desvio padrdo relativo (DPR), também conhecido como coeficiente de variacdo (CV%),
de uma série de repeticdes da mesma amostra, em diferentes preparacdes e dois analistas
diferentes. Na andlise da precisdo foi realizado os calculos de precisdo (repetibilidade)
com os dados da triplicata da linearidade de um ponto baixo (8 pg/mL), um médio (10
pug/mL) e um alto (14 pg/mL) da curva. O experimento foi realizado em trés niveis de
precisdo: a repetibilidade (precisdo intra-corrida) foi realizada com leituras em triplicatas
das concentracGes definidas por dois analistas; e a precisdo intermediria (inter-corrida)
conduzida por dois analistas e em dias distintos. Por fim, a precisdo foi expressa em

desvio padréo relativo percentual (DPR %).

4.9.7 Seletividade

Para o0 ensaio de seletividade foram preparados os carreadores lipidicos
nanoestruturados obtidos pelo método de emulsdo a quente por sonicacdo (sem 0S
farmacos). Posteriormente, foram submetidas a centrifuga 20000 rpm durante 20 minutos;
posteriormente coletado sobrenadante e feito a diluigdo de 500 pL em 5 mL no baldo

volumétrico com acetonitrila; a amostra foi filtrada e a solucdo resultante analisada por
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CLAE. Foram preparadas trés soluctes padrdes do farmaco (6CN-Etil e norfloxacino).
As solugdes padrdes foram na concentragao 100 pg/mL. Em um baldo de 5mL, foi
adicionado 500 pL do sobrenadante mais 500 uL de cada padrdo E as leituras foram

realizadas nas condi¢des padronizadas.

49.8 Exatidao
A exatidao do método foi obtida a partir dos dados do ponto baixo (8 ug/mL), médio
(10 pg/mL) e alto (14 pg/mL) da linearidade, e realizado os célculos de exatidao, com

desvio padréo aceitavel até 2%.

499 Robustez

As analises foram realizadas por single run para variacdo dos parametros pré-

selecionados ap6s desenvolvimento do método (Tabela 8).

Tabela 8: Parametros escolhidos para a robustez

Run Vol. Amostra  Temperatura Fluxo de fase mdvel Proporcéo fase movel

1 10 pg/mL 40°C 1,8 60:40
2 10 pg/mL 40°C 1,9 60:40
3 10 pg/mL 40°C 2,0 60:40
4 10 pg/mL 38°C 1,8 60:40
5 10 pg/mL 40°C 1,8 60:40
6 10 pg/mL 42°C 1,8 60:40
7 10 pg/mL 40°C 1,8 60:40
8 10 pg/mL 40°C 1,8 65:35
9 10 pg/mL 40°C 1,8 55:25

Fonte: Autor, 2024

4.9.10 Limites inferiores de deteccéo (LID) e de quantificagédo (LI1Q)

Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) foram calculados através

da determinacéo da relacdo sinal-ruido
Limite de Deteccgéo:

* Realizada comparando os sinais medidos de amostras com baixas concentragdes

conhecidas de analito com os de amostras em branco (nanoparticula branca) e
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estabelecendo a concentragdo minima na qual o analito pode ser detectado com
seguranca.

* Uma relacdo sinal-ruido entre 3 ou 2:1 é geralmente considerada aceitavel para
estimar o limite de deteccdo.

_3,3.0
- IC

LD

IC ¢ a inclinacao da curva de calibragdo, o ¢ o desvio padrao
Limite de Quantificacdo

* Anaélise em branco, que é uma amostra que nao contém o analito de interesse,
usando as mesmas condi¢des cromatograficas que serdo usadas para as amostras
no teste de seletividade;

* Obtencdo do Ruido de Fundo:

* Apo6s a analise em branco, foi identificado a regido do cromatograma que
representa o ruido de fundo.

* Medir os valores do sinal nessa regiao.

IC

4.10 Avaliacdo da atividade moduladora de antibioticos em cepas portadores de
bombas de efluxo

4.10.1 Avaliacao da concentracéo inibitéria minima (CIM)

A verificacdo da potencializacdo de antibidticos em cepas de Staphylococcus
aureus que superexpressam bombas de efluxo foi realizada pelo método de microdiluicéo
em caldo com verificacdo da reducdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da
norfloxacino, frente as cepas de Staphylococcus aureus 1199B e S. aureus K2068, cepas
que superexpressam as bombas de efluxo NorA e MepA, respectivamente. Foram
preparados indculos bacterianos das duas cepas em solucdo salina estéril, de acordo com
aescala 0,5 de McFarland correspondendo a 1,5 x 108 Unidades Formadoras de Coldnias.
Foram testados seis grupos: 6CN-Etil livre, CLN, Norfloxacino livre (controle negativo),
mistura fisica 6CN-Etil+Norfloxacino (uma solucgdo preparada com 500 ug/mL de 6CN-
Etil e de norfloxacino), CCCP (Cianeto de carbono m-clorofenilhidrazona) +
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Norfloxacino (controle positivo) e CLN1ONOR+106CN que consistiu na amostra teste
contendo 500 pg/mL de 6CN-Etil e de Norfloxacino no nanocarreador. Foram preparados
0s meios de diluicdo em microtubos contendo 900 pL de meio de cultura Brain Heart
Infusion (BHI) e 100 pyL do in6culo bacteriano. 100 puL do contetdo dos tubos foram
transferidos para placa de microdiluicdo de 96 pocos. Posteriormente, realizou-se a

microdiluicdo seriada (1:1) com 100 pL das substancias de cada grupo testado.

A microdiluicdo ocorreu até a penultima cavidade, deixando a ultima cavidade
como controle de crescimento. As placas foram incubadas em estufa bacteriologica 24 h
a 37 °C. Os experimentos foram realizados em triplicatas. A leitura foi realizada pela
adicdo de 20 pL de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido), observando-se
a mudanca de coloracdo do meio em cada poc¢o. A coloracao azul indicou auséncia de
crescimento bacteriano e variacdo de coloracdo para vermelho indicou crescimento
bacteriano. Ao final comparou-se a CIM do norfloxacino livre versus CIM da
CLN1ONOR+106CN além de comparar 6CN-etil+Norfloxacino versus o carreador
CLN10ONOR+106CN (CLSI, 2019). Os ensaios foram realizados em triplicata e os
resultados comparados através da One-way ANOVA, seguido por Dunnett post hoc. Os
resultados foram expressos em média geométrica + erro padrdo da média (SEM) sendo
considerados significativos os valores quando P < 0.05. Foi utilizado o software
GraphPad Prism 5.0.

4.11 Anélise Estatistica
Todos os dados foram apresentados como média + desvio padrdo, com 0s

experimentos realizados em triplicata. Para verificar a normalidade dos dados, aplicou-se
0 teste de Shapiro-Wilk. Para as comparacOes entre os grupos, foi utilizada a analise de
variancia bidirecional (ANOVA), seguida pelo teste pds-hoc de Tukey, considerando um

valor de p < 0,05 como indicador de significancia estatistica.
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5. RESULTADOS

5.1 Determinacao de condigdes para o desenvolvimento dos Carreadores Lipidicos
Nanoestruturados

5.1.1 Triagem lipidios liquidos

Os lipidios liquidos sdo o diferencial entre as nanoparticulas solidas e o0s
carreadores lipidicos nanoestruturados, pois geralmente estdo misturados com lipidios
solidos, possuem baixo ponto de fusdo e conferem uma formacdo de matriz imperfeita
que contribui para 0 aumento da incorporacdo de farmacos e bioativos na matriz,
normalmente é utilizado os triglicerideos de cadeia média, acido oleico e 6leos naturais
(Tang et al., 2023). No estudo realizado, a sele¢do do lipidio liquido foi baseada na
solubilidade do norfloxacino e do 6CN-Etil nos lipidios Labrafac lipophili w/1349,
Transcutol HP, Capryol 90, Miglyol e Acido oleico. Foram adicionados 15 mg do
derivado 2-amino-tiofénico 6CN-Etil para 500 pL do lipidio liquido e foram observados
apos 24 horas 0s aspectos visuais da mistura em uma placa de Petri, 0 6CN-etil solubilizou
bem ao fim do tempo pré-determinado em todos os lipidios liquidos, mas ao decorrer das
primeiras horas do estudo notou-se que o acido oleico iniciou a solubilizacdo mais

rapidamente do que os outros lipidios, sequido pelo transcutol (Figura 11).
Figura 11: Triagem de lipidios liquidos do 6CN-Etil

-".t-a‘;i."i.

-)

il ranscutol

A

Miglyol e Acd

Fonte: Autor, 2023
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Ja o norfloxacino, ap6s as 24 horas ao fim da triagem foi observado que o
antimicrobiano ndo solubilizou bem em quatro lipidios liquidos sendo somente soltvel
completamente no &cido oleico desde as primeiras horas do inicio do estudo (Figura 12).
O efeito do lipidio liquido como o &cido oleico ja foi relatado em outros estudos que
auxilia no ajuste da solubilidade de farmacos melhorando o encapsulamento e a eficiéncia
de carga (Eleraky et al., 2020).

Figura 12: Triagem de lipidios liquidos do norfloxacino

- Acide Oleico Miglyol

Fonte: Autor, 2023
5.1.2 Triagem lipidios solidos

Os lipidios solidos possuem um papel bastante importante para a composicao do
nucleo dos carreadores lipidicos nanoestruturados e podem acarretar em alteracfes nas
caracteristicas e propriedades que podem provocar alteraces do sistema, em estudos
anteriores foi relatado que as propriedades de diametro das particulas, potencial zeta,
indice de polidispersdo, eficiéncia de encapsulagdo e liberacdo do farmaco é totalmente
relacionada com a selecdo adequada dos lipidios para ser utilizado nos carreador lipidico
nanoestruturados (Galvao., 2019). A triagem foi realizada para selecionar o lipidio sélido
baseada na solubilidade do norfloxacino e do 6CN-Etil nos lipidios, sendo eles: Compritol
888 ATO, Precirol ATO, Gelucine 44/14, Gelucine 43/01, Gelucine 50/13 e Acido

estedrico.
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Os estudos foram realizados ao decorrer de 24 horas e aquecidos de acordo com o
ponto de fusdo de cada lipidio sélido (Somado mais 10 °C), o 6CN-Etil solubilizou
rapidamente no &cido estearico seguido pelo Gelucire 43/01, ja o norfloxacino na mesma
concentracdo do derivado tiofénico solubilizou por completo no acido esteérico.
Nanoparticulas lipidicas baseadas em acidos graxos de cadeia média como o acido
estearico ndo precisam ser submetidas a altas temperaturas para solubilizarem durante a
preparacdo, além de ser um lipidio de 6timo custo-beneficio, fornece uma flexibilidade
na matriz do carreador o que confere a oportunidade de incorporar maior quantidade de
farmacos (Pereira et al., 2023).

5.1.3 Triagem de Estabilizantes

Os carreadores lipidicos nanoestruturados sdo formulados a partir de uma mistura
de lipidios liquidos e solidos em sua fase oleosa, mas essas particulas tendem a aglomerar,
para superar esse problema podem ser adicionados estabilizantes em uma fase aquosa,
essas moléculas atuam como umectantes, detergentes e emulsificantes, a presenca de um
estabilizante compativel influencia positivamente no tamanho das particulas, no indice de
polidispersdo, além da estabilidade fisica aparente (Cortés et al., 2021). Nesse estudo as
formulacdes foram realizadas a partir do método de emulsdo a quente por sonicagdo e
preparadas 9 formulagdes variando o tipo de estabilizante e a concentragdo dos mesmaos,
foram testados PVA (0,5%,1,0% e 3,0%), Pluronic (0,5%, 1,0% e 3,0%) e Tween (0,5%,
1,0% e 3,0%), onde foram considerados além da estabilidade macroscépica também os

tamanhos das particulas e o indice de polidispersdo (Tabela 9).

Tabela 9: Diametro das particulas e indice de polidispersdo de formula¢6es com
diferentes estabilizantes

Formulagdes Estabilizantes Diadmetro das particulas indice de

Polidisperséo

F1 Pluronic 0,5% 268,10 (£6,38) ****  0,3856 (+0,02) ****
F2 PVA 0,5% 601,47 (£5,77) ****  0,3264 (£0,01) ****
F3 Tween 0,5% 329,77 (5,09) ** 0,3042 (£0,03) ***
F4 Pluronic 1,0% 353,37 (+1,65) ** 0,1988 (+0,01) ****
F5 PVA 1,0% 336,13 (+2,26) ** 0,2492 (+0,01) ****
F6 Tween 1,0% 382,07 (£2,94) ** 0,3043 (+0,01) ***

F7 Pluronic 3,0% 322,50 (+0,35) ** 0,1719 (+0,01) ****
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F8 PVA 3,0% 407,67 (£1,10) ** 0,2047 (£0,02) ****
F9 Tween 3,0% 1283,00 (+84,86) 0,7685 (+0,02)

Fonte: Autor, 2023
** P <(0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001

As formulagdes com 1,0% de estabilizante apresentaram tamanhos variando entre
382- 336 nm e os valores de indice de polidispersao entre 0,1-0,3, no entanto o PVA na
concentracdo de 1,0% apresentou o melhor resultado em relacdo ao diametro das
particulas e indice de polidispersdo (Tabela 9), além disso também foi considerado a
aparéncia macroscopica das formulac@es, os carreadores com o estabilizante Tween e
com Pluronic apesar da concentracdo de 0,5% ter apresentado um bom tamanho de
particulas de 268 nm, as formulacfes apresentaram separacao de fase na formulacdo com
Tween e aglomerados de lipidios nas formulagcbes com Pluronic ap6s a preparacao.
Devido a estes resultados o PVA foi selecionado como estabilizante, este € um polimero
biocompativel, biodegradavel, flexivel e ndo tdxico e possui a capacidade de formar
nanoparticulas pequenas e com distribuicdo uniforme de tamanho tornando um candidato
excelente para aplicacfes na area da saude (Cortés et al., 2021).

A andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey, demonstrou
diferenca significativa no tamanho das particulas entre a formulagdo com 3% de Tween
(F9) e as formulacBes F3, F4, F5, F6, F7 e F8 (P < 0,01). Além disso, a diferenca foi
altamente significativa (P < 0,0001) em relacdo as formulacbes F1 e F2. Quanto ao PDI,
a F9 apresentou diferenca altamente significativa (P < 0,0001) em comparacéo a todas as
formulacdes, exceto F3 e F6, que apresentaram diferenca significativa de P < 0,001. Além
disso, a F9 apresentou separacdo de fase ap0s o armazenamento, indicando menor
estabilidade fisica, podendo justificar as diferencas altamente significativas entre as

formulagoes.
5.1.4 Triagem da relacao lipidica sélido-liquido

A selecdo do tipo e da proporcdo dos lipidios liquidos e solidos somados a
combinagOes dos outros componentes e sua compatibilidade s&o bastante importantes
para definir maior capacidade de carga, liberagdo controlada, biodisponibilidade do ativo
e na organizacao da matriz do carreador lipidico nanoestruturado (Sakellari et al., 2021).
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Tabela 10: Diametro das particulas e indice de polidispersdo de formulacdes com
diferentes proporcoes de acido esteérico:acido oleico

FormulacBes  Acido estearico: Acido  Diametro das particulas indice de
oleico polidispersao
F10 70:30 473,10 (24,57) **** 0,3470 (£0,02) **
F11 60:40 336,13 (£2,26) **** 0,2492 (0,01)
F12 50:50 396,80 (£3,05) **** 0,2185 (+0,01) **

Fonte: Autor,2024
** P <0,01; **** P <0,0001

Na tabela 10 foi observado que a formulagdo com maior proporcdo do lipidio sélido
0 acido estearico (70:30) apresentou 0 maior didmetro das particulas com 473 nm e indice
de polidispersdo de 0,34, j& na formulacdo com a proporcao 50:50 quando houve o
aumento da concentracao lipidio liquido corroborou para a diminuicdo do diametro das
particulas para 396 nm e o indice de polidispersdo para 0,21, no entanto na formulacao
60:40 foi proporcional ao decrescimento do tamanho das particulas para 336 nm e indice
de polidispersao 0,24, demostrando que a estabilidade da suspenséo é relacionada com o
aumento da quantidade de lipidio liquido na matriz mas também correlacionada com
proporcéao do lipidio sélido o que confere uma maior estabilidade, pois provavelmente
essa propor¢do somado com a concentracdo escolhida do PVA reduziu a viscosidade e a
tensdo superficial das goticulas lipidicas resultado em um menor tamanho, por isso a
formulacédo contendo a proporcao dos lipidios 60:40 foi escolhida para seguir 0s proximos
testes (Sakellari et al., 2021).

A analise ANOVA, seguida pelo teste de Tukey, revelou diferencas altamente
significativas (P < 0,0001) no tamanho das particulas entre as formulacGes com
propor¢oes de 60:40 e 50:50, bem como entre as proporc¢des 60:40 e 70:30, e entre 50:50
e 70:30. Além disso, observou-se diferencas significativas no PDI entre as formulagdes
60:40 e 70:30, e entre 70:30 e 50:50, com P < 0,01. Esses resultados destacam a influéncia
das proporcdes de lipidios sobre o tamanho das particulas e a uniformidade da suspensao,

reforcando a importancia dessas da selecdo dessas variaveis na formulagao

5.1.5 Triagem da amplitude e tempo de sonicacao

De acordo com a literatura, determinadas concentracdes de lipidios liquidos e
solidos com a adigdo de estabilizantes requerem maior amplitude (energia) de sonicacao,

para que haja a “quebra” eficaz. e formacdo de nanoparticulas, O didmetro das particulas
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e indice de polidispersao estdo atrelados a quantidade de energia fornecida na formulagéo
por meio da sonicagao e o tempo da exposi¢do, mas existe um limite durante a exposicao
do sistema a sonicagédo pois se tornar um fator prejudicial para 0S mesmos parametros
(Souza, 2022). Foram realizadas formulacGes variando a amplitude e o tempo de
sonicacdo e foram avaliados o tamanho das particulas e o indice de polidispersdo, bem
como a aparéncia macroscopica (Tabela 11).

Tabela 11: Didmetro das particulas e indice de polidispersdo de formulagdes variando o
tempo e a amplitude de sonicacéo

Formulagcbes  Amplitude/Tempo de  Tamanho das particulas Indice de
sonicagao polidispersao
F13 30% /1 min 614,33 (+331,72) 0,6647 (+0,18)
F14 30% / 2 min 403,97 (+208,97) 0,4165 (+0,11)
F15 30% / 3 min 238,90 (+9,37) 0,5166 (+0,03)
F16 30% / 4 min 262,63 (£115,88) 0,4593 (+0,11)
F17 30% /5 min 201,97 (£31,21) * 0,3512 (+0,01) **
F18 50% / 1 min 300,77 (x3,70) 0,3916 (+0,03) *
F19 50% / 2 min 171,93 (£0,93) * 0,2207 (+0,006) ****
F20 50% / 3 min 170,17 (£1,11) * 0,2206 (£0,04) ****
F21 50% / 4 min 177,73 (£1,88) * 0,2734 (£0,03) ***
F22 50% / 5 min 164,90 (£0,32) * 0,1779 (£0,01) ****
F23 70% / 1 min 299,60 (+2,27) 0,2138 (£0,01) ****
F24 70% / 2 min 214,53 (£3,25) * 0,2222 (+0,007) ****
F25 70% / 3 min 184,47 (x2,71) * 0,2909 (+0,03) ***
F26 70% / 4 min 261,83 (+3,63) 0,3049 (+0,03) ***
F27 70% / 5 min 206,17 (x1,21) * 0,338 (+0,02) **

Fonte: Autor, 2024
*P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001

Nota-se na tabela 11 que praticamente todas as formulacdes seguem o mesmo
padrdo, de acordo com o aumento do tempo de sonicagdo ocorre a diminui¢do do tamanho
das particulas (exceto as com 70%) e isso ja é mostrado na literatura que esses fatores sdo
proporcionais e empregados para a uniformidade do sistema ao decorrer do tempo, no
entanto maiores tempos de sonicacdo em baixa amplitude expde a formulacao a estresses,
pois apesar que formem particulas menores, elas sdo mais instaveis e resultam em
agregacdo das particulas, coalescéncia e até mesmo oxidacao dos lipidios, por isso uma

sonicagdo em amplitudes mais elevadas garantiu um didmetro de particulas pequeno e
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com um bom valor de PDI, garantindo que essa amplitude alta seja suficiente para garantir
resultados eficientes sem a necessidade de muitos minutos e a exposi¢do ao aquecimento
excessivo do sistema, logo a formulagéo escolhida foi a com a amplitude de sonicagéo de
70% durante 3 minutos pois apresentou o didametro das particulas de 184,47 nm e o indice
de polidispersao de 0,29, somado a isso a formulacédo ndo apresentou aglomerados e nem
separacdo de fases, como observado em poténcias mais baixas (Al-haj et al., 2024;
Souza., 2022).

Foi realizada uma analise ANOVA one-way para avaliar as diferencas no diametro
das particulas entre as formulages, considerando a amplitude e tempo de sonicagcdo como
fatores em relagdo ao didmetro das particulas, foram observadas diferencas significativas
(P < 0,05) entre a formulagdo com amplitude de 30% e tempo de 1 minuto de sonicacao
(F13) e as demais formulages sinalizadas (*) na Tabela 11. Quanto ao PDI, observou-se
uma diferenca altamente significativa de P < 0,0001 entre a F13 e as formulagdes F19,
F20, F22, F23 e F24, que apresentaram combinacdes diferentes de amplitude e tempo de
sonicacdo. Além disso, foram encontradas diferencas significativas (P < 0,001) entre a
F13 e as formulacdes F21, F25, F26, e (P < 0,01) em comparacdo com a F17. Essas
variagdes nas condi¢fes de sonicagdo influenciaram de forma significativa tanto o
diametro das particulas quanto o PDI das formulacGes, destacando a importancia desses

parametros na preparacgdo das particulas.

5.1.6 Triagem da concentracdo de surfactante ziwteridnico

Apesar das vantagens das nanoparticulas lipidicas, um importante limitante destes
sistemas é sua estabilidade. A lecitina é um tensoativo ziwteridnico que pode prevenir a
agregacdo das particulas de forma mais eficiente, ela possui em sua estrutura um
fosfolipidio na parte polar e uma cauda lipofilica, que dependendo do pH, pode gerar uma
maior repulsdo entre as particulas prevenindo a agregacdo e garantindo a estabilidade
(Castro et al., 2021; Tang et al., 2023). Diferentes concentracdes de lecitina foram
adicionadas a formulacdo com o objetivo de mitigar problemas relacionados a

estabilidade e ao tempo de prateleira (Tabela 12).

Tabela 12: Diametro das particulas e indice de polidisperséo das formulagdes

variando a concentracdo de lecitina
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Formulacdes Lecitina Diametro das particulas indice de

polidispersao

F28 15 mg 276,13 (+16,49) 0,3414 (+0,008)
F29 25 mg 233,43 (3,48) 0,2500 (0,01) *
F30 50 mg 269,47 (+14,75) 0,4490 (+0,01)

F31 100 mg 298,20 (+38,38) 0,5041 (+0,14) *

Fonte: Autor, 2024
*P < 0,05

De acordo com a tabela 12, dentre as quatro formulacdes testadas com diferentes
concentracdes de lecitina, a formulacdo contendo 25 mg apresentou o0s melhores
resultados, exibindo um didmetro médio de particulas de 233,43 nm e um indice de
polidispersdo de 0,25, mas ao aumentar a concentracdo de lecitina, notou-se um aumento
no diametro das particulas e no indice de polidispersdo, indicando uma possivel saturacao
do sistema. O teste ANOVA one-way, seguido pelo teste de Tukey, ndo revelou

diferencas significativas entre os grupos quanto ao tamanho das particulas.

No entanto, em relacdo ao PDI, foi observada uma diferenca significativa (P < 0,05)
entre a formulacdo com 25 mg de lecitina e aquela contendo 100 mg do surfactante. O
estudo de Schubert et al. (2006) demonstrou que a lecitina influencia o diametro das
nanoparticulas lipidicas de forma dependente da concentracdo. Inicialmente, o0 aumento
da lecitina levou a reducdo do didmetro das particulas, no entanto, apds certo limite, o
aumento da concentracdo de lecitina ndo resultou em diminuicao adicional e foi concluido
que isso ocorre devido ao seu carater anfifilico, atua na interface das particulas e que em

altas concentrac@es, pode levar a instabilidade.

5.2 Obtencdo dos carreadores lipidicos nanoestruturados contendo 6CN-Etil e

Norfloxacino

No presente estudo, foram avaliadas diferentes concentracdes de Norfloxacino e
6CN-Etil para otimizar os carreadores lipidicos nanoestruturados, com o objetivo de
determinar a quantidade ideal de farmaco a ser utilizada, os carreadores foram obtidos
pelo método de emulsdo a quente por sonicacdo baseado nos resultados dos estudos de
triagem de excipientes. Foram considerados os valores do diametro das particulas e indice
de polidispersdo, as formulagdes com 5 mg do antibiotico e do derivado tiofénico e com
10 mg de cada molécula apresentaram diametro das particulas pequenos e valores de
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indice de polidispersdo baixo, indicando uma distribuicdo homogénea das particulas e
sugerindo que ambas as formulagdes sdo bastantes viaveis, além disso, ndo houveram

diferengas significativas entre as formulacdes, ao realizar ANOVA e teste de Tukey.

No entanto pelo fato da formulacéo contendo 10 mg de cada molécula ter uma maior
quantidade total de Norfloxacino e 6CN-Etil, pode ser vantajoso para a atividade
antimicrobiana da formulacdo, tendo em vista que concentragdes mais altas do inibidor
de bomba de efluxo (6CN-Etil) poderiam potencializar a atividade antimicrobiana e
aumentar a retencdao do norfloxacino intracelular potencializando o seu efeito (Freire et
al., 2018) (Tabela 13).

Tabela 13: Didmetro das particulas e indice de polidispersdo de formula¢des variando a
concentracdo do norfloxacino e 6CN-Etil

Formulacdes Norfloxacino+6CN-Etil Didmetro das indice de
particulas polidispersao
CLN5NOR+56CN 5mg +5mg 208,83 (+0,09) 0,19 (+0,03)
CLN1ONOR+106CN 10 mg + 10 mg 217,70 (+2,42) 0,29 (+0,03)

Fonte: Autor, 2024

Somado a isso, carreadores com maiores concentragdes dos ativos garantem uma
entrega mais eficaz das moléculas reduzindo a quantidade de doses e otimizando o
processo de tratamento (Galvdo., 2019). Apesar de ambas as formulagdes exibirem um
bom tamanho de particulas e indice de polidispersédo, a formulacdo CLN10NOR+106CN
foi selecionada para os estudos seguintes.

5.3 Liofilizac&o dos carreadores lipidicos nanoestruturados

As formulagGes CLN e CLN1ONOR+106CN foram liofilizadas com a adicdo de
trealose (2,5%) e sem o crioprotetor. Podemos observar que apos a liofilizagdo sem adicéo
de trealose os carreadores aumentaram o didmetro das particulas em mais de 3 vezes e 0
indice de polidispersdo ficou maior que 0,5, indicando que o processo de liofilizagdo
acarretou instabilidade fisica e agregacdo das particulas e aumento do tamanho, em
comparacdo aos carreadores em suspensdo, apds a adicdo da trealose foi observado
tamanhos menores de particulas e indice de polidispersdo, principalmente na

concentracdo de 2,5% de trealose, indicando a importancia da adicdo da trealose para
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manter a estabilidade dos carreadores lipidicos nanoestruturados. Apesar da liofilizacdo
ser um processo para melhorar a estabilidade fisica e quimica de nanoparticulas, o
processo de congelamento seguido pela remocdo de &gua pode ocasionar estresses as
nanoparticulas, por isso se torna necessario a adicdo de excipientes como
crio/lioprotetores para diminuir esses impactos, afim de manter a estabilidade quimica e
fisica diminuindo a agregacéo e evitando a tenséo entre as particulas, geralmente 0s mais
utilizados sdo agucares ou polimeros como a trealose, manitol, sorbitol, manose, alcool
polivinilico, glicose, dextrana, glicerol, frutose, sacarose e ciclodextrina (Trenkenschuh
et al., 2021). A trealose é um dos crioprotetores mais utilizados, gracas a suas vantagens
de possuir menor higroscopicidade, menos interagdo quimica e auséncia de ligacdes de
hidrogénio intramoleculares, formando liga¢cdes de hidrogénio mais flexiveis com as

nanoparticulas durante o processo de liofilizacdo (Veider et al., 2022).

A anélise ANOVA foi utilizada para comparar os grupos em relacdo ao tamanho
das particulas e ao PDI. Na Tabela 14, observou-se uma diferenca altamente significativa
(P < 0,0001) entre os CLN sem trealose em comparacdo com a formulacdo antes da
liofilizacdo e apds a liofilizacdo com a adicdo de trealose. Para o indice de polidispersao,
a diferenca entre esses mesmos grupos foi significativa (P < 0,01). Na Tabela 15, os
CLN10ONOR+106CN liofilizados sem trealose em comparagdo com o carreador em
suspensdo e apods a liofilizacdo com adicdo do crioprotetor apresentou uma diferenca
significativa no tamanho das particulas de P < 0,001), enquanto para o indice de

polidisperséo a diferenca foi de P < 0,05.

Tabela 14: Diametro das particulas, indice de polidispersdo e tempo de ressuspensao
dos CLN sem farmacos antes e apds a liofilizacdo com e sem adicao de trealose

FormulacGes Didmetro das indice de Tempo de ressuspensdo
particulas polidispersao (manual/vértex)
Antes da 222,07 (x4,17) **** 0,37 (£0,01) ** -
liofilizacéo
Apbs 780,83 (£50,71) 0,80 (x0,11) 1 min /2 min (vortex)
liofilizac&o
0% trealose
Apobs 203,23 (£8,47) **** (0,31 (x0,02) ** 1 min/2min (vortex)
liofilizacéo

2,5% trealose

Fonte: Autor,2024
** P <(0,01; **** P <0,0001
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Tabela 15: Diametro das particulas, indice de polidisperséo e tempo de ressuspensao
dos CLN1ONOR+106CN antes e ap06s a liofilizacdo com a adicdo de trealose

Formulagdes Diametro das indice de Tempo de ressuspenséo
particulas polidispersao (manual/vértex)
Antes da 217,7 (£0,02) *** 0,294 (+0,02) * -
liofilizagéo
Apobs 617,5 (+0,06) 0,566 (+0,06) 1 min /4 min (vértex)
liofilizac&o
0% trealose
Apos 2444 (£0,009) *** 0,31 (£0,009) * 1 min /4 min (vértex)
liofilizac&o

2,5% trealose

Fonte: Autor, 2024
*P <0,05; *** P < 0,001

5.4 Caracterizacdo fisico-quimica dos carreadores lipidicos nanoestruturados
5.4.1 Andlise da eficiéncia de encapsulacao (EE%0)

A anélise da EE% do presente estudo foi determinada pelo método indireto,
apresentando EE% de 99,50% e 90,91% para o 6CN-Etil e o norfloxacino,
respectivamente. Estes resultados evidenciam a capacidade dos carreadores lipidicos
nanoestruturados em encapsulacdo estas moléculas, tendo em vista que valores de EE%
maiores que 60% geralmente indicam a eficacia no processo de preparacdo dos
carreadores relacionados a quantidade adequada de farmaco nas particulas lipidicas
(Haider et al., 2020).

Geralmente os resultados da eficiéncia de encapsulacgdo séo afetados por parametros
da formulagcdo como tipos de lipidios liquidos e sdlidos e concentracdo. Estudos
anteriores mostraram que concentragdes crescentes de acido oleico levaram a uma
eficiéncia de encapsulacdo crescente, o acido oleico altera a estrutura cristalina da matriz
dos carreadores, aumentando suas imperfei¢des garantindo uma maior EE% (Haider et
al., 2020; Latifah et al., 2024). Além disso, a combinacéo de acidos graxos como o acido
oleico e 0 &cido estearico podem otimizar essa propriedade de eficiéncia de encapsulacao,
0 &cido oleico favorece a incorporacdo de moléculas hidrofdébicas devido a solubilidade,
ja o acido estearico contribui para uma estrutura mais estavel, reduzindo a perda do
farmaco durante a preparacgdo e o armazenamento (Latifah et al., 2024; Woo et al., 2014).
Dessa forma, o estudo demonstrou uma alta eficiéncia de encapsulagdo dos carreadores

lipidicos nanoestruturados. Esses resultados destacam a importancia de uma formulacéo
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otimizada para sistemas de liberacdo controlada e maior biodisponibilidade dos

medicamentos.

5.4.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Foram analisados por espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier acoplado com ATR os componentes da formulacdo: &cido oleico, acido esteérico,
PVA, norfloxacino livre, 6CN-Etil livre, CLN e CLN10NOR+106CN.

O éacido oleico e o acido estearico sdo acidos graxos com estruturas quimicas
bastantes semelhantes (figura 9), se diferenciando apenas pela presenca de uma ligacao
dupla C=C na estrutura do &cido oleico, sendo essa insaturacdo a causa das propriedades
desse lipidio. Os espectros obtidos para o acido oleico (Figura 13) e o &cido estearico
(Figura 14) apresentaram perfis com deslocamentos semelhantes, demonstrando
caracteristicas comuns das duas estruturas quimicas, a presenca de bandas localizadas em
1.698 cm™ sdo relacionadas ao estiramento da ligagdo C=0 caracteristico dos acidos
graxos, os deslocamentos proximos a 3.000 cm™ sdo relacionados aos estiramentos C-
H e em 1.462 cm™ flexdo de CH2, no entanto o espectro ndo foi capaz de distinguir as
duas moléculas, sendo necessario a adi¢ao de outras técnicas para distinguir as diferencas
sutis entre os picos (Yi et al., 2019).

Figura 13: Espectro de Infravermelho acido oleico

[Z10824ac.oleico ——]

; )

847 82—

2915.26~

30—

rrrjyyryrvyyrry v ryrrrrrrrrrrrrr[rrrr P r v r v prr v v ¥

<4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
Operador - Alexia goncalves dias cm-1



70

Figura 14: Espectro de infravermelho &cido estearico
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Na figura 15 estd disposto o espectro do PVA no qual apresenta picos
caracteristicos que confirmam a presenca dos grupos alifaticos C-H (CH: e CHas)
localizados em 2.930 cm™ e 2.906 cm™, o deslocamento observado em 1.142 cm,
correspondendo ao estiramento da ligacdo éter (C-O-C) que é uma caracteristica
fundamental da estrutura do PVA (Mansur et al., 2008).

Figura 15: Espectro de Infravermelho PVA
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A estrutura do composto 6CN-Etil foi comprovada por espectroscopia de
infravermelho (figura 16), foi possivel observar deslocamentos caracteristicos da
molécula, com bandas de absor¢do aguda média em 2.196 cm referente ao estiramento
da nitrila (-CN), também dois deslocamentos em 1.518 e 1.619 cm™ caracteristicos C=C
de aromatico, estiramentos NH, com duas bandas em 3.330 e 3.433 cm-!, além do

estiramento CH> em 2.905 cm™.

Figura 16: Espectro de Infravermelho 6CN-Etil
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Jé& o espectro do norfloxacino (figura 17) apresentou estiramentos caracteristicos de
amina (N-H) em 2.552 ecm™, além do grupo carbonilico especifico das quinolonas em
1581 cm™, vibragdes fora do plano C-H aromaticas presentes no anel quinolinico em 941

cm! e 931 em™ confirmando as caracteristicas estruturais do composto (Liang et al.,

2024).
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Figura 17: Espectro de infravermelho Norfloxacino
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Por fim, os espectros dos CLN e dos CLN1ONOR+106CN apresentaram
semelhangas, o carreador sem farmaco apresentou picos caracteristicos dos lipidios e do
PVA com auséncia dos deslocamentos do 6CN-etil e norfloxacino, ja o
CLN10ONOR+106CN apresentou uma certa ambiguidade, pois os deslocamentos em
1.027 cm™ pode ser atribuido ao estiramento de grupos C-O, mas também pode ter
contribuicdo do norfloxacino ou do 6CN-Etil, contudo, 0 espectro apresenta variagdes na

intensidade dos picos, sem, entretanto, evidenciar de maneira direta as moléculas.

Figura 18: Espectro de infravermelho CLN
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Figura 19: Espectro de infravermelho CLN10NOR+106CN
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Esses resultados sugerem que as moléculas estdo efetivamente encapsuladas e
interagindo diretamente com a matriz lipidica, o que pode levar ao mascaramento de seus
deslocamentos caracteristicos (Souza, 2022). Por isso, podem ser empregadas técnicas

complementares para melhor identificacéao.

5.4.3 Difragéo de raios X (DRX)

A técnica de DRX mede a interagdo entre a difracdo de raios X com redes em estado
amorfo ou cristalino de determinada amostra cobrindo uma grande area faixa angular,
utilizado para determinar grau de cristalinidade e identificar estruturas cristalinas (Idris
et al., 2019). As analises de DRX foram realizadas para avaliar o grau de cristalinidade
as moléculas livres (6CN-Etil e norfloxacino) e do CLN e dos CLN1ONOR+106CN.
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Figura 16: Difratograma norfloxacino
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Figura 17: Difratograma 6CN-Etil
6CN-Etil
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O difratograma do 6CN-Etil (Figura 21) exibiu picos intensos em angulos 2e que
sdo caracteristicos de uma estrutura cristalina, o norfloxacino (figura 20) em seu
difratograma demonstrou diversos picos bem definidos o que indica também uma
estrutura cristalina, no entanto, em comparacdo ao 6CN-Etil provavelmente exibe uma
estrutura cristalina mais complexas e possivelmente mais pura, evidenciada pelo maior

numero de picos (Liang et al., 2024).
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Esse resultado corrobora com dados ja reportados na literatura, como no estudo de
Thangadurai et al., 2003, que analisou vérias fluoroguinolonas e 0 DRX do norfloxacino
apresentou picos intensos e incluindo picos que distintivos e permitem diferenciar o
norfloxacino de outras fluorogquinolonas, juntamente com espacamentos interplanares que

sdo essenciais para determinar a cristalinidade do composto.

Figura 18: Difratograma CLN
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Figura 19: Difratograma CLN10NOR+106CN
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Os difratogramas do CLN (figura 22) e do CLN10ONOR+106CN (figura 23), por
sua vez, mostram o desaparecimento dos picos bem definidos observados anteriormente
nas moléculas livres, esse comportamento € substituido por um halo largo amorfo,
caracteristico de materiais desordenados, indicando a obtencao dos carreadores lipidicos
nanoestruturados, esse padrdo amorfo é atribuido a presenca de lipidios liquidos na
formulacdo, que interrompem a organizagdo cristalina das moléculas e promovem a
dispersdo do farmaco em uma matriz lipidica desorganizada no caso dos carreadores
contendo as moléculas, além de minimizar a expulsdo do ativo ao longo do

armazenamento, aumentando seu tempo de prateleira (Idris et al., 2023).

5.5 Estudo de estabilidade dos carreadores lipidicos nanoestruturados

Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN e CLN1ONOR+106CN) foram
avaliados quanto ao diametro das particulas, indice de polidispersdo e potencial zeta,
antes e apos a liofilizagdo com a adicdo de 2,5% de trealose como crioprotetor ao decorrer

de 90 dias armazenados em refrigerador na temperatura de 4 °C.

Nas condicGes avaliadas, o diametro médio das particulas dos CLN em suspensao
(antes da liofilizacdo), apresentaram crescimento desordenado ao longo dos 90 dias,
indicando agregacao das particulas e instabilidade fisica, a suspensdo também apresentou
precipitados, o indice de polidispersdo mostrou um aumento abrupto no dia 60, atingindo
o valor de 0,9, o que demonstra a heterogeneidade do sistema, ja o potencial zeta

apresentou uma variagédo de -29 mV para -23 mV.

Ao comparar com os carreadores submetidos a liofilizacdo com adicdo de trealose,
observou-se uma melhor manutencao do tamanho das particulas, com valores de 196 nm
no dia 1 e 232 nm no dia 90, o indice de polidispersdo também apresentou maior
estabilidade, variando entre 0,08 e 0,3 ao longo do periodo avaliado, em relacdo ao
potencial zeta apesar de apresentar flutuacdes moderadas nos valores, essa formulacao
manteve a carga superficial negativa moderada contribuindo para a estabilidade
eletrostatica. Esses resultados demonstram a importancia da liofilizacdo de carreadores
lipidicos nanoestruturados para garantir a estabilidade ao longo prazo além de proteger
os carreadores de contaminacdo bacteriana e manter as propriedades do sistema, além de

evitar a degradacéo (Matarazzo et al.,2024) (Tabela 16).
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Em um estudo realizado por Latifah et al (2024), que avaliou o efeito do uso de
acido estedrico e 4&cido oleico no desenvolvimento de carreadores lipidicos
nanoestruturados para o carreamento de diclofenaco, observou-se que a proporgéo de
60:40 resultou em menores diametro de particulas, assim como em nosso estudo, esse
achado indica que o0 aumento da concentracdo de acido oleico esta correlacionado com a
reducdo do tamanho das particulas e 0 aumento da eficiéncia de encapsulacdo. De maneira
semelhante, Hu et al (2005) relataram que o0 aumento da concentracao do lipidio liquido
acido oleico contribuiu para a reducao do didmetro das particulas, o aumento da eficiéncia
de encapsulacdo e a obtencdo de um potencial zeta estavel. Esses achados reforcam que
0s nossos resultados demonstraram que a formulagdo contendo essa mesma proporgéo
manteve-se estavel ao longo de 90 dias apds a liofilizacdo, evidenciando a eficacia dessa
composicdo na manutencdo das caracteristicas fisico-quimicas dos carreadores lipidicos

nanoestruturados.

Tabela 16: Estudo de estabilidade 90 dias carreadores lipidicos nanoestruturados sem

farmaco
Amostra néo Dia 1l Dia7 Dia 14 Dia30 Dia 60 Dia 90
liofilizada
Diametro das 177,63 368,63 400,96** 401,66** 824 **** 523,63 ****
particulas (£3,43) (£7,45) (14,28) (241,36) (£21,92) (+48,73)
indice de 0,254 0,111 0,383 0,335 0,964 **x** 0,499
Polidisperséo (£0,06) (x0,12) (£0,05) (£0,16) (£0,05) (x0,07)
Potencial Zeta  -29,22 **** .28 42 **** .27 32 -26,55 -26,07 -24,89
(+2,01) (+0,63) (+0,60)  (¥1,36)  (+1,56) (+0,84)
Amostra Dia 1l Dia7 Dia 14 Dia 30 Dia 60 Dia 90
liofilizada
Diametro das 196,36 181,8 180,06** 201,23** 23526 **** 232 3%***
particulas (+1,87) (5,23) (x10,42) (£9,17) (8,13) (£3,21)
indice de 0,0840 0,113 0,094 0,140 0,177 *¥x* 0,271
Polidispersdo  (0,06) (£0,08) (#0,10)  (0,09)  (+0,08) (x0,09)
Potencial Zeta  -17,52 **** -23,23 **** 2503 -24,93 -28,42 -25,11
(+1,70) (+0,57) (+0,97)  (¥1,79)  (*157) (+0,47)

Fonte: Autor,2024
*P <0,05; ** P <0,01; **** P <0,0001

Os carreadores lipidicos nanoestruturados contendo norfloxacino e 6CN-Etil ao

decorrer dos 90 dias (tabela 17) mantiveram o didmetro das particulas com pequenas



78

variacdes antes e apos a liofilizagdo, além disso o indice de polidispersao durante os trés
meses ndo apresentam grandes variagdes e foram menores que 0,3 indicando boa
homogeneidade do sistema, no entanto apesar dos resultados terem sido satisfatorios os
CLN10ONOR+106CN em suspensdo apresentaram precipitados das moléculas ao longo
dos dias avaliados reforcando ainda mais na importancia da liofilizacdo como estratégia
para melhorar a estabilidade da formulacdo. O sistema liofilizado apresentou valores
aceitaveis de tamanho médio e PDI ao longo dos 60 dias de estudo de estabilidade.

Tabela 17: Estudo de estabilidade 90 dias carreadores lipidicos nanoestruturados
contendo norfloxacino e 6CN-Etil

Amostrando Dial Dia 7 Dia 14 Dia30 Dia 60 Dia 90
liofilizada

Diametro das 244,33 299,16 277,13 373,33* 336,76 203,73
particulas (£6,80) (£74,57) (£85,50) (£192,38) (£160,05)  (£2,34)
Indice de 0,128 0,254 0,152 0,266 0,329 **** (0,136*
Polidispersdo  (%0,01) (£0,18) (x0,13) (£0,27) (£0,09) (£0,09)
Potencial -32,63 **** .28 84 **** .31 05 -21,11 ****  -26,44 -27,65
Zeta (£0,67) (%4,80) (£2,25) (£3,79) (£1,61) (£2,59)
Amostra Dial Dia 7 Dia 14 Dia 30 Dia 60 Dia 90
liofilizada

Diametro das 244,43 250,4 221,16 215,96* 241,93 349,23
particulas (£7,44) (£7,64) (£1,74) (4,57) (%4,65) (£125,15)
Indice de 0,319 0,3108 0,261 0,141 0,278 **** (0,381*
Polidispersdo  (%0,00) (£0,27) (£0,04) (£0,11) (0,05) (£0,11)
Potencial -34,09 **** .32 06 ****  -3326 -31,79 **** .23 88 -23,88
Zeta (0,84) (£0,91) (20,85) (£2,06) (£2,56) (x1,45)

Fonte: Autor,2024

*P < 0,05; **** P < 0,0001

Utilizando a anélise estatistica ANOVA bidirecional, sequida pelo teste de Tukey
a estabilidade dos carreadores lipidicos nanoestruturados foram avaliados considerando
o diametro médio das particulas, PDI e potencial zeta, das formulagées CLNs e FDCLNSs
(carreador liofilizado sem farmacos), CLN1ONOR+106CN e FDCLNNOR+6CN
(carreador liofilizado com ambos os fa&rmacos). Em relagdo ao didmetro das particulas
houveram diferencas significativas entre os grupos CLNs e FDCLNs de P > 0,01 no dia
14 e 30, ja no para 0s CLN1ONOR+106CN e FDCLNNOR+6CN no dia 30 a diferenca
foi significativa entre o par de P < 0,05, nos dias 60 e 90 houveram diferencas altamente
significativas de P < 0,0001 entre CLNs e FDCLNs. Ja a andlise do PDI somente



79

houveram diferencas significativas (P< 0,0001) no dia 60 nos dois pares analisados, ja no
dia 90 houve diferencga significativa entre CLN10NOR+106CN e FDCLNNOR+6CN (P
< 0,05). Por fim, na anélise do potencial zeta, os dois pares analisados apresentaram
diferencas altamente significativas no dia 1 e 7 (P < 0,0001) e no dia 30 nos grupos
CLN1ONOR+106CN vs. FDCLNNOR+6CN.

Os resultados indicam que nao houveram diferencas significativas no tamanho das
particulas e no PDI nos carreadores ao decorrer dos primeiros dias de armazenamento
contendo 6CN-Etil e Norfloxacino apds a liofilizacéo, evidenciando que o processo com
adicdo de trealose contribuiu para a estabilidade desses parametros (Arya et al., 2022).
Em relagdo ao potencial zeta, os resultados mostram que as variagOes iniciais foram
gradualmente se estabilizando com o passar dos dias, esse padrdo de variacdo seguido
pela estabilizacdo mostra que os carreadores alcancaram um estado de equilibrio, o que é
um fator interessante para 0 aumento do tempo de prateleira, pois mostra uma maior

estabilidade ao longo do tempo de armazenamento (Pochapski et al., 2021).

5.6 Validacdo do método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

5.6.1 Desenvolvimento e otimizacdo do método analitico

O método foi desenvolvido e otimizado para a quantificacdo simultanea do
norfloxacino e do 6CN-Etil. Foram realizadas diversas combina¢6es composicéo e fluxo
da fase modvel e do sistema de deteccdo, foram testadas diferentes propor¢des da fase
movel, ajustando a mistura de &gua acidificada e acetonitrila em modo isocratico O
objetivo foi otimizar parametros como composicdo da fase movel, tempo de retencéo,
fluxo, assegurando maior precisdo e eficiéncia na quantificacdo dos compostos. A
proporcao ideal da fase movel foi determinada como 60:40 (acetonitrila:agua), com
tempos de retencéo de 1,450 minutos para o norfloxacino e 5,878 minutos para 0 6CN-

Etil, com uma andlise total de 7 minutos e a temperatura da coluna foi fixada em 40 °C.

5.6.2 Seletividade

A seletividade de um método analitico é referente a capacidade de medir com
precisdo um determinado composto, mesmo na presenca de impurezas, produtos de
degradacdo ou componentes da matriz, ela assegura que 0 pico no tempo de retengéo

caracteristico do analito seja gerado exclusivamente por ele, sem interferéncia de outros
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compostos presentes na amostra (Subramaniam et al., 2022). Para a avaliacdo da
seletividade foi coletado o sobrenadante dos carreadores lipidicos nanoestruturados sem
farmaco (CLN) apos a centrifugacdo e diluido em 100% de acetonitrila, no qual ap6s a
leitura no CLAE néo foi observado nenhum sinal nos comprimentos de onda (A) de 221
nm (6CN-Etil) e 279 nm (Norfloxacino), esse resultado confirma que 0s componentes
presentes nos carreadores lipidicos nanoestruturados ndo interferem na detec¢do dos

farmacos de interesse (Figura 24).

Figura 24: Sobrenadante dos CLN
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Posteriormente foi adicionado 10 pg/mL da solugdo padrao do norfloxacino e 10
pg/mL do 6CN-Etil ao sobrenadante (10 pg/mL) dos CLN e diluidos em 100% de
acetonitrila os valores de tempo de retencdo para os dois farmacos foram semelhantes aos
tempos previamente estabelecidos, o norfloxacino teve seu tempo de retengdo de 1,293
minutos e 0 6CN-Etil de 5,857 minutos, fator caudal de 1,963 e 1,052 para 0 6CN-etil e
norfloxacino, respectivamente, e pratos tedricos de 1111 para o 6CN-Etil e 11801para o

norfloxacino, confirmando a seletividade do método (Figura 25).
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Figura 25: CLN sem farmaco com adicdo das solu¢des padrdo do norfloxacino e 6CN-Etil
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Por isso 0 método desenvolvido para a quantificacdo simultanea do norfloxacino e
6CN-Etil se mostrou seletivo atendendo os critérios exigidos pelo IHC, detectando as
moléculas mesmo na presenca dos componentes presentes no CLN sem nenhuma
interferéncia e garantindo a identificacdo nos tempos de retencdo pré-estabelecidos. Na
figura 14 pode ser observado um cromatograma com 0s picos nos comprimentos de onda
relacionados as solugdes padrdes do norfloxacino e 6CN-Etil e seus respectivos tempos
de retencdo sem a adi¢do do CLN, diluidos em 100% de acetonitrila sem a adi¢do do
CLN, diluidos em 100% de acetonitrila (Figura 26).

Figura 26: Cromatograma norfloxacino e 6CN-Etil
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5.6.3 Linearidade

A linearidade do método foi analisada para a quantificacdo do 6CN-Etil e
norfloxacino por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de acordo com as
diretrizes do ICH Q2(R1), a representacdo grafica da curva de calibracéo e coeficiente de
regressdo foram construidos (Figura 27 e Figura 28) por seis niveis de concentracdo
variando de 6 pg/mL a 16 pg/mL. O desvio padrdo relativo (DPR%) foi calculado.

Figura 27: Linearidade norfloxacino
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Figura 28: Linearidade 6CN-Etil
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A linearidade se trata da capacidade do método em produzir resultados diretamente
proporcionais a concentracdo da substancia analisada, dentro de uma faixa especifica de
aplicacdo. A equacao da linha de regressdo para o norfloxacino foi estabelecida como
y=40614x—19506y, enquanto para 0 6CN-Etil foi y=34093x+4528,8y, de acordo com o
ICH esses resultados mostram uma correlacéo forte entre a concentragdo e a area, com o
coeficiente de determinacdo (R2) proximo de 0,9999 revela que 99,99% da variacdo nas
areas observadas pode ser atribuida a concentracdo, confirmando uma relacéo linear
altamente robusta entre a concentracdo e a resposta para o antibiético e o0 6CN-Etil. O
erro padréo é relacionado as médias dos desvios das observaces em relacdo a linha de
regressao, quando esse desvio é pequeno em relacdo as areas observadas, indica que 0s

dados estdo ligados fortemente a linha de regressao (Tabela 18 e 19).

Tabela 18: Coeficientes de regressédo linear do norfloxacino

Estatistica de regressao

R mdltiplo 0,999233
R? 0,998466
R? ajustado 0,998083
Erro padréo 6658,892
Observacdes 6

Tabela 19: Coeficientes de regresséo linear do 6CN-etil

Estatistica de regressao

R multiplo 0,99951
R-Quadrado 0,999019
R-quadrado ajustado 0,998774
Erro padrdo 4468,217
Observacdes 6

As tabelas 20 e 21 apresentam a relacéo entre 0 DPR% das areas dos cromatogramas
e suas respectivas concentragdes (nug/mL) 0 DPR% é calculado com base nas &reas do

cromatograma, e de acordo com o ICH os valores devem ser inferiores a 2%, o que indica
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precisdo nas diluicbes. No norfloxacino e no 6CN-etil, o DPR foi inferior a 2%,

reforcando a confiabilidade das medigdes e a precisdo do método analitico utilizado.

Tabela 20: DPR% das concentracdes da linearidade norfloxacino

Linearidade: Norfloxacino

Concentragdes (pug/mL)

10
12
14
16

Meédia da area Desvio DPR%
padréo

227835,6667 1225,02 0,53768
305742,6667 2646,71 0,86567
387295 3560,87 0,91942
456392 446,68 0,09787
550427,3333 1103,16 0,20042
635803 2385,6 0,37521

Concentracéao

real

(ng/mL)
6,09006

8,00829
10,0163
11,7176
14,0329
16,1351

Fonte: Autor, 2024

Tabela 21: DPR% das concentracdes da linearidade 6CN-Etil

Linearidade: 6CN-Etil

Concentracoes

(hg/mL)

6
8
10
12
14
16

Média da area

211647
278885
340265
409307
486809
550383

Desvio padrdo  DPR% Concentracao real

1717,75
4179,4
2679,74
488,258
2538,81
538,21

0,81161
1,49861
0,78754
0,11929
0,52152
0,09779

(ng/mL)
6,07509

8,04728
9,84767
11,8728

14,146
16,0107

Fonte: Autor, 2024

Foram analisados os coeficientes do modelo de regressao linear para o norfloxacino

e 6CN-Etil e apresentaram respectivamente os valores de intercepto -19505,9 (ndo
significativo, P =0,1004) (tabela 22) e 4528,764 (ndo significativo, P = 0,5024) (tabela

23). Toda via os valores da inclinagdo (coeficientes angulares) foram altamente

significativos tanto para o norfloxacino (P = 8,837) e para 0 6CN-Etil (P = 3,61°7), como

esperado, esses resultados mostram uma correlagéo entre a concentracdo das moléculas e

resposta obtida (area do cromatograma), comprovando que o modelo de regressao linear

é apropriado para representar essa relacdo de maneira consistente. Os resultados estéo

apresentados nas tabelas 22 e 23.

Tabela 22: Andlise estatistica dos coeficientes do modelo de regressao linear-1C-95%
do norfloxacino

Parametros

Coeficientes

Erro
padrado

Stat t

valor-P  Inferiores Superiores

95%

95%

Inferior
95,0%
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Intersecao -19505,9 9167,14 -2,12781 0,100455 -44958  5946,133 -44958
Variavel X 40614,11  795,8898 51,02981 8,8307 38404,37  42823,85 38404,37

Fonte: Autor, 2024.

Tabela 23: Analise estatistica dos coeficientes do modelo de regressdo Linear-1C-95%

do 6CN-Etil
Parametros Coeficientes Erro Stat t valor-P  Inferiores Superiores Inferior
padréo 95% 95% 95,0%
Intersecéo 4528,764 6151,289 0,736230 0,502434 -12550 21607,48 -12550
Variavel X 34092,77 534,0541 63,83767 3,61 32610 35575,54 32610

Fonte: Autor, 2024.

Somado a isso, também foi realizada a andlise de variancia (ANOVA) afim de
avaliar a significancia estatistica das curvas de calibracdo do norfloxacino e 6CN-Etil
(Tabelas 24 e 25). A analise ANOVA demonstrou que as duas curvas de calibragdo sdo
estatisticamente significativas, sendo para o norfloxacino a estatistica F de 2604,042 com
um valor de P = 8,837 e para 0 6CN-Etil a estatistica F de 4075,249 e valor de P = 3,61
07 Esses resultados confirmam a alta significancia do modelo, demonstrando a
linearidade do método e sua eficacia na quantificacdo simultanea de norfloxacino e 6CN-

etil por CLAE.

Tabela 24: Teste F-ANOVA do norfloxacino

ANOVA (Teste F- ANOVA)- Significancia da curva de calibracéo

Gl SQ MQ F F de significacéo
Regressdo 1 1,15 1,15 2604,042 8,837
Residuo 4 1,778 44340841
Total 5 1,16*1

Fonte: Autor, 2024.

Tabela 25: Teste F-ANOVA do 6CN-Etil

ANOVA  (Teste F- ANOVA)- Significancia da curva de calibragéo

Gl SQ MQ F F de significacao
Regressdao 1 8,14+10 81362194458 4075,249 3,61
Residuo 4 79859855 19964963,87
Total 5 8,14*10

Fonte: Autor, 2024.

Em relagdo aos residuos do norfloxacino (Tabela 26 e Figura 29), observa-se uma
variacdo de -11.471,4 a 335,71, enquanto para o0 6CN-Etil (Tabela 28 e Figura 30), a
variacdo é de -5.191,23 a 4.981,69. Essas amplitudes de variacdo, comparadas aos valores

previstos, sdo relativamente baixas, além disso, os residuos estdo distribuidos de maneira
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aleatdria em torno de zero em ambas as analises, indicando que 0 modelo linear foi bem

ajustado, o que sugere a presenca de homocedasticidade.

Tabela 26: Analise de residuos e residuos padronizados do norfloxacino

Observacao Y previsto Residuos Residuos
padrao
1 224178,7 3656,937 0,614003
2 305406,9 335,7175 0,056367
3 386635,2 659,8317 0,110786
4 467863,4 -11471,4 -1,92606
5 549091,6 1335,727 0,22427
6 630319,8 5483,175 0,92063

Fonte: Autor, 2024.

Figura 29: Andlise da distribuicdo normal dos residuos para a concentracéo
resposta do norfloxacino
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Fonte: Autor, 2024.
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Tabela 27: Analise de residuos e residuos padronizados do 6CN-Etil

Observagao Y previsto Residuos Residuos padréo
1 209085,4 2561,357 0,640900899
2 277270,9 1613,814 0,403807423
3 345456,5 -5191,23 -1,298945392
4 413642 -4335,02 -1,084705871
5 481827,6 4981,686 1,246513733
6 550013,1 369,3929 0,092429209

Fonte: Autor, 2024.
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Figura 30: Analise da distribui¢cdo normal dos residuos para a concentracdo
resposta do 6CN-Etil
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Fonte: Autor, 2024.

Diante do exposto, os resultados indicam que o método de regressao para o
norfloxacino e 6CN-Etil apresentam linearidade ambos com R? proximos a 0,999 dentro
das faixas de concentracdo de 6 a 16 pug/mL, conforme a literatura valores de R? mais
préximos a 1,0 indicam menor dispersdao dos conjuntos de pontos e a incerteza dos
coeficientes de regressao também sdo reduzidos, os resultados confirmam a linearidade e
adequacdo do método analitico desenvolvido, validando sua aplicacdo na quantificacdo
simultanea das moléculas de forma confiavel e reprodutivel (Silva, 2019; Vitnor;
Khandre, 2022).

5.6.4 Limite de deteccdo e quantificacdo

Os valores de limites de deteccdo (LOD) e limites de quantificacdo (LOQ) foram
calculados utilizando o desvio padréo do intercepto e a inclinagdo da equacéo da reta, os
valores de LOD e LOQ para 0 6CN-Etil foram 0,386 pg/mL e 1,172 ug/mL, ja para o
norfloxacino LOD e LOQ apresentaram valores de 0,483 pg/mL e 1,466 pg/mL,
respectivamente. Valores baixos de LOD e LOQ indicam que o método analitico é capaz
de detectar e quantificar pequenas concentragdes do analito de forma precisa e confiavel
(Guiard; Gotti,2024).

5.6.5 Precisao

A precisdo foi realizada para avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por

meio de ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser
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validado de acordo com o ICH. Para repetibilidade (Intra-dia) do norfloxacino (tabela 28)
e 0 6CN-Etil (tabela 29) foram escolhidos trés niveis ponto baixo (8 pug/mL), médio (10
pg/mL) e alto (14 pg/mL), o estudo foi realizado em triplicada preparadas em solucbes
mée independentes. De acordo com as tabelas a seguir (Tabelas 28 e 29) podemos
observar que 0 DPR% tanto para o norfloxacino quanto para o 6CN-etil foram abaixo de
2%.

Tabela 28: Repetibilidade (intra-dia): norfloxacino

Repetibilidade Norfloxacino

Concentragdes Médiada drea  Desvio padrdo DPR% Concentracao
(ng/mL real
(ng/mL)
8 310223,6667 5585,005849 1,800315852 8,118620837
10 392743,3333 336,3351503 0,085637393 10,15042432
14 546799 5727,714291 1,047499043 13,94359088

Fonte: Autor, 2024

Tabela 29: Repetibilidade (intra-dia) 6CN-Etil

Repetibilidade 6CN-Etil

Concentragbes Meédiadaarea  Desvio padréo DPR% Concentracao real
(Mg/mL (ng/mL)
8 269778,33 4676,469858 1,733449014 7,780175794
10 332598 469,6253826 0,1411991 9,622773003
14 469216,5 4414,467635 0,940816795 13,63000323

Fonte: Autor,2024

A precisdo intermediaria foi realizada por outro analista em dia diferente do
realizado a repetibilidade (intra-dia), no qual foram escolhidos os mesmos trés niveis
ponto baixo (8 pg/mL), médio (10 pg/mL) e alto (14 pg/mL) em triplicata com trés
solugcdes mdes independentes e as mesmas condigdes preestabelecidas anteriormente
(Tabelas 30 e 31). Diante disso, os resultados da repetibilidade intra-dia e da precisao
intermediaria sugerem gque o método mesmo em dias diferentes e analistas diferentes é
altamente preciso tendo em vista que o DPR% foi abaixo de 2% tanto para o norfloxacino

e 6CN-Etil de acordo com o 6rgdo regulador ICH (Rocha et al., 2022).
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Precisdo intermediaria Norfloxacino

Concentragoes Média da drea  Desvio padrao DPR% Concentracao
(Mg/mL real
(ng/mL)
8 310067,3333 4085,190979 1,317517371 8,114771589
10 395876,6667 1528,278225 0,386049079 10,22757341
14 522965 2725,189535 0,521103618 13,3567489
Fonte: Autor, 2024
Tabela 31: Precisao intermediaria 6CN-Etil
Precisdo intermediaria 6CN-Etil
Concentragoes Média da drea  Desvio padrao DPR% Concentracao
(Mg/mL real
(ng/mL)
8 273841 268,6317182 0,098097698 7,222804944
10 383913,3333 4745,982968 1,236212071 9,933011605
14 576431,5 3905,350752 0,677504743 14,67320382

5.6.6 Exatidao

Fonte: Autor, 2024

A exatiddo tem o objetivo de avaliar o grau de concordancia entre os resultados

individuais obtidos pelo método em estudo e um valor de referéncia aceito como

verdadeiro (Galvao, 2019). A analise da exatiddo foi realizada para as concentracdes nos

niveis 8 pg/mL, 10 pg/mL e 14 pg/mL. Os valores para a exatidao abaixo (Tabelas 32 e

33) foram préximo a 100% na exatidao do norfloxacino e do 6CN-Etil e 0 DPR% abaixo

de 2%, de acordo com as diretrizes do ICH, mostrando que os resultados foram

satisfatorios confirmando a exatiddo e recuperacdo do método sdo adequadas.

Tabela 32: Exatiddo norfloxacino

Exatidao Norfloxacino

Exatidao %

98,01577042
98,07381691

Concentragoes Média da Desvio DPR% Concentragéo
(ug/mL area padrao real
(ng/mL)
8 298959 2255,183585  0,75434544  7,841261634
10 378811 4195,455041 1,107532527 9,807381691
14 537978,3333  2869,550894 0,533395253  13,72640797

98,04577122

Tabela 33; Exatiddao 6CN-Etil

Fonte: Autor,2024

Exatidao 6CN-Etil
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Concentragoes Média da Desvio DPR% Concentragdo  Exatidéo
(Mg/mL area padrao real %
(ng/mL)
8 276328 5204,772714  1,883548795  7,972287566  99,65359
10 340896,3333 2797,97254  0,820769327  9,866175852  98,66176
14 477441 8795,371453  1,842190229  13,87124043  99,08029

Fonte: Autor,2024

5.6.7 Robustez

A robustez de um método analitico se refere a sua capacidade de permanecer
inalterado por pequenas variagdes nos parametros do método (Galvéo, 2019). As tabelas
35 e 36 apresentam os dados de robustez do norfloxacino e 6CN-Etil respectivamente
onde foram analisadas por meio da concentragdo do nivel do ponto médio 10 pg/mL, no
qual foram alterados os parametros de fluxo da fase movel, temperatura da coluna e
proporcéo da fase movel de agua acidificada: acetonitrila. As tabelas a seguir mostram
dados de pardmetros, como tempo de retencdo, area, recuperacao (%), concentragdo real,
pratos tedricos e fator de cauda que s@o de extrema importancia para a robustez do método

a ser avaliado.

Tabela 34: Robustez norfloxacino

Robustez Norfloxacino

Parametros Tempo Area Concentracdo  Taxa de Fator Pratos
variados Retencéo real (ug/mL) Recuperacdo caudal teoricos
%
FLUXO 1,8 1,281 405398 10,46200817 104,6200817 1,789 1721
FLUXO 1,6 1,442 424736  10,93814941 109,3814941 1,863 1763
FLUXO 2,0 1,16 337246  8,78396612 87,8396612 1,748 1621
40C 1,287 389772 10,077264 100,77264 1,88 1695
38C 1,288 386209 9,989535628 99,89535628 1,749 1741
42C 1,283 361110 9,371546757 93,71546757 1,874 1608
60:40 ACN:H20 1,285 393712 10,17427488 101,7427488 1,869 1795
62:38 acn:h20 1,282 373230 9,669966022 96,69966022 1,882 1728
58:42ACN:H20 1,292 378730 9,805387305 98,05387305 1,727 1745
Fonte: Autor, 2024
Tabela 35: Robustez 6CN-Etil
Robustez 6CN-Etil

Parametros Tempo Area Concentracdo  Taxade Fator Pratos
variados Retencédo real (ng/mL) Tailing  tedricos
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Recuperacéo

%
FLUXO 1,8 5,886 344733 9,978711172 99,78711172 1,053 11733
FLUXO 1,6 5,905 399464 11,58405538 115,8405538 1,059 12511
FLUXO 2,0 6,61 341235 9,876109465 98,76109465 1,051 10751
40C 5,343 389188 11,28264453 112,8264453 1,057 11534
38C 5,895 351847 10,18737571 101,8737571 1,052 11584
42C 6,047 384370 11,1413252 111,413252 1,057 11436
60:40 ACN:H20 5,782 371250 10,75649547 107,5649547 1,055 11564
62:38 ACN:H20 5,913 373602 10,82548324 108,2548324 1,064 10813
58:42ACN:H20 5,338 364253 10,55126272 105,5126272 1,043 12326

Fonte: Autor, 2024

Os resultados obtidos para a robustez do derivado tiofénico 6CN-etil apresentaram
uma taxa de recuperagdo variando entre 98% e 115%, esses valores, de acordo com as
diretrizes do ICH indicam que o método é robusto, o tempo de retencdo do 6CN-etil
apresentou uma variacdo minima de 5,33 minutos e maxima de 6,61 minutos, valores
préximos ao tempo de retencao de referéncia estabelecido para esse composto, reforcando
a consisténcia do método. Para a robustez do norfloxacino, o tempo de retencdo variou
entre 1,16 minutos e 1,44 minutos, também muito proximo aos valores de referéncia
descritos no estudo, a sua taxa de recuperacao do foi de 87% a 109%, o que evidencia que

0 método analitico avaliado € robusto e confiavel para a analise desse farmaco.

Os valores do fator de caudal foram préximos a 1 tanto para o norfloxacino quanto
para 0 6CN-etil indicando uma boa simetria entre os picos, ja a avaliacdo dos pratos
tedricos também ndo apresentou grandes variacGes. Por isso, essa consisténcia nos
resultados relatadas acima para ambos 0s compostos demonstra a adequagdo do método

submetido a diferentes variacdes, garantindo sua aplicabilidade em estudos posteriores.

5.7 Avaliacao da atividade de potenciacédo do carregador lipidico nanoestruturado
frente as cepas S. aureus 1199B e K2068

5.7.1 Avaliacao da concentracdo inibitéria minima (CIM)

Geralmente o uso de antibiogramas sao suficientes para avaliar a suscetibilidade ou
resisténcia de cepas a determinado antibiotico, onde s&o identificados os antibioticos e
sdo interrompidos 0 seu uso e substituido por outro que a cepa ndo possui resisténcia, mas

em pacientes com infecgdes cronicas, tratados com uma ampla variedade de antibidticos
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e com historico de terapias que ndo deram certo, sdo necessarios estudos mais precisos
para a identificacdo do antibidtico eficaz. Dentre esses, a concentracao inibitoria minima
(CIM), j& é um parametro estudado a muitos anos, que vem aparecendo cada vez mais
atualmente em exames de rotina, a CIM é a menor concentracdo de um agente
antibacteriano expresso em ug/mL que sob condigdes controladas impede totalmente o

crescimento da cepa testada (Krochmal; Wicher, 2021).

Mecanismos de resisténcias a antimicrobianos como a superexpressdo de bombas
de efluxo, contribuem para 0 aumento da CIM, dependendo da cepa e do antibidtico entre
2x e 8%, podendo afetar drasticamente o uso clinico dos antibioticos, ou até mesmo torna-
lo ineficaz, principalmente frente as cepas multirresistentes. Portanto, a inibicdo das
bombas de efluxo, pode reestabelecer a CIM dos antibidticos a valores equivalentes aos
das cepas ndo resistentes, tornando as cepas bacterianas suscetiveis ao tratamento, e

prolongado a aplicabilidade do uso dos antibidticos disponiveis (Zhang et al., 2024).

Estudos anteriores relataram que a combinagdo de antibidticos e inibidores de
bomba de efluxo carreados por nanoparticulas garantem uma ligacéo direta ao sitio ativo
para o bloqueio da bomba de efluxo e essa combinacdo resultou na diminuicdo da
concentracdo da dosagem do antibidtico e do inibidor da bomba de efluxo,
reestabelecendo a sensibilidade a antibidticos de varias cepas resistentes, evidenciando a

eficiéncia do efeito sinérgico (Allamyradov et al., 2024).

Na figura 31 séo observados os valores das CIM do: derivado tiofénico 6CN-Etil
(livre); do norfloxacino (livre); o CLN; da mistura fisica 6CN-Etil+norfloxacino; do
inibidor CCCP+norfloxacino; e do CLN1ONOR+106CN, frente a cepa de S. aureus
1199B que superexpressa a bomba de efluxo NorA.

Tanto para o grupo com 6CN-Etil livre quanto para o CLN, ndo foi observada
inibicao do crescimento de S. aureus 1199B (CIM > 200 ug/mL), tendo em vista que a
CIM do norfloxacino livre foi menor, o que reforca a ideia de que para que a CIM seja
considerada eficaz, ela deve ser inferior & concentracdo observada para o controle. Esses
resultados evidenciam que tanto o grupo do 6CN-Etil, quanto o CLN, sdo isentos de
atividade antibidtica, ja que ndo foram capazes de inibir o crescimento bacteriano de
maneira significativa. Para o grupo norfloxacino (livre) a CIM foi determinada em 157,5
pg/mL, evidenciando resisténcia da cepa para o norfloxacino. As associacdes (misturas

fisicas) do norfloxacino com CCCP e com o 6CN-Etil, promoveram reducGes
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equivalentes da CIM (125 ug/mL) e significativas diferentes (P < 0,0001) da CIM do
grupo norfloxacino (livre), evidenciando que o derivado 2-amino tiofénico possui
atividade inibitoria de bomba de efluxo, isso ja relatado na literatura como no estudo de
Da Cruz et al., 2020 que demonstrou que derivados tiofénicos foram capazes de modular
sensibilidade de cepas resistentes atuando como inibidores de bombas de efluxo
aumentando a atividade de antibioticos como ciprofloxacino e eritromicina em cerca de

8 e 16 vezes.
Figura 31: Concentragdo inibitoria minima (CIM) frente & S. aureus 1199B
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Por ltimo, o grupo contendo o nanosistema (CLN1ONOR+106CN) também foi
observada uma reducdo altamente significativa (P < 0,0001) da CIM no grupo
CLN10ONOR+106CN (CIM = 62,5 ug/mL) em comparacédo ao grupo Norfloxacino (livre)
(CIM = 157,5 pg/mL). O valor de CIM do grupo CLN1ONOR+106CN também foi 2
vezes menor que o valor de CIM do grupo CCCP+norfloxacino, que contém um inibidor
referéncia para bomba de efluxo NorA. Esse achado sugere que o carreador ndo apenas
melhora a retencdo do norfloxacino nas cepas resistentes, mas tambem pode ter um efeito
inibitorio superior ao do CCCP na modulagdo da bomba de efluxo NorA, sendo essa
reducdo relacionada & acdo sinérgica do carreador com o antibiético contra esse

mecanismo de resisténcia.
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Na figura 32 sdo apresentados os valores das CIM dos mesmos grupos testados
anteriormente, porém frente a cepa de S. aureus K2068 que superexpressam a bomba de
efluxo MepA.

Figura 32: Concentracao inibitoria minima (CIM) frente a S. aureus K2068
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De maneira equivalente ao observado frente a cepa S. aureus 1199B, tanto para o
0s grupos 6CN-Etil livre, quanto CLN (branco) ndo foi observada inibicdo satisfatdria de
crescimentos de S. aureus K2068 (CIM > 200 pg/mL) quando relacionado ao
norfloxacino, evidenciando que tanto o derivado 2-amino tiofénico, quanto o nanosistema

branco séo isentos de qualquer atividade antibidtica.

Tanto para o grupo Norfloxacino (livre), quanto para o grupo contendo a mistura
fisica Norfloxacino+6CN-Etil a CIM foi determinada em 125 ug/mL, evidenciando
resisténcia da cepa S. aureus K2068 para o norfloxacino, além de indicar incapacidade
do derivado 2-amino tiofénico em agir como inibidor da bomba MepA, néo contribuindo

com o reestabelecimento da sensibilidade da cepa ao norfloxacino.

A CIM do grupo CCCP+Nor (CIM = 62,5 ug/mL) foi significativamente inferior a
CIM do grupo Norfloxacino (livre) com valor de P < 0,0001, (CIM = 125 pg/mL),

comprovando a eficiéncia do inibidor CCCP em inibir a bomba de efluxo MepA.

Para o grupo do nanosistema (CLN1ONOR+106CN) também foi observada uma

reducdo significativa do valor da CIM (CIM = 78,41 pg/mL), quando comparado com os
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grupos Norfloxacino (livre) e Norfloxacino+6CN-Etil (CIM = 125 ug/mL) valor de P <
0,0001.

Em um estudo publicado por Liu et al., 2016, foi avaliada a atividade
antimicrobiana da azitromicina modificada (AZT) e de um peptideo antibacteriano
encapsulados em lipossomas. Os resultados demonstraram que os lipossomas contendo
AZT apresentaram concentrac@es inibitdrias minimas (CIM) menores de 256 pg/mL em
comparacéo ao antibiotico em sua forma livre que sua CIM foi de 512 pug/mL, indicando
o efeito antibacteriano do sistema potente e com efeito sinérgico com a AZT. Além disso,
uma das formulag¢fes que combinava AZT e o peptideo antibacteriano revelou efeitos
sinérgicos significativos, destacando um grande potencial para 0 combate a infecgdes
causadas por cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA).

Somado a isso, também é bastante abordado na literatura as nanoparticulas
metalicas como agentes antimicrobianos, apresentando eficacia contra uma ampla
variedade de cepas, incluindo as multirresistentes, além de também quando combinadas
com antibidticos como o ciprofloxacino potencializaram a acdo dos mesmos a partir de
um efeito sinérgico, diminuindo a CIM para concentracdes extremamente menores
quando comparado ao antibiotico livre (Gupta et al., 2017; Eleftheriadou et al., 2021).
Nanoparticulas poliméricas de PLGA além de serem biocompativeis e biodegradaveis,
permitem um controle mais preciso da liberacdo do farmaco, prolongando seu efeito
terapéutico e reduzindo a toxicidade sistémica quando encapsuladas com teicoplanina,
apresentaram resultados excepcionais contra MRSA, tendo em vista que os valores de
CIM foram 2x menores do que o antibidtico livre e quando o sistema funcionalizados
com aptameros diminuiram 64 x, demonstrando especificidade desse sistema para o alvo
bacteriano. Quanto a estudos com nanoparticulas lipidicas sélidas o uso dessas
nanoparticulas em sistemas antimicrobianos tem demonstrado potencial para reduzir os
efeitos adversos e prolongar o tempo de circulagdo no organismo em um estudo para a
encapsulacdo de vancomicina apresentaram resultados excelentes, levaram a uma redugéo
de 22 x em comparagdo com o farmaco livre com cepas MRSA, demonstrando que 0 uso
de nanosistemas oferece uma abordagem inovadora e promissora para 0 combate a
resisténcia antibacteriana (Andrade et al., 2023).

Diante dos resultados expostos, para a cepa de S. aureus 1199B, foi a constatado a
reducdo significativa (P < 0,0001) da CIM no grupo CLN10NOR+106CN (CIM = 62,5

pug/mL) em comparagdo do grupo contendo a mistura fisica 6CN-Etil+norfloxacino (125
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pug/mL), evidenciando que a incorpora¢do do norfloxacino com o 6CN-Etil em um
carregador lipidico nanoestruturado promoveu uma modulagdo da atividade
antibiodtica/adjuvante de antibidtica das 2 moléculas quando administradas em associacao,
sendo bastante eficiente em reestabelecer a sensibilidade da cepa S. aureus 1199B ao
norfloxacino. Esses resultados demonstram que a incorporagdo do norfloxacino com o
6CN-Etil no nanosistema promoveram a modulagdo da atividade adjuvante de antibiética
(inibitéria de bomba de efluxo) do derivado tiofénico 6CN-Etil na cepa S. aureus K2068.
Importante destacar que, conforme observado, sem o nanosistema, o derivado 6CN-Etil

ndo apresentou atividade inibitoria sobre a bomba de efluxo MepA (CIM = 125 pug/mL).

Por tanto, os resultados apresentados sugerem demonstram que a preparacao de
carreadores lipidicos nanoestruturados contendo 6CN-etil e norfloxacino promovem
modulacdo aa acao da norfloxacino frente cepas portadoras de NorA e MepA indicando
a possivel participacdo e acdo desse encapsulado contendo 6CN-etil nas rotas de inibicéo
de bombas de efluxo NorA e MepA. Além disso esses resultados evidenciam que o
encapsulamento causa melhoramento da atividade dos compostos quando se compara a

acao da norfloxacino e 6CN-Etil fora do encapsulado.
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6. CONCLUSAO

A obtencdo de um carreador lipidico nanoestruturado contendo 6CN-Etil e
norfloxacino foi desenvolvido com sucesso pelo método de emulsdo a quente por
sonicagdo seguida de liofilizacdo. Foi possivel desenvolver e validar um método para a
quantificagdo simultanea do norfloxacino e 6CN-Etil por CLAE. A avaliacéo da CIM nas
cepas S. aureus 1199B que superexpressam a bomba de efluxo NorA, e S. aureus K2068
que superexpressam a bomba de efluxo MepA mostrou que o carreador lipidico
nanoestruturado contendo norfloxacino e 6CN-Etil promoveram para ambas as cepas:
reducdes significativas das CIM quando comparados com a mistura fisica do norfloxacino
e 6CN-Etil; e paraa cepa S. aureus K2068, promoveu a modulagdo da atividade adjuvante
de antibidtica (inibitéria de bomba de efluxo) do derivado tiofénico 6CN-Etil. Portanto
os carreadores lipidicos nanoestruturados contendo o inibidor de bombas de efluxo 6CN-
Etil e o antibidtico norfloxacino se mostraram uma abordagem promissora para
terapéutica das infeccdes causadas por bactérias resistentes, promovendo
reestabelecimento da sensibilidade bacteriana ao antibiotico, podendo prolongar seu uso
clinico, abrindo uma nova perspectiva terapéutica para uma questdo tdo emergente quanto

a resisténcia antimicrobiana.
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