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RESUMO

Nos pacientes internados em unidade de terapia intensiva (UTI), o uso do tubo orotraqueal
garante a estabilidade hemodindmica, entretanto facilita a adesdo de microrganismos nos
tecidos bucais, favorencendo o desenvolvimento de pneumonias. Para o controle da formagéo
de biofilmes torna-se essencial a higienizacdo bucal com o uso de antisséptico. Com o propésito
de previnir infecBes respiratorias, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e avaliar suspensées
de nanocépsulas contendo clorexidina, preparadas pelo método de deposicédo interfacial do
polimero pré-formado, a partir do polimero Eudragit® RS 100. O método analitico por
cromatografia liquida de ultra alta performance foi desenvolvido e validado para a quantificacdo
da clorexidina presente nas nanocapsulas. As formulacGes apresentaram valores de eficiéncia
de encapsulacdo superiores a 99%. As nanocapsulas obtidas apresentaram valor de pH de 6,8,
com tamanho médio de particulas inferior a 150 nm e potencial zeta de +22,4 mV. As imagens
obtidas por microscopia eletrdnica de varredura revelaram formato esférico e com superficie
lisa. As andlises efetuadas por espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier demonstraram que ndao ocorreram reagdes quimicas entre o farmaco e o polimero. Os
resultados obtidos por difracdo de raios X e de calorimetria exploratéria diferencial revelaram
a auséncia de cristalinidade do farmaco nas nanocapsulas carregadas, evidenciando sua
caracteristica amorfa, em comparacédo ao polimero e ao farmaco. As formulagdes apresentaram
parametros de estabilidade aceitaveis apos 60 dias de armazenamento. O sistema polimérico
permitu a liberacdo modificada da clorexidina. A atividade antimicrobiana das nanocapsulas
com clorexidina foi avaliada frente aos microrganismos Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae (cepa sensivel),
Klebsiella pneumoniae (cepa resistente - produtora de beta-lactamase de espectro ampliado),
Staphylococcus aureus e Candida albicans. Estes resultados demonstraram que a incorporagédo
da clorexidina no sistema nanoestruturado mantém a sua atividade antibacteriana. O ensaio de
toxicidade aguda com Artemia salina ndo revelou letalidade (CL50 de 1483,4 pg.mL™) o que
indica auséncia de toxicidade. Os estudos in vitro de cultivo celular utilizando linhagens 3T3,
mostraram que, nas concentracdes analisadas, as formulacfes desenvolvidas ndo apresentaram
potencial citotdxico. Os resultados sugerem que 0 uso de nanoparticulas de clorexidina pode
ser uma estratégia promissora na prevencao de infec¢fes do sistema respiratdrio no ambiente
hospitalar, necessitando estudos pré-clinicos e clinicos complementares.

Palavras-chave: Farmacos antibacterianos. Nanocapsulas. Prevencdo & controle. Clorexidina.



ABSTRACT

In patients admitted to the intensive care unit (ICU), the use of the orotracheal tube guarantees
hemodynamic stability, however it facilitates the adhesion of microorganisms in oral tissues,
favoring the development of pneumonia. To control the formation of biofilms, oral hygiene
with the use of antiseptic is essentialln order to prevent respiratory infections, the aim of this
study was to develop andto evaluate suspensions of nanocapsules containing chlorhexidine
optained by the interfacial deposition method of the preformed polymer using Eudragit® RS
100. The analytical method by high performance liquid chromatography (UHPLC) was
developed and validated for the quantification of the chlorhexidine into the nanocapsules. The
formulations presented encapsulation efficiency values higher than 99%. The obtained
nanocapsules presented pH value of 6.8 with average particle size less than 150 nm and zeta
potential of +22.4 mV. The images obtained by scanning electron microscopy revealed
spherical, shape and smooth surface and homogeneity of the nanocapsules. Fourier transform
infrared spectroscopy showed that there were no chemical reactions between the drug and the
polymer. The results obtained by X-ray diffraction and differential scanning calorimetry
revealed the absence of drug crystallinity of the loated nanocapsules, which confirmed its
amorphous character, comparing to the polymer and the drug. The formulations presented
acceptable stability parameters after 60 days of storage. The antimicrobial activity of
chlorhexidine loaded nanocapsules was evaluated against: Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae
(sensitive strain), Klebsiella pneumoniae (resistant strain -extended-spectrum B-lactamase-
producing), Staphylococcus aureus and Candida albicans and these results demonstrated that
the chlorhexidine loaded nanosystem rept its antibacterial activity. The acute toxicity test using
Artemia salina showed no lethality (LC50 of 1483.4 pug/mL) which indicated no toxicity. In
vitro cell culture studies using 3T3 lines showed that the analyzed concentrations, the
formulations developed showed no cytotoxic potential. The results suggest that the use of
chlorhexidine nanoparticles may be a promising strategy in the prevention of respiratory system
infections in the hospital. However, more preclinical and clinical trials are required.

Keywords: Antibacterial drugs. Nanocapsules. Prevention & control. Chlorhexidine.
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1 INTRODUCAO

A cavidade bucal abriga um complexo nincho ecol6gico de microrganismos. Considera-
se que de 700 a 1000 diferentes espécies formam a microbiota bucal residente, a qual é essencial
na saude de um individuo, por promover uma barreira imunoldgica e favorecer a homeostase
(MUNRO, 2014; SCHOLZ et al., 2017). A colonizacdo das superficies dos dentes se inicia
desde 0 momento da erupcdo do primeiro dente da crianca. O nimero e as espécies de
organismos permanecem relativamente constantes ao longo da vida dessa pessoa. Na cavidade
bucal de individuos satdaveis predominam os Streptococcus ssp., Veillonella spp., Neisseira
spp., Provotella spp e Fusobacterium spp (HASAN et al., 2014; WASHIO et al., 2014).

Entretanto, em pacientes internados, a microbiota bucal sofre desequilibrio, associando-
se a caries, doenca periodontal, alteracfes sistémicas e, principalmente, infeccbes do trato
respiratorio (GLURICH et al., 2014). Nas unidades criticas, como Unidade de Terapia
Intensiva (UTI), os pacientes gravemente enfermos sdo constantemente submetidos a
procedimentos invasivos que por sua vez os expdem a diversos riscos. Uma das medidas
terapéuticas mais utilizadas € a intubacdo endotraqueal, acompanhada da ventilagdo mecénica
que garantem um aporte de oxigénio adequado e salvam vidas em varias condigdes clinicas.
Contudo, sdo considerados como um importante fator de risco no desenvolvimento da
pneumonia associada a ventilacdo mecanica (PAV), especialmente por prejudicar as defesas do
hospedeiro e permitir que particulas inaladas tenham acesso as vias aéreas inferiores, em geral
a infeccdo desenvolve-se apos 48 horas de intubacdo, associada ao inicio do uso do ventilador
(KOLLEF et al., 2014; KALANURIA,; ZIAl; MIRSKI, 2014; KHAN et al., 2017).

A PAV pode se desenvolver enquanto o paciente estiver sendo ventilado
mecanicamente, com taxas entre 30 a 70%, sendo um numero estimado de 8 a 33% de
mortalidade por esta infeccdo (KHAN et al., 2016). Varios estudos demonstram que a
incidéncia desta infeccdo aumenta com a duracéo da ventilacdo mecanica e apontam taxas de
ataque de aproximadamente 3% por dia durante os primeiros cinco dias de ventilacdo e depois
2% para cada dia subsequente (KALANURIA; ZIAI; MIRSKI, 2014). O impacto da PAV
traduz-se no prolongamento da hospitalizacdo, em torno de 12 dias e no aumento de custos, em
torno de 40.000 dolares por episodio (BURNS, 2013).

A boca dos pacientes admitidos em UTI pode servir como importante reservatério de
patdgenos respiratorios associados a pneumonia (KLOMPAS et al., 2016; VIDAL, 2017). A
formacdo de biofilme na cavidade bucal pode piorar seu estado de saude, pois cada milimetro

cubico de biofilme dental contém aproximadamente 100 milhdes de microrganismos.Varias
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pesquisas demonstraram que apos 48 horas da admissdo na referida unidade, todos os doentes
apresentavam colonizacdo na orofaringe. Estudos prévios relataram a presenca de
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, Escherichia coli e
Streptococcus pneumoniae nos pacientes internados, diferindo da microbiota usual da boca
(BARBOSA et al., 2010; DAMACENA et al., 2017; SANTOS et al., 2017).

Assim, o impacto da formac&o de biofilmes patogénicos é significativo, uma vez que as
infeccOes causadas pelos mesmos aumentam os custos do tratamento e, ainda, aumentam o risco
de morbidade e mortalidade (FERNANDEZ-BARAT; TORRES, 2016). Dessa forma, a
prevencdo da colonizacdo de microrganismo na orofaringe € um componente chave para
prevenir a PAV e a higienizacao dos tecidos bucais € uma das principais medidas preventivas
(LARROW; KLICH-HEARTT, 2016; JANSSON, 2017). Agentes quimicos séao
frequentemente utilizados, considerados antimicrobianos de baixo custo, facil acesso a
aquisicdo e bom rendimento. A clorexidina e o triclosan sdo os mais utilizados. Diversos
estudos tém demonstrado a diminuicdo da PAV, quando a higiene oral € realizada com
clorexidina 0,12%, em pequena esponja, evitando lesdes da cavidade, trés a quatro vezes ao
dia (KHAN, 2016; KRAMER, 2016; BLUM, 2017).

No entanto, as formulagbes convencionais, muitas vezes, tém limitacbes quanto a
liberacdo do farmaco e ao alcance no local especifico de acdo. Neste sentido, sistemas
nanoparticulados tém sido considerados como alternativa para carrear a substancia ativa ao
local de acdo, por diminuir a liberacdo imediata do farmaco, aumentar o tempo de acédo e a
substantividade do farmaco, reduzir efeitos adversos e aumentar a estabilidade quimica da
substancia ativa (PANDEY et al., 2010). A nanotecnologia farmacéutica € uma area direcionada
ao desenvolvimento, a caracterizacdo e a aplicacdo de sistemas terapéuticos em escala
manométrica. (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Devido a sua eficacia e ao
baixo custo, existe interesse crescente no desenvolvimento de estratégias de liberacdo
controlada da clorexidina (GARNER et al., 2015). Uma revisao sistematica recente concluiu
que a clorexidina é eficaz na reducdo do risco de PAV (EL-RABBANY et al., 2015). Portanto,
a liberacdo prolongada deste antisséptico pode se traduzir em intervengées menos frequentes,
relativos a higiene oral que a equipe de Enfermagem e Odontologia realiza, otmizando custo e
tempo com o cuidado (SENEVIRATNEet al., 2014).

Assim, considerando o efeito deletério dos microrganismos responsaveis pela
formacdo de biofilme bucal que coloniza o tubo endotraqueal de pacientes sob ventilacdo

mecanica, torna-se essencial reduzir a carga microbiana nesta regido. Frente ao exposto, 0
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proposito deste estudo foi desenvolver e avaliar um sistema polimérico de liberacdo modificada
contendo clorexidina de base nanotecnoldgica, a fim de otimizar o trabalho da equipe hospitalar

e garantir um efeito clinico antimicrobiano efetivo e prolongado ao paciente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar o efeito in vitro de nanocépsulas poliméricas para a liberacdo

modificada de clorexidina com uso potencial na prevencédo de infecgdes respiratdrias.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obter nanocapsulas poliméricas contendo clorexidina pelo método da deposicao
interfacial do polimero pré-formado, a partir do polimero Eudragit® RS100;

2. Promover a caracterizacdo fisico-quimica e a avaliagdo morfoldgica, espectroscopica e
térmica das nanocapsulas;

3. Proceder a determinacdo quantitativa da clorexidina base incorporada nas nanoparticulas
poliméricas, pelo método da cromatografia liquida de ultra alta performance (UHPLC),
avaliando a eficiéncia de encapsulacdo do farmaco;

4. Realizar a avaliagdo da atividade antimicrobianain vitro da suspensdo de nanoparticulas
poliméricas contendo clorexidina;

5. Analisar a toxicidade aguda das nanocapsulas poliméricas, a partir do teste de Artemia
salina;

6. Desenvolver estudos in vitro de cultivo celular, para a determinagéo da citotoxicidade das

formulagdes de nanoparticulas poliméricas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 BIOFILMES E SUAS IMPLICACOES NA OCORRENCIA DE INFECCOES
RESPIRATORIAS

Os biofilmes sdo comunidades compostas por microrganismos organizados em
estruturas tridimensionais que desempenham interagdes altamente complexas entre si (COSTA
et al., 2014). Podem ser constituidos pelos mais variados tipos de microrganismos, como
fungos, algas, protozoarios e, particularmente, por uma ou mais espécies bacterianas, os quais
se organizam em varias camadas aderidos de modo irreversivel (BARBOSA et al., 2010). A
adesdo ocorrepor uma superficie bidtica ou abidtica envolvida por uma matriz de
exopolissacarideo (EPS), cuja funcdo é cooperar para sobreviver ao estresse ambiental, como a
terapia antimicrobiana sistémica e a defesa imune do hospedeiro (LAILA; SANTOS, 2016).

No que se referem a sua composicdo, os biofilmes sdo constituidos por proteinas,
lipideos, acidos nucleicos, sais minerais e vitaminas envoltos em uma matriz. O maior
componente do biofilme é a agua, podendo variar entre 70 a 95%, sendo representado
principalmente pela substancia polimérica extracelular (EPS) (CASSANEGO et al., 2013).
Assim, em um biofilme, existe a tendéncia que das bactérias formar agregados de varias
espécies , as quais crescem aderidas a uma superficie e estdo envolvidas por uma matriz
extracelular (MANCL,; KIRSNER, 2013).

A formacgédo do biofilme é um processo complexo e caracterizado por varias etapas
distintas, que vdo desde a adesdo inicial até a dispersao final, sendo fundamental o entendimento
desta ultima fase, visto que a mesma promove a colonizagdo de outras superficies e reinicia o
ciclo (HUYNH et al., 2012). Desta forma, o desenvolvimento de biofilmes envolve distintas
etapas, incluindo: (a) adesdo reversivel da bactéria a superficie; (b) adesdo irreversivel a partir
da producdo de EPS; (c) origem de microcoldnias e inicio da maturacdo do biofilme; (d)
formacdo do biofilme maduro, constituido por canais em que circulam a agua, nutrientes e
produtos do metabolismo celular; (e) desprendimento e dispersao das células, com consequente
formacdo de um novo biofilme (HENRIQUES; VASCONELQOS; CERCA, 2013; LAILA;
SANTOS, 2016). Também, o Quorum Sensing (QS) é outro fator que intervém na producéo de
biofilmes, caracterizado por um sistema de comunicacdo que associa 0O crescimento
populacional bacteriano com a liberacdo de moléculas sinalizadoras autoindutoras. Com isso, a
medida que ocorre 0o aumento da densidade bacteriana, mais moléculas autoindutorassao

produzidas, as quais induzem a expressdo de genes especificos envolvidos na formagdo do
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biofilme, na motilidade, viruléncia e na produgéo do EPS (TRENTIN; GIODARNI; MACEDO,
2013).

Entre 65 e 80% das infec¢Oes humanas esta associados a biofilmes (LEBEAUX et al.,
2013). Os principais dispositivos biomédicos nos quais os biofilmes se desenvolvem s&o os
cateteres venosos centrais, dispositivos ventilatérios, valvulas cardiacas, dispositivos de
assisténcia ventricular, endoproteses coronarianas, implantes de estimulacdo neuroldgica,
proteses articulares e dispositivos para fixacdo de fraturas (CRESPO; FERNANDEZ, 2014).
Assim, o impacto da formacdo de biofilmes é significativo, uma vez que as infec¢des causadas
pelos mesmos aumentam o0s custos do tratamento e elevam o risco de morbidade e mortalidade.
Especialmente em infeccGes respiratdrias, nas unidades de tratamentos criticos, os biofilmes
se desenvolvem rapidamente, principalmente apds a intubacdo endotraqueal e representam uma
fonte de patdgenos que estdo associados ao desenvolvimento da pneumonia associada a
ventilacgdo mecanica (PAV) no paciente gravemente doente (FERNANDEZ-BARAT;
TORRES, 2016).

Mediante ao exposto, 0 mecanismo mais importante do desenvolvimento de infeccdes
respiratorias € a aspiracdo de microrganismos da orofaringe para o trato respiratorio inferior em
pacientes entubados (LI et al., 2015). Estudo prévio verificou que o acumulo intenso de
biofilme no tubo endotraqueal (ETT) ocorre ap0s 72 horas de internacéo e 0s principais agentes
foram Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e Escherichia
coli (CRUZ; MORAIS; TREVISANI, 2014; DAMACENA et al., 2017).

A Figura 1 ilustra os estagios da formacdo do biofilme em ETT, os quais sdo similares
as mesmas fases ja descritas anteriormente, porém adaptado por Wilson et al. (2012). De acordo
com os autores, tem-se:

e Estagio | (fase de laténcia): o ciclo de vida do biofilme comeca com a adesdo do
microrganismo na superficie do ETT. Alteracdes na expressdo génica ocorrem
rapidamente entre as formas de bactérias, mas os microrganismos ainda estédo isolados
e ndo se dividem;

e Estéagio Il (fase log): Os microrganismos aderidos na superficie do ETT se multiplicam
e produzem a matriz polimérica;

e Estagio Il (fase estacionaria): ocorre o desenvolvimento da arquitetura do biofilme.
Gradientes quimicos dentro do biofilme parecem criar microambientes de diferentes

espécies ou de diferentes niveis de atividade;
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e Estagio IV (fase de apoptose): a concentragcdo de microrganismos € tdo elevada que
agregados de biofilme podem se desprender da matriz original e translocar para as vias
aéreas pela forca do fluxo de ar ou procedimentos invasivos (WILSON et al., 2012;
FERNANDEZ-BARAT; TORRES, 2016).

Figura 1- Representacdo esquematica da formagdo do biofilme no tubo endotraqueal utilizado nos pacientes
submetidos a ventilacdo mecanica

Stage |

Fonte: Argemi & Fernandez-Barat, 2016 reproduzida com a autorizacdo prévia dos autores.

Em outro estudo, os resultados da analise molecular baseado em 16S rRNA PCR
mostrou que o biofilme na superficie do ETT € composto por microrganismos comensais e
patogénicos, que colonizam a orafaringe dos pacientes sob ventilagio mecénica e
desempenhamum papel crucial na ocorréncia de infeccOes respiratdrias nos pacientes
internados em UTI (LI et al., 2015). Por conseguinte, as infeccdes desencadeadas pelo biofilme
sdo dificeis de tratar, pois as células estdo unidas dentro da estrutura do biofilme. Os
microrganismos sdo também frequentemente mais resistentes aos agentes antimicrobianos, os
quais apresentam uma eficécia limitada (MUSZANSKA et al., 2012; SANDS et al., 2016). As
bactérias presentes nos biofilmes sdo 100 a 1000 vezes mais resistentes aos antimicrobianos em
comparacdo as bactérias no estado isolados (DUFOUR; LEUNG; LEVESQUE, 2010;
MENOITA;SANTOS; SANTQOS, 2012).

Assim, as medidas preventivas sdo urgentemente necessarias, a fim de reduzir o risco
de infeccdes relacionadas ao ETT (LEE et al., 2012). Sendo assim, as estratégias clinicas que
contribuiem para prevenir a formacdo de biofilme no ETT estdo associadas ao nimero menor
de dias de ventilacdo mecanica, prescri¢ao de antimicrobiano guiado pelo perfil de sensibilidade
e resisténcia microbiana e implentacdo sistematica de cuidados oraispara pacientes graves
(PALMER; SMALDONE, 2014; BLANCO et al., 2018). Isto posto, 0 conhecimento relativo

ao estado de salde geral e bucal dos pacientes internados em UTI é imprescindivel para que a
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equipe de satde aumentem a compreensdo da dindmica: microbiota oral, contamina¢do do ETT
e das vias aéreas inferiores durante a ventilacdo mecénica, com a finalidade de realizar cuidados
eficazes aos pacientes e reduzir os riscos de PAV (DAMACENA et al., 2017; BLANCO et al.,
2018).

3.2 INFECCOES RESPIRATORIAS

As infecgdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) afetam milhdes de pacientes
redor. O “Center for Disease Control and Prevention” (CDC), define-as como uma condi¢ao
localizada ou sistémica, resultante de uma reacdo adversa a presenca de um agente infeccioso
adquirido ap6s a admissdo do paciente (OLIVEIRA; KOVNER; SILVA, 2012; CDC/NHSN,
2015). Nos paises desenvolvidos, afeta aproximadamente de 5 a 15% dos pacientes, enquanto
que nos paises de baixa renda, as taxas de prevaléncia sdo de 15 a 19%. No Brasil, estima-se
que a prevaléncia em UTIs é de 61,6%, cerca de 5 a 10 vezes maior do que em outras unidades
hospitalares, com a mortalidade estimada de 37,6% (PADOVEZE; FORTALEZA, 2014). Nos
estados Unidos ocorrem, anualmente, aproximadamente 75.000 mortes, 0 que representa a
sétima principal causa de morte neste pais (DHAR et al., 2014; PITETT et al., 2015).

Nas unidades criticas, 0s pacientes gravemente enfermos sdo constantemente
submetidos a procedimentos invasivos que, por sua vez, 0s expdem a diversos riscos.
Consequentemente, as principais topografias infecciosas, cuja aquisi¢do esta intrinsicamente
ligada a um procedimento assistencial ou a internamento sdo as infec¢des do sitio cirurgico
(1SC), infec¢bes do trato urinario associadas ou ndo a sonda vesical (ITU), infecgdes da corrente
sanguinea associadas ao cateter venoso (IPCS) e as pneumonias associadas a ventilacdo
mecénica (PAV) (CDC/NHSN, 2015; SCOTT, 2016).

No ambito das IRAS, a pneumonia é a segunda mais frequente e grave infeccdo em
pacientes hospitalizados. Decorre da resposta inflamatéria do parénquima pulmonar que
acarreta sinais e sintomas respiratérios graves, resultantes da penetracdo e multiplicacdo
descontrolada de agentes infecciosos, atribuida principalmente a microorganismos
multidrogasrresistentes (AMARAL; CORTES; PIRES, 2009; SCOTT, 2016).

Considerando as diferentes formas de severidade do quadro infeccioso, bem como o
diagndstico e o tratamento, a pneumonia relacionada a assisténcia tem sido listada nas
Diretrizes da Infectious Diseases Society of America e da American Thoracic Society, 2016, as
quais atualizaram as orientacdes de 2005, com as seguintes defini¢cdes: 1) Pneumonia adquirida
no hospital ou ndo-ventilada (PAH) e 2) Pneumonia associada a ventilagdo mecéanica (PAV),

com o objetivo de evitar a subjetividade da definigdo. Quanto a termiminologia, aplica-se aos
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profissionais de saude que cuidam de pacientes com risco de pneumonia, incluindo especialistas
em doengas infecciosas, doencas pulmonares, cuidados intensivos, cirurgifes, anestesistas e
quaisquer médicos e profissionais de salide (AMARAL ; CORTES; PIRES, 2009; KALIL et al.,
2016).

A PAH é aquela que ocorre apds 48 horas da admissdo do paciente, geralmente tratada
na unidade de internacdo, ndo se relacionando a ventilagdo mecénica. Em geral, é considerada
menos severa do que as pneumonias associadas ao ventilador. Entretanto, complicagdes graves
ocorrem em aproximadamente 50% dos pacientes, com taxas de mortalidade similar ao
diagnosticados com PAV. As situacbes de maior gravidade, incluem a insuficiéncia
respiratéria, derrames pleurais, sepse, insuficiéncia renal e empiema (SANTI, 2016; SCOTT,
2016). Consequentemente, quando o paciente é encaminhado para internagcdo na unidade de
terapia intensiva (UTI), uma das medidas terapéuticas mais utilizadas é a intubacgéo
endotraqueal, sendo que a ventilagdo mecéanica garante um aporte de oxigénio adequado e
salvam vidas em vérias condi¢fes clinicas. Entretanto, essas intervengfes também s&o
deletérias e a PAV é um dos eventos adversos mais frequentes (KOLLEF et al., 2014,
KALANURIA; ZIAl; MIRSKI, 2014; KHAN et al., 2017).

A PAV tem alta prevaléncia, representando uma das principais complicacdes
infecciosas no doente grave e esta associada a elevadas taxas de mortalidade (WALTRICK et
al., 2015). Estima-se que sua incidéncia aumenta com o niumero de dias de ventilagdo mecanica,
com taxas entre 3 a 70%, com mortalidade de 8 a 33% . Dois estudos recentes confirmamque a
PAV prolonga o tempo de ventilacdo mecéanica de 7,6 para 11,5 dias e retarda a hospitalizacao
em 11,5 a 13,1 dias, bem como, o aumento de custos, atingindo 40.000 délares por episodio
(MUSCEDERE; DAY; HEYLAND, 2010; KALIL et al., 2016; KHAN et al., 2017).

Os pacientes intubados perdem a protecdo natural entre a orofaringe e a traqueia e, em
consequéncia, cessam 0 mecanismo normal de controle das vias aéreas, reduzindo o reflexo da
tosse e o clearence mucociliar, promovendo o acimulo de secre¢des contaminadas acima do
cuff, o que acarreta maior colonizacao da estrutura traqueobrénquica. Por consequéncia, a PAV
é, geralmente, de origem aspirativa, sendo as principais fontes, as secre¢fes contaminadas das
vias areas superiores ou da microbiota bucal, seguida pela inoculacdo exdgena de material
contaminado ou pelo refluxo do trato gastrintestinal que se deslocam pelo tubo endotraqueal
(VILELA et al., 2015; CANZI; COLACITE, 2016; SANTOS et al., 2017).

Assim, a PAV é decorrente da supressdo do equilibrio entre os mecanismos de defesa

do individuo e o agente microbiano, devido ao risco ocasionado pela inoculacdo em grandes
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quantidade ou pela viruléncia do microorganismo, gerando uma resposta inflamatoria local.
Em suma, a defesa pulmonar é constituida pelos macrofagos alveolares que fagocitam as
particulas inaladas e as eliminam por meio do movimento mucociliar ou pelo tecido linfoide, o
que amplifica a resposta inflamatéria e recruta. neutréfilos, mondcitos e linfécitos para os
alvéolos (CRAVEN; CRAVEN; DUCAN, 2007; ARANHA et al., 2013). As bactérias e seus
produtos, como os lipopolissacarideos, desencadeiam a liberacdo de citocinas. Algumas destas,
promovem a acdo inflamatdria contra os patdgenos e outras, evitam a agressdo tecidual
excessiva. O volume do indculo, a viruléncia do agente e a resposta do hospedeiro podem
favorecer diferentes resultados, como a eliminagdo do microrganismo decorrente de uma
resposta local adequada ou até mesmo, a dificuldade em controlar a infeccdo em virtude de
intensa resposta imune, como a falta de controle do processo infeccioso pela resposta imune
deficiente do paciente (ARANHA et al., 2013; KALIL et al., 2016). A Figura 2 sumariza o
mecanismo de interagdo entre patdgenos, fatores de riscos e hospedeiro, 0s quais contribuem

para a ocorréncia da pneumonia.

Figura 2 — Patogénese da pneumonia relacionada a assisténcia a satde
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Desta forma, o risco de ter as vias aéreas inoculadas com elevada quantidade de material
contaminado exerce um papel central na fisiopatologia da pneumonia adquirida no hospital ou
nao ventilada (PAH) e da pneumonia associada ao ventilador (PAV). Outras condic¢des clinicas
subjacentes podem alterar a resposta dos elementos celulares que compreendem o sistema
imune inato. A fase imunossupressora prolongada ap6s a resposta hiperinflamatoria, diminui a
capacidade do hospedeiro frente as defesas organicas (HOTCHKISS; MONNERET; PAYEN,
2013; KALIL et al., 2016).

Além das condicGes do hospedeiro, tais como, extremos de idade, desnutri¢do, doencas
de base, imunossupressdo, os fatores de risco mais importantes para o desevolvimento da
PAVestao relacionados com a presencga do tubo endotraqueal e ouso prolongadoda ventilagéo
mecanica, por impossibilitar o paciente de aquecer, umedecer e purificar o ar inalado
(AMARAL; CORTES; PIRES, 2009; IMRAN; AMJAD; HAIDRI, 2016). Outro aspecto
relevante é a exposi¢do prévia a antibidticos intravenosos, identificados como uma condigéo
predisponente para o desenvolvimento de patdgenos multirresistenes aos farmacos. Os
microganismos prevalentes, relatados em varios estudos como causadores de pneumonias em
UTlIs sdo Staphylococcus aureusresistente a meticilina (também conhecido como MRSA), a
Pseudomonas aerugionosas, Acinetobacter baumanni, Klebsiella spp principalmente a
Klebsiella pneumoniae produtora de Carbapenemase (KPC) (IMRAN; AMJAD; HAIDRI,
2016; KALIL et al., 2016).

Mediante a gravidade da morbimortalidade por infeccbes respiratorias, torna-se
essencial que ocorra a higienizacdo dos tecidos bucais, como uma das medidasde prevencédo da
colonizacdo de microrganismo da orofaringe, considerado o componente chave para reduzir as
pneumonias (LARROW, KLICH-HEARTT, 2016). Estudos tém demonstrado diminuicdo das
PAVs quando a higiene oral € realizada com clorexidina 0,12%, com uma pequena esponja,
evitando lesdes da cavidade, trés a quatro vezes ao dia (JOONG, 2014; ARAUJO, et al, 2015;
KHAN, 2016).

Um estudo de coorte retrospectivo avaliou quatro elementos dos componentes do bundle
de prevencdo da PAV, envolvendo todos os pacientes adultos sob ventilagdo mecanica, e
verificou que o cuidado bucal com clorexidina foi relacionado com a reducdo de eventos
associados a ventilacdo (razdo de risco (RR), 0.44; 95% intervalo de confianca (SS, 0.26-0.77)
(O’HORO, et al., 2016). Uma metanalise demostrou a conscisténcia do beneficio cuidado bucal
com clorexidina em 17 ensaios clinicos randomizados, sendo que 14 avaliaram o efeito da

clorexidina e 3 investigaram o efeito da iodopovidona. A higiene bucal com o antissépticos
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reduziu significativamente a prevaléncia de PAV (RR = 0,72, IC 95%: 0,57, 0,92; P = 0,008)
(LI, et al, 2015). Em pacientes intubados, uma metaanalise realizada por Shi et al (2013)
demonstrou que a clorexidina € um importante produto para higiene bucal (na forma de
colutério ou de gel), reduzindo em 40% o desenvolvimento de PAV. Os mesmos autores
realizaram estudo de reviséo evidenciando que tanto a solugéo bucal, quanto o gel, reduzem o
risco de PAV de 24% para cerca de 18% e evitam o desenvolvimento da pneumonia em um
paciente a cada 17 intubados (SHI et al., 2017).

Neste sentido, as atuais diretrizes do Center for Disease Control and Prevention (CDC),
voltadas para o controle de infecgdo respiratoria, recomendam a implantacdo de um programa
que inclua a higiene bucal para pacientes em UTI. Além disso, a Lei n°® 2.776/2008, aprovada
no Senado Federal,estabelece a obrigatoriedade da presenca de profissionais da Odontologia
nas unidades criticas. Outro aspecto relevante € que ate 2011, no Brasil, ndo existia nenhum
protocolo. A partir deste ano os Departamentos de Odontologia e de Enfermagem da
Associacdo de Medicina Intensiva (AMIB) criaram um protocolo de higiene bucal, por
reconhecer que uma abordagem multidisciplinar € essencial para controlar o biofilme e reduzir
os riscos de infeccdes respiratorias, além de proporcionar conforto ao paciente (TOLEDO;
CRUZ, 2009; LOBAO, 2016; LIMA, 2017; AMARAL, 2018).

3.3 CLOREXIDINA BASE

A clorexidina é um potente antimicrobiano de amplo espectro empregado como
principio ativo em diversos antissépticos e desinfetantes, em diferentes concentracées. E um
agente antisséptico de amplo espectro de atividade antimicrobiana, o qual se liga a parede
celular bacteriana, permitindo que as moléculas de clorexidina adentrem ao citoplasma,
rompam a membrana celular e promovam extravasamento de suas estruturas (ZANATTA,
ANTONIAZZI; ROSING, 2007; ARAUJO, et al., 2015). Tem acdo nas bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, como Staphylococcus aureus resistente a oxacilina e Enterococcus
sp resistente a vancomicina e, também, em fungos filamentosos e leveduras. Este farmaco pode
permanecer quimicamente ativo nos tecidos por até 6 horas (VILELA et al., 2015).

A clorexidina base (CLX) € representada pela férmula molecular de C22H30Ci2Nio,
commassa molar de 505,447 g.mol*. E composta estruturalmente por dois anéis clorofendlicos
nas extremidades, ligados a um grupamento biguanida de cada lado, conectados por uma cadeia
central de hexametileno (Figura 3) (ZANATTA; ANTONIAZZI; ROSING, 2007).

Considerando as propriedades fisico-quimicas da CLX, o ponto de fusdo € de 134 °C, a
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solubilidade aquosa é de 0,026 g.L 2, o valor de pKa é de 10,52 e o log P igual a 3,0 (HUMAN
METABOLOME DATABASE, 2017).

Figura 3— Estrutura quimica da clorexidina base
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Fonte: Autor (2020).

Esta biguanida catidnica € uma base, mais estavel na forma de sal, sendo praticamente
insoluvel em agua. Os sais originalmente produzidos foram o acetato de clorexidina e o
cloridrato de clorexidina, mas devido a baixa solubilidade em agua, de 26,1 mg.Lta 20 °C,
foramsubstituidos, com o passar do tempo, pelo sal atualmente usado, o digluconato de
clorexidina que apresenta maior solubilidade em agua e em pH fisioldgico, dissociando-se e
liberando o farmaco ativo (ZANATTA; ANTONIAZZI; ROSING, 2007; HUMAN
METABOLOME DATABASE, 2017).

3.3.1 Propriedades da Clorexidina
3.3.1.1 Substantividade

E a capacidade da substancia ativa de permanecer retida no local de acdo, sendo liberada
lentamente, evitandoque seu efeito seja rapidamente neutralizado pelo fluxo salivar, pois a
regido catidnica da molécula une-se a hidroxiapatita do esmalte dental e a mucina salivar,
formando uma pelicula organica na superficie dos dentes e nas proteinas salivares, que
apresenta carga negativa. A outra regido catibnica permanece livre para interagir com bactérias
que buscam colonizar a cavidade bucal. Desta forma, exercerd uma acdo bactericida
imediatamente. Apds o uso, desempenha com uma acao bacteriostatica prolongada sobre os
microrganismos (HORTENSE et al., 2010; SOUZA et al., 2012).

Os mecanismos de adsorcdo e liberagdo gradual foram testados in vitro e in vivo com

clorexidina marcada radioativamente, sendo que moléculas de clorexidina aderidas as proteinas
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salivares sdo liberadas sob a forma ativa quando a sua concentragdo no meio reduz, o que pode
ocorrer por 8 a 12 horas apds a absorcdo inicial. Depois das 24 horas, concentracdes reduzidas
podem ainda ser detectadas, prevenindo assim a colonizacdo bacteriana e o efeito inibidor
residual da formagéo do biofime dental (CARRILHO et al., 2010).

Estudo realizado por Sinnes et al. (1997) constataram que em cada bochecho feito, 3 %
da clorexidina € deglutida, 67% ¢é expectorada e 30% fica retida ou adsorvida a pelicula
adquirida, as proteinas salivares e a mucosa bucal. Ap6s o bochecho, a quantidade retida na
cavidade bucal é constantemente deslocada dos seus sitios de ligacdo pelos ions Ca™ presentes
na saliva. O pH bucal parece também exercer uma importante influéncia sobre a retencdo do
farmaco. As solugdes aquosas de clorexidina sdo mais estaveis em valores de pH de 5 a 8.
Acima deste valor, ocorre precipitacdo da clorexidina, enquanto que, em pH acido, ha reducédo
da sua atividade, devido a perda da estabilidade da solucao. Em pH fisiologico, exerce excelente
atividade antimicrobiana, proporcionada pela liberacdo das moléculas catiénicas (VITALIS,
2012). Cabe salientar que algumas substancias quimicas, como o célcio, detergentes anidnicos
e fldor, podem influenciar as ligacbes da clorexidina, reduzindo sua retencdo, efetividade
clinica e atividade antimicrobiana (BASCONES et al., 2005; JAY APRAKASH; VEERESMA,;
HIRAMATH, 2007; GUPTA et al., 2012).

3.3.1.2 Eficacia

A clorexidina tem se mostrado um efetivo agente antimicrobiano no tratamento de
gengivite, desestruturante do biofilme ja formado e inibidor da recolonizacdo dental. Essas
acOes podem ser atribuidas a uma reducdo do nimero de bactérias na saliva, evitando-se o
desenvolvimento do quadro inflamatorio da gengivite (GUPTA et al., 2012). Umrisco potencial
com o uso regular de um agente antimicrobiano local é a possibilidade dos microrganismos
adquirirem resisténcia ou ocorrer uma pressdo seletiva na microbiota bucal, resultante da
distribuicdo dos que foram menos sensiveis a clorexidina, porém, Lde (1970) revisou varios
trabalhos com o uso prolongado da clorexidina (7 semanas, meio ano, 2 anos), mostrando que
foram minimas as alteragGes de suscetibilidade dos microrganismos bucais (LOE; SCHIOTT,
1973; HORTENSE et al., 2010).

3.3.1.3 Seguranca

A FDA (Food and Drug Administration) e a ADA (American Dental Association)
autorizaram o uso da clorexidina, devida sua efetividade na reducdo do biofilme dental e na

gengivite frente aos demais agentes quimicos, podendo ser utilizada com seguranca
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(ZANATTA; ANTONIAZZI; ROSING, 2007). A CLX, até o momento, apresentou baixa
evidéncia de toxicidade sistémica em seres humanos, além de ndo produzir qualquer resisténcia
apreciavel dos microrganismos da boca; também ndo tem sido associada a quaisquer alteracdes
teratogénicas (HORTENSE et al., 2010). Diversos testes toxicoldégicos mostraram que a
molécula de clorexidina é altamente estavel (SINNES et al., 1997). Quando ingerida, a quase
totalidade ¢ eliminada pelas fezes, quantidades minimas séo absorvidas pelo trato intestinal e
eliminadas pelos trajetos normais (rins e figado). Ndo ha evidéncia de formacdo de para-
cloroanilina, perigosa substancia cancerigena. Efeitos teratoldgicos e carcinogenicidade ou

mutagenicidade ndo foram observados.
3.3.1.4 Espectro de acéo

O efeito antimicrobiano da clorexidina ocorre pela atragéo e adsorc¢ao das suasmoléculas
catibnicas a superficie celular dos microrganismos, que € carregada negativamente. Esta
interacdo promove a alteracdo da permeabilidade da membrana celular, resultando na perda dos
componentes intracelulares e no desequilibrio osmotico celular (ZANATTA; ANTONIAZZI,
ROSING, 2007; ARAUJO; SOUSA; LIMA, 2015). A acdo da clorexidina depende da
suscetibilidade dos microrganismos, sendo que o0s Gram-positivos apresentam alta
suscetibilidade em relacdo aos gram-negativos. Certas espécies de estreptococos parecem reter
uma quantidade adicional de clorexidina em suas capsulas polissacaridicas extracelulares. 1sso
pode estar relacionado a alta sensibilidade dos estreptococos orais a clorexidina (VARONI et
al., 2012; VITALIS, 2012).

3.3.1.5 IndicacGes e posologia

A clorexidina tem sido utilizada em diversas areas da medicina, como, por exemplo,
em ginecologia, urologia, oftalmologia, em queimaduras e na desinfec¢do decoto umbilical e
da pele. Na literatura, encontram variedades de regimes de tratamento com clorexidina,
incluindo as concentragdes: 0,12%, 0,2% e 2% (SCANNAPIECO et al., 2009; OZCAKA et al.,
2012; VILELA, 2015). Do mesmo modo, na Odontolologia, a clorexidina tem sua acdo clinica
amplamente difunda. Reduz consideravelmente as contagens de Streptococcus mutans em
individuos que sdo propensos a carie e, apds cirurgias da cavidade bucal, tem acdo na fase de
cicatrizacdo, melhorando a dor e o inchago, assim como, na reducdo do indice de placa e
gengival. Também, em pacientes com ulcerac@es orais recorrentes tém sido demonstrado que a
clorexidina diminui a incidéncia, severidade e duracdo (HORTENSE et al., 2010; PAPAS et
al., 2012; GUPTA et al., 2012).
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Dentre as formas farmacéuticas mais usadas deste antisséptico, estdo as liquidas
(colutérios) e as semi-sélidas (géis). Estes produtos sdo amplamente empregados pela sua
facilidade na administragdo na mucosa bucal de pacientes intubados (MEINBERG, 2012). A
boca dos pacientes internados em UTI pode servir como importante reservatorio para
patégenos. Em uma revisdo integrativa da literatura, constatou-se que em sete estudos (87,5%),
a higiene bucal com clorexidina reduziu a colonizagéo da orofaringe e, em quatro (50%), houve
a reducédo de PAV (JOONG et al., 2014; KLOMPAS et al., 2016). Similarmente, Chlebicki e
Safdar (2007) avaliaram especificamente a eficicia da clorexidina tdpica aplicada aorofaringe
versus placebo e verificaram que em 7 ensaios clinicos randomizados, reduziu
significativamente a PAV (p = 0,02), com maior beneficio em pacientes de cirurgia cardiaca
(GRAP, 2011).

No entanto, apesar de ser frequentemente utilizada na odontologia e nos pacientes
internados em UTI, a clorexidina apresenta gosto amargo e provoca efeitos adversos que
concorrem normalmente pelo seu uso prolongado e concentracdo elevada ou pelo volume
utilizado (PEGORARO et al., 2014). A alteracdo de cor dos elementos dentarios e da lingua é
o0 efeito mais comum, devido a interacdo do antisséptico com a estrutura do esmalte dental ou
epitélio lingual. Também pode gerar descamacdo em mucosa, lesdes de ulceracdo, habito
residual amargo e aumento na deposicao de calculo dental (PEGORARO et al., 2014). Ainda
que indicada por algumas instituicbes de salde para a prevencdo e o controle de mucosite, a
Multinational Association of Suportive Care in Cancer e a International Society of Oral
Oncology ndo recomendam seu uso em pacientes oncolégicos por provocar ardéncia bucal,
digeusia, xerostomia e lesdes de ulceracdes por queimaduras (GUPTA et al., 2012; SHI et al.,
2017). Na tentativa de diminuir ou eliminar os efeitos colaterais como a coloracdo marrom -
amarelada dos dentes, a descoloracdo dos dentes e lingua, o aumento da formacéo de calculo,
a perda da sensacdo do paladar e a descamacdo da mucosa bucal, tem-se diminuido a
porcentagem do agente ativo nas formulacbes (HORTENSE et al., 2010).

Entretanto, nos colutorios e géis bucais comercializados, a concentracédo de clorexidina
normalmente € 0,12%, considerada baixa, 0o que demostra seu poder bacteriostatico,
necessitando de se realizar a higiene bucal quatro vezes ao dia (ARAUJO; SOUSA; LIMA,
2015). Um estudo recente demonstrou que os efeitos da clorexidina podem diminuir com o
tempo e sua substantividade s6 persistiu por 6 a 10 h apds 0 enxague e, consequentemente as
bactérias salivares e o biofilme gradualmente obtiveram viabilidade com o tempo (COUSIDO
et al., 2010; TOMAS et al., 2013).
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Mediante a estas limitacOes, destaca-se a necessidade de se desenvolver novos veiculos
de liberagdo modificada e relativamente alta penetracdo da clorexidina, com maior eficacia
contra biofilme bucal para melhor uso clinico (SENERIVATNE, 2014). Neste sentido, sistemas
nanoparticulados tém sido considerados como alternativas para carrear esta substancia ativa ao
local de acdo, por diminuir a liberacdo abrupta do farmaco, aumentar a especificidade de acdo
e a penetragdo celular do farmaco, reduzir efeitos adversos e aumentar a estabilidade quimica
da molécula ativa (PANDEY et al., 2010).

3.4 NANOPARTICULAS POLIMERICAS COMO SISTEMA DE LIBERACAO
MODIFICADA DE FARMACOS

Na atualidade, com o advento da nanotecnologia e da nanociéncia, novos materiais tém
sido desenvolvidos e modificados em suas estruturas, gerando modernas tecnologias para o uso
da sociedade (SENEVIRATINE et al., 2014; DILLARI; MENDES; MARTINS, 2016). A
nanotecnologia se refere a producdo controlada de estruturas e sistemas na escala de
nandmetros, ou seja, em um bilionésimo do metro (10° m), a partir da utilizaco de moléculas
e materiais das mais diversas origens. Abrange diversas areas de atuacdo, como a quimica,
farmacia, biologia, fisica, medicina, engenharias, informatica, fotografia, monitoramento
ambiental, agricultura, ciéncia dos materiais, ciéncias forenses e inddstrias, como a
automobilistica, a eletrénica e a téxtil (KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010).

A nanotecnologia farmacéutica compreende a investigacdo de diferentes sistemas
nanoestruturados, como: nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas sdlidas,
lipossomas, nanocristais, nanoemulsdes, nanotubos, dentimeros, nanoparticulas magnéeticas e,
mais recentemente, as nanoparticulas de géis. A versatilidade, a flexibilidade e a adaptabilidade
dos sistemas de liberacdo nanoestruturados sao algumas das vantagens dessa tecnologia, que
tém provado seus beneficios na area médica e farmacéutica, principalmente no aumento da
adesdo farmacoldgica pelos pacientes (LU; ZHANG; YANG, 2004; CHEN et al., 2011).

Entretanto, as nanoparticulas poliméricas sdo as particulas mais estudadas para o
carreamento de diversos tipos de moléculas terapéuticas, devido a sua excelente
biocompatibilidade e biodegradabilidade, além de nao toxicas e ndo imunogénicas (VIEIRA,
AMARRA, 2016). As tecnologias de liberacdo de farmacos tém oferecido diversas vantagens
em relacdo as formas farmacéuticas convencionais, mantendo sua capacidade original no
desenvolvimento de novos produtos a saude (RESTANI et al., 2010). O termo nanoparticula

inclui as nanocéapsulas e as nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a composigdo e
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organizacdo estrutural (Figura 4). As nanocapsulas apresentam um involucro polimérico ao
redor de um nucleo oleoso, onde o farmaco pode estar dissolvido neste nicleo e/ou aderido a
superficie da particula na parede polimérica. Em contrapartida, as nanoesferas séo destituidas
de 6leo em sua composicdo, sendo formadas por uma matriz polimérica, na qual o farmaco
pode estar retido ou adsorvido (SCHAFFAZICK et al., 2003; KUMARI et al., 2010).

Figura 4 — Representacdo esquematica das nanocapsulas e das nanoesferas poliméricas
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A: farmaco dissolvido no nucleo oleoso da nanoparcapsula; B: farmaco adsorvido na parede polimérica da
nanocapsula; C: farmaco aderido na superficie polimérica da nanoesfera; D: farmaco disperso na matriz

polimérica da nanoesfera

Existem diferentes materiais poliméricos com pequena ou nenhuma toxicidade usados
na formulacdo das nanoparticulas, nas quais a substancia farmacologica ativa encontra-se
dispersa ou dissolvida (OLIVEIRA; LIMA, 2006). Podem ser de origem natural, como:
albumina, gelatina, quitosana e colageno; ou sintéticos, como: poliacido latico (PLA),
poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA), poli(e-caprolactona) (PCL), polietilenoglicol
(PEG), cetilcelulose (EC), polif-hidroxibutirato (PHB), acetato de celulose,
poli(isobutilcianoacrilato) (PICBA), poli(iso-hexilcianoacrilato) (PIHCA),
polinbutilcianoacrilato (PBCA), poli(acrilato) e poli(metacrilato), sendo estes ultimos
conhecidos comercialmente como Eudragit® (EUD) (VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2008).

3.4.1 Poli (metacrilatos) Eudragit®

S&o polimeros metacrilicos amplamente utilizados no desenvolvimento de substancias
farmacéuticas encapsuladas. Estes materiais sdo comercialmente conhecidos como Eudragit®,
pertencentes as séries E, L, S, RL, RS e NE30D, possuindo diferentes estruturas quimicas com
variadas caracteristicas de solubilidade (KIBBE, 2008).

De acordo com a composi¢do quimica, o Eudragit® L100 é solGvel em pH superior a
6,0, enquanto que o Eudragit® S100 apresenta solubilidade em valores de pH superiores a 7,0,
condigdes nas quais formam sais com substancias alcalinas. Esses polimeros (Figura 5) sdo

obtidos da copolimerizagdo por adicdo do acido metacrilico e do metacrilato de metila, sendo
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que a proporcdo molar de grupos carboxila livre em relacdo ao grupamento éster é de
aproximadamente 1:1 no Eudragit® L100 e 1:2 no Eudragit® S100 (RAFFIN et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2009; ZHANG et al., 2011).

Figura 5 — Estrutura quimica do poli(acido metacrilico-co-metacrilato de metila)

e T
—CH—C CH;—C —

g=0 || g=

O—H O—CHs

Fonte: Autor (2020).

InGmeros estudos sobre a liberagdo modificada de farmacos contemplam o uso de poli
(metacrilatos), devido a diferentes vantagens (CRUZ et al., 2010; ALHNAN; BASIT, 2011).
Estes polimeros tém custo mais reduzido, comparadoscom os poliésteres biodegradaveis mais
usuais (PLA, PLGA e PCL), além de terem alta estabilidade e solubilidade em solventes mais
polares e menos toxicos. Em especial, o polimero Eudragit®RS 100 apresenta caracteristicas
catibnicas, com substantividade as mucosas (SANTOS et al., 2013), o que o torna interessante

para o uso em infeccdes respiratorias, como a PAV.
3.5 SISTEMAS DE LIBERACAO MODIFICADA CONTENDO CLOREXIDINA

A clorexidina (CLX) é um agente antimicrobiano amplamente utilizado emvarias
formulagcdes na odontologia e uso clinico, como unidades intensivista, principalmente na
higiene bucal de paciente intubados (FAN et al., 2016; LARROW,; KLICH-HEARTT, 2016).
O cuidado oral abrangente, usando enxaguatério bucal com clorexidina, simultaneamente com
a prevencdo da microaspiracdo de secrecdes na orofaringe, podem reduzir o risco do
desenvolvimento de PAV (JANSSON, 2017). Em contrapartida, estudos também mostraram a
limitacdo das formulacbes da CLX, devido a sua incapacidade de penetrar eficazmente no
biofilme dental e sua baixa substantividade, o que justifica a necessidade desenvolver novos
sistemas de liberacdo lenta e relativamente alta penetracdo da CLX, com maior eficacia contra
o biofilme bucal (ZHU, 2014; SENEVIRATINE et al., 2014).

Estudos prévios avaliaram a liberacdo da CLX por meio de nanoparticulas, na tentativa
de manter a inibic&o bacteriana no interior de canais radiculares (TELLES; PRADO; SIMAO,

2017). Outra pesquisa referente a obtencdo de caracterizagcdo de novasnanoparticulas contendo
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clorexidina, a liberacédo foi eficaz por até 21 dias com uma alta liberagdo inicial, que pode ser
atribuido a CLX incorporada na superficie das nanoparticulas e, subsequentemente, controlada
por mecanismos de difusdo e de degradacdo. A liberagdo da CLX melhorou a
biodisponibilidade e direcionou a liberacdo do farmaco para os tabulos dentinarios, o que
permitiu a inibicdo prolongada de bactérias, evitando a formacéao de biofilme (HASEEB et al.,
2016).

Outro estudo considerado pioneiro demonstrou os efeitos antibacterianos das
nanoparticulas de CLX em biofilmes da cavidade bucal. Os pesquisadores desenvolveram
novas nanoparticulas e avaliaram seus efeitos antibacterianos no modo planctonico e de
biofilme, contra representantes de bactérias patogénicas orais, como, S. mutans, S. sobrinus, E.
faecalis, F.nucleatum, A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis, considerados agentes
etiologicos, significativamente envolvidos em doengas orais comuns, como acérie dental,
infeccOes pulpares e a doenca periodontal. Os resultados demonstraram efeitos antibacterianos
potentes contra biofilmes bucais, podendo ser empregados como um novo e promissor agente
antibiofilme para uso clinico (SENEVIRATNE et al., 2014). Frente ao sinteticamente relatado,
cada vez mais pesquisadores tém estudado e dado enfase ao desenvolvimento de formas de

farmacéuticas contendo clorexidina, incorporando a nanotecnologia.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

Agitador mecanico (QUIMIS, modelo 235, Diadema, Brasil);

Balanga analitica de prato unico (CELTAC, modelo FA2104N, S&o Paulo, Brasil);
Balanga termogravimétrica (SHIMADZU, modelo TGA-50, Quioto, Japdo);
Banho-maria (LOGEN SCIENTIFIC, modelo S&o Paulo, Brasil);

Cabine de fluxo unidirecional (Laminar) (VECOFLOW, modelo Campinas, Brasil);
Centrifuga para tubos (BIO ENG, modelo BE-4004, Séo Paulo, Brasil);

Cromatdgrafo liquido de ultra pressdo dotado de detector de ultravioleta (SHIMADZU,
modelo Shimadzu Nexera X2, Quioto, Japao);

Destilador de agua (FANEM LTDA, modelo 724/2-A, Séo Paulo, Brasil);
Difratémetro de raios X (SHIMADZU, modelo XRD-6000, Quioto, Jap&o);
Espectrémetro infravermelho com transformada de Fourier (SHIMADZU, modelo IR
Prestige-21, Quioto, Jap&o);

Estufa (QUIMIS, modelo Q-136M4, Diadema, Brasil);

Leitor de microplacas (BIO-TEK INSTRUMENTS, modelo Synergy H1, Winooski,
VT, EUA);

Metalizador (SHIMADZU, modelo IC-50 lon Coater, Quioto, Jap&o);

Microscopico eletronico de varredura (SHIMADZU, modelo SSX-550 Superscan,
Quioto, Japdo);

Microscopio invertido (QUIMIS, modelo Q7-301, Diadema, Brasil);

Placa de agitacao e aquecimento (QUIMIS, modelo Q261-22, Diadema, Brasil);

Sistema de calorimetria exploratoria diferencial (SHIMADZU, modelo DSC-60,
Quioto, Japdo).

4.2 REAGENTES E SOLVENTES

4.2.1 Fa&rmaco

Clorexidina base (CLX, 99,9% de pureza, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil).

4.2.2 Polimeros —

Eudragit® RS100 (Mw 150.000 g.mol?, RéhmPharma Polymers, Darmstadt,

Alemanha).



40

O farmaco e os polimeros foram empregados sem qualquer tratamento prévio.

4.2.3 Agua Purificada

Para o desenvolvimento das nanocéapsulas poliméricas foi utilizada agua purificada pelo

processo de osmose reversa no equipamento TE-4007-10 (Tecnal, Piracicaba, Brasil).

4.2.4 Reagentes e Meios Usados no Cultivo Celular

Azul de Tripan (Sigma, St. Louis, EUA);

Bicarbonato de sodio P.A. (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil);

Brometo de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2il-tetraz6lico (MTT) (Sigma, St.
Louis, MO, EUA);

L-glutamina (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil);

Meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Vitrocell, Campinas, Brasil);
Penicilina/Estreptomicina (Vitrocell, Brasil);

Piruvato sodico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)

Soro fetal bovino (SFB) (Vitrocell, Brasil);

Tripsina (Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island, EUA)

4.2.5 Outros Reagentes e Solventes

Acetona P.A. (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil);

Acetonitrila grau HPLC (EMD Chemicals, Darmstadt, Alemanha);

Acido acético glacial P.A. (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil);

Brometo de potassio grau espectroscopico (KBr) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA);

Monooletato de sorbitano etoxilado (polissorbato 80, Tween® 80, Delaware, Porto
Alegre, Brasil);

Span 80® (Monooleato de sorbitano, Deg, S&o Paulo, Brasil);

Trietilamina 98,5% (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil);

Triglicerideos de cadeia média (TGCM, Alpha Quimica, Porto Alegre, Brasil).

Os solventes organicos apresentaram grau analitico ou grau cromatografia

espectroscopio e foram usados sem tratamento prévio.
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4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

A pesquisa iniciou com a obtencdo das suspensdes de nanocapsulas poliméricas. Para a
determinacdo quantitativa da CLX incorporada nas nanoparticulas poliméricas foi utilizado o
método de cromatografia liquida de ultra pressdo (UHPLC), previamente validado, avaliando a
eficiéncia de encapsulagdo do farmaco. As nanoparticulas poliméricas foram caracterizadas por
meio de estudos morfoldgicos, espectroscopicos e térmicos. A estabilidade das nanoparticulas
poliméricas foi investigada por meio de caracteristicas fisico-quimicas.

As formulacBes de nanoparticulas contendo CLX foram submetidas a estudos in vitro
frente a linhagem celular 3T3, para a determinacdo da citotoxicidade. O efeito antibacteriano e
antifungico foi comprovado frente as cepas usuais da cavidade bucal. A avaliacdo biolégica das
formulag6es das nanocépsulas foi conduzido empregando o modelo in vitrode toxicidade frente
aos nauplios de artemia.

As etapas descritas estdo esquematizadas no fluxograma da Figura 6.

Figura 6 — Fluxograma da pesquisa
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Fonte: Autor (2020).



42

4.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.4.1 Obtencdo das Suspensdes de Nanocapsulas Contendo Clorexidina

As nanoparticulas poliméricas foram preparadas por meio da deposi¢éo interfacial do
polimero pré-formado (FESSI et al., 1988), consideradas das formulagdes indicadas na Tabela
1.

De forma sintética, o Eudragit® RS100 (0,100 g) foi solvatado em acetona
(27 mL) na presenca de Span80® (0,0770 g), clorexidina base (0,0240 g) e triglicerideos de
cadeia média (TGCM) (0,300 g) por 60 minutos, sob agitacio mecanica de
3.500 rev.min~! a 40° C, em equipamento Fisaton, modelo 713 (S&o Paulo, Brasil). Em seguida,
a fase organica foigotejada sobre a fase aquosa (53 mL), contendo Tween80® (0,0770 g), sendo
a mistura  mantida sob  agitagito  mecanica de 3.500 rev.min? em
40° C, durante 10 minutos. Apds, procedeu-se a evaporacdo do solvente organico sob pressdo
reduzida em rotaevaporador (Quimis, S&o Paulo, Brasil) até o volume final de 10 mL para obter
a formulagdo NANO_CLX (2,4 mg.mL™?) (Figura 7).

O experimento foi realizado em quintuplicata. Para fins comparativos, foi preparada
uma suspensao de nanocapsulas sem a adi¢cdo do farmaco (NANO_0) como controle negativo.

Tabela 1 — Composicdo de formulacdes das nanocapsulas poliméricas com e sem clorexidina, obtidas pelo método
de deposicdo interfacial do polimero pré-formado

Formulacao
Composicao NANO_0 (0%0) NANO_CLX
Fase aquosa
Tween 80%(g) 0,077 0,077
Agua ultrapura (mL) 53,0 53,0
Fase organica
Clorexidina base (CLX) (g) - 0,024
Span 80®(g) 0,077 0,077
TGCM* (g) 0,300 0,300
Eudragit® RS100 (g) 0,100 0,100
Acetona (mL) 27,0 27,0

*TGCM: triglicerideos de cadeia média
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Figura 7 — Representacdo do método de obtencéo das suspensdes de nanocapsulas poliméricas

a) Preparo da fase organica; b) método: gotejamento fase organica sobre a fase aquosa; c) rotaevaporacéo;
d) suspensdo de nanocapsulas poliméricas
Fonte: Autor (2020).

4.4.1.1 Obtengéo da mistura fisica

A mistura fisica (MF) entre o polimero Eudragit® RS 100 e a CLX foi preparada para
fins de caracterizacdo comparativa com as formulacdes desenvolvidas. Esta mistura fisica foi

obtida na proporc¢do, em massa, de 1:1 (CLX: polimero) (50% m/m).

4.4.2 Determinacdo da CLX Incorporada as Nanocapsulas Poliméricas e da Eficiéncia de
Encapsulagéo

A quantificacdo da CLX encapsulada nas nanoparticulas foi realizada pelo método
indireto, o qual determina a concentracdo de farmaco ndo associado ao sistema carreador no
ultrafiltrado das suspensGes de nanocépsulas poliméricas, apdés o procedimento de
ultrafiltracdo/centrifugacdo (HITACHI, Himac CR21Gll), a 2200 xg durante 30 minutos, em
dispositivo Amicon® (10.000, MILLIPORE). As amostras foram analisadas por UHPLC, em

triplicata. A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foi calculada a partir da Equacéo 1:

CI—Xinicial CI-Xlivre x100

0/ —
HEYS CLXinicial (Equa(;éo 1)

Onde, CLX™¢ corresponde & concentracdo do farmaco adicionada inicialmente a
formulago e, CLXI"V"®, & concentragdo de CLX néo incorporado as nanocapsulas, quantificadas

por UHPLC. Os valores de EE% foram expressos como média + DP.
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4.4.2.1 Desenvolvimento e validagdo do método analitico por UHPLC

O metodo analitico por UHPLC foi desenvolvido e validado para quantificar a CLX
incorporada nas nanocépsulas. Foi utilizado para a determinagdo do teor do farmaco
encapsulado e avaliacdo da eficiéncia de encapsulagéo das formulaces.

4.4.2.1.1 Equipamentos e condigdes cromatogréaficas

As analises por cromatografia liquida de ultra pressdo (UHPLC) foram realizadas em
cromatégrafo SHIMADZU (Nexera X2), equipado com detectorde arranjo de fotodiodos-DAD
(SPD-M20A), bomba LC-30AD, degaseificador (DGU-20A5RA), forno (CTO-20A) e
injetor/amostrador automatico (SIL-30AC, volume de inje¢do: 5 pL), comunicador (CBM-
20A), controlado por software Labsolutions versdo 5.73.

Foi utilizada uma coluna analitica de fase reversa C8XBridge™ (Waters, 75 mm x 4.6
mm, 2.5 um) e uma pré-coluna XBridge™, mantidas a temperatura de 40 °C.

A eluigdo foi realizada de modo isocratico, fase movel constituida de acetonitrila: agua
acidificada com acido acético até pH 3,0 mais 1,5% de trietilamina (34:66 v/v), volume de
injecdo 5 pL, na temperatura de 40 °C e vazdo de 1,0 mL.min". O tempo de analise foi de 2

minutos e a deteccdo ocorreu em 258 nm.

4.4.2.1.2 Validacdo do metodo para a quantificacdo da clorexidina incorporada as

nanocapsulas

A validacdo do método analitico por UHPLC foi realizada segundo os critérios
propostos pelo International Conferenceon Harmonisation of Technical Requirements for the
Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH, 2005) e pela Resolucdo RE n° 166, de
24 de julho de 2017 (ANVISA, 2017). Os parametros avaliados foram: especificidade,
linearidade, limites de deteccdo e de quantificacdo, precisdo, exatidao e robustez.

A especificidade foi determinada pela analise dos cromatogramas obtidos para as
suspensdes de nanocapsulas sem CLX (NANO_0, controle negativo) e para as suspensoes
contendo o farmaco, com o objetivo de confirmar se os outros componentes da formulagédo ndo
interferiram na quantificacdo do farmaco.

Para o estudo da linearidade, foram elaboradas trés curvas analiticas nas concentracées
de 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0 € 40,0pg mL~* de CLX, em uma mistura de acetonitrila:agua

acidificada com &cido acético até pH 3,0 mais 1,5% de trietilamina (34:66 v/v). A equacdo da
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reta e o coeficiente de correlagdo (r) foram determinados com base no célculo de regressdo

linear de minimos quadrados.

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) foram calculados pelas

equacOes 2 e 3, respectivamente (ICH, 2005):

3,3xDP
LD = 5 (Equacéo 2)
10xDP
LQ= B (Equacéo 3)

Sendo, LD, o limite de deteccéo; LQ, o limite de quantificacdo; DP, o desvio padrdo da
curva analitica; e S, o coeficiente angular.

A precisdo foi comprovada pela repetibilidade e precisdo intermediaria. A
repetibilidade foi realizada a partir da analise de seis amostras independentes, na concentracdo
de 20,0 pg.mL™*, no mesmo dia e nas mesmas condigBes experimentais. Para a avaliacdo da
precisdo intermediaria as amostras contendo 20,0 pg.mL™* foram analisadas em dois dias
consecutivos, em triplicata. Os resultados foram expressos como desvio padrao relativo (DPR)
intra-dia e inter-dia.

A exatiddo foi determinada calculando a porcentagem de recuperacdo da CLX em trés
niveis de concentragdo, baixo, intermediario e alto (13,0; 20,0 e 27,0 pg.mL™t) em triplicata. O
valor da concentracdo média obtida foi comparado com o valor tedrico, considerado 100%.

Para a avaliacdo da robustez, o fluxo foi modificado de 1 mL.min* para 0,995 e 1,005
mL.min e a propor¢do da fase movel de 34:66 de acetonitrila: agua acidificada com acido
acetico até pH 3,0 mais 1,5% de trietilamina foi variada para 33:67 e 35:65.

Os resultados de cada parametro foram analisados por meio do DPR e comparados

com os valores obtidos para a condi¢do padrao, em triplicata.
4.4.2.1.3 Analise estatistica da validacdo do método analitico por UHPLC

A andlise estatistica foi realizada por Analise de variancia (ANOVA), teste

t-student e andlise de residuos, utilizando software Statistica 8.0 (Statsoft, Inc.).



46

4.4.3 Caracterizacdo das Suspensdes de Nanocapsulas Poliméricas

4.4.3.1 Determinacéo do pH
A determinagdo do pH foi realizada em potencidometro digital previamente calibrado
com solucdes tampédo pH 4,0 e 7,0, diretamente nas suspensdes coloidais, imediatamente o

preparo. Os resultados representaram a média de trés amostras diferentes.
4.4.3.2 Determinacdo do didmetro médio e do potencial zeta

O tamanho médio de particula e o indice de polidispersdo (distribuicdo de tamanho)
foram medidos (n = 3) por espectroscopia de correlacdo de fotons apds a diluicdo de uma
aliquota de suspensdo de nanocapsulas em agua ultrapurificada (1:500 v/v). As medidas foram
realizadas utilizando o equipamento Zetasizer Nano Series ZS90 (Malvern Instruments, Reino
Unido).

No mesmo equipamento, o potencial zeta foi determinado por meio da técnica de
mobilidade eletroforética, com 0 mesmo preparo de amostra utilizado para a anélise do tamanho

de particula.

4.4.3.3 Analise morfologica e de superficie por microscopia eletronica de varredura com

emissao por efeito de campo (MEV-FEG)

A avaliacdo morfologica e de superficie dos materiais de partida e das nanocapsulas
poliméricas preparadas foi realizada em microscopio eletronico de varredura por emissao com
efeito de campo (TESCAN, modelo Mira 3, Brno, Republica Tcheca). As amostras foram
submetidas a metalizacdo com ouro em metalizador IC-50 lon Coater (SHIMADZU, Quioto,
Japdo). Para obtencdo das eletromicrografias, foi empregada voltagem de aceleracao de 15 kV

e utilizado software especifico (Electron Optical Design).

4.4.3.4 Avaliacao por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (IVTF)

As suspensdes de nanocapsulas poliméricas contendo CLX foram analisadas por
espectroscopia na regido do infravermelho, em pastilha com KBr, empregando 4 mg de cada
amostra e 196 mg de KBr grau espectroscopico (2% m/m), no equipamento IR Prestige-21
(SHIMADZU, Quioto, Japdo), 32 scans.min?, resolugdo de 4 cm™. Os espectros obtidos por
infravermelho com transformada de Fourier das amostras preparadas foram avaliados frente aos

espectros do farmaco puro, do polimero e da mistura fisica (MF).
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4.4.3.5 Anélise por difracdo de raiosX (DRX)

As suspensdes de nanocéapsulas poliméricas foram depositadas sobre laminula de vidro
e secas em temperatura ambiente. A CLX, o polimero puro e a mistura fisica ndo receberam
tratamento prévio a analise. Na sequéncia, as amostras foram examinadas em difratdmetro de
raiosX (RIGAKU, modelo Ultima IV), scan de 2°.min! e 20 de 5 °C a 80 °C, radia¢do Ko de
cobre (A=1,5418 A), corrente de 40 mA e voltagem 40 kV, para a observacio de possiveis picos

indicativos de cristalinidade.

4.4.3.6 Andlise térmica

A estabilidade térmica das amostras foi estudada por meio das curvas de TGA, obtidas
na faixa de temperatura entre 25 °C e 600 °C. Para isso, foi empregada uma termobalanca
modelo TGA-50 (Shimadzu), sob razdo dindmica de nitrogénio (50 mL.min™!), empregando
uma razdo de aquecimento de 10° C.min"%, em microcadinho cilindrico de alumina contendo
aproximadamente 5 + 0,1 mg da amostra. O equipamento foi previamente aferido com sulfato
de cobre penta-hidratado.

As curvas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foram realizadas para a CLX,
para 0 polimero Eudragit® RS 100, para a mistura fisica (MF) e para as nanoparticulas
preparadas, apos liofilizacdo, na faixa de temperatura entre 25 °C e 500 °C. Foi utilizada uma
célula calorimétrica DSC-60 (Shimadzu), em atmosfera dindmica de nitrogénio (50 mL.min™%),
razdo de aquecimento de 10 °C.min"%, sendo que a amostra (2,5 mg * 0,1 mg) foi acondicionada
em cépsula de aluminio fechada. O equipamento foi previamente calibrado com indio
(m.p. = 429,6 K; AHtuszo = 28,54 J.g7%) e zinco (m.p. = 692,6 K).

4.4.4 Estudo de Liberacdo in Vitro

O ensaio de liberacdo in vitro da clorexidina foi realizado pela técnica de difusdo do
saco de dialise. A formulacdo NANO_CLX e a solucdo metandlica de clorexidina
(0,24 mg.mL1) foram colocadas em dialise (MWCO 10.000, Spectra Por 7), e esse sistema foi
imerso em 250 mL de saliva artificial (pH 6,0) com 30% de etanol. O meio de dissolucéo foi
mantido a 37 °C + 0,5 °C, sob agitacdo magnética de 50 rpm, por um periodo total de 24 h. Em
intervalos de tempo pré-determinados, aliquotas de 1 mL foram coletadas, com a reposicéo do
meio de dissolucdo em igual volume. A porcentagem de farmaco liberado foi determinada
usando as condi¢bes de UHPLC mencionadas anteriormente. Todo o procedimento foi

realizado em triplicata.
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4.4 .5 Estudo de Estabilidade

As suspensdes de nanocépsulas poliméricas foram armazenadas a temperatura ambiente
(25 °C) e protegidas da luz em frascos ambar, sendo monitoradas durante dois meses de
armazenamento a partir das determinacfes de pH, tamanho médio de particula, indice de
polidispersdo (IPD) e potencial zeta. Os resultados obtidos apds 60 dias foram comparados aos
valores encontrados imediatamente e apds a preparacao.

4.4.6 Ensaios in Vitro de Cultivo Celular
4.4.6.1 Farmacos, reagentes e solventes empregados nos ensaios de cultivo celular

Os principais farmacos, reagentes e solventes utilizados neste trabalho foram: meio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), soro fetal bovino (Vitrocel),
L-glutamina (Vetec), piruvato sodico (Sigma-Aldrich), penicilina (Vitrocel), estreptomicina
(Vitrocel), bicarbonato sddico (Vetec), azul de tetrazdlio, MTT (Sigma-Aldrich), azul de tripan,
tripsina (Sigma-Aldrich), clorexidina base (Sigma-Aldrich).

4.4.6.2 Cultura da linhagem de fibroblastos 3T3

Os fibroblastos 3T3 numero CRL-1658, provenientes do banco de células do Rio de
Janeiro, foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Fabio André dos Santos (UEPG).

As células 3T3 sdo consideradas uma linhagem de fibroblastos padrdo, com
caracteristicas de célula normal, ou seja, ndo tumoral, que originalmente foram obtidas de tecido
de embrido de rato albino suico (ATCC, 2015).

Os fibroblastos 3T3 foram cultivados em meio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), em garrafas de cultura mantidas
em estufa umidificada a 37 °C com atmosfera de CO> a 5%.

O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias. Os espécimes celulares apresentavam tempo
de dobramento de 2 dias. Ap6s a monocamada celular atingir confluéncia, as células foram
lavadas com solucdo de tampdo fosfato estéril (PBS). Para o desprendimento dos fibroblastos,
a garrafa foi incubada por 5 minutos com 3 mL de tripsina 0,25%. Apos as células desaderirem
do fundo da garrafa foi adicionado igual volume de DMEM contendo 10% de SFB (SANSON,
2016). Ao inicio de cada experimento foi realizada a contagem das células em camara de

Neubauer para a determinacdo da quantidade de células por poco.
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4.4.6.3 Estratégia experimental e tratamento das células

Para avaliar o efeito das nanocapsulas contendo CLX, as células 3T3 (1 x 10*
células.poco™) foram semeadas em placas de 96 pogos e incubadas por 24 h com meio
completo, para reestabelecimento das condi¢es adequadas como, por exemplo, a completa
adesdo celular. Para a avaliacdo da citotoxicidade, por meio de ensaios de viabilidade celular,
a linhagem 3T3 foi incubada com concentragdes diferentes do farmaco (CLX: 12,5; 25; 50, 100
e 200 pmol.L 1), em sua forma livre e encapsulada nas nanoparticulas, pelo periodo de 72 horas.

4.4.6.4 Determinacdo da citotoxicidade da clorexidina e das nanocépsulas desenvolvidas

A determinacdo da citotoxicidade foi realizada ap6s 24, 48 e 72 h de incubagdo com os
tratamentos, em experimentos isolados, avaliando-se a viabilidade celular de fibroblastos 3T3

por meio de dois procedimentos distintos:

4.4.6.4.1 Ensaio reducé@o de Brometo de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2il-tetrazolico
(MTT)

As células nas condicdes de cultivo descritas acima, foram tratadas com a clorexidina
base, com as nanocapsulas contendo CLX e com as nanocapsulas sem CLX pelo periodo de
72 h, sendo o metabolismo celular avaliado pela reducédo do reagente MTT (MOSMANN et al.,
1983). Resumidamente, apds o periodo de tratamento, o meio de cultivo foi retirado e
desprezado, 200 pL de uma solugiio de azul de tetrazélio (MTT) a 0,5 mg.mL? foi adicionada
nos pocos gque continham as células. Em seguida, as culturas foram incubadas a 37 °C durante
2 horas, ao abrigo da luz, até a observacdo da presenca dos cristais de formazano. Apos este
periodo, foi retirado o sobrenadante (solu¢cdo de MTT) e na sequéncia, os cristais formados
foram solubilizados em 200 pL de dimetilssulféxido (DMSO). A leitura espectrofotométrica da

absorbéncia foi realizada em comprimento de onda de 550 nm, em leitora de placas (Biotek,

pQuant).

4.4.6.4.2 Ensaio do vermelho neutro (VN)

O perfil citotoxico da CLX pura e das nanosuspensdes de CLX (NANO 0 e
NANO_CLX) foi avaliado também por meio do ensaio do vermelho neutro (VN) nas
concentragBes de 12,5; 25; 50; 100 e 200 pmol.L™%, nos periodos de 24, 48 e 72 horas.

O ensaio de incorporacdo de vermelho neutro proporciona uma estimativa quantitativa

do niimero de células vidveis em cultura, sendo um dos testes de citotoxicidade mais utilizados.
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O teste é fundamentado na capacidade de células viaveis incorporar e se ligar ao corante. Trata-
se de um corante catibnico fraco que penetra as membranas celulares por difusdo passiva ndo-
ibnica, concentrando-se nos lisossomos, onde se deposita por ligacdes eletrostaticas
hidrofébicas a grupos aniénicos ou fosfato na matriz lisossomal (REPETTO; DEL PESO;
ZURITA, 2008; SANSON, 2016).

Os fibroblastos 3T3 foram plaqueados na proporgéo de 1 x 10* células.poco™ em placas
de 96 pocos com DMEM, contendo 1% de SFB. Apdés incubacdo das placas por 24h em
incubadora a 5% de CO- e 37 °C, o meio foi removido e adicionado DMEM a 1% SFB com as
nanosuspensdes de CLX nas concentracdes de 12,5; 25; 50; 100 e 200 pmol.L ™, sendo cada
concentracdo adicionada em triplicata. Pogos que receberam apenas DMEM contendo 1% SFB
sem tratamento foram utilizados como controle. Os testes de citotoxicidade foram realizados
apos 24, 48 e 72 h de tratamento das células com as nanosuspensées de CLX. Apos a incubagéo
das células com o tratamento pelo periodo determinado, o sobrenadante foi descartado e foram
pipetados 200 pL de solugdo de vermelho neutro a 0,5%. As células foram incubadas com o
corante por 3 horas. Apos o tempo de internalizagdo do corante, o sobrenadante foi descartado,
0s pogos lavados com solucéo de formaldeido e cloreto de calcio e pipetado 200 uL de solugdo
de &cido acético e etanol. As placas foram entdo levadas ao agitador de placas por 10 minutos,
até a completa dissolucdo do corante. Entdo, foi realizada a leitura da absorbancia em
espectrofotbmetro, em comprimento de onda de 540 nm.

Para ambos 0s procedimentos empregados, 0s experimentos foram realizados trés vezes.
Apos obter os valores de absorbancia nos ensaios do MTT e VN, foi calculada a porcentagem
viabilidade celular dos fibroblastos que receberam os diferentes tratamentos, em comparacéao
com o controle. Os pocos controle que receberam apenas DMEM contendo a 1% de SFB foram

considerados como 100% de viabilidade celular.

4.4.7 Ensaio de Toxicidade Aguda in Vitro Utilizando Artemia Salina

O ensaio de toxicidade aguda sobre Artemia salina L. (Artemiidae) foi realizado por
meio da adaptacdo do método de Meyer et al. (1982), preparando-se uma solucdo com sal
marinho na concentracéo de 30 g.L~%. O pH foi ajustado entre 8,0 € 9,0, por meio de uma solugdo
de NaOH 0,1 mol.L. Esta solucéo foi utilizada para a ecloséo dos ovos de Artemia salina e no
preparo das demais diluicGes. Os ovos foram colocados para eclodir na solucdo salina por 48
horas, com aeracao constante a 25 °C. Cerca de 10 nauplios de Artemia salina foram transferidas

para tubos contendo a solucdo salina e a amostra de NANO_CLX, a partir de dilui¢ces seriadas
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nas concentragdes de 6000, 3000, 1500, 750, 375, 187,5, 93,75 ug.mL 1. O ensaio foi realizado
em sextuplicata, sendo a contagem dos mortos realizada apds 24 horas. Aos dados de
porcentagem de Artemia salina mortas, em relagdo ao aumento da concentracdo de
NANO_CLX, foi ajustado a uma equacéo linear simples, a qual foi utilizada para estimar a
concentracdo de NANO_CLX responsavel por matar 50% das artemias, valor representativo da
CL50. Utilizou-se o método grafico de analise para obtencdo da CL50 (concentracao letal para

50% da populacgdo). O teste foi acompanhado de um controle negativo, somente com salina.

4.4.8 Estudo in Vitro da Atividade Antimicrobiana da Suspensao de Nanocépsulas Poliméricas

Contendo Clorexidina

Os ensaios microbioldgicos foram realizados no laboratério de Microbiologia Clinica
da Universidade Estadual de Ponta Grossa. A atividade antimicrobiana da NANO-CLX
(nanoparticula-cloroexidina); CLX (clorexidina pura a 0,12%); CLX-c a 0,12% (cloroexidina
comercial) foram avaliadaa por meio da técnica de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2015).
Amicacina (AMI) foi utilizada como controle positivo. A concentragdo variou de

0,25 ng.mL™* a 128 ng.mL* para todas substancias testadas.

4.4.8.1 Solucéo de trabalho (ST) e diluicdo

A ST das substancias em teste foipreparada na concentragdo de 512 pg.mL?! e
esterilizadas por filtracdo (membrana milipore 0,22 um - TPP, Trasadingen, Suica). A CLX foi
dissolvida em acetona e diluida em caldo Mueller-Hinton (Merck, Darmstadt, Alemanha). Foi
realizada dilui¢do seriada em caldo Mueller-Hinton diretamente em microplacas esteréis de 96
pocos com fundo chato, conforme o esquema da Figura 8. Foram realizados 0s seguintes
procedimentos:

I. Foi pipetado 100 uL de caldo Mueller-Hinton (CMH) em todas as colunas ateé a
linha F;
ii. Na sequéncia, pipetou-se 100 pL da SE em cada pogo da coluna 1 até a linha F
(pipetador automatico de 8 canais);
iii. Apo6s homogeneizagdo, 100 plL foram transferidos da coluna 1 para a coluna 2.
O procedimento foi repetido até a coluna 10 e os Gltimos 100 uL foram descartados;
iv. As colunas 11 e 12 continham somente caldo Mueller-Hinton para o controle de

viabilidade microbiana (C+) e o Controle de esterilidade (C-).



52

Figura 8 - Esquema de dilui¢do seriada
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C+: Controle de viabilidade microbiana; C-: Controle de esterilidade.

4.4.8.2 Microrganismos e indculo microbiano

Os microrganismos utilizados foram as cepas de referéncia American Type Culture
Collection (ATCC): Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 (cepa sensivel), Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (cepa
resistente - produtora de beta-lactamase de espectro ampliado), Staphylococcus aureus BA976,
Candida albicans ATCC 14053.

As cepas bacterianas foram repicadas em agar TSA (Trypticase soy agar) e C. albicans
em agar batata. As placas foram incubadas por 18 a 24 horas a 37 °C. As suspensdes
microbianas foram preparadas em solucdo salina fisiolégica na concentragdo de 1,0 x 108
UFC.mL, equivalente ao tubo 0.5 de McFarland. Em seguida, foram diluidas até a concentracéo
de 5,0 x 10° UFC.mL ! em CMH. Foram pipetados 100 uL do in6culo microbiano nos pogos
com as diferentes solucbes a serem testadas, levando a uma concentracdo final de
10*UFC.mL .

Os testes foram realizados em triplicata conforme o esquema da Figura 09:
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Figura 9 - Esquema de inoculacéo
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C+: Controle de viabilidade microbiana; C-: Controle de esterilidade.

Os testes foram repetidos em trés dias diferentes. Para o controle de qualidade da
microdiluicdo em caldo, foi utilizado amicacina nas mesmas concentragdes das solucdes
avaliadas (CLSI, 2015). O controle da atividade inibitoria da nanoparticula tambem foi

avaliada.

4.4.8.3 Determinacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) e da concentracdo bactericida
minima (CBM)

A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi definida, segundo os critérios do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI), como a menor concentracdo que inibe o
crescimento microbiano visivel e a concentracao bactericida minima (CBM), como a menor

concentracdo onde ndo houve desenvolvimento de col6nia (CLSI, 2015).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DAS NANOCAPSULAS POLIMERICAS CONTENDO CLOREXIDINA
PELO METODO DE DEPOSICAO INTERFACIAL DO POLIMERO PRE-FORMADO, A
PARTIR DO POLIMERO (MET)ACRILICO EUDRAGIT®RS 100

Depois da preparacdo, a suspensdo de nanoparticulas revelou um aspecto de
liquidoleitoso e opalescente, com reflexo azulado, o qual esta relacionado com o movimento
browniano das nanoparticulas poliméricas (efeito Tyndall), como descrito previamente na
literatura (GUPTA et al., 2012). Por outro lado, é importante mencionar que nenhuma das

formulacBes mostrou precipitagdo visivel, caracterizando, visivalmente um sistema estével.

5.2 DETERMINACAO DA CLOREXIDINA ENCAPSULADA NAS NANOCAPSULAS
POLIMERICAS

Durante o desenvolvimento e a validagdo do método analitico por UHPLC para a
quantificacdo da CLX presente nas nanocapsulas, foram testadas diferentes fases madveis
empregando metanol e agua e acetonitrila e agua, com base nos métodos descritos na literatura
(HAVLIKOVA et al., 2007; CHIAPETTA et al., 2008; BOGDANOVSKA et al., 2014), além
de colunas Cis. Diversos sistemas de gradiente e tempos de andlise foram testados, como
também, varias proporc¢ées no modo isocratico. O melhor resultado foi obtido com a fase movel
de acetonitrila: agua acidificada com &cido acético até pH 3,0 com 1,5% de trietilamina (para
diminuir o tailling) (34:66 v/v) e vazdo de 1,0 mL.min"%. O tempo de analise foi de 2 minutos

e 0 tempo de retencdo de 1,56 minutos (Figura 10).
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Figura 10 — Cromatograma da clorexidina base (CLX) (20 pg.mL™)
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Fonte: Autor (2020).

5.2.1 Validacdo do Método Analitico para a Quantificacdo da Clorexidina Presente nas
Nanocépsulas Poliméricas

Para garantir que um novo metodo analitico gere informagdes confiaveis e

interpretaveis sobre a amostra, ele deve passar por um processo de avaliacdo denominado

validacdo, que garante a confiabilidade e rastreabilidade dos resultados (RIBANI et al., 2004).

5.2.1.1 Especificidade

A especificidade avalia o grau de interferéncia de outras substancias, como outros
farmacos, excipientes, impurezas e produtos de degradacdo. Garante que o tempo de retencédo

seja exclusivamente do analito de interesse, de modo a ndo comprometer a linearidade, a

precisdo e a exatiddo (RIBANI et al., 2004).
Foi avaliada por meio de andlises comparativas entre 0s cromatogramas

da suspensdo de nanocapsulas poliméricas sem CLX (NANO_0) e das nanocépsulas com CLX

(NANO_CLX), como ilustrado nas Figuras 11 e 12, respectivamente.
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Figura 11— Cromatograma da formulagdo NANO_0
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Figura 12— Cromatograma da formulagdo NANO_CLX
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Fonte: Autor (2020).

Comparando os cromatogramas obtidos (Figuras 11 e 12), demonstrou-se a
especificidade do método, sem apresentar interferentes no tempo de retencdo do analito, em
concordancia com as especificacdes oficiais (BRASIL, 2017; ICH, 2005).

5.2.1.2 Linearidade

A linearidade de um método analitico corresponde a capacidade do método em

fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracao da substancia em analise, dentro
de um determinado intervalo (BRASIL, 2017).



57

As curvas analiticas foram lineares no intervalo de 5 a 40 pg.mL™1. A equagéo da reta
representativa da linearidade foi y = 21557x + 3799,3 (n = 3, r = 0,9999) (Figura 13).

Figura 13— Representacéo grafica da curva analitica média para a determinagdo da CLX obtida em UHPLC (A =

258 nm)
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Fonte: O autor (2020).

De acordo com o Analytical Methods Committee (AMC), um valor de coeficiente de

correlacdo proximo a 1,00 nao &, necessariamente, o resultado de uma relacéo linear e, em

consequéncia, o teste para a falta de ajuste que avalia a variacdo dos valores residuais deve ser

aplicado. A anélise de variancia (ANOVA) para a linearidade do método esta apresentada na

Tabela 2. O valor de F para a falta de ajuste foi menor que o valor de F tabelado para o intervalo

de 95% de confianga (« = 0,05). Dessa forma, a regresséao linear ndo mostrou falta de ajuste.

Tabela 2 — Resultados obtidos por ANOVA paraa a linearidade do método analitico

SS DF MS F Ftab
Modelo 1.214860E+12 1  1.214860E+12 16782.44 4,381
Residuo 1.375387E+09 19  7.238881E+07 Linear
Falta de 251220679 5 50244136  0.625724
ajuste 2,958
Erro puro 1.124167E+09 14 80297616 N&o ha falta de ajuste

Onde: SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: média dos quadrados, F: valor F do teste;

Ftab: valor do F tabelado
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5.2.1.3 Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

O LD é a menor quantidade de analito presente em uma amostra que pode ser detectada, porém
ndo necessariamente quantificada. J& o LQ representa a menor quantidade presente em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condicdes
experimentais estabelecidas (BRASIL, 2017).

Os valores obtidos parao LD e LQ, empregando as Equacdes 2 e 3, foram 0,014569 e
0,044149 pg.mL?, respectivamente, indicando uma adequada sensibilidade do método para a
determinagéo do CLX.

5.2.1.4 Precisao

Os resultados obtidos para a precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria) estdo
demonstrados na Tabela 3. O desvio padrdo relativo (DPR) para a repetibilidade foi de 1,17%
e para a precisao intermediaria foi de 1,76%, indicando que o método desenvolvido € preciso

dentro da faixa de concentracédo e das condi¢cdes adotadas.

Tabela 3 — Resultados obtidos para os ensaios de precisdo do método analitico

Concentracao S)?Secfir:r:;%%g(l) DPR
- 1 0
tedrica (ug.mL™) (Lg.mL' + DP) (%)
Repetibilidade (n = 6) 20,0 19,79 £ 0,23 1,17
Precisdo intermediaria
Dial(n=3) 20,0 19,79 £ 0,24 1,20
Dia2 (n=3) 20,0 19,79 £ 0,32 1,60
Segundo analista 20,0 20,06 + 0,50 2,47

(n=3)
DP: desvio padrdo e DPR: desvio padrao relativo

5.2.1.5 Exatiddo

A exatidao foi verificada como porcentagem de recuperacdo e DPR da concentracédo
média do analito em trés diferentes concentracdes (13,0; 27,0; e 35,0 pg.mL™?). Os resultados
obtidos (Tabela 4) foram satisfatorios, pois as porcentagens de recuperacado ficaram entre 96,68
e 100,36%, estando em conformidade com os limites estabelecidos pelas normas do ICH
(2017), que é de até + ou — 5%.
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Tabela 4 — Porcentagem de recuperacgdo e DPR obtidos a partir da analise de exatiddo (n = 3)

Solugao padréo (ug.mL™) Recuperacéo (% + DP) DPR (%)
13,0 98,32 £ 0,54 0,55
27,0 96,68 + 0,62 0,64
35,0 100,35+ 1,48 1,48

DP: desvio padréo e DPR: desvio padréo relativo

5.2.1.6 Robustez

A robustez de um método analitico indica a confiabilidade do método frente a
pequenas Vvariacbes dos parametros analiticos. N&o houve diferencas significativas
(p<0,05) na area sob a curva e no tempo de retencdo da CLX quando a vazao variou para 0,995
e 1,005 mL.min! (DPR = 0,23 e 0,35%, respectivamente) e a propor¢do da fase movel
para33:67 e 35:65 (DPR =0,80 e 0,17%, respectivamente). Desse modo, 0 método demonstrou-

se robusto para a substancia analisada sob as condi¢c6es avaliadas.

5.2.2 Determinacdo do Teor de Clorexidina Incorporado nas Nanocapsulas e Eficiéncia de

Encapsulacdo (EE)

Os resultados da concentracdo do farmaco incorporado as nanocapsulas
(mg.mL1) e da eficiéncia de encapsulacio (%) para a formulagdo NANO CLX estdo
resumidos na Tabela 5. Considerando o conteldo do farmaco as nanosuspensdes desenvolvidas
apresentaram concentracbes com valores muito préximos aos tedricos, indicando que
praticamente ndo houve perda durante sua preparacdo. Além disso, a formulacdo apresentou
valor de EE superior a 99%, o que esta relacionado a baixa solubilidade aquosa da CLX
(0,026 g.Lta 20 °C, The Human Metabolome Database), que acarretou a presenca alta da

concentracdo do farmaco no interior da nanocapsula.

Tabela 5 — Teor de clorexidina encapsulada e eficiéncia de encapsulagdo (n = 3)

Concentracao
_ CLX encapsulado
Amostras tedrica EE (%0)*
. (ug.mL™H)*
(Mg.mL™)
NANO_CLX 240,0 239,85 (£ 0,05) 99,94 (£ 0,54)

*média + desvio padréo
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5.3 CARACTERIZACAO DAS NANOCAPSULAS POLIMERICAS CONTENDO
CLOREXIDINA, ENSAIO DE DISSOLUCAO E ESTABILIDADE

5.3.1 Determinac¢do Do pH, Tamanho de Particulas e Potencial Zeta

Os resultados da caracterizacdo fisico-quimica das formulacGes desenvolvidas no
presente trabalho podem ser vistos na Tabela 6.

Tabela 6 — Caracteristicas fisico-quimicas das nanocapsulas poliméricas sem o farmaco (NANO_0) e com o

farmaco (NANO_CLX) (n=3) segundo pH, tamanho de particula (nm) e potencial Zeta (mV)

Tamanho de Potencial Zeta
Amostras pH* .
particula (nm)* (mV)*
NANO 0 5,50 + 0,156 158,20 + 30,024 26,5 + 2,605
NANO CLX 6,84 + 0,094 142,67 + 12,015 22,4 + 2532

*média + desvio padrédo

Considerando-se a determinacdo do pH, as formulacdes sem o farmaco (NANO_0)
apresentaram valores proximos de 5,50, o que estd em conformidade com outras suspensoes
de nanoparticulas preparadas com Eudragit® RS 100 (SCHAFFAZICK et al., 2006). Em
contrapartida, as nanosuspensdes contendo CLX apresentaram um valor medio de pH proximo
de neutro (6,84), sendo um valor ideal, tendo em vista que, a CLX tem um pH de estabilidade
entre 5,0a 8,0 (VITALIS, 2012).

Quanto ao tamanho das particulas, o didmetro médio das nanoparticulas poliméricas das
formulagdes apresentou-se na faixa de 158,2 + 30,024 nm para a NANO_0 e 142,67 + 12,015
nm para a NANO_CLX, sendo que a presenca do farmaco néo influenciou significativamente
os diametros das particulas.

No que diz respeito a avaliacdo do potencial zeta, as suspensdes apresentaram valor do
potencial zeta positivo 26,5 + 2,605 mV e 22,4 + 2,532 mV (NANO_0 e NANO CLX,
respectivamente). As nanoparticulas mostraram valores positivos, devido a carga positiva dos
grupamentos aménio quartenarios do polimero (Eudragit® RS 100), que possui natureza
catibnica (ADIBKIA et al.,, 2011). A adicdo da clorexidina base ndo alterou de forma
expressiva 0 valor do potencial zeta, além disso valores acima de 15 mV do potencial zeta
indicam uma protecdo aos processos de floculagdo e aglomeracdo, o que caracteriza as

formulagcdes como estaveis.
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5.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura com Emisséo por Efeito de Campo (MEV-FEG)

Os resultados obtidos por MEV-FEG para a CLX base e para o polimero Eudragit®
RS100 estdo indicados na Figura 14, sendo que as micrografias foram obtidas em aumento de
5000 e 1000 vezes, respectivamente. Foi observado que o farmaco (Figura 12, a) apresentou
uma morfologia cristalina. O Eudragit® RS 100 (Figura 12, b) revelou, antes da preparagéo das

nanoparticulas, aglomerados em blocos, com uma superficie levemente irregular.

Figura 14 — Aspectos morfolégicos da clorexidina pura (a) e do Eudragit® RS 100 (b) por MEV-FEG, aumento

de 5 kx e 1 kx, respectivamente

SEM HV: 13.0 kV WD: 10.15 mm | MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 ym
View field: 41.5 ym Date(m/dly): 11/16/17 Performance in nanospace

SEM HV: 13.0 kV WD: 9.68 mm | MIRA3 TESCAN|

SEM MAG: 1.00 kx Det: SE 50 pm
View field: 208 pm Date(m/d/y): 11/16/17 Performance in nanospace

Fonte: Autor (2020).
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Os resultados obtidos por MEV-FEG para as nanoparticulas poliméricas estdo indicados
na Figura 16. Foi observado que as nanoparticulas denominadas NANO_O elaboradas na
auséncia do farmaco (Figura 16,a) e NANO_CLX com o farmaco (Figura 15,b), mostraram
formato esférico, superficie lisa e com relativa homogeinidade de tamanho.

Figura 15 — Fotomicrografias obtidas por MEV-FEG das nanoparticulas poliméricas NANO_0 (a) e NANO_CLX
(b), em aumento de 4kx

SEMHV: 150KV |  WD:4.84mm MIRA3 TESCAN
| 10 pm

SEM MAG: 4.0/
View field: 34.6 pm | Date(m/dly): 10/02/18 Performance in nanospace

SEM HV: 15.0 kV ‘ WD: 4.82 mm I I MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 4.00kx | Det: SE
View field: 34.6 pm | Date(m/dly): 10/02118 Performance in nanospace

Fonte: Autor (2020).
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Por meio da microscopia eletrénica de varredura, pode-se comprovar as dimensdes
nanomericas de ambas as formula¢Ges desenvolvidas, apresentando aproximadamente 150 nm,
0 que condiz com os resultados obtidos pelo equipamento Zeta-sizer Nano Series.

As fotomicrografias obtidas ndo demonstraram a formacéo de cristais. Cristais podem
ocorrer quando o composto a ser nanoencapsulado estd presente em excesso no meio de

dispersdo ou devido a uma grande distribuicdo do tamanho das nanoparticulas obtidas.

5.3.3 Avaliagéo por Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR)

Os espectros de FTIRda clorexidina base, do Eudragit® RS 100, da mistura fisica
(CLX + EUD RS100) e das nanoparticulas poliméricas com o farmaco (NANO_CLX) e sem 0
farmaco (NANO_0) estdo apresentados na Figura 16.

Figura 16 — Espectro FTIR do polimero (EUD RS 100), da clorexidina base pura (CLX), da mistura fisica (MF):
CLX + EUD RS100 (1:1 m/m) e das suspensdes de nanocapsulas NANO_CLX e NANO 0
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Fonte: Autor (2020).

O espectro de FTIR da CLX base demonstrou assinalamentos tipicos. A vibra¢do N-H

de estiramento do grupo imina C = N-H ocorreu em 3371 cm™, o C-H alifatico teve a a vibragéo
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de estiramento atribuida em 2933 cm™. A vibracdo C = N de estiramento do grupo imina
N=C-H foi verificada em 1670 cm™. A vibracio caracteristica de estiramento para as
guanidinas = N-C = N foi registada em 1609 cm™ e as vibragGes de estiramento das bandas
aromaticas C = C foram observadasem 1539 e 1478 cm2, e a vibraco de estiramento C-Cl foi
detectado em 752 cm (MUSIAL; KOKOL; VONCINA, 2011).

O espectro de FTIR do Eudragit® RS 100 exibiu uma banda forte em 1730 cm™ devido
a vibracdo de estiramentos do grupo éster C = O. O C-H alifatico tambémapresentou vibracao
de estiramento na faixa de 2900-3000 cm™ (ADIBKIA et al., 2011).

O espectro da mistura fisica (CLX base + EUD RS 100), como esperado, revelou a
sobreposicao das bandas caracteristicas para o farmaco e para opolimero puro. O espectro de
FTIR obtido para 0 NANO_0 apresentou apenas as bandas de absor¢do nas mesmas faixas de
numero de onda observados para o polimero.

O espectro de FTIR obtido paraa NANO_CLX mostrou bandas de absor¢do nas mesmas
faixas de nimero de onda observados para a MF. Portanto, é possivel afirmar que nenhuma
ligagdo quimica entre o farmaco e o polimero foi formada durante o processo de

nanoencapsulacao.

5.3.4 Analise por Difracdo de RaiosX (DRX)

A difracdo de raios X demonstra a caracteristica do farmaco quanto a cristalinidade ou
amorfismo, o que é de extrema importancia quanto ao potencial de solubilidade e a velocidade
de dissolucao do farmaco. Substéncias cristalinas possuem picos bem definidos em relacéo as
substancias amorfas. Entretanto, sélidos amorfos sdo mais solUveis devido a disposicéo
aleatdria de suas moléculas, precisando de pouca energia para separa-los (RIEKES et al., 2011).

A Figura 17 apresenta os difratogramas para o farmaco puro (a) e para o polimero
Eudragit® RS 100 (b) utilizados na obtencéo das suspensdes de nanocapsulas.

A analise de difracdo de raios X para a CLX base pura demonstrou picos bem
caracteristicos em aproximadamente 26 = 7,25°, 8,80°, 11,88°, 14,36°, 17,89°, 19,66°, 24,61°
e 26,38°, aléem de outros de menores intensidades. Esses resultados sdo compativeis com o0s
estudos de Schoeffel (2016). Para o polimero Eudragit® RS 100 foi obtido apenas um halo

amorfo, sem picos caracteristicos de cristalinidade.



Figura 17 — Difratogramas da clorexidina base pura (a) e do polimero Eudragit® RS 100 (b)
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A Figura 18 apresenta os difratogramas comparativos entre o farmaco puro (CLX), o
polimero de partida (EUD RS 100), a mistura fisica (MF) e as suspensdes de nanocapsulas
preparadas (NANO_0 e NANO_CLX).
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Figura 18 — Difratogramas da CLX base pura, do polimero EUD RS100, da mistura fisica (MF, CLX: EUD RS
100, 1:1 m/m) e das suspensdes de nanocapsulas poliméricas (NANO_0 e NANO_CLX)
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FONTE: Autor (2020).

A MF preparada com a adi¢do de EUD RS100 e CLX (1:1) evidenciada a cristalinidade
de ambos os compostos, porém em menor intensidade. Ja as formulacdes NANO O e
NANO_CLX ndo demostraram qualquer pico de cristalinidade, revelando a caracteristica
amorfa das amostras apds o processo de nanoencapsulagéo.

A analise por difracdo de raios X detecta picos indicativos de cristalinidade
correlacionados as estruturas cristalinas de sélidos.Portanto, a presenca de halos amorfos em
baixas intensidades confirma a auséncia de cristalinidade e é condizente com a estrutura de
nanocapsulas.

Os resultados obtidos sugerem a dispersdo molecular da CLX, resultando em
nanoparticulas de carater amorfo, para as quais se espera melhores caracteristicas de
solubilidade em relacdo ao farmaco puro. O controle da liberacdo passa a depender do

envoltorio polimero.
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5.3.5 Analise Térmica
5.3.5.1 Analise termogravimétrica (TGA)

As curvas de TGA obtidas para a CLX pura, para o polimero EUD RS100, a mistura
fisica (MF, CLX: EUD RS 100, 1:1 m/m), a lactose e as suspensdes de nanocéapsulas
poliméricas (NANO_0 e NANO_CLX) estdo representadas na Figura 20 A, B.

As formulacGes de nanocapsulas exibiram trés eventos de decomposicdo térmica. A
primeira fase de perda de massa foi associada a perda de dgua. A segunda e a terceira fase foram
atribuidas a uma combinacdo da degradacdo da cadeia polimérica e do farmaco e da
volatilizacdo dos seus produtos de decomposicdo, respectivamente. Além disso, 0s
termogramas indicaram que a temperatura de inicio de decomposi¢do térmica das nanocapsulas
foi acima de 200 °C (NANO_0 = 215,8 °C e NANO_CLX = 206,2 °C) sob fluxo de N2, 0 que
indica que as nanosuspensdes apresentaram uma estabilidade térmica adequada.

Figura 19 — Curvas de TGA: A) CLX base pura, do polimero EUD RS 100 e da mistura fisica (MF, CLX: EUD
RS100, 1:1 m/m) e B) da lactose e das suspensdes de nanocapsulas poliméricas (NANO_0 e NANO_CLX)
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FONTE: Autor (2020).

5.3.5.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Os termogramas do Eudragit® RS 100, da CLX base, da mistura fisica (1:1), da lactose
e das nanosuspensdes liofilizadas(NANO_O0 e NANO_CLX), avaliados por DSC, estdo
mostrados na Figura 20.

Para a CLX base, foi observado um Unico evento térmico em 133,5 °C, resultado

condizente com o especificado na literatura para esse farmaco,que corresponde a sua
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temperatura de fusio (HUMAN METABOLOME DATABASE, 2017). O Eudragit® RS 100
demonstrou a temperatura de degradacéo a 348,8° C como relatado anteriormente (AMIN et al.,
2012). A lactose mono-hidratada revelou dois eventos endotérmicos em 162,6 e 234,2 °C.
Como esperado, a MF apresentou os eventos térmicos atribuidos ao polimero e a CLX.

O evento de fusdo tipico da CLX ndo foi observado na curva de DSC da NANO_CLX
liofilizada. Este comportamento térmico sugere que ocorreu uma amorfizacdo do farmaco. O
resultado foi confirmado pelos padrbes de difracdo de raios X, nos quais foi constatada a
auséncia dos picos de cristalinidade do farmaco nas nanoparticulas obtidas.

Figura 20 — Termogramas obtidos por DSC da CLX base pura, do polimero EUD RS 100, da mistura fisica (MF,
CLX: EUD RS 100, 1:1 m/m), da lactose e das suspensdes de nanocapsulas poliméricas (NANO_0e NANO_CLX)
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Fonte: Autor (2020).

5.3.6 Estudo de Liberacdo in Vitro

Os perfis de liberacdo do farmaco puro e da CLX proveniente da formulacéo
NANO_CLX estdo resumidos na Figura 19, considerando os ensaios de dialise realizados. A
CLX livre apresentou um perfil de liberacdo do farmaco com rapida difusdo ao meio de saliva
artificial contendo 30% de metanol. A CLX livre atingiu um valor médio de liberacdo de 80%
aos 175 minutos de experimento. A formulacdo NANO_CLX liberou 80% de CLX aos 3240

minutos (54 h). Portanto, as nanocapsulas contendo CLX demonstraram perfis de liberacdo
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prolongada sem efeito burst, em comparacdo ao farmaco puro. No presente estudo, uma
estrutura tipica do nacleo oleoso-envoltorio polimérico foi estrategicamente planejada para
evitar a liberagdo imediata da CLX e obter uma liberacdo prolongada, evitando assim, a
administracdo de multiplas doses por dia ao paciente.

Figura 21 - Liberacdo in vitro da CLX base livre e da nanoparticula polimérica contendo clorexidina
(NANO_CLX)
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Fonte: Autor (2020).

5.3.7 Estudo de Estabilidade das Suspensdes de Nanocapsulas Poliméricas

O pH, tamanho de particulas e potencial zeta sdo parametros fisico-quimicos que podem
ser utilizados para monitorar a estabilidade das suspensdes poliméricas.

Apo6s 60 dias de armazenamento a temperatura ambiente e protecdo da luz, as
nanoparticulas poliméricas apresentavam a mesma aparéncia, sem precipitacdo ou alterac6es
de cor. Os valores referentes ao pH, tamanho da particula (nm) e potencial zeta (mV) estédo
demonstrados na Tabela 7.

Com relacgdo aos valores de pH da NANO_CLX, ap6s dois meses de armazenamento,
néo houve alteracao significativa no valor de pH (7,45 £ 0,056) em relacdo aos valores iniciais

(6,84 £ 0,094). Comportamento semelhante foi verificado para as nanoparticulas poliméricas
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sem farmaco (NANO_0), sendo o valor de pH inicial 5,50 £ 0,156 e, apds 60 dias, 5,86 +
0,078.

Quanto ao tamanho das capsulas poliméricas, paraa NANO_CLX, apds dois meses de
armazenamento, ndo foi observada alteracéo significativa do tamanho das particulas (142,67 +
12,015nm para 163,86 + 23,589 nm). No caso da NANO_0, ap6s o mesmo periodo, também
ndo foi observada alteracdo significativa do tamanho das particulas (158,2 + 30,024 nm para
147,93 + 33,587 nm).

Os valores iniciais medidos na avaliacdo do potencial zeta foram de 22,4 £ 2,532 mV e
26,50 + 2,606 mV para as nanosuspensdes NANO_CLX e NANO_0, respectivamente. Apds
0s 60 dias de acompanhamento os valores medidos foram de 18,5 * 6,075 mV para a
NANO _CLX e 22,96 = 3,697 mV para a NANO_0. Portanto, ambas as formulagdes
permaneceram com potencial zeta elevado, apresentando boa estabilidade coloidal.

Assim, foi possivel constatar que as amostras de nanoparticulas poliméricas sem o
farmaco (NANO_0) e com o farmaco (NANO_CLX) demonstraram manutencdo de suas
caracteristicas, no periodo de monitoramento, além de uniformidade entre os parametros

analisados.

Tabela 7 — Estabilidade das nanoparticulas poliméricas sem o farmaco (NANO_0) e com o farmaco (NANO_CLX)

(n=3) apds 60 dias de armazenamento em relacdo ao pH, tamanho da particula (nm) e potencial Zeta (mV)

Tamanho de Potencial Zeta
Amostras pH* i
particula (nm)* (mV)*
NANO_0 5,86 + 0,078 147,93 £ 33,587 22,96 + 3,697
NANO_CLX 7,45 = 0,056 163,86 + 23,589 18,50 + 6,075
*média + desvio padrdo Fonte: Autor(2020).

5.4 ENSAIQOS IN VITRO DE CULTIVO CELULAR

Os efeitos citotoxicos de nanomateriais devem ser considerados por dois aspectos:
toxicidade em relacdo a natureza do farmaco utilizado (no caso, a CLX), e efeitos toxicos
relacionados a forma nanoparticulada (materiais polimémicos) (ALANEZI et al., 2010).

Embora existam poucos estudos relativos a avaliacdo da eficacia dos nanoencapsulados
contendo CLX, foi demostrado que farmacos nanoencapsulados podem melhorar a eficacia
biolégica por meio de rapida penetracdo e biodisponibilidade, reduzindo o potencial de
citotoxicidade, a dosagem do farmacoe os custos de producgdo (ZHU, 2014; SENEVIRATINE
et al., 2014).
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Inicialmente, foi avaliado o potencial de citotoxicidade com concentragOes diferentes
do farmaco (CLX:12,5; 25; 50; 100 e 200 pumol, Lt em 24, 48 e 72 h em fibroblastos 3T3 por
meio dos ensaios de (MTT) e (VN). Os resultados obtidos estéo ilustrados nas Figuras 22 e 23.

Figura 22— Viabilidade celular pelo método de redugdo do MTT avaliada para a clorexidina pura (CLX pura) e
para as formulaces NANO_0 e NANO_CLX usando a linhagem celular de fibroblastos 3T3apds os periodos de
incubacédo de: A) 24 horas B) 48 horas e C) 72 horas
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FONTE: O autor (2020).

Quando se avalia os resultadosos testes de viabilidade pela metodologia do MTT apos
24 h, é possivel verificar que a CLX e a NANO_0 apresentaram uma reducdo drastica da
viabilidade celular, sobretudo nas concentragdes mais elevadas. Em contrapartida, o resultado
mais importante deste ensaio foi verificado para a NANO_CLX, a qual apresentou um melhor
desempenho, mantendo uma maior viabilidade das células 3T3, mesmo em concentragdes
elevadas do produto, 100 e 200 pmol.Lt. No tempo de 48 h, a NANO_CLX manteve uma
melhor resposta, embora ndo expressiva, em relacdo a CLX e a NANO 0. Em 72 h, a
viabilidade celular foi intensamente reduzida, mesmo para a formulagdo em estudo,
NANO_CLX.

O ensaio do MTT é um teste de citotoxicidade que mede a atividade mitocondrial de
células vivas pelas reacBes quimicas de desidrogenase mitocondrial das células viaveis
(VERMA et al, 2018). De acordo com a analise dos resultados, ,nas 48 e 72 h do teste de
viabilidade celular, as trés formulacdes se manteveram toxicas aos fibroblastos 3T3. A CLX
diminuiu consideravelmente a viabilidade dos fibroblastos, o que confirma seu poder citotoxico
ja constatado na literatura, mesmo em menores concentra¢fes e com outras linhagens celulares
usando o ensaio de MTT (SOUZA, et al, 2007; TU, et al, 2015).
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Figura 23 - Viabilidade celular pelo método do vermelho neutro (VN), avaliada para a clorexidina pura (CLX
pura) e para as formulagdes NANO_0 e NANO_CLX, usando a linhagem celular de fibroblastos 3T3, ap6s os
periodos de incubacgdo de: A) 24 horas B) 48 horas e C) 72 horas.
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Com relacéo ao ensaio empregando o vermelho neutro, CLX, NANO_0e NANO_CLX
revelaram uma manutencéo nos perfis de viabilidade das células 3T3 semelhantes para os trés
periodos de tempo, ocorrendo uma redugdo expressiva apenas no periodo de 72 h. Esses
resultados podem ser justificados porque oensaio de vermelho neutro é baseado na capacidade
das células viaveis se incorporar e se ligar ao corante que penetra nas membranas celulares por
difusdo passiva ndo-idnica, concentrando-se nos lisossomos, 0 que ocorre por ligacoes
eletrostéaticas hidrofobicas a grupos aniénicos ou fosfato na matriz lisossomal (REPETTO; DEL
PESO; ZURITA, 2008; SANSON, 2016). Em pH fisioldgico passa facilmente através da
membrana plasmatica e se concentra no interior dos lisossomos. A perda deste gradiente de pH
por mortalidade da célula ou a perda da permeabilidade da membrana inibe a incorporacéo deste
corante (HOU et al, 2013).

O resultado mais curioso € que as NANO_CLX apresentaram para os tempos de 24, 48
e 72 h um perfil de viabilidade celular em U considerando as diferentes concentracdes testadas,
0 que pode indicar que a proliferacdo celular se manteve constante, em resposta a um agente
toxico de baixa intensidade. Os ensaios de MTT e VN revelaram que todas as solucdes, em
ambas as linhas celulares, tiveram um efeito na viabilidade celular de maneira dependente da

dose, assim quanto maior a dose, maior a citotoxicidade.

5.5 ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA IN VITRO UTILIZANDO ARTEMIA SALINA

Os nauplios de Artemia salina foram utilizados no teste de toxicidade aguda, devido a
praticidade de manuseio, ao facil cultivo e ser um método rapido e baixo custo (CARVALHO

et al., 2009). A letalidade deste organismo tem sido utilizada para a identificagéo de repostas
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bioldgicas, nas quais as variaveis como a morte ou vida sdo as Unicas envolvidas (MEYER et
al., 1982; CARVALHO et al., 2008). Na avaliagdo da toxicidade de compostos ativos frente
aArtemia salina, um valor de CL50 inferior a 1000 pg.mL™ permite considerar o composto
como téxico (MEYER et al., 1982).

Os resultados relacionados a toxicidade da NANO_CLX estdo apresentados na Tabela
9. No presente trabalho, a formulagio revelou CL50 de 1483,4 ng.mL™, o que indica auséncia
de toxicidade. Estes dados toxicoldgicos, segundo Parra et al. (2001), podem ser

correlacionados com testes de toxicidade aguda oral em animais.

Tabela 8 — Mortalidade média* de Artemia salina, de acordo com as concentrages de NANO_CLX testadas

apos 24 h de exposigao.

Concentragio (pg/mL) Média de nauplios mortos +

DP
6000 9,4 + 0,55
3000 7,8+1,30
1500 6,4+ 0,55
750 5,4+ 1,52
375 3,4+0,55
187,5 2,8+0,84
93,75 16+1,14

*Ensaio realizado em sextuplicata, n = 10
Fonte: Autor (2020).

Alguns estudos relataram oefeito de toxicidade de nanomateriais em Artemia salina.
Rajabi et al (2015) avaliaram a citotoxicidade de 16 nanoparticulas usando o teste da Artemia
em comparacdo com o ensaio de MTT. Os resultados obtidos nos dois testes ndo apresentaram
diferencas estatisticas (p> 0,05). Os achados sugerem que o teste de Artemia salina pode ser
considerada uma alternativa nos experimentos de toxicidade aguda e otimizacdo do tempo de

experimentacao.
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5.6 ANALISE IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA SUSPENSAO DE
NANOCAPSULAS POLIMERICAS CONTENDO CLOREXIDINA

O uso dos agentes quimicos na higiene bucal tornou-se essencial, principalmente pelo
comprometimento sistémico dos pacientes em relacdo aos microrganismos associados as
alteracdes bucais. Os microrganismos investigados nesta pesquisa foram determinados
correlacionando-os com as infecgdes do trato respiratorio que mais acometem o paciente
intubado. A Tabela 8 resume a avaliacdo antimicrobiana das nanocapulas poliméricas de
clorexidina, frente aos controles. A formulagcdo NANO-CLX revelou inibicdodo crescimento
microbiano contra as cepas (ATCC): Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (cepa sensivel), Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
(cepa resistente - produtora de beta-lactamase de espectro ampliado), Staphylococcus aureus
BA976 e Candida albicans ATCC 14053.

Tabela 9 — Distribui¢do das CIMs (ug.mL™) e CBMs (ug.mL™?) das formulagdes NANO_CLX, CLX e CLX

comercial testadas contra cepas de referéncia ATCC

) NANO_CLX CLX CLX-c
CEPA DE REFERENCIA
CIMCBM CIMCBM CIMCBM
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 2 8 2 8 ! 8
Escherichia coli
ATCC 25922 0,5 0,5 0,25 0,5 0,25 0,5
Staphylococcus aureus
ATCC 25923 0,25 2 0,25 1 0,5 1
Enterococcus faecalis
ATCC 29212 0,5 1 0,25 1 0,5 1
Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883 8 8 8 16 16 32
Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603 16 32 16 32 32 64
Candida albicans
ATCC 14053 8 8 8 8 8 8
CIM: concentragdo inibitéria minima; CBM: concentracdo bactericida minima; NANO_CLX

(nanoparticula contendo clorexidina); CLX (clorexidina pura a 0,12%); CLX-c a 0,12% (clorexidina

comercial).

Fonte: Autor (2020).

A formulacdo NANO_CLX demostrou atividade semelhante a da CLX pura e da

CLX-c, apos 24 h de incubagdo. Em particular as cepas de K. pneumoniae (ATCC 13883 e
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ATCC 700603) e para C. albicans as CIMs ficaram entre 8 ¢ 32 pg/ml. As CBM variaram de 1
a 3 vezes as CIMs. Os resultados da amicacina ficaram dentro do esperado, entre
0,5-4 ng.mL! para E. coli ATCC 25922; 1-4 ug.mL™* para P. aeruginosa ATCC 27853 e
S. aureus ATCC 25923 e 64-256 pug.mL para E. faecalis ATCC 29212. Esses microrganismos
sdo prevalentes no desenvolvimento das infecg@es respiratorias, em especial, as PAVS.

De modo geral, apds 24 h de incubagdo as formulagcbes mostraram um potencial
antimicrobiano semelhantes em relagdo ao controle positivo. Neste sentido o processo de
encapsulacdo usando o poilimero metacrilico ndo prejudicou o desempenho antimicrobiano da
clorexidina. Em relagdo a andlise destes resultados a formulacdo de nanocapsula contendo
clorexidina (NANO_CLX), o efeito antimicrobiano apresentou semelhancas aos estudos de Dos
Santos, (2018) e Reinke (2014), o qual demonstrou eficacia na inibicdo do crescimento
bacteriano.

O efeito antimicrobiano comprovado neste trabalho tem elevado importéancia clinica,
uma vez que estes microrganismos sdo prevalentes no desenvolvimento das infeccdes

respiratorias, em especial, a PAV.
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6 CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho demonstram que as nanocépsulas poliméricas contendo
CLX podem ser preparadas a partir do Eudragit® RS 100 pela técnica de deposicéo interfacial
do polimero. O método analitico desenvolvido e validado por UHPLC mostrou-se seletivo,
linear, preciso, exato e robusto para a quantificacdo da CLX em nanocapsulas poliméricas.
Valores superiores a 99% de eficiéncia de encapsulacdo foram obtidos para as nanocapsulas
desenvolvidas com o farmaco. As caracteristicas fisico-quimicas das formulacGes foram
investigadas e os resultados obtidos foram adequados. As nanocépsulas de CLX revelaram
tamanho nanométrico, indice de polidispersao reduzido e o potencial zeta positivo.

Os ensaios efetuados por difracdo de raios X e de calorimetria exploratéria diferencial
constataram a auséncia de cristalinidade do farmaco das nanocépsulas, evidenciando que o
processo de nanoencapsulacdo conduziu a uma amorfizagdo da CLX. A liberagédo prolongada
do farmaco das nanocapsulas foram demonstrados nos ensaios de dissolu¢do por um perido
proximo a 72 h. As formulagbes de nanocapsulas desenvolvidas apresentaram resultados
satisfatorios com relagdo aos parametros de estabilidade apds 60 dias de armazenamento.

A suspensdo de nanoparticulas poliméricas de CLX possui atividade antimicrobiana
contra as cepas: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae (cepa sensivel), Klebsiella pneumoniae (cepa
resistente - produtora de beta-lactamase de espectro ampliado), Staphylococcus aureus e
Candida albicans. O ensaio de toxicidade aguda com Artemia salina realizado para a
NANO CLX nao apresentou letalidade (CL50 de 1483,4 ug/mL), o que indica auséncia de
toxicidade.

Os estudos in vitro de cultivo celular utilizando linhagens 3T3, mostraram que nas
concentracdes analisadas, as formulacdes desenvolvidas ndo apresentaram potencial citotoxico.

Assim, é possivel sugerir que as nanocapsulas poliméricas elaboradas com o polimero
Eudragit® RS 100 apresentam as condigcbes adequadas para o controle da liberacdo da
clorexidina, sendo uma potencial formulacdo para utilizacdo na prevencdo de infecgdes do
sistema respiratorio no ambiente hospitalar, entretanto sdo necessarios estudos pré-clinicos e

clinicos adicionais.
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