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Resumo

O numero de infe¢des bacterianas nos ultimos anos tem vindo a aumentar
acentuadamente devido a uma subida brusca na quantidade de bactérias
multirresistentes. Todos os anos, um numero estimado de dois milhGes de pessoas
sofre de infec¢Bes provenientes de agentes bacterianos. Entre estas, cerca de vinte e
trés mil morrem devido a complica¢des resultantes da resisténcia bacteriana.

Deste modo, a procura e desenvolvimento de novos agentes antibacterianos
tem vindo a tornar-se uma prioridade. No contexto desta busca, a bacitracina surge
como uma alternativa. Um antibidtico esquecido e com enorme potencial no combate
a infecgOes bacterianas resistentes a outros antibidticos, a bacitracina é um farmaco
hidrofilico polipeptidico com acdo antibidtica, principalmente em bactérias Gram
positivas, como Staphylococcus aureus. E utilizada na forma de pomada no tratamento
de infecGes oculares e de infe¢des localizadas na pele.

Por outro lado, a bacitracina € um antibiotico com um elevado nivel de
nefrotoxicidade, tendo vindo a ser substituida por outros antibidticos menos téxicos.

Desta forma, as nanoparticulas lipidicas multiplas (MLN) surgem como forma
de contornar esta situacdo. Estas permitem criar sistemas de libertacdo controlada de
farmacos, tornando possivel ultrapassar alguns dos problemas que se encontram nos
farmacos usados de modo dito convencional.

Assim, a presente dissertacdo tem como objetivo principal o desenvolvimento
de uma nova formulacdo de bacitracina baseada em nanoparticulas lipidicas do tipo

MLN, para administracao topica.

Palavras — chave: bacitracina, libertagdo controlada de farmacos, nanoparticulas

lipidicas multiplas: MLN.
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Abstract

In recent years, the number of bacterial infections has increased due to a sharp
rise in the amount of multi-resistant bacteria. Last year, approximately two million
people were infected with bacterial agents. Among these, about twenty-three
thousand died due to complications caused by bacterial resistance.

Therefore, the research and development of new antibacterial agents has
become a priority. In the context of this search, bacitracin comes in as an alternative. A
long-forgotten antibiotic with enormous potential to fight antibiotic-resistant bacterial
infections, bacitracin is a hydrophilic polypeptidic drug with antibiotic action, mainly in
Gram-positive bacteria, such as Staphylococcus aureus. It is used in the form of
ointment to treat eye and localized skin infections.

On the other hand, bacitracin is a highly nephrotoxic antibiotic, which has often
been replaced by other less toxic antibiotics.

Multiple lipid nanoparticles (MLN) appear as a way to get around this situation.
These allow the creation of controlled drug delivery systems, which allow to overcome
some of the problems that can occur with usage of drugs in a so-called conventional
fashion.

Thus, this dissertation has as its main goal the development of a new
application of bacitracin applied in multiple lipid nanoparticles, for topical

administration.

Keywords: bacitracin, controlled drug delivery systems, multiple lipid nanoparticles:

MLN.



| Desenvolvimento e caracteriza¢dao de uma nova formulag¢do de Bacitracina em
Nanoparticulas Lipidicas Multiplas|



[ndice

N [0 o Yo [0 Tor-To T f=To I [or- [PPSR UUPPRROTPPP 1
1ol A PELE ceiiiiiiiiii et e e 2
1.1.1 D] o1 N Yo RN 2
1.1.2  HISTOLOGIA c.etiiiiiitiie ittt s e s s sbba e e s asan e e s 2
1.1.3 PRINCIPAIS FUNGOES .uuiiitiiiiieiiieeeiieceiieeetieetteertieertnessnnesesnsessnsessnnersnnessnnesees 3
1.1.4 ABSORGCAD NA PELE cevtuuieiitiieeeeetieeeeetie e ettt eeeeatneeesesnneesesnneesesnneesesnneessnnnnns 4
1.1.5 INFECOES DA PELE 1uivvuniiiiieiiiiieiiieeeiiieeiteertteettneersneertnessnesssnsessnsessnsessnnessnnesees 6

1.2 FARMACO: BACITRACINA ...ooiiiiiiiiiiiitettte e ettt e e e e s e e e e e s e s ee e e e e e e seanns 7
1.2.1 ESTRUTURA E METABOLISMO DE AGAD .uuuieviinieeeetiieeeeenteeeeerneeesenneeesenneeesennnnns 8
1.2.2  TERAPEUTICA ceiiiiiitiiie ittt sttt e s bba e e s s anae e e s 9

1.3 NANOTECNOLOGIA . ieiiteiteteee e e sttt it e e e e s s e senere e et e e e s e sesnsreeeeeeesesesannnreeeeeeesssannnns 9
1.3.1  NANOPARTICULAS LIPIDICAS ...eeviiiiiiiiieiiiiiiee ettt ettt e e srne e s 10
1.3.2  NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS ....cccouriiiiiiiiiiiiiiiie it 11
1.3.3  TRANSPORTADORES LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS .....eevviiruruiiriniinieeiiinneennns 13
1.3.4  NANOPARTICULAS LIPIDICAS MULTIPLAS ....ovtiiiiiiiieeiiiiiieeeiieteessirneeeseineee s 14

N |V, (o 1 1V Tor- [ TSR 16
B © 1 o114 V7o TSRS 19
4  Parte Experimental @ ME&Lodos ........ceiiiiieicciiiiiiee e 21
4.1  REAGENTES E SOLVENTES ..eiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiiiiie s esirie e sine e inas e snnne e ssann s e s snnaeee s 22
4.2 MMATERIAIS .etitiiiiiiiiitiite ettt s et e e s s sar bt e e e s s e e s e e s e e s s e s snnnnees 22
4.3 EQUIPAMENTOS ..uuttiiiiiiiiieiiiiriee sttt e e sire e e e sbr e e s iba s e e s s aba e e s seaana e e s saranee s 23
A 1 00 0 1T o0 Y N 24
4.4.1 PRODUGCAO DE NANOPARTICULAS LIPIDICAS MIULTIPLAS weuuviiieveeeeeeieeeeeevieeeeanns 24

Xl



4.5 1V 23 (0 T LSRN 25

45.1 ESTUDOS PRELIMINARES DE FORMULAGAO .cvvuunieiiiieeeeiieeeeeeieeeeevieeeeeateeeeeanns 25
4.5.2  DESENHO EXPERIMENTAL DO TIPO BOX = BEHNKEN......uvveiiiiriieiiiiiiee e 25
453 TAMANHO E DISTRIBUICAO DE TAMANHO ...ccuuuiieiiiiieeeeiiieeeeeeteeeeernneeeesnneeeeanns 28
4.5.4  POTENCIAL ZETA. . uitiiiiiiriieiiiiiieeeninte e siri e e s siaa e s s eara s e s s bas e e s saraaeessans 29
45,5 EFICIENCIA DE ENCAPSULAGAD ..ccvvveiiiiiieeiriiiieeeretiieeererieeeessneesessnnesrernnnesssnns 30
4.5.6  CAPACIDADE DE CARGA ..coitiiiiiiiiiiiitttee e ettt e e e s e e e e s e sneneeeeeee e 30
457 ENSAIOS DE LIBERTAGAO IN VITRO .cevuniviiieiiieeeieeiiieeeiieersieertneeesnsssssessnnessnnens 31
4.5.8 ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR....cetteieiiieinrrittreeeseeesennreeereeesssessnnnneeeeeeeens 32
459 ESTUDOS DE PERMEAGAD ...ivvuierieeriieriieereneessneeenneersneersneerssiesssnsesssessnsessnnens 33
RESUILAA0S € DISCUSSA0 ..uuvvieiiiiiiieeiiiiteeeeiitee e ettt e sttt e e s st e e e s sabaeeessineeeessnbeeeenans 35
5.1 ESTUDOS PRELIMINARES DE FORMULAGAOD ...uuieiuiieeiieeteeeiieeeeneeeeneesnnseesneeesnnessneseens 36
5.2 OTIMIZACAO DA FORMULAGAD .. cctuteereeertieertieereteertneertisertneersneesssnessssessisessnsessnens 38
5.2.1  DESENHO EXPERIMENTAL DO TIPO BOX — BEHNKEN.....ceteetiiriinriieeeeeee s 38
5.3 ESTUDOS DE LIBERTAGAO IN VITRO c..eeeueereeuieriienitetesieesseesesieesneesesieesreenesaeesneennens 44
5.4  ESTUDOS DE PERMEAGAD .uuiiitiiiiiiiiieiiiieeeiieeetieetteeeneestneersnersnnesstnsessasessnsessnnens 46
5.5  ESTUDOS DE VIABILIDADE CELULAR ...ccciiiuiiiiiiiiiiiee e sine e snnn e anne e 47
55.1 LINHA CELULAR LO29 ...ciiiiiiiiiiiiiiiiittien it 47
5.5.2 LINHA CELULAR HACAT ..eiiiiiiiiiriiiiiicc ittt 49
Conclus3o € Perspetivas FUTUES......ccvvveeeieeeiiiiiiiieeeee e eecitreeee e e e e e sennraeeeeeseeeeeans 50
Referéncias Bibliograficas .....cccuuieeiee i 54
FAY = (o LU PO PPPRPPPP 60
8.1 RETA DE CALIBRAGCAO DA BACITRACINA . ..uuitteieitietiieitieeetieertieereseestneersneersanersnesens 61
8.1.1 TAXA DE ENCAPSULAGAD cuuvivvniiiieeiieiiiieeetieetieeetieersieessneessnneestnsessneessnsersnnens 61
8.1.2  ENSAIOS DE LIBERTACAO E PERMEAGAOAPH 7.4 ....oevviiiiiiiiiiiicecc 61

Xl



| Desenvolvimento e caracteriza¢dao de uma nova formulag¢do de Bacitracina em
Nanoparticulas Lipidicas Multiplas|

8.1.3 ENSAIOS DE LIBERTACAO APH 5.5 ooeniiiii s 62

Xl



| Desenvolvimento e caracteriza¢dao de uma nova formulag¢do de Bacitracina em
Nanoparticulas Lipidicas Multiplas|

XV



Indice de Figuras

Figura 1.1 — Vias de absorg¢do percutanea. Adaptado [9] .....cccceecvveeeeiiiiee e, 5
Figura 1.2 — Estrutura quimica da Bacitracina [15,16] .......ccccvevriiieeeiiiiieeesiiieeeeeieee e 8
Figura 1.3 — Modelos tedricos de possiveis estruturas de SLN. Os quadrados pretos
representam as moléculas de farmaco. [30].....ccccveieiiiie e 12
Figura 1.4 — Representacdo esquematica das diferencas entre a) estrutura da matriz
cristalina perfeita das SLN, b) estrutura da matriz imperfeita das NLC. [20]................. 13
Figura 1.5 — a) imagem obtida por TEM da estrutura da MLN, amplificado: 100,000 X;
b) imagem ilustrativa da estrutura da MLN. Adaptado [31] ....cccccoereeiiiiieeeeciieeeeeee. 14

Figura 4.1 — Diagrama da producao de Nanoparticulas Lipidicas Multiplas (MLN)....... 24

Figura 4.2 — Arranjo do desenho experimental do tipo Box-Behnken para 3 fatores

[ . ettt et e et et e et e e e et e et e e e e e et e et ee et ee e e eee et ee et ee st eneeeeeneneenan. 26
Figura 4.3 — Diagrama de montagem de uma Célula de Difusdo de Franz [22]. ........... 33
Figura 5.1 — Influéncia dos lipidos sdlidos no diametro médio das particulas,

polidispersao, capacidade de carga (CC) e eficiéncia de encapsulacdo (EE). (média + SD;
n = 3). As barras de cor, cinzento-claro correspondem a polidispersao e CC. As barras
de cor, cinzento-escuro correspondem ao tamanho e EE. .........cccocviiiviiiiiiicciiineeen, 37
Figura 5.2 — Gréficos de superficie e resposta apresentando duas varidveis
dependentes e o efeito do fator a) tamanho (nm); b) polidispersdo; c) potencial zeta
(mV); d) eficiéncia de encapsulc¢do (%); e) capacidade de carga (%). ......ccoevrvvveeeeeeeennns 41
Figura 5.3 — Representacao grafica dos estudos de libertacdo in vitro da bacitracina
encapsulada (MLN — Bac) utilizando como meio PBS a pH 7.4 e tampdo acetato a pH
ST ([ Te T ) D a T ) TR TP ROPP PP 45
Figura 5.4 — Representagao grafica dos resultados obtidos através dos estudos de
permeacdo in vitro. Como barreira de permeacao foi utilizado pele da orelha de porco,
PH 7.4 e uma temperatura de 37 °C. ..o e e e et e e e e e 47
Figura 5.5 — Representacdo grafica da viabilidade celular dos estudos efectuados com a

linha celular 1929, usando diferentes concentracdes de MLN — Placebo, MLN — Bac e

XV



Bac — livre. A linha vermelha representa o valor minimo aceitdvel de viabilidade celular
recomendando pela ISO. (MEédia £ SD; N =3).iiciiiiiiiecieecee e 48
Figura 5.6 — Representac¢do grafica da viabilidade celular dos estudos efectuados com
a linha celular HaCaT, usando diferentes concentra¢des de MLN — Placebo, MLN — Bac
e Bac — livre. A linha vermelha representa o valor minimo aceitdvel de viabilidade

celular recomendando pela ISO. (Mé&dia £ SD; N =3) .ciicieiiiieeceeeee e 49

Figura 8.1 — Representacdo grafica da reta de calibracdo obtida para a determinacdo
da taxa de encapsulagdo de Bacitracina Nas NP. .......cccccviiieiee e e, 61
Figura 8.2 — Representacdo grafica da reta de calibracdo obtida para a determinacdo
da taxa de libertagcdao a pH 7.4, in vitro, para a Bacitracina nas NP e para a Bac — livre. 62
Figura 8.3 — Representacdo grafica da reta de calibracdo obtida para a determinacdo

da taxa de libertagcao a pH 5.5, in vitro, para a Bacitracina nas NP e para a Bac — livre. 63

XVI



| Desenvolvimento e caracteriza¢dao de uma nova formulag¢do de Bacitracina em
Nanoparticulas Lipidicas Multiplas|

XV



| Desenvolvimento e caracteriza¢dao de uma nova formulag¢do de Bacitracina em
Nanoparticulas Lipidicas Multiplas|

XVIII



Indice de Tabelas

Tabela 1.1 — Infe¢Oes cutaneas e o respetivo agente patogénico envolvido. ................. 7
Tabela 4.1 — Designacgao do grau de pureza e marca dos reagentes utilizados. ........... 22
Tabela 4.2 — Registo do modelo e marca dos materiais utilizados. .......c.cccceeeeeeeeennnnnee. 22
Tabela 4.3 — Registo do modelo e marca dos equipamentos utilizados........................ 23

Tabela 4.4 — Valor real pesado para cada varidvel independente, em cada formulacdo

de MLN — Bac, ap6s a aplicacdo do modelo matematico. ........cccceecvveeieciieeeccciiee e, 27

Tabela 5.1 — Resultados obtidos nas diversas formulagdes, através da correlagdo das
VLR NI oL L= o 1T a o [T 0 A= PSP 39
Tabela 5.2 — Valor previsto para cada varidvel independente e dependente e intervalos
de confianca previstos pelo modelo experimental do tipo Box — Behnken. ................. 42
Tabela 5.3 — Valor de cada constituinte da formulagao otimizada de MLN — Bac. ....... 42
Tabela 5.4 — Dados obtidos na caracterizagdo das nanoparticulas lipidicas multiplas
adquiridos, através da técnica de DLS. (Média £ SD; N =6) w.ccceevveeccvrreeeeeeeeeeinrreeeeenen, 43
Tabela 5.5 — Valores de eficiéncia de encapsula¢cdao e de capacidade de carga por

medicdo indirecta de UV — Vis da formulacdo de nanoparticulas. (média + SD; n =6). 44

Tabela 6.1 — Formulacdes baseadas na nanotecnologia, de Bacitracina, descritas na

LT r=) 0 = TP 51

XIX



| Desenvolvimento e caracteriza¢dao de uma nova formulag¢do de Bacitracina em
Nanoparticulas Lipidicas Multiplas|

XX



Abreviaturas e simbolos

Abs
Bac
CC
DLS
EE
ELS
LNP
MLN
MTT
NLC
NP
PBS
PDI
SLN
TEM
uv
P

Absorvancia

Bacitracina

Capacidade de Carga

Dispersao dinamica da luz, do inglés “dynamic light scattering”

Eficiéncia de encapsulacdo

Dispersdo de luz eletroforética, do inglés “electrophoretic light scattering”
Nanoparticulas lipidicas

Nanoparticulas lipidicas multiplas, do inglés “multiple lipid nanoparticles”
Brometo de azul de tiazolil tetrazdlio

Transportadores lipidicos nanoestruturados, do inglés “nanostructured lipid carriers”
Nanoparticulas

Solucdo de tampao fosfato salino

indice de polidispersdo, do inglés “polydispersity index”

Nanoparticulas lipidicas sdlidas, do inglés “solid lipid nanoparticles”

A ",

Microscopia eletrdnica de transmissado, do inglés “transmission electron microscopy”

Ultravioleta

A "

Potencial Zeta, do inglés “zeta potentia

I"

XXI



| Desenvolvimento e caracteriza¢dao de uma nova formulag¢do de Bacitracina em
Nanoparticulas Lipidicas Multiplas|

XXII



| Desenvolvimento e caracteriza¢dao de uma nova formulag¢do de Bacitracina em
Nanoparticulas Lipidicas Multiplas|

1 Introducao Teorica




1.1 APELE

1.1.1 DEFINICAO

A pele é o maior e mais versatil drgdo do nosso corpo, € uma membrana
heterogénea: lipofilica na superficie e hidrofilica nas suas camadas mais profundas [1].
Cobre toda a superficie do corpo e esta em contacto direto com o meio ambiente [1,2].
E um 6rgdo muito complexo devido a sua histologia e isso é traduzido nas suas funcdes
multifacetadas de extrema importdncia para a sobrevivéncia e o bem-estar humano
[1].

Estas funcionalidades da pele levam a pensar na necessidade de estudar as suas
caracteristicas de forma a utilizd-la para fins terapéuticos. Neste sentido, as vias de
entrada de farmacos na pele, bem como a penetragdo percutanea, a retengao na pele
e a sua biodisponibilidade, sdo alguns aspetos importantes que precisam de ser

estudados [1].

1.1.2 HISTOLOGIA

A pele divide-se em trés camadas primarias: epiderme, derme e hipoderme [3].
A epiderme é a camada mais superficial, ndo vascular e composta por epitélio
gueratinizado estratificado escamoso com diferentes tipos de células e camadas
celulares [4]. A por¢cdo mais externa da epiderme, o estrato cérneo, é a principal
barreira de penetracdao que protege o corpo da perda excessiva de dgua e danos
causados por agentes tdxicos e microorganismos do meio ambiente [2,3]. Essa camada
consiste em células achatadas e mortas, embebidas numa bicamada lipidica [2,5].

Sob a epiderme encontra-se a derme, caracterizada por tecido conjuntivo
irregular denso e responsavel pela forca e flexibilidade da pele [4]. Esta camada
contém terminacdes nervosas, glandulas sudoriparas, foliculos capilares e vasos
sanguineos.

Por fim, localizada abaixo da derme encontra-se a hipoderme ou camada
subcutanea de tecido conjuntivo frouxo, que faz a ligacdo da derme aos 6rgaos
subjacentes [4,5]. Esta zona é composta por duas camadas separadas por uma fdascia

superficial: a camada areolar (mais préxima da derme) que é formada por adipdcitos



globulares dispostos verticalmente e a camada lamelar (camada mais profunda), onde
as células sdo de menor tamanho e dispostas horizontalmente e os vasos sanguineos
sdo maiores. Estas camadas de tecido adiposo que modelam o corpo de forma variavel
servem como fonte de energia e na regulacdo da temperatura protegendo contra o
frio [4].

1.1.3 PRINCIPAIS FUNCOES

A pele é um 6rgdo essencial para a sobrevivéncia humana ja que atua como
barreira protectora contra agentes do meio ambiente como bactérias e virus, sendo

também responsavel por vdrias fungdes essenciais, como as seguintes:

- Protegdo: o epitélio estratificado queratinizado da epiderme é a primeira linha
de defesa contra agentes abrasivos externos ao organismo, esta também forma uma
barreira protectora a microrganismos estranhos. Para além disso, a epiderme
apresenta uma estrutura hidrofébica que permite minimizar as perdas de fluidos
corporais por desidratacdo. Devido a exposicdo didria a raios ultravioleta (UV), a pele,

de forma a proteger-se aumenta a sintese de melanina.

- Percegao sensorial: as numerosas terminag¢des nervosas encapsuladas e livres

na pele respondem a estimulos de temperatura (calor e frio), toque, dor e pressao.

- Termorregulagdo: a pele transpira para arrefecer o organismo e contrai o
sistema vascular na derme para conservar o calor. Por exemplo, devido ao exercicio
fisico ou ambiente quente ha um aumento da temperatura corporal. De forma a
regular este aumento, para além da transpiracdo, ocorre uma maior dilatacdo dos
vasos sanguineos para facilitar a perda de calor. Por outro lado, em temperaturas
baixas, o calor é conservado pela constricdo dos vasos sanguineos e pela diminuicdo do
fluxo sanguineo para a pele; esta constricdo é feita pelas glandulas sudoriparas em

conjunto com os vasos sanguineos e tecido adiposo.



- Sintese de vitamina D: a vitamina D é essencial para que ocorra absorg¢do de
calcio e fésforo na mucosa intestinal e para a formacdo e mineralizacdo dssea. A
sintese de vitamina D é realizada na epiderme durante a exposicao da pele aos raios

UV do sol.

- Excregao: a pele atua como um 6rgao excretor de substancias ndo essenciais

ao organismo, como por exemplo alguns residuos catabdlicos de azoto e agua.

- Armazenamento: ocorre na hipoderme, na camada mais interna da pele,

nesta existe um depdsito de calorias, glicogénio e colesterol.

- Absorgao: através da pele é possivel absorver certas substancias lipossoluveis,

bem como farmacos com finalidade terapéutica.

1.1.4 ABSORCAO NA PELE

A importancia da pele é indiscutivel como via de administragdao de farmacos,
devido a sua grande superficie e facil acesso. A principal vantagem da terapéutica
tdpica, relativamente a terapéutica sistémica, reside no facto de estar indicada para
situacdes localizadas, permitindo maior concentracdo local e menores efeitos
sistémicos. O principal obstaculo das formula¢des para uso tépico é a limitacdo da
absorcdo de substancias através da pele [5,6]. Esta absorcao percutanea depende nao
s6 das propriedades fisico-quimicas do farmaco, mas também do veiculo e integridade
deste 6rgao.

O estrato cérneo é o maior responsavel pela limitacdo da absor¢do de
farmacos; este constitui uma verdadeira barreira a passagem das substancias para o
interior do organismo [5]. A absor¢ao percutanea de fdrmacos é definida como a forma
como as substancias atravessam as camadas da pele até a corrente sanguinea e
linfatica [7]. A difusdo do farmaco até a superficie cutanea pode ser dividida em 3
etapas: penetracdo - consiste na passagem de uma substancia pela camada cérnea até
ao interior do organismo; permeacdo - a passagem de uma substancia com
determinadas caracteristicas e estruturas nas diversas camadas da pele (epiderme e

derme); absorcdo - a entrada da substancia para a corrente sanguinea [7,8].



Existem duas principais vias de absor¢ao percutanea:

1. Via Transepidérmica

Via transcelular - através das células do estrato cérneo; ocorre geralmente para

farmacos apolares;
Via intercelular - entre as células do estrato cérneo; é comum para farmacos polares e

de baixo peso molecular;
2. Via Anexial

Via transfolicular - através dos foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas.

E importante reter que varidveis como as caracteristicas fisico-quimicas do

farmaco, do veiculo, as condi¢des de aplicagdo, as condi¢cdes da pele, e o metabolismo

cutaneo influenciam a absorcdo percutanea [9]. Na figura 1.1 é possivel observar as

diversas vias de absorcdo na pele.

Via Transfolicular

.
N . -
Via Intercelular ! Via Transcelular
L]
L}
L

Estrato Corneo

Figura 1.1 — Vias de absor¢do percutanea. Adaptado [9]



1.1.5 INFECOES DA PELE

As infe¢Oes cutaneas sdao muitas vezes provocadas por uma perturbagao na
flora bacteriana da pele. Esta flora bacteriana é constituida essencialmente por
Staphylococcus epidermidis e Propionibacterium acnes [10]. Estes procariontes
apresentam uma baixa viruléncia e raramente originam doengas.

Atualmente sabe-se que o pH desempenha um papel fisiolégico importante no
controlo microbiano, uma vez que a pH 4cido existe uma inibicdo da colonizagdo de
agentes patogénicos, como por exemplo Staphylococcus Aureus [11]. Para além disso,
o pH também influencia as fung¢bes da barreira cutanea, como por exemplo: na
sintese, na diferenciacdo e renovacdo das células epiteliais [11].

III

Numa pele sd o pH “normal” é acido e varia entre 4.1 — 5.8, embora apresente
algumas variagdes ligeiras na face, tronco e extremidades [11]. No caso de uma pele
debilitada, ou seja, que apresenta uma barreira cutdnea perturbada, o pH esta
aumentado, promovendo a coloniza¢do de agentes patogénicos e sendo, portanto,
zonas propensas a infecoes [11,12].

Os principais causadores de infe¢cdes sdo os microrganismos que colonizam
ocasional e transitoriamente a pele como: Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, bactérias entéricas gram-negativas e Cdndida albicans [11,12]. Posto isto,
estudos demonstraram que um pH de 7.5 na superficie da pele leva a uma melhor
adesdao e multiplicacdo de Staphylococcus aureus e outros agentes patogénicos
promovendo assim, a sua colonizacdo e posterior infecdo cutanea [11,12].

A Tabela 1.1 mostra algumas infe¢cdes cutaneas existentes e o agente

patogénico envolvido.



Tabela 1.1 — Infe¢Ges cutaneas e o respetivo agente patogénico envolvido.

Diagndstico Agente(s) mais provavel(eis)

Staphylococcus aureus;
Impetigo nao bolhoso; Ectima
Streptococcus pyogenes

Impetigo bolhoso; Escarlatina
Staphylococcus aureus
estafilococica

Sindroma da pele escaldada Staphylococcus aureus
Foliculite, Furtinculo e Antraz Staphylococcus aureus
Erisipela Streptococcus pyogenes

Celulite localizada sem sinais sistémicos Staphylococcus aureus;

Staphylococcus aureus;
Piomiosite
Streptococcus pyogenes

Em muitos estudos da literatura cientifica, é possivel verificar que o
Staphylococcus aureus é o agente bacteriano mais frequente em infecdes na pele. A
infecdo pode ser uni ou polimicrobiana, pode ficar confinada as camadas mais
superficiais da pele ou estender-se aos tecidos mais profundos, chegando mesmo a

corrente sanguinea [12].

1.2 FARMACO: BACITRACINA

A bacitracina foi descoberta em 1945 apds o isolamento dos restos de uma
ferida de uma menina, Margaret Tracey. Posteriormente, os seus detritos isolados
cresceram, dando origem a uma mistura de polipéptidos ciclicos relacionados,
produzidos pelos microorganismos Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis [13,14].

Mais tarde, estes polipéptidos deram origem ao nome de bacitracina, e em
1948 foi aprovado o seu uso nos Estados Unidos da América, na prevencao e

tratamento de infe¢Ges cutaneas localizadas, agudas e crénicas [14].



1.2.1 ESTRUTURA E METABOLISMO DE ACAO
A bacitracina é um farmaco hidrofilico polipeptidico com ac¢do antibidtica [15].
Na Figura 1.2 é possivel analisar a sua estrutura.

Formula Molecular: C66H103N 17016S
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Figura 1.2 — Estrutura quimica da Bacitracina [15,16]

A bacitracina é absorvida maioritariamente em pele desnudada e queimada, de
forma a impedir a transferéncia de peptidoglicano, presente na parede celular de seres
procariontes, para a parede celular das células da pele [14,16]. Subsequentemente a
bacitracina promove o aumento da permeabilidade da parede celular e inibe a sintese
proteica, o metabolismo de acidos nucleicos e outros processos metabdlicos como a

sintese de acido fdlico levando assim, a apoptose celular bacteriana [14,17].



1.2.2 TERAPEUTICA

Este antibidtico pertence ao grupo farmacoterapéutico de medicamentos
usados em afe¢Bes cutaneas, anti-infeciosos de aplicagdo na pele, antibacterianos [18].
Apresenta uma acdo antimicrobiana contra vdrias bactérias gram-positivas, como
Staphylococci, Streptococci, Corynebacterium, Clostridium e Actinomyces [14]. Alguns
organismos gram-negativos, como Gonococos e Meningococos também exibem
suscetibilidade [14]. Estd indicada no tratamento de feridas superficiais provocadas
por organismos suscetiveis. E utilizada principalmente na forma de pomada no
tratamento de uma variedade de infe¢des oculares e localizadas da pele, assim como
na prevencao de infecGes de feridas em monoterapia ou numa terapéutica combinada

com outros antibidticos [19,20].
1.3 NANOTECNOLOGIA

No final da década de 50, o fisico Richard Feynman dirigiu-se a assembleia da
sociedade americana de fisica, a destacar o seu mais recente projeto intitulado “Ha
muito espaco ld em baixo”, mostrando assim pela primeira vez, a possibilidade de
manipular atomos de forma a formular novos materiais [21]. Esta palestra é por

muitos considerada como sendo o ponto de partida para a nanotecnologia.

A nanotecnologia é definida como uma ciéncia capaz de manipular atomos e
moléculas, criando novas matérias e posteriormente novos produtos a escala

nanométrica [21,22].

O que torna a nanotecnologia tao interessante, e quais sao as estratégias atuais

na preparacdo de formulacdes com farmacos?

Uma estratégia bem conhecida é o desenvolvimento de nanoparticulas para
aplicacdoes biomédicas e biotecnoldgicas [23]. No que respeita a area das ciéncias
farmacéuticas, e em particular o encapsulamento de farmacos, nas ultimas décadas
sdo varios os estudos realizados em todo o mundo com o objetivo de desenvolver

sistemas que permitam direcionar e controlar a libertacao de farmacos [21].



O desenvolvimento de sistemas de nanoencapsulagdao teve um marco
importante nos aos 60 na area das ciéncias farmacéuticas e cosmética, uma vez que
possibilitou, através da utilizagdo de nanoparticulas uma libertacdo controlada de
principios ativos, contribuindo assim para uma melhor biodisponibilidade de alguns
farmacos bem como a diminuigdo da respetiva dose terapéutica e toxicidade [21,22].
Esta estratégia tem sido direcionada para o uso de novas terapéuticas em vdrias
doengas, de forma a garantir um tratamento mais eficaz e seguro [21,24]. Neste
momento existem vdrios tipos de nanoparticulas, produzidas a partir de diferentes
materiais, com diferentes formas, tamanhos e aplicagbes. Entre estas, as
nanoparticulas lipidicas tém ganho grande destaque como sistemas de entrega de

farmacos, devido as suas numerosas vantagens e propriedades biocompativeis.

1.3.1 NANOPARTICULAS LIPIDICAS

As nanoparticulas lipidicas sdo constituidas por lipidos estabilizados por um ou
dois tensioativos (surfactantes) e apresentam tamanhos entre 1 a 1000 nm [25,26]. A
primeira gera¢cdo de nanoparticulas surge como uma alternativa aos tradicionais
transportadores coloidais, tais como lipossomas e nanoemulsdes [5,23]. As
nanoemulsdes apresentam uma estrutura idéntica as nanoparticulas lipidicas, com
excecdao do nucleo, que nestas é formado por uma matriz de éleos liquidos e nas
nanoparticulas lipidicas por lipidos sdlidos [8,26]. Esta alteracdo faz toda a diferenga no
desempenho das nanoparticulas lipidicas. O facto de possuir uma matriz sélida faz com
gue os farmacos encapsulados estejam protegidos da degradacdo quimica e
enzimatica e, por outro lado, aumenta a estabilidade do sistema a longo prazo [8].
Para além disso, as nanoparticulas lipidicas sdo biodegradaveis, ndo tdxicas e capazes

de armazenar/libertar o farmaco por periodos de tempo longos [22].
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Posto isto, dentro das nanoparticulas lipidicas, existem trés tipos de sistemas:
as nanoparticulas lipidicas sdlidas (SLN do inglés, solid lipid nanoparticles), os
transportadores lipidicos nanoestruturados (NLC do inglés, nanostructured lipid
carriers) e as nanoparticulas lipidicas multiplas (MLN, do inglés multiple lipid
nanoparticles). Os trés tipos de nanoparticulas lipidicas sdo classificados tendo em

conta a sua estrutura interna.

No ambito do projeto desenvolvido e descrito nesta memodria, as
nanoparticulas de interesse sdo as nanoparticulas lipidicas multiplas, pelo que essas

serao abordadas com mais detalhe.

1.3.2 NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS

As SLN sdo a primeira geracdao de nanoparticulas lipidicas, sendo constituidas
por uma matriz homogénea, na qual se pode localizar o fdrmaco ou substancia
bioativa. Esta caracteristica faz com que haja um aumento do controlo da cinética de
libertagcdo dos farmacos encapsulados, levando assim a uma retardacdo da reacao de

degradacdo do farmaco [21,26].

Como vantagem deste tipo de nanoparticulas, destaca-se a capacidade de
proporcionar uma libertagao controlada de farmaco encapsulado, uma boa tolerancia
por parte do organismo, estabilidade fisica e protecdo do farmaco encapsulado

[21,26,27].

Por outro lado, devido a sua composicdo e organizacdo estrutural, estas
nanoparticulas apresentam uma baixa capacidade de encapsulamento de farmacos e
dispersdo do mesmo durante o periodo de armazenamento. E importante referir que

estas desvantagens ocorrem num modelo de lipido sdélido especifico [27].
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As SLN, devido a sua morfologia e metodologia aplicada na sua preparagao
podem dividir-se em trés modelos estruturais (Figura 1.3), os quais diferem entre si na

localizagdo e distribuicdo do farmaco na matriz lipidica [28,29].

Tipo Il

Figura 1.3 — Modelos tedricos de possiveis estruturas de SLN. Os quadrados pretos
representam as moléculas de fdrmaco. [30]

Tipo | — modelo de matriz homogénea: neste modelo o fdrmaco encontra-se disperso
no nucleo lipidico da particula ou apresenta-se sob a forma de aglomerados amorfos.
Isto acontece quando os valores do ponto de fusdo do lipido e do farmaco sao

idénticos [29,30].

Tipo Il — modelo de parede de fdrmaco: neste modelo o farmaco apresenta-se na
membrana externa, cobrindo o nucleo. Isto deve-se ao facto do ponto de fusdo do
farmaco ser inferior ao do lipido. No processo de prepara¢cdao da formulagao o lipido
solidifica primeiro, levando ao deslocamento do farmaco para a membrana externa. O
resultado final apresenta um nlcleo desprovido de farmaco envolvido por uma
membrana rica em farmaco [29,30]. Este ndo é um modelo apropriado quando
pretendemos uma libertacdo controlada de farmaco encapsulado, embora possa ser

utilizado para obter uma libertacdo rapida do mesmo [28,29].

Tipo Ill — modelo de nucleo de fadrmaco: estas SLN sdao formadas quando o ponto de
fusdo do farmaco é superior ao ponto de fusao do lipido. No periodo de arrefecimento

da formulacdo a solubilidade de farmaco no lipido vai diminuindo, desta forma,
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quando o ponto de saturacdo é ultrapassado sucede a precipitagdo do farmaco,
posteriormente em torno do nucleo ocorre a formacdao da membrana lipidica [28-30].
Este modelo é til para quando se pretende uma libertagdao controlada e prolongada

de farmaco.

Posto isto, é importante referir que os trés modelos apresentados
anteriormente sdo tedricos e ideais. Em paralelo, podem existir modelos mistos que
sdo considerados como o quarto modelo [28,29]. A sintese da formulagdo, deste tipo
de nanoparticulas, estd diretamente relacionada com as caracteristicas fisico-quimicas

do farmaco e dos excipientes e a sua intera¢do [28].

1.3.3 TRANSPORTADORES LIPiDICOS NANOESTRUTURADOS

As SLN sdo compostas apenas por um lipido sélido. De forma a melhorar alguns
problemas, surgiram as NLC, chamadas de nanoparticulas de segunda geracdo, e
compostas por uma mistura de lipidos sélidos e liquidos, embora os lipidos sélidos
existam numa maior quantidade para formar a nanoparticulas [26,28]. Estas alteracdes
dos compostos usados nas nanoparticulas fazem com que a matriz seja menos
ordenada, mas por outro lado sdo estas alteracdes que promovem a encapsulacdo de
maiores quantidades de farmaco, que podem localizar-se ndo apenas entre as cadeias
de acidos gordos e camadas lipidicas mas também nas imperfeicdes da matriz lipidica

[26,28].

AQOAGAA
YUNC T

Figura 1.4 — Representag¢do esquematica das diferengas entre a) estrutura da matriz cristalina
perfeita das SLN, b) estrutura da matriz imperfeita das NLC. [20]

a)
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1.3.4 NANOPARTICULAS LIPIDICAS MULTIPLAS

As nanoparticulas lipidicas multiplas (MLN) sdo uma nova geragao de
nanoparticulas lipidicas para sistemas de libertacdo de farmacos. As MLN, a terceira
geragao de nanoparticulas, sdo constituidas por uma fase lipidica e uma fase aquosa. A
fase lipidica é constituida por lipidos sélidos e lipidos liquidos, que confere uma
estrutura semissolida as nanoparticulas a temperatura ambiente [31,32]. Devido a sua
estrutura faz com que ndo sejam necessdrias etapas adicionais de evaporacdo ou
separacdo de agua, etapas essas que sdao necessarias na maioria das formulagdes, o

que simplifica o processo de formulagdo destas nanoparticulas [31].

A Figura 1.5 mostra no lado esquerdo, a estrutura de MLN obtida por
microscopia eletrdnica de transmissao (TEM), onde é possivel observar a presenca dos
vacuolos aquosos e a matriz lipidica, constituida por lipidos sdlidos e liquidos. No lado

direito, é possivel observar, de forma ilustrativa, a estrutura da MLN.

£ 450 nm

; . Vacuolos aquosos

' Matriz lipidica
/

€ surfactante lipofilico
v-'/

Surfactante hidrofilico

b)

Figura 1.5 — a) imagem obtida por TEM da estrutura da MLN, amplificado: 100,000 X; b) imagem
ilustrativa da estrutura da MLN. Adaptado [31]

As MLN apresentam diversas vantagens comparativamente a outras

nanoparticulas lipidicas, tais como: aumento da absor¢do e da biodisponibilidade do

farmaco, libertacdao controlada de farmaco, protecao do farmaco contra a degradacao

guimica e enzimatica e por fim, aumento de tempo no trato gastrointestinal [31].
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Adicionalmente, estas caracteristicas das MLN sdo bastante interessantes para
aplicacdo de uma terapéutica topica. Estas conseguem incorporar tanto farmacos
hidrofilicos quanto hidrofdbicos. Farmacos hidrofilicos ficam localizados nos vacuolos
aquosos, enquanto os farmacos hidrofébicos se reinem na matriz lipidica. Outra
possibilidade é incorporar em simultaneo farmacos hidrofilicos e hidrofébicos na
mesma estrutura da MLN, uma vez que cada um se localizard no local com mais

afinidade na estrutura da MLN, como referido anteriormente [31].
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| Desenvolvimento e caracteriza¢dao de uma nova formulag¢do de Bacitracina em
Nanoparticulas Lipidicas Multiplas|

2 Motivacao
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O numero de infe¢des bacterianas nos ultimos anos tem vindo a aumentar
acentuadamente devido a uma subida brusca na quantidade de bactérias
multirresistentes [33]. Este problema crescente da resisténcia bacteriana deve-se ao
consumo de antibidticos sem prescricdo médica e ao uso excessivo dos mesmos em
sociedades modernas ocidentais. Estudos recentes mostram que 95% das bactérias
Staphylococcus Aureus sao resistentes a penicilina, e 60% a meticilina [34]. Estas
condicdes levam a que, todos os anos, um numero estimado de dois milhdes de
pessoas sofra de infe¢cdes provenientes de agentes bacterianos. Entre estas, cerca de
vinte e trés mil morrem devido a complicagdes resultantes da resisténcia bacteriana

[33,34].

Desta forma, a procura e desenvolvimento de novos agentes antibacterianos
tem vindo a tornar-se uma prioridade. No contexto desta busca, a bacitracina surge
como uma das alternativas com enorme potencial no combate a infe¢des bacterianas
resistentes a antibidticos, uma vez que, possui uma forte atividade antibacteriana
contra bactérias gram-positivas, sem desencadear resisténcia bacteriana [35,36]. Por
outro lado, a bacitracina apresenta uma baixa atividade contra bactérias gram-
negativas e uma elevada nefrotoxicidade, o que levou a sua substituicdo por outros

antibidticos menos toéxicos [17,18,35].

Existe ainda um segundo problema, correspondente a uma das principais
limitagcOes derivadas da administracdo convencional de farmacos, que é a sua baixa
biodisponibilidade. De facto, sendo a bacitracina um farmaco hidréfilico, a sua

permeacdo e posterior libertacdo através da pele esta dificultada.

Deste modo, a nanotecnologia surge como uma das formas de contornar estes
problemas. E uma area em ascensdo, proporciona alguns nanomateriais eficientes
capazes de atuar no seu alvo mantendo a composicao da pele inalterada. Os sistemas
constituidos por uma abordagem “nano” para transporte de agentes terapéuticos
permitem facilitar a libertagdo controlada e direcionada de farmacos, tendo assim um
elevado potencial para contornar alguns dos problemas atuais nos farmacos

convencionais, como por exemplo aumentar a biodistribuicdo do farmaco, reduzir a
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sua toxicidade, de forma a direciona-lo seletivamente para os tecidos alvo, entre
outras limitacGes encontradas em abordagens mais convencionais [22]. Para além
disso, o seu tamanho nanométrico exibe uma relagdo superficie-volume bastante
vantajosa para integrar fdrmacos na sua constituicdo, o que facilita a interagdo com o

organismo [13].

Desenvolvimentos recentes de nanoparticulas em combina¢do com antibidticos
demostraram ser uma nova alternativa para diminuir a resisténcia bacteriana [35].
Varios estudos demonstraram que as nanoparticulas sdo capazes de alterar a atividade
da bomba de efluxo bacteriano, atividade anti-biofilme, aumentar a penetragao
através de estruturas de biofilmes, proteger contra a degradacdo enzimdtica e, por
fim, levar a apoptose celular bacteriana [35,37]. Desta forma, juntamente com o
agente farmacoterapéutico que transportam, as nanoparticulas conseguem também

ter uma acao benéfica para o organismo, de defesa contra agentes infeciosos [35].

A estrutura simples da bacitracina facilita a sua incorporacdo em nanomateriais
[13]. O encapsulamento em nanoparticulas ou a associagdo de antibidticos com “nano-
transportadores” pode efetivamente melhorar as interac¢des entre o antibidtico e o
microrganismo alvo. Geralmente estas modificacdes traduzem-se num aumento do
espectro de atividade antimicrobiana e uma diminuicdo da toxicidade. Ao contrario de
muitos antibidticos convencionais utilizados atualmente no mercado, os sistemas de

entrega de antibidtico, podem diminuir os efeitos adversos diretos e agudos [38].

Assim, a presente dissertacdo tem como objetivo principal o desenvolvimento
de uma nova formulacdo de bacitracina baseada em nanoparticulas lipidicas do tipo

MLN, para administracao topica.
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Como referido anteriormente, a presente dissertacdo tem como objetivo
principal o desenvolvimento de uma nova formulagdao de bacitracina baseada em
nanoparticulas lipidicas do tipo MLN para administracao tépica.

De forma a atingir com sucesso este objetivo principal foram estabelecidos os

seguintes objetivos especificos:

e Otimizacdo das nanoparticulas através do desenho experimental do tipo Box-

Benkhen;
e Caracterizagdo das nanoparticulas quanto a sua capacidade de carga, eficacia
de encapsulacdo, tamanho das particulas, distribuicio de tamanho,

polidispersdo e morfologia;

e Avaliacdo do perfil de libertacdo da bacitracina das nanoparticulas em fluidos

biolégicos simulando o pH da pele (5.5) e do sangue (7.4);

e Avaliacdo da citotoxicidade e viabilidade em linhas celulares de queratindcitos

e fibroblastos;

e Avaliagdo da permeabilidade através da pele usando células de Franz com

membranas da orelha de porco.
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4.1 REAGENTES E SOLVENTES

Na Tabela 4.1 encontram-se representados todos os reagentes usados na
execugdo deste trabalho experimental, assim como, o respectivo grau de pureza e

marca.

Tabela 4.1 — Designacdo do grau de pureza e marca dos reagentes utilizados.

Nome Grau de Pureza Marca
Acido Laurico >98% Sigma — Aldrich
Bacitracina - Sigma — Aldrich
Cetil Palmitato - Gattefossé SAS
Compritol® 888 - Gattefossé SAS
Miglyol® 99,2 % Caelo

PBS - Sigma — Aldrich
Precirol® Ato5 - Gattefossé SAS

Span® 80 - Acofarma
Tween® 80 - Sigma — Aldrich

4.2 MATERIAIS

Na Tabela 4.2 apresentam-se todos os materiais usados na execucao deste

trabalho, assim como, o respetivo modelo (se aplicavel) e marca.

Tabela 4.2 — Registo do modelo e marca dos materiais utilizados.

Nome Modelo Marca

Amicon Amicon Ultra—4 MERK Milipore
Membrana de dialise com
cut-off de 6000 a 8000 de Cellu.Sep T2 Frilabo
peso molecular

Placas de 96 pogos UV - Corning
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4.3 EQUIPAMENTOS

Na Tabela 4.3 encontra-se uma listagem de todos os equipamentos usados na

realizagdo deste trabalho experimental, assim como, o respectivo modelo e marca.

Tabela 4.3 — Registo do modelo e marca dos equipamentos utilizados.

Nome Modelo Marca
Placa de agita¢do/aquecimento RT 15power IKA — WERKE
Sonicador Vibra-cel™ vCX 130 SONICS
Balanga ABT-5DM KERN
DLS ZetaPALS Brookhaven
Espetrofotdmetro V-600 Spectrophotometer JASCO
Leitor de placas Synergy HT BioTecK

Centrifuga
Centrifuga (Cultura Celular)
Camara de Fluxo Laminar
FTIR - ATR
Estufa (Cultura Celular)

Sistema agua ultra-pura

Allegra X-15R Centrifuge
Heraeus Multifuge X1R
Bio Il Adcance
FT — IR Spectrometer Frontier
UniEquip

Aruim pro

BECKMAN COULTER
Thermo SCIENTIFIC
Telstar
PerkinElmer
Unitherm 3503-2-IR

Sartorius
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4.4 PRODUCAO

4.4.1 PRODUCAO DE NANOPARTICULAS LIPIDICAS MULTIPLAS

As MLN foram preparadas por um método de homogeneizacdo a quente
combinado com ultrasonicacdo. A figura 4.1 mostra de forma esquematica, o método

de sintese das MLN.

Fase Lipidica (lipido sélido e — Ultrasonicagdo —
liquido, e surfactante lipofilico) 60% de 130KHz, durante 1 minutos
fundira 60 °C a6o°c

$ L}

Fase Aquosa com o farmaco

hidrofilico (Bacitracina) a 60 °C Adicionar o surfactante hidrofilico
verter na fase lipidica fundida

O '}

~UEcEe e D= Arrefecer a temperatura ambiente
70% de 130KHz, durante 3 minutos P i !
260°C durante 10 minutos

Figura 4.1 — Diagrama da produgdo de Nanoparticulas Lipidicas Multiplas (MLN).

A fase lipidica é constituida por um lipido sélido, um lipido liquido, o Miglyol®,
um tensioativo lipofilico, o Span® 80 e por fim um excipiente, o Acido Laurico, com
atividade antibacteriana [37]. Estes compostos foram fundidos a 60 °C, esta
temperatura foi escolhida de forma a garantir que todos os constituintes fiqguem no
estado liquido, num banho de agua. A fase aquosa (agua ultrapura) previamente
aquecida contendo o farmaco hidroéfilico bacitracina (235 mg) é vertida na fase lipidica

fundida.
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Depois da juncdo das duas fases, a mistura é sujeita a um processo de
homogeneizacdo a quente através da sonicacdo do tipo sonda com frequéncia de
amplitude de 70%, 130KHz, durante 3 minutos. Apds este processo, a emulsdo
primaria deve repousar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Apds este passo,
adiciona-se o surfactante hidrofilico: Tween® 80 e aquece-se novamente a formulagao
a temperatura de 60 °C sob o processo de sonicacdo do tipo sonda com frequéncia de

amplitude de 60%, 130KHz, durante 1 minutos.

Por fim, a formulacdo deve repousar a temperatura ambiente até obter um

aspecto semissélido (creme).

4.5 METODOS

4.5.1 ESTuDOS PRELIMINARES DE FORMULACAO

Nesta secdo, tentou-se perceber o efeito do lipido sélido nas caracteristicas das
nanoparticulas, nomeadamente no didametro médio das particulas, no indice de
polidispersao (Pl), na eficiéncia de encapsulacdo (EE) e capacidade de carga (CC).
Portanto, de modo a avaliar a influéncia do lipido sélido testaram-se trés lipidos
sélidos diferentes: Compritol® 888, Cetil Palmitato e Precirol® Ato5. Cada formulacado
de MLN continha: 237,5 mg de lipido sélido e 750 mg de lipido liquido (Miglyol®). Apds
o processo de producdo da formulacdo, descrito na Figura 4.1, as nanoparticulas foram

analisadas no dia seguinte a sua preparacao.

4.5.2 DESENHO EXPERIMENTAL DO TIPO BOX — BEHNKEN

A otimizacdo desta formulacdo foi feita através do desenho experimental
multivariado do tipo Box-Behnken. Um arranjo do tipo Box-Behnken é um modelo
guadrdtico independente que ndo contém fatoriais completos ou fracionarios
embutidos [39,40]. A utilizacdo deste modelo visa otimizar uma formulagao, de forma

multivariada, e de acordo com os parametros pretendidos (varidveis dependentes).
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Para isso, este modelo utiliza a combina¢do de 3 fatores para cada variadvel
independente, designados por étimo, maximo e minimo. A Figura 4.2 mostra um

exemplo de um arranjo do tipo Box-Behnken.

*
o 0
e
Vet A
//'. i /,/
o )
foeenneees @ -
) [
° i

Figura 4.2 — Arranjo do desenho experimental do tipo Box-Behnken para 3 fatores [40].

Para esta optimizacdo do tipo Box-Behnken os fatores escolhidos como varidveis

independentes foram os seguintes:

e Massa de Bacitracina (mg): 100, 175, 250
e Massa de Tween® 80 (mg): 100, 175, 250
e Massa de Span® 80 (mg): 350, 400, 450

Estes fatores foram selecionados com base nos testes preliminares anteriores.
Demostraram ser os fatores criticos para obter a formulagdao com as caracteristicas

pretendidas.
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Na Tabela 4.4 é possivel observar o valor real pesado para cada variavel
independente, em cada formulacdo de MLN — Bac, apds a aplicacido do modelo
matematico.

Tabela 4.4 — Valor real pesado para cada varidvel independente, em cada formulacdo de MLN
— Bac, apos a aplicagdo do modelo matematico.

MLN Bacitracina (mg) Tween 80 (mg) Span 80 (mg)
1 100 114 415
2 250 98 412
3 101 258 398
4 250 254 406
5 100 184 358
6 251 181 349
7 100 179 460
8 250 179 461
9 175 116 361
10 175 254 355
11 175 101 458
12 175 260 461
13 176 183 403
14 175 190 411
15 175 180 410

Através destes fatores pretendemos obter os melhores resultados das seguintes
caracteristicas (variaveis dependentes) de forma a otimizar a formulacdo. Definiram-se

como critérios para a formulacdo otimizada, os seguintes parametros:

e Tamanho: deve estar dentro do intervalo de [100 — 500 nm] de forma a facilitar
a permeacao na pele [25];
o Indice de Polidispersdo: o menor possivel, de forma a possibilitar uma

formulacdo o mais monodispersa possivel;
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e Potencial Zeta: o maior em mddulo. Para valores acima de |30| mV, considera-
se que a formulacdo tem menor tendéncia de agregar, devido a repulsdes
electrostaticas [41];

o Eficiéencia de Encapsulagdo: maxima. Uma percentagem de encapsulacdo
elevada possibilita um maior rendimento, minimizando o desperdicio do
farmaco a encapsular;

e Capacidade de carga: maxima. Maximizar a capacidade de carga, diminui a
guantidade de excipientes usados, diminuindo assim também eventuais efeitos

toxicos por parte dos mesmos.

A correlacdo para todas as varidveis foi obtida por ajustes do tipo: “2 - way
interactions (linear - quadratico) ”, uma vez que apresentou o melhor R?
comparativamente aos restantes ajustes permitidos por este tipo de desenho

experimental: “no internactions”; “2 - way internactions (linear — linear) ”.
4.5.3 TAMANHO E DISTRIBUICAO DE TAMANHO

A dispersdo dinamica da luz (DLS, do inglés “Dynamic Light Scattering”) é uma
técnica utilizada para medir o tamanho e a distribuicdo das particulas. Esta técnica é
baseada na capacidade das particulas suspensas num fluido, neste caso dgua destilada,
se difundirem aleatoriamente em todas as direcdes e consequentemente colidirem
entre si (movimento Browniano). Este movimento faz com que a luz que incide nas
particulas seja espalhada com diferentes intensidades. O principio do método consiste
em relacionar a velocidade de difusao das particulas provocada pelo seu movimento
Browniano com o tamanho das mesmas. A intensidade de dispersdo da luz detetada
estd diretamente relacionada com a velocidade de difusdo das particulas e
consequentemente com o tamanho destas. Assim, particulas mais pequenas

apresentam uma maior velocidade.

Recorreu-se a esta técnica durante o processo de desenvolvimento das MLN,
pois através desta técnica é possivel determinar o tamanho e o valor da polidispersao
das diversas particulas. O indice de polidispersdo é um parametro calculado pela

analise da funcdo de autocorrelacdo da intensidade de dispersao da luz.
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As nanoparticulas produzidas foram caracterizadas pelo seu diametro médio e
pela sua distribuicdo de tamanhos. Para tal utilizou-se um analisador de tamanho de
particulas (brookhaven instruments corporation; software: particle sizing v.5
brookhaven instruments; holtsville, NY, EUA), operando com um angulo de
espalhamento de 90°, a 25 °C, e indice de refrac¢do das particulas ajustado para 1.33.
As medigdes foram efectuadas em 6 ciclos de 2 minutos cada, obtendo-se assim o
tamanho médio das formulagbes e o indice de polidispersdao. As formulagdes

analisadas foram previamente diluidas (1:100).

4.5.4 POTENCIAL ZETA

O potencial zeta é a diferenca de potencial entre o meio de dispersdo e a

camada estacionaria do fluido a volta da particula dispersada [41].

A carga superficial modifica a distribuicdo de ides envolventes, resultando
assim num aumento da concentracdo de ides a volta da particula, conferindo-lhe assim

uma camada elétrica dupla.

Para calcular o potencial zeta pela dispersdo de luz utiliza-se o método de
dispersao de luz eletroforética (ELS, do inglés Electrophoretic Light Scattering). Para tal,
um elétrodo é inserido na formulacdo criando um potencial elétrico que atrai as
particulas de carga oposta. O movimento criado por esta migracao é analisado e a
velocidade das particulas é medida pelo desvio da luz, possibilitando o célculo do

potencial zeta das particulas.

O potencial zeta estd diretamente relacionado com a estabilidade de
dispersdes coloidais indicando o grau de repulsdo entre particulas adjacentes e
similarmente carregadas em uma dispersdo. Em particulas de baixo tamanho
(pequenas), um potencial zeta alto confere uma maior estabilidade, o que significa que
a solucdo ou dispersdo apresenta uma baixa agregacdo. Por outro lado, quando o
potencial é baixo, a atracdo excede a repulsido e desta forma, existe maior

probabilidade que ocorra agregacdo da formulacgao.
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Resumindo, segundo a literatura uma suspensao é reconhecida como estdvel se
tiver um valor superior a 30 mV em maddulo, assim particulas com potencial dentro

deste intervalo (- 30 a + 30 mV) sdo consideradas como tendo maior instabilidade [41].
4.5.5 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) da bacitracina foi obtida através de um
método indireto, calculando a diferenga entre a quantidade total de bacitracina usada
na preparacao da formulacdo e a quantidade de bacitracina livre que permanece na

solugao.

As formulacées foram diluidas com agua bidestilada e centrifugadas em tubos
Amicom® Ultra (50,000 MWCO, MERK Milipore) (45 minutos, 4000 rpm, temperatura
ambiente). Posteriormente, a bacitracina livre presente no sobrenadante foi
quantificada por espectroscopia de UV-Vis usando um espectrofotémetro V-660 (Jasco
Corporation, Software: Spectra Manager v.2, Jasco Corporation; Easton, MD, EUA),

utilizando-se um intervalo de comprimentos de onde de 200 — 500 nm.

A férmula para o calculo da eficiéncia de encapsulacdo encontra-se

representada abaixo:

Bac(total) — Bac (livre)
EE (%) = Bac (total) * 100

4.5.6 CAPACIDADE DE CARGA

A capacidade de carga (CC) é calculada tendo por base a eficiéncia de
encapsulacdo da bacitracina, a férmula para o calculo encontra-se representada

abaixo:

EE X Bac (total)
massa total de formulagao

CC =
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4.5.7 ENSAIOS DE LIBERTACAO IN VITRO

Os estudos de libertacdo in vitro foram realizados com uma formulagdao de
MLN-Bac e uma solug¢do aquosa de bacitracina, usando um método de didlise com uma
membrana T2. As duas amostras foram colocadas em membranas de didlise, que se
deixam a hidratar de um dia para o outro. Estas membranas foram depois colocadas
em contacto com um meio (que é escolhido de acordo com o meio fisioldgico que se
pretende estudar — PBS, para simular o pH fisioldgico e tampdo acetato a pH 5.5 para
simular o pH normal da pele).

Durante a primeira hora, foram recolhidas aliquotas de 15 em 15 minutos, apds
esse tempo recolheram-se aliquotas de hora em hora. A cada aliquota recolhida rep6s-
se 0 mesmo volume com o meio que se esta a usar. Devido a possivel degradagao dos
compostos pela luz, o ensaio foi realizado ao abrigo da luz.

De modo a tracgar o perfil de libertagdo, as aliquotas recolhidas sdo analisadas
por espectroscopia de UV-Vis usando um espectrofotdmetro V-660 (Jasco Corporation,
Software: Spectra Manager v.2, Jasco Corporation; Easton, MD, EUA) utilizando-se uma
faixa de comprimentos de onda entre os 200-500 nm, determinando-se
posteriormente a taxa de libertagao. De forma a perceber a absorvancia maxima de
bacitracina para os solventes PBS e tampdo acetato, determinou-se através de estudos
analiticos, o comprimento de onda de 254 nm. As retas de calibracdao que sustentam o

respetivo resultado encontram-se nos anexos 8.1.2 e 8.1.3.
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4.5.8 ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR

Os estudos de viabilidade foram realizados em dois tipos de células:
fibroblastos L929 e queratindcitos HaCaT. Estas células, L929 e HaCaT, sdo importantes
nos mecanismos de reparacdo do tecido epitelial, principalmente no processo de
cicatrizagao: inflamagdo, reparagdo e renovacgao [42]. Para além disso, a linha celular
L929 escolhida é uma linha de referéncia, usualmente utilizada para testes de
citotoxicidade in vitro. Deste modo, foram realizados estudos in vitro em linhas
celulares L929 e HaCaT para avaliar a toxicidade das formulagdes, MLN — Bac. Em

ambos os estudo, utilizaram-se trés réplicas e todas as formulacdes foram produzidas na

véspera do dia do ensaio.

O ensaio MTT permite determinar a viabilidade e proliferacdo celular através da
atividade mitocondrial das células, uma vez que ha conversdo da solugaio MTT
(brometo 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2, 5-difenil-2H-tetrazélio) em cristais insoltUveis de
cor roxa (formazan) pelas enzimas oxidoredutases dependentes do NAD(P)H. Dado que
para a maioria das populagdes celulares, a atividade mitocondrial esta relacionada com
o numero de células vidveis, podemos assim determinar a citotoxicidade de diversos

compostos [43].

As linhas celulares L929 e HaCaT foram cultivadas em meio Modified Eagle da
Dulbecco (DMEM, Gibco, Lifetecnologies Corporation, EUA), suplementado com 10%
(v/v) de soro bovino fetal e 1% de wuma mistura de antibidticos
penicilina/streptominicina. As células cresceram a 37 °C, numa atmosfera de 5% de
CO2 e 95% de humidade, até atingir 80 — 90 % de confluéncia celular. Foram colocadas
em placas de 96 pogos 6,0 x 10" células/pogo. Esta concentracio é determinada

recorrendo a contagem das células na cdmara de Neubauer.
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A citotoxicidade in vitro de Bac — livre, MLN — Placebo e MLN — Bac foi avaliada
nas linhas celulares supracitadas utilizando os ensaios MTT. Resumidamente, as células
foram colocadas em placas de 96 pog¢os a uma densidade de 6,0 x 10* célula por pogo
e posteriormente tratadas com diferentes concentracdes de amostras: MLN — Bac;
MLN — Placebo e Bac — livre e deixadas a incubar durante 24h. Os pogos de controlo
foram tratados com volumes equivalentes de DMEM e uma solugao de 2% de Triton X-
100 [44]. Apds este periodo de tempo, a densidade 6tica foi lida a uma absorvancia de
570 nm e 630 nm, utilizando um espectrofotémetro de microplacas (Synergy ™ HT,

Biotek, VT, EUA).

4.5.9 EsSTuDOS DE PERMEACAO

O método mais utilizado para a realizacdo destes estudos de permeacdo é a
célula de difusdao de Franz. Nestes estudos, a formulacdo em estudo é colocada no
compartimento recetor, que é mantido aproximadamente a 37 °C. A membrana é
colocada sobre a abertura de célula de difusao de Franz. A formulagao é aplicada sobre
a membrana, no compartimento apical. As células de difusdo de Franz sdo agitadas
com um agitador magnético e as amostras sao recolhidas em intervalos de tempo
regulares, tipicamente ao longo de 6 — 8h. A selecdo do meio recetor depende da
solubilidade do farmaco. Deve evitar-se a formagdo de bolhas de ar entre a interface

da membrana com o meio recetor.

Amostra

Compartimento Apical ===

Membrana ...y Brago de Amostragem

e Compartimento Recetor
#——=  Agitador Magnético

Figura 4.3 — Diagrama de montagem de uma Célula de Difusdo de Franz [22].
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Nos estudos realizados, cujo esquema estd representado de forma ilustrativa
na figura 4.3, testaram-se formulacdes de bacitracina encapsuladas em NP (MLN — Bac)
e solugdes de bacitracina livre (Bac — livre). No compartimento apical colocaram-se 350
mg de MLN — Bac ou 274 uL de solugdo aquosa de bacitracina (Bac — livre). Em ambos
0s casos realizaram-se trés réplicas. Como solugao recetora utilizou-se PBS a pH 7.4 e
como membrana utilizou-se pele da orelha de porco devido as semelhancas com a
pele humana [45]. Os ensaios forma realizados mantendo o compartimento recetor a
temperatura de 37 °C, de forma a mimetizar a temperatura corporal. Foram recolhidas
amostras (1 mL) de hora a hora, durante 8 h. A taxa de permeacdo foi determinada
recorrendo a espectroscopia de UV-Vis usando um espectrofotémetro V-660 (Jasco
Corporation, Software: Spectra Manager V.2, Jasco Corporation; Easton, MD, EUA).
Foram obtidos espectros na faixa de comprimentos de onda entre os 500-200 nm. O
comprimento de onda correspondente ao maximo de absorvancia de bacitracina é 254
nm. De forma quantificar a bacitracina que permeou a membrana, foi realizada uma
reta de calibracdo, cuja absorvancia foi registada para o comprimento de onda de 254

nm em func¢do de concentragdes crescentes da mesma.
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| Desenvolvimento e caracteriza¢dao de uma nova formulag¢do de Bacitracina em
Nanoparticulas Lipidicas Multiplas|

5 Resultados e Discussao
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Nesta secgdo sao apresentados e discutidos todos os resultados obtidos ao

longo do projeto desenvolvido.

5.1 ESTUDOS PRELIMINARES DE FORMULACAO

No processo de sele¢ao dos lipidos a utilizar na matriz lipidica deve-se ter em
conta varios parametros, como: a capacidade de carga, a utilidade da nanoparticula, a
miscibilidade, solubilidade do farmaco, estrutura fisica e quimica da matriz lipidica,
pureza dos lipidos e o ponto de fusao [41].

Por outro lado, a escolha do tensioativo também ndo deve ser desvalorizada,
uma vez que estes sdo utilizados para estabilizar a formulacdo. Estes podem atuar
como intensificadores de permeacao, desta forma prejudicando a integridade da pele
e promovendo a penetracdo do farmaco através do estado cérneo [5,41].

Deste modo, estudos demostram que o uso de diferentes lipidos na matriz, e
de diferentes concentracbes de tensioativos pode alterar as propriedades das
nanoparticulas, em particular o seu diametro, morfologia e capacidade de
encapsulacdo [41].

De modo a avaliar a influéncia do tipo de lipido sdlido sobre o didametro médio
das particulas, o indice de polidispersdao (Pl) e a EE, foram preparadas formulagdes
contendo 750 mg de Miglyol®, utilizando diferentes combinagdes de lipidos sélidos.
Todos os lipidos sdlidos utilizados, ou seja, Compritol®888, Cetil Palmitato e Precirol®
Ato5 sdo normalmente usados na preparacao de nanoparticulas utilizando técnicas
baseadas em emulsdo.

A percentagem de 4dcido laurico foi mantida constante em todas as
formulagbes, devido a este ter propriedades antibacterianas, tendo sido por isso
considerado essencial, de forma que a proépria formulacdo tivesse por si atividade. De
facto, a acido laurico inibe o crescimento de Propionibacterium acnes, Staphylococcus
aureus e Staphylococcus epidermis [46], podendo, portanto, ter um efeito sinérgico
com o farmaco encapsulado, a bacitracina.

O acido laurico é pouco soluvel em dgua o que é uma clara desvantagem para o
uso deste agente antimicrobiano. Assim, fazendo parte da nanoformulacdo, a baixa

solubilidade nao constitui mais um impedimento.
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A selecdo de agentes emulsionantes para uma matriz lipidica, em particular, é
baseada nas propriedades fisico-quimicas pois estes constituintes sdo essenciais para
uma boa estabilidade das MLN, uma vez que afetam as caracteristicas das
nanoparticulas, como por exemplo o potencial zeta e a hidrofobicidade.

A Figura 5.1 mostra os resultados obtidos relativamente ao diametro médio das
particulas, polidispersdo, CC e EE das MLN preparadas no presente estudo. E

importante referir que a massa de bacitracina para as trés formulagdes é de 100 mg.

Influéncia dos Lipidos

0,35 = - 600
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- 450 &
0,25 £
02 | 2
- 300 %
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0.1 - 150
0,05
0 0
Compritol Cetil Palmitato Precirol Ato 5
2 ~ 100
1,5 - 75
X
1 1 - 50 <=
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Ll
0,5 - 25
0 0
Compritol Cetil Palmitato Precirol Ato 5

Figura 5.1 — Influéncia dos lipidos sdlidos no diametro médio das particulas, polidispersao,
capacidade de carga (CC) e eficiéncia de encapsulacdo (EE). (média + SD; n = 3). As barras de
cor, cinzento-claro correspondem a polidispersdo e CC. As barras de cor, cinzento-escuro
correspondem ao tamanho e EE.
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Apds uma analise cuidada dos graficos, apresentados anteriormente, é possivel
concluir que a influéncia dos lipidos é uma realidade. Nas formula¢bes apresentadas
anteriormente a massa do lipido sélido foi igual em todas para garantir que a
concentragdo nao tinha efeito. Através da literatura sabe-se que uma elevada
concentragdo de lipidos resultam em particulas maiores, principalmente quando ha

uma baixa concentracdo de agentes emulsificantes [42].

E possivel concluir que o lipido que mostrou melhores caracteristicas foi o Cetil
Palmitato, uma vez que, apresenta uma taxa de encapsulacdo superior, e
consequentemente uma melhor capacidade de carga comparativamente as restantes
formulacGes. Para além disto, apresentou uma polidispersao inferior, relativamente
aos restantes formulagbes, e um tamanho de particulas na ordem dos 300 nm. Isto
deve-se a uma maior afinidade dos tensioactivos a este lipido sélido relativamente aos
restantes. Partiu-se entdo, desta constituicdao base, para se optimizar a formulagao de

MLN — Bac.

5.2 OTIMIZACAO DA FORMULACAO

5.2.1 DESENHO EXPERIMENTAL DO TIPO BOX — BEHNKEN
Neste ponto, pretende-se expor os resultados obtidos através do modelo
experimental do tipo Box — Behnken. Numa primeira fase foram elaboradas quinze
formulagbes (tabela 4.4), de forma a perceber o impacto que teriam as varidveis

independentes, nas variaveis dependentes. Os resultados encontram-se na tabela 5.1.
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Tabela 5.1 — Resultados obtidos nas diversas formulagGes, através da correlagdo das varidveis independentes.

Populagao i
Tamanho Indice de Potencial Eficiéncia de Capacidade de
MLN Maioritaria
(nm) (nm) Polidispersao Zeta (mV) Encapsulagao (%) Carga (%)
nm

2 191 [160 - 256] 0,352 -41,2 59 5,41

4 332 [239 - 396] 0,376 -34,8 62 5,79

6 248 [188 - 310] 0,357 -33,2 54 5,15

8 298 [233 - 325] 0,334 -33,0 65 6,02

10 288 [218 - 344] 0,358 -38,8 66 4,30

12 342 [138 - 221] 0,343 -33,9 66 4,16

14 233 [210 - 381] 0,408 -42,3 57 3,12
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Apds uma analise cuidada, dos resultados obtidos na Tabela 5.1, é possivel

perceber o impacto das varidveis independes, nas varidveis dependes.

Na Figura 5.2, numa formulacdo de bacitracina onde foi fixado o valor de Span®
80 (440 mg), é possivel analisar a correlagdo entre as varidveis independentes e
dependentes. Assim, é possivel perceber o diferente impacto da quantidade de
tween® 80 e bacitracina nas diferentes caracteristicas das MLN. Dada esta
variabilidade, torna-se crucial fazer uma analise multivariada baseada em modelos
matematicos. Sem estes, as correlacdes necessdrias de forma a otimizar as

caracteristicas finais da formulagdo seriam dificilmente efetuadas.
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Figura 5.2 — Graficos de superficie e resposta apresentando duas variaveis dependentes e o efeito
do fator a) tamanho (nm); b) polidispersdo; c) potencial zeta (mV); d) eficiéncia de encapsulgdo (%);
e) capacidade de carga (%).
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Depois de aplicada a correlagdo “2 - way interaactions (linear - quadrdtico) ” a
todos os dados, os resultados previstos para as varidveis dependentes (tamanho,
polidispersdo, potencial zeta, eficiéncia de encapsulacdo e capacidade de carga) e
independentes (Bacitracina, Tween® 80 e Span® 80), encontram-se apresentados na
Tabela 5.2. A previsdao do modelo, assenta nos parametros de otimiza¢ao apresentados
na seccao dos métodos.

Tabela 5.2 — Valor previsto para cada variavel independente e dependente e intervalos de
confianca previstos pelo modelo experimental do tipo Box — Behnken.

Varidveis independentes previstas pelo modelo

Parametros Bacitracina (mg) Tween® 80 (mg) Span® 80 (mg)
235,0 148,0 440,0
Resposta para cada variavel
n indice de Potencial Zeta o .o
Parametros  Tamanho (nm) Polidispersio (mV) EE* (%) CC* (%)
272,7 0,362 -38,44 65 5,6

Intervalos de

140,9; 404,5]  [0,356;0,368] [-45,61;-31,27] [44;84] [3,1;8,0
Confianga [ <7 ’ ] [ ’ ’ ’ ] [ ’ ’ ’ ] [ 7 ] [ =7 7 ]

*Eficiéncia de encapsulacdo (EE); Capacidade de carga (CC)

Apds uma andlise cuidada de todos os dados adquiridos pelo desenho

experimental do tipo Box-Behnken, obteve-se a formulagao ideal.

Na tabela 5.3 é possivel observar os valores de cada constituinte da formulacao

otimizada de MLN contendo bacitracina.

Tabela 5.3 — Valor de cada constituinte da formulagado otimizada de MLN — Bac.

Constituintes EspecificacOes
Cetil Palmitato 238 mg
Acido Laurico 50 mg
Miglyol® 750 mg
Span® 80 440 mg
Tween® 80 148 mg
Bacitracina 235 mg
Agua Ultrapura 1,3 mL
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De forma a validar a previsdao do modelo, seis formula¢des independentes
foram preparadas de acordo com o previsto pelo desenho experimental e

caracterizadas.

5.2.1.1 CARATERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

De forma a validar o modelo teérico procedeu-se a caracterizacdo de todas as
varidveis dependentes.

A caracterizacdo das nanoparticulas em termos de tamanho, polidispersdo e
potencial zeta requer a ressuspensao e diluicdo da formulagdo. Assim, uma porc¢ao de
MLN (20 mg) foi dispersa em 5 ml e seguidamente diluida em agua (1:100). Apds este
processo, as formulagdes foram entdo analisadas por DLS e ELS.

Tabela 5.4 — Dados obtidos na caracterizacdo das nanoparticulas lipidicas multiplas adquiridos,
através da técnica de DLS. (média + SD; n = 6)

indice de
Tamanho (nm) Potencial Zeta (mV)
Polidispersao

MLN - Bac* 298 £ 61 0,337 +0,017 -37,09+1,72

*resultados obtidos no dia seguinte a preparacao da formulacgao.

Analisando os dados da Tabela 5.4, acima apresentada, é possivel observar que
guer o tamanho, quer o potencial zeta se encontram dentro dos valores previstos pelo
modelo tedrico. No entanto, observa-se um ligeiro desvio negativo do indice de
polidispersdo, quando comparado com os resultados da formulacdo ideal, obtida pelo
Box — Behnken. Contudo, é um valor ligeiramente mais favoravel que o previsto pelo
modelo. De facto, a formulagdo tem um valor de polidispersdo relativamente elevado
e que decorre da existente de duas popula¢des predominantes: populacdo 1: 289 nm
(99%) e populagdo 2: 1265 nm (1%). No entanto, para a aplicacdo em causa esta € na
verdade uma caracteristica favordvel, uma vez, que as particulas maiores nao irdao

permear a pele e terdo assim, um efeito nas bactérias alojadas a superficie.

Os resultados da taxa de encapsulacdo e de capacidade de carga da bacitracina

estdo apresentados na Tabela 5.5.
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Tabela 5.5 — Valores de eficiéncia de encapsulacdo e de capacidade de carga por medicdo
indirecta de UV — Vis da formulacdo de nanoparticulas. (média + SD; n = 6)

EE* (%) cC* (%)

MLN - Bac* 53+3 4,4+0,4

*resultados obtidos no dia seguinte a preparacdo da formulagdo. Eficiéncia de encapsulacgédo
(EE); Capacidade de carga (CC)

Analisando os resultados da tabela 5.5, ambos os pardmetros se encontram
dentro das previsdes apresentadas pelo modelo experimental do tipo Box — Behnken.
Para além disso, é importante realcar que o calculo utilizado para obter a CC é obtido
com a massa total de formula¢do. Muitas vezes na literatura, este calculo é baseado na
percentagem de bacitracina relativamente a percentagem de lipidos usados, nao
traduzindo assim, o verdadeiro valor da CC. Ainda assim, 4,4 % de CC em
nanoparticulas lipidicas é um valor dentro da média. E ainda importante realcar que se

trata de um farmaco hidrofilico encapsulado em nanoparticulas lipidicas.

5.3 ESTUDOS DE LIBERTACAO IN VITRO

Os estudos de libertagao in vitro foram utilizados com o objetivo de tragar um
perfil de libertagcdao dos compostos usados, neste caso a bacitracina, para perceber se a
utilizacdo das nanoparticulas estd ou ndo a ter o efeito pretendido - perceber se a
libertacdo do farmaco ocorre de forma controlada. Para tal, fez-se uma comparacgao
entre a solucdo de composto livre e o composto nas nanoparticulas. As retas de
calibragcdo que sustentam os respectivos resultados destes estudos encontram-se nos
anexos 8.1.2 e 8.1.3.

Os resultados do estudo da libertacdo, apresentados na figura 5.3, foram
normalizados com os valores obtidos para o farmaco livre, em cada um dos pHs. Esta
analise permite retirar a contribuicdo da resisténcia da passagem da bacitracina na

membrana, tendo-se assim em conta apenas a libertacdo da bacitracina das MLN.
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Figura 5.3 — Representacdo grafica dos estudos de libertacao in vitro da bacitracina
encapsulada (MLN — Bac) utilizando como meio PBS a pH 7.4 e tampado acetato a pH 5.5.
(média £ SD; n=3)

Como se pode verificar na figura 5.3 a taxa de libertacdao de bacitracina nas
MLN é superior a pH 7.4, comparativamente a pH 5.5. Este resultado vai de encontro
com a literatura, uma vez que, uma maior libertacdo de bacitracina a pH 7.4 trard
beneficios no impedimento da proliferacdo de Staphylococcus aureus em infec¢des
bacterianas topicas [11].

Por outro lado, conseguimos perceber que a bacitracina em ambos os meios se
liberta de forma controlada ao longo do tempo. Ao fim de 8h, tempo considerado
maximo para uma formulagao ficar retida na pele, verifica-se uma libertacao de cerca
de 50 % a pH 7.4 e 25 % a pH 5.5. Esta libertacdo possibilita, que para além de uma
libertagdo no local, haja ainda uma percentagem elevada de bacitracina encapsulada e
disponivel nas MLN. Estas poderdo ainda ter um efeito sistémico ou ser internalizadas

pelas células alvo, de modo a aumentar o efeito do fdrmaco nas bactérias.
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5.4 ESTUDOS DE PERMEACAO

A pele, o maior d6rgdao do corpo humano, é a nossa primeira defesa contra
agentes externos. A via topica é usada como alternativa para a administragcdo de
farmacos, estes sdo incorporados em formulacdes galénicas semissélidas, como:
cremes, pomadas e géis. Para que a sua terapéutica seja eficaz estes devem atravessar
as varias camadas da pele e chegar ao local desejado, que varia em funcao do objetivo
terapéutico, proporcionando assim o seu efeito. Atualmente, existem técnicas in vitro
gue permitem testar a taxa de permeacao das formulacdes tdpicas, onde a cinética da
pele é simulada. Esta técnica inclui um dador, uma membrana e um meio recetor que
¢é analisado par determinar a concentrac¢do do farmaco ao longo do ensaio.

Posteriormente ao estudo do perfil de libertacdo in vitro realizado, foram
realizados estudos de permeacgdo de modo a perceber a viabilidade da formulagao
desenvolvida numa terapéutica topica.

Estes estudos mostraram que em MLN — Bac a permeacdao é mais rapida e
controlada do que quando comparado com a solu¢do de Bac — livre, como se encontra
representado na figura 5.4. De acordo com os resultados obtidos é viavel que as
formula¢Ges desenvolvidas possam vir a ser utilizadas no tratamento para uma infecao
cutanea. A forma galénica da formulacdo facilita a sua aplicacdo pelo doente. Para
além disso, a formulacdo estd associada a varios beneficios como: reconstituicdo da

barreira cutanea e hidratacdo, uma vez que os constituintes maioritarios sdo lipidos.

46



30 - Ensaio de Permeacgéo

25 -
< 20 -
lo
S 15
©
4]
g 10 -
7]
[a ¥
s =@ \ILN-Bac
- Bac-livre
0 L _ T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tempo (h)

Figura 5.4 — Representacao grafica dos resultados obtidos através dos estudos de permeacao in vitro.
Como barreira de permeacao foi utilizado pele da orelha de porco, pH 7.4 e uma temperatura de 37 °C.

E possivel perceber que em alguns pontos do grafico a permeacdo do farmaco
livre é muito préxima da permeacdo da formula¢do. Embora a formulagdo continue a

permear mais que o farmaco livre.

E possivel que esta permeacdo se deva ao facto de estarmos a comparar uma
formulacdao semi-sélida e uma solucdo aquosa de farmaco livre. A galénica das
preparacdes é diferente e certamente terd efeito na permeagao. Numa perspectiva
futura, o ideal seria incorporar o farmaco livre num gel de carbopol. Desta forma
garantiamos uma galénica mais idéntica entre amostras. E importante realcar que a

concentracado de farmaco (bacitracina) é idéntica em ambas as preparacoes.
5.5 ESTUDOS DE VIABILIDADE CELULAR

5.5.1 LiNHA CELULAR L929

Numa primeira abordagem, foram testadas diferentes concentracGes de
formulagbes placebo (MLN sem Bac), de forma a determinar a concentracdo maxima

de MLN ndo tdxicas para as células.
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Posteriormente, numa segunda abordagem, foram testadas concentragées de
formulacdo com bacitracina (MLN — Bac) e uma solu¢do aquosa de farmaco (Bac —
livre). O conceito deste ensaio é perceber a concentragdo maxima que ndo é téxica
para as células.

Na figura 5.5, através do grafico de barras, é possivel observar a dependéncia

da taxa de viabilidade celular com concentragdes crescentes das diversas amostras.

Linha Celular L929

140

105 -

% Viabilidade Celular
(98] ~J
(9] [an]

0,00 0,63 1,25 2,50 5,00
Concentracao (mg/mL)

B MLN - Bac Bac - livre ® MLN-Placebo

Figura 5.5 — Representag¢do grafica da viabilidade celular dos estudos efectuados com a linha celular
L929, usando diferentes concentra¢des de MLN — Placebo, MLN — Bac e Bac — livre. A linha vermelha
representa o valor minimo aceitavel de viabilidade celular recomendando pela ISO. (média £ SD; n = 3)

Pela analise dos resultados obtidos, onde foram testadas concentracdes de
0,63 mg/mL, 1,25 mg/mL, 2,50 mg/mL e 5,00 mg/mL é possivel concluir que é seguro
utilizar uma formulagdo de MLN — Bac, numa concentrac¢do < a 5,00 mg/mL, uma vez
que, esta se traduz numa taxa de viabilidade celular de aproximadamente 90 %.

O contrario ndo se poderd dizer da Bac — livre, a uma concentra¢dao > 2,50
mg/mL, esta apresenta uma taxa de viabilidade celular de aproximadamente 70%, isto
traduz-se numa toxicidade elevada para as células. E recomendado, por uma norma
ISO (criada pela Organizacdo Internacional de Padronizacdo), que uma taxa de

viabilidade abaixo de 70% seja considerado téxico para as células [47].
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5.5.2 LINHA CELULAR HACAT

A semelhanca da linha celular L929, foram testadas diferentes concentra¢ées
de formulacdes placebo (MLN sem Bac), de forma a determinar a concentracdo
maxima de MLN nao tdxicas para as células. A metodologia usada foi a mesma.

Na figura 5.6, é possivel observar a dependéncia da taxa de viabilidade com

concentragdes crescentes das diversas amostras.
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Figura 5.6 — Representacdo grafica da viabilidade celular dos estudos efectuados com a linha
celular HaCaT, usando diferentes concentra¢des de MLN — Placebo, MLN — Bac e Bac — livre. A
linha vermelha representa o valor minimo aceitavel de viabilidade celular recomendando pela
ISO. (média £ SD; n = 3)
Relativamente aos resultados obtidos de Bac — livre é possivel perceber que a

uma concentragdo > 1,25 mg/mL leva a uma taxa de viabilidade celular abaixo do

recomendando pela ISO, o que traduz numa toxicidade celular.

Analogamente as formula¢des de MLN, podemos concluir que a MLN — Bac
numa concentracdo < a 2,50 mg/mL é segura, uma vez que, esta se traduz numa taxa
de viabilidade celular de aproximadamente 90 %. Assim, a concentragdo maxima a ser
usada é determinada pela concentracdo segura na linha celular em que a toxicidade foi

superior.
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A ciéncia procura todos os dias arranjar formas mais vidveis de combater as
mais varidveis doencas. Muitas vezes, através de novas técnicas de andlise que
possibilitam a identificacdo precoce da patologia, ou até mesmo, pela procura de
novos tratamentos farmacoldgicos que visam retardar o avancar da doenca, e quica,
retardar o aparecimento da mesma. Por outro lado, a procura em minimizar os efeitos
colaterais associados aos tratamentos atuais. Toda esta procura serve para obtermos
uma maior esperancga de vida em prol de uma melhor qualidade de vida, é nisto que a

ciéncia procura trabalhar todos os dias.

O desenvolvimento de uma formulacdo de bacitracina, um antibidtico
esquecido, numa nova geracao de nanoparticulas foi o ponto de partida para o
presente trabalho. O objetivo inicial, foi desenvolver uma nova formulagdo de
bacitracina, como alternativa terapéutica, capaz de combater infecGes bacterianas a

nivel tépico.

Atualmente existem ja algumas formulag¢des na literatura, com o intuito de
uma administracdo tdpica da bacitracina (Tabela 6.1). No entanto, devido a serem
tipos de estudo diferentes, a comparacdo ndo é direta. Com os estudos efetuados até
ao momento, podemos apenas dizer que a formulagdo desenvolvida e descrita neste

trabalho apresenta grande potencial.

Tabela 6.1 — Formulag¢des baseadas na nanotecnologia, de Bacitracina, descritas na literatura.

Tipo de Particulas Tamanho (nm) Polidispersao PZ* (mV) Referéncia

Bac — AuNP [89 —100] = |14 [13]
Nano - Bac [116 —127] <0,1 |4,0| [19]
Nano — Bacs; sk;sk [80 —130] <0,1 |4,0] [38]
Bac — PtNP =50 - - [48]

*Potencial zeta (PZ)
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Neste trabalho, os estudos de libertagdao in vitro e de permeagao ex vivo
provaram que a formulacdo optimizada é capaz de libertar bacitracina de forma
controlada. E evidente a importancia das NP no comportamento observado, uma vez
gue a sua estrutura lipofilica permitiu a permeacdo do farmaco através da pele de

forma controlada.

Deste modo, é importante destacar que o tamanho das nanoparticulas de
bacitracina é adequado para administracdao topica. A MLN — Bac apresenta duas
populacdes predominantes, em média: populacdo 1: 289 nm (99%) e populacdo 2:
1265 nm (1%). Estas populagbdes apresentam diversas vantagens, uma vez que,
tamanhos mais pequenos sdo facilmente permeados atingindo camadas mais
profundas da pele e até mesmo a corrente sanguinea. No caso da popula¢do de maior
tamanho, esta atua na superficie da pele. Através da literatura sabe-se que S. aureus,
bateria predominante em infe¢des cutaneas, pode ficar confinada as camadas mais
superficiais da pele ou estender-se aos tecidos mais profundos, chegando mesmo a

corrente sanguinea.

Nos estudos de libertacdo de bacitracina, na presenca das NP, estes mostram
gue a bacitracina é libertada de forma controlada, a um valor de pH 7.4. Estes estudos,
vem evidenciar que as NP promovem a libertacdo de bacitracina na superficie da pele
infetada. Assim, podemos concluir que a sua administracdo tdpica, mostra efeitos

promissores no combate a infec¢des cutanéas.

Os estudos de permeag¢ao mostram ainda que, efetivamente se consegue uma
permeacdo controlada em MLN — Bac quando se compara com a permeacdo de Bac —
livre. Apresentando assim, uma taxa maxima de permeagao de aproximadamente 25%
ao fim de 8h, o que indica que a bacitracina chegara ao destino pretendido, as

bactérias.

Por fim, com a realizacdo dos estudos em linhas celulares: 1929 e HaCaT, é
possivel perceber, que as formulacbes ndo apresentam toxicidade até uma

concentrag¢do de 5,0 mg/mL em células L929 e até 2,5 mg/mL em células HaCaT.
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Embora muito tenha sido estudado neste projeto, ainda hd muito para ser
trabalhado, principalmente na comprovacdo da eficdcia desta formulacdo. Como
trabalho futuro, serd do maior interesse a realizacdo de estudos de estabilidade em

prateleira e estudos de concentragdo inibitéria minima em bactérias do tipo S. aureus.
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8.1 RETA DE CALIBRAGCAO DA BACITRACINA

8.1.1 TAXA DE ENCAPSULACAO

A reta de calibracdo para a taxa de encapsulacao efetuou-se utilizando uma
solugdo stock de 10mg/mL de Bacitracina em agua bidestilada. Para tracar a reta de
calibracdo efetuaram-se diluicdes da solucdo stock e mediu-se a absorvancia entre os

200-500 nm. A reta obtida encontra-se representada na figura 8.1

18 . Reta de Calibrac¢do da Bacitracina
1,5 -
1,2 -
B 0,9 -
<
06 y =0,21x + 0,0075
2 _
0s . R2 = 0,9999
0 - T T T T T )
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Figura 8.1 — Representac¢do grafica da reta de calibragdo obtida para a determinagdo da taxa
de encapsulagdo de Bacitracina nas NP.

8.1.2 ENSAIOS DE LIBERTACAO E PERMEACAO APH 7.4

A reta de calibracdo da Bacitracina para os estudos de libertacdo e permeacao a
pH 7.4 efetuou-se utilizando como solucdo mde, posteriormente efetuaram-se
diluicdes a partir dessa solucdo e mediu-se a absorvancia entre os 200-500 nm,

obtendo-se a reta representada na figura 8.2
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Reta de Calibragéo da Bacitracina - PBS
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Figura 8.2 — Representacdo grafica da reta de calibracdo obtida para a determinacgdo da taxa
de libertacdo a pH 7.4, in vitro, para a Bacitracina nas NP e para a Bac — livre.

8.1.3 ENsAIOS DE LIBERTACAOAPH 5.5

A reta de calibracdo da Bacitracina para os estudos de libertacdo a pH 5.5
efetuou-se utilizando como solucdo mae, posteriormente efetuaram-se diluices a
partir dessa solu¢cdao e mediu-se a absorvancia entre os 200-500 nm, obtendo-se a reta

representada na figura 8.3

62
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Figura 8.3 — Representacdo grafica da reta de calibracdo obtida para a determinacdo da taxa
de libertacdo a pH 5.5, in vitro, para a Bacitracina nas NP e para a Bac — livre.
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