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RESUMO

A rifampicina, apesar de ser um consagrado antibiético no tratamento da hanseniase, da
tuberculose e das infecgbes por Staphylococcus aureus, pode ocasionar sérios eventos
adversos, como a nefrotoxicidade e hepatoxicidade, em terapias prolongadas ou na
administracdo de altas dosagens. As nanoparticulas surgem como promissoras plataformas de
liberacdo de farmacos e veiculos, transportadores e carreadores, contribuindo para a reducédo
de efeitos colaterais e tdxicos. Este estudo teve o objetivo de preparar um nanosistema a partir
da rifampicina a nanoparticulas de oxido de ferro, realizar sua caracterizagdo quimica e
avaliar atividade toxicol6gica e antimicrobiana. Nanoparticulas de Oxido de ferro foram
sintetizadas pelo método de coprecipitacdo, revestidas com acido laurico e depois adsorvidas
a rifampicina. Este sistema foi caracterizado por espectroscopia eletronica na regido do
ultravioleta visivel, espectroscopia vibracional de absorcéo na regido do infravermelho médio
com transformada de Fourier, difratometria de raios X e espalhamento dinamico da luz. A
toxicidade do composto foi determinada pelo ensaio em letalidade de Artemia salina e
posteriormente, sua atividade antimicrobiana foi avaliada pelo teste de sensibilidade
antimicrobiana por difusdo em disco. Os resultados de espectroscopia eletrbnica
demonstraram que 55% da rifampicina foi adsorvida ao fluido. A espectroscopia vibracional
de absorcdo na regido do infravermelho evidenciou a presenca do &cido laurico associado as
nanoparticulas e confirmou também a presenca da rifampicina ao sistema. A difracdo de raios
X permitiu estimar os didmetro médio das particulas de magnetita e maghemita, que
revelaram dimensdes de 8 nm, em ambos os casos. A atividade antimicrobiana da rifampicina
foi reduzida quando adsorvida ao fluido, em relacdo a rifampicina livre, contra cepa de
Staphylococcus aureus. E discos impregnados apenas com fluido ndo apresentaram halo de
inibicdo. A rifampicina livre apresentou toxicidade moderada (CLsp 312,94), enquanto a
rifampicina adsorvida ao fluido apresentou baixa toxicidade (CLsy 535,38) aos nauplios de
Artemia salina. Verificou-se que nanoparticulas de 6xido de ferro foram atoxicas até na alta
concentragio de 3000 pg.mL™. Além disso, observaram-se comportamentos de aumento de
velocidade de natagdo e acumulo de nanoparticulas no intestino das Artemia salina, contudo,
essas alteracGes ndo induziram a mortalidade dos crustadceos. E a auséncia de toxicidade
reforca a perspectiva de aplicacbes do composto como possivel carreador de farmaco

PALAVRAS CHAVE: Nanotecnologia, Artemia salina, toxicidade, Staphylococcus aureus,
antibiotico,



ASTRACT

Rifampicin, despite being an established antibiotic in the treatment of leprosy, tuberculosis
and Staphylococcus aureus infections, this drug can cause serious adverse events such as
nephrotoxicity and hepatotoxicity in prolonged therapy or administration of high doses. The
nanoparticles arise as release promising platforms of drugs, contributing to the decrease of
side and toxic effects. This study aimed to associate rifampicin with nanoparticles of iron
oxide, perform chemical characterization and evaluate toxicological and antimicrobial
activity. Nanoparticles of iron oxide were synthesized by coprecipitation method, coated with
lauric acid and then absorbed to rifampicin. Such system was characterized by Ultraviolet-
visible spectroscopy, Fourier transform spectroscopy infrared, X-ray diffractometry and
dynamic light scattering. The toxicity of the compound was determined by Artemia salina
lethality assay and, posteriorly, its antimicrobial activity was evaluated by disk diffusion
antimicrobial susceptibility testing. The results demonstrated that 55% of the rifampicin was
adsorbed to the fluid according to the UV-vis technique. The infrared region of the spectra
showed the presence of lauric acid combined with nanoparticles and also confirmed the
presence of the rifampicin to the system. The average diameter of the magnetite and
maghemite particles were estimated by X-ray diffraction, which revealed 8 nm dimensions in
both cases. The antimicrobial activity of rifampicin was decreased when absorbed in the fluid,
regarding free rifampicin, against Staphylococcus aureus strain. And disks impregnated with
only nanoparticles showed no inhibition zone. The free rifampicin showed a moderate toxicity
(LCso 312.94), while rifampicin absorbed in the fluid showed low toxicity (LCso 535.38) to
the de Artemia salina nauplii. And it was found that iron oxide nanoparticles were non-toxic
even at high concentration of 3000 pg.mL™. Furthermore, it was observed behaviors of
swimming speed increase and accumulation of nanoparticles in the intestine of Artemia
salina, however, these alterations did not induce mortality of crustaceans. The absence of
toxicity increases the prospect of the compound applications as possible drug carrier.

Keywords: Nanotechnology, Artemia saline, toxicity, Staphylococcus aureus, antibiotic.
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1 INTRODUCAO
A rifampicina (Figura 1) é um antibidtico que possui atividade bactericida contra os

patdgenos Mycobacterium leprae, Staphylococcus aureus e Mycobacterium tuberculosis
(HYDE, 1972; RODRIGUEZ et al., 2014).

Figura 1 - Férmula estrutural da rifampicina

at Ot

Fonte: Propria autora

Seu mecanismo de acdo consiste na inibicdo da RNA-polimerase DNA-dependente
impedindo a sintese de proteinas da célula bacteriana (WEHRLI; STAEHELIN, 1971;
YALLAPU; JAGGI; CHAUHAN, 2012).

A rifampicina apesar de seu amplo espectro de acdo possui a capacidade de produzir
eventos de toxicidade em figado e néfrons, devido a tratamentos prolongados e as altas
dosagens em terapias, como a tuberculose e hanseniase (ELLARD; FOURIE, 1999). Além
disso, mutaces em subunidades da RNA polimerase explicam a resisténcia antimicrobiana da
rifampicina. Diante desses problemas, muitas pesquisas vém sendo realizadas a fim de
desenvolver novas tecnologias e novos antibioticos (MOHSENI; GILANI; MORTAZAVI,
2015).
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Como tecnologia promissora, a nanobiomedicina é uma ciéncia envolvida em
aplicacdes biomédicas (BUSQUETS; SABATE; ESTELRICH, 2014) que esti associada a
manipulacdo da matéria em escala nanométrica, que compreende dimensdes entre 1 — 100 nm
(Figura 2) (PRADHAN et al., 2015). Neste cenario, nanoparticulas magnéticas de oxido de
ferro vem se destacando como materiais importantes em aplicagdes biomédicas, como
vetorizacdo de farmaco, sistemas de liberagdo controlada (HUSSEIN-AL-ALI et al., 2014a),
diagnosticos via imagiologia (ITTRICH et al., 2013) e tratamento de doencas (BLECHER,;
NASIR; FRIEDMAN, 2011; GEHRKE; GEISER; SOMBORN-SCHULZ, 2015).

Figura 2 - Escala nanométrica.

Agua Glicose Anticorpo Virus Bactéria Celula cancerigena Bola de Ténis

74 A NS
"‘ij,' L w

.,f::wn\;;‘
€54 ) LY
’Ii,’;“.'"‘,‘n‘ ”‘*.x»k >
Lipossomo Dendrimero  Nanoparticulas de ouro Ponto quantico Fulereno

Fonte: (PRADHAN et al., 2015) adaptado.

Essas nanoparticulas sdo formadas por 6xidos de ferro de maghemita (y-Fe;O3) e de
magnetita (Fe;04) (KHALAFALLA; REIMERS, 1980; SHRESTHA; HAMBLIN; KISHEN,
2014) na forma de suspensdes coloidais estaveis (estabilizadas por tensoativos ou polimeros)
denominadas fluidos magnéticos (FM) (GHOSHAL et al., 2013; INBARAJ; TSAI; CHEN,
2012; UNTERWEGER et al., 2014).

Uma abordagem promissora para sua aplicacéo é o desenvolvimento de nanosistemas
baseado na adsor¢do de farmacos a estas nanoparticulas, na sua forma de fluido magnético
(WAHAJUDDIN; ARORA, 2012).
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Estudos vém demonstrando que estes nanosistemas, devido as suas propriedades
magnéticas (PRIJIC et al., 2012) podem ser utilizadas principalmente para provimento da
liberacdo controlada e vetorizacdo de farmacos (HUSSEIN-AL-ALI et al., 2014a).

Diante deste cenario, nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro, lancam-se como
uma promissora area no desenvolvimento de nanoantibidticos, com a expectativa de produzir
um aumento da atividade antimicrobiana explicada em alguns estudos, com um sinergismo a
partir da formacédo do complexo farmaco-nanoparticulas (HUSSEIN-AL-ALI et al., 2014b). E
também auxiliando na reducédo da toxicidade do farmaco no organismo (GAMBARDELLA et

al., 2014), devido a sua capacidade de vetorizacao e liberagdo controlada de farmacos.

Deste modo, este estudo tem como objetivo produzir um nanosistema a partir da
adsorcdo de rifampicina a nanoparticulas de 6xido de ferro, realizar sua caracterizacao
qguimica e avaliar sua atividade antimicrobiana por difusdo em disco e sua toxicidade em

Artemia salina.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Rifampicina

As rifamicinas sdo antibidticos do grupo ansamicinas, obtidas a partir da fermentagéo
da Streptomyces mediterranei que foram descobertas em 1957 (WEHRLI; STAEHELIN,
1971; MOHAJERI et al., 2014). Na época foram isolados alguns compostos e destes a
rifampicina B demonstrou possuir maior atividade bactericida. A partir desse isolamento,
diversos radicais foram adicionados a rifamicina B por método sintético, dando origem as

rifamicinas (rifampicina, rifabutina, rifapentina) semissintéticas (Figura 3).

Figura 3 - Estrutura das rifamicinas.
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Fonte: Propria autora.
Destas, a rifampicina demostrou possuir maior espectro de atividade bactericida,

especialmente contra a inibicdo do bacteriano de Staphylococcus aureus (CAMILLO-
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COURA et al., 1970; WEHRLI; STAEHELIN, 1971; MOHAJERI et al., 2014; RODRIGUEZ
etal., 2014).

A rifampicina (3-[[(4-metil-1-piperazinil)imino]metil]rifamicina) apresenta formula
molecular de Cu3HssN4O1, e peso molecular de 822.94 gmol™. Contém no minimo 97% e no
maximo 102% de Cy3HsgN4O12. E um po cristalino, de cor castanho-avermelhada, pouco
sollvel em &gua, acetona e alcool, e, solivel em metanol. Deve ser armazenados em
recipientes bem fechados e protegidos da luz a uma temperatura maxima de 25°C
(PHARMACORPEIA, 2014; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

A rifampicina € um consagrado antibiético muito utilizado em associagdo com outros
antibidticos contra o Mycobacterium tuberculosis, patdgeno da tuberculose (CAMILLO-
COURA et al., 1970; WEHRLI; STAEHELIN, 1971; MOHAJERI et al., 2014; RODRIGUEZ
et al., 2014). A tuberculose é uma doenca pulmonar, que pode afetar outros 6rgaos. E sobre
tudo pacientes imunodeprimidos. E transmissivel principalmente por vias aéreas, por
goticulas de saliva que contenham o bacilo patdgeno Mycobacterium tuberculosis
(MOHSENI; GILANI; MORTAZAVI, 2015). Seu diagndstico € obtido por meio da analise
de cultura ou baciloscopia pela identificacdo do bacilo (HYDE, 1972; RODRIGUEZ et al.,
2014).

A rifampicina também é utilizada para o tratamento da hanseniase, infec¢bes por
Staphylococcus aureus e na profilaxia de infecgdes meningocdcicas (ELLARD; FOURIE,
1999). Seu mecanismo de acdo consiste no bloqueio da transcricdo da micobactéria, inibindo
a sintese de RNA, especificamente a RNA-polimerase-DNA-dependente (DDRP), o que
impede a sintese de RNA mensageiro, cessando a sintese de proteinas da célula bacteriana e
provocando a sua morte (Figura 4) (WEHRLI; STAEHELIN, 1971; YALLAPU; JAGGI,;
CHAUHAN, 2012; LEGOUT et al., 2014).

A rifampicina é bem absorvida por via oral e é amplamente distribuida nos tecidos e
fluidos corporais (ELLARD; FOURIE, 1999; INGEN et al., 2011). Ela se liga
aproximadamente a 89% as proteinas plasmaticas. Possui meia vida de aproximadamente 3
horas e apresenta metabolismo principalmente hepatico. Sua excre¢do pela urina pode ser de
30 a 60% de metabdlitos sob a forma desacetilada e aproximadamente 50% na sua forma
inalterada. Ela também pode ser excretada pelo leito materno e atravessar a barreira
placentéria (IBIAPINO et al., 2014).
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Figura 4 - Mecanismo de acdo da rifampicina.
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Fonte: http://chemistry.tutorvista.com/biochemistry/antibiotics.html (Adaptado).

A rifampicina é considerada um farmaco de classe Il (baixa solubilidade e alta
permeabilidade) de acordo com classificagdo biofarmacéutica (WHO, 2009). Ela possui duas
formas cristalinas polimorficas | e Il e duas formas amorficas (PELLIZA et al., 1977).

Estudos tem demonstrado que a forma polimorfica | é a mais estavel (ALVES et al., 2010).

Apesar de exercer atividade bactericida, em muitos casos, pode ser necessaria a
administracdo de altas doses e tratamentos prolongados. Esta combinacdo pode ocasionar com
maior frequéncia o aumento dos niveis séricos de bilirrubina e de enzimas hepaticas, podendo
provocar hepatoxicidade e em menor ocorréncia o desenvolvimento de nefrite intersticial
aguda e glomerulonefrite (LEGOUT et al., 2014; MIN et al., 2013; (FERREIRA et al., 2015).

Outro problema reportado a rifampicina € a sua resisténcia ao Mycobacterium
tuberculosis devido a mutagdes da subunidade B da RNA polimerase. Este problema
representa uma seria ameaca a saude publica, de modo que este antibiotico ndo deve ser
utilizado isoladamente no tratamento da tuberculose, ou seja, recomenda-se a administracao
concomitante da rifampicina com outros antibioticos (MOHAJERI et al., 2014; SHERRARD;
TUNNEY; ELBORN, 2014). Além disso, a rifampicina apresenta desvantagens, tais como a
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solubilidade aquosa limitada e dependente do pH, biodisponibilidade reduzida e estabilidade
comprometida quando exposta & luz (SCHIANTI et al., 2013).

Inimeros estudos em sistemas de liberacéo controlada de farmacos tém como objetivo
melhorar propriedades fisico-quimicas (WAHAJUDDIN; ARORA, 2012), potencializar a
acdo e diminuir os efeitos colaterais dos farmacos (HUH; KWON, 2011).

E aliando-se ao fato de que a adsorcdo de antibidticos a nanoparticulas magnéticas de
oxido de ferro possam aumentar a absorcdo celular do farmaco e reduzir efeitos tdxicos
(ISTRATE et al., 2014), sugere-se que a adsorcdo da rifampicina a essas particulas também

possam reduzir sua toxicidade.

2.2 Nanoparticulas Magnéticas e Fluidos Magnéticos

As nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro sdo formadas por 6xidos de ferro de
maghemita (y-Fe,;O3) e de magnetita (Fe3O,), seguidas da adi¢do de uma base pelo método de
sintese de coprecipitacdo (ITTRICH et al., 2013; LEE et al.,, 2015; KHALAFALLA;
REIMERS, 1980).

Apds sua sintese forma-se uma suspensdo coloidal, também conhecida como fluido
magnético ou ferrofluido (EWIJK; VROEGE; PHILIPSE, 1999). O fluido magnético é
constituido de uma fase solida magnética e uma fase liquida dispersante ndo magnética,

ilustrada na Figura 3 (SANCHEZ-RAMIREZ et al., 2014).

Figura 5 - Sedimentacdo das nanoparticulas de 6xido de ferro.

Fonte: (SANCHEZ-RAMIREZ et al., 2014).
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Estes materiais possuem uma natureza nanomagnética em fungdo de serem compostas

por minusculas particulas que funcionam como imés (LOPEZ et al., 2010).

Contudo, particulas magnéticas de éxido de ferro, por estarem em escala hanométrica
(KHALAFALLA; REIMERS, 1980) podem apresentar uma grande area superficial e sofrer
agregacdo de suas particulas. Por esse motivo, faz-se necessario minimizar essa aglomeracéo
com o processo de estabilizacdo do ferrofluido, por meio de revestimento ou funcionalizagdo
das particulas (KUCHERYAVY et al., 2013).

No processo de funcionalizacdo as nanoparticulas magnéticas de o6xido de ferro sdo
revestidas em sua superficie com polimeros biocompativeis ou tensoativos (SHRESTHA;
HAMBLIN; KISHEN, 2014). Os tensoativos, como o &cido laurico (Figura 6), por exemplo,
favorecem a repulsdo eletrostatica e estérica no fluido e deste modo contribuem para a nédo
aglomeracdo das particulas. Eles também sdo responsaveis por manter as propriedades
coloidais em altas temperaturas, quando submetidos a campos magnéticos alternados
(GONZALES; KRISHNAN, 2007).

Figura 6 - Estrutura do tensoativo acido laurico.
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Fonte: Prépria autora.

O grande interesse dos fluidos magnéticos em aplicaces biomédicas é devido a sua
propriedade superparamagnética que consiste em apresentar magnetizacdo apenas na presenca
de campo magnético externo (WAHAJUDDIN; ARORA, 2012). O superparamagnetismo
provém de um momento magnético atbmico, ou seja, a presenca de atomo com elétron
desemparelhado, que sob influéncia de campo magnético externo se magnetiza e se orienta
em direcdo a este campo. Enquanto, a auséncia do campo magnético externo ndo apresenta
magnetizacdo como mostrado na Figura 7 (COLOMBO et al., 2012; KUCHERYAVY et al.,
2013; SHEVTSOV et al., 2014).
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Figura 7 - Esquema do superparamagnetismo.
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Diversos estudos demostram que nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro podem
ser aplicadas na area biomédica (Figura 8) (COLOMBO et al., 2012). Principalmente, a
vetorizacdo com marcadores moleculares (BUSQUETS; SABATE; ESTELRICH, 2014), a
liberacdo de farmacos (GRUMEZESCU et al., 2014), diagnostico por imagem por

ressonancia magnetica nuclear (KASTEN et al., 2014) e hipertermia magnética (BALDI et al.,
2014).

Fonte: Prépria autora.

Figura 8 - Aplicacdes bioldgicas de nanoparticulas magnéticas.
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Fonte: (COLOMBO et al., 2012) adaptado.
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2.3  Sistemas Liberacéo e Vetorizacdo de Farmacos

Os maiores problemas na administracdo de medicamentos referem-se, ao grande
desconforto do paciente em administrar varias doses para manter o nivel sérico do farmaco no
organismo e a grande quantidade de efeitos colaterais e toxicos devido a sua nao seletividade
(MOHSENI; GILANI; MORTAZAVI, 2015).

A possibilidade de carreamento de fa&rmacos € muito interessante, uma vez que, 0 seu
direcionando possa evitar a sua interagdo a outros 6rgdos ou tecidos que ndo sejam de
interesse de atuacdo. Assim o sistema de liberacdo controlada pode minimizar os efeitos
colaterais e toxicos, e, também aumentar o intervalo entre as doses para proporcionar maior
conforto ao paciente e consequentemente maior adesdo ao tratamento (YEN;
PADMANABHAN; SELVAN, 2013).

A Figura 9 ilustra que a concentracdo do farmaco na liberacdo modificada permaneceu
constante e dentro do intervalo terapéutico. Ao passo que a concentracdo do farmaco na
liberacdo convencional oscilou atingindo a faixa téxica apds sua liberacdo e a faixa

subterapéutica ao termino de sua meia vida.

Figura 9 - Cinética de liberacdo de farmacos.
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Fonte: (JANSSEN et al., 2014) adaptado.



27

Uma abordagem promissora para o desenvolvimento de sistemas de liberagdo
controlada é baseada na adsor¢cdo de nanoparticulas magnéticas na sua forma de fluido
magnético a um farmaco (WAHAJUDDIN; ARORA, 2012).

Vérios estudos demonstraram que o transporte e a liberacdo controlada de farmacos
pelas nanoparticulas magnéticas de 6xidos de ferro sdo possiveis, devido as suas propriedades
superparamagnéticas de serem orientadas por campo magnético e pelas suas propriedades
carreadoras adquiridas apos revestimento por polimeros e tensoativos biocompativeis. Estes
agentes de funcionalizacdo quando associados as nanoparticulas possibilitam adsorcéo e o
direcionamento de farmacos acoplados a sua superficie e podem promover a liberacdo
controlada de farmacos (Figura 10) (TOD et al., 2014; LAURENT et al., 2008; HUSSEIN-
AL-ALl et al., 2014b; XIONG et al., 2015).

Istrate et al., (2014) observou maior fluidez de membrana, quando associou
antibidticos a nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro em relacdo a antibidticos livres.
Além disso, verificou-se que nanoparticulas de magnetita mostraram semelhante padrdo de

biodistribuicao e transportados atraves no fluxo sanguineo.

Figura 10 - Esquema do carreamento e liberagdo de farmacos.
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Fonte: Propria autora

Partindo do principio de que a internalizacdo de nanoparticulas ocorre por meio de
endocitose de membrana, o aumento da fluidez da membrana favorece a taxa de penetracdo
dos antibioticos transportados, permitindo assim uma absor¢do mais eficiente da droga.
(ISTRATE et al., 2014)

Estudos abordam que as nanoparticulas tendem a se localizar, principalmente dentro

dos pulmdes. Assim, sugere-se que a sua adsorc¢ao a antibidticos poderia ser uma alternativa
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menos toxica para tratamentos de pacientes afetados por infec¢des recorrentes do pulméo com
a tuberculose, por exemplo, que necessitam de antibiéticos por um longo periodo (HUH;
KWON, 2011).

2.4 Outros Usos das Nanoparticulas

Como diagnostico, as nanoparticulas podem ser empregadas como contraste no
diagndstico por imagem por ressonancia magnética nuclear, para aumentar a qualidade de
Imagens e na localizagdo de neoplasmas precoces (BERMAN; WALCZAK; BULTE, 2011).

O mecanismo da ressonancia magnética nuclear consiste no alinhamento de prétons
de hidrogénio a um campo magnético externo. Os prétons de hidrogénio da agua presente no
tecido a ser diagnosticado, quando submetido a uma frequéncia de radiacdo, sofre uma
perturbacdo e quando esses protons voltam ao seu estado normal, a imagem é obtida (SINGH
et al., 2014). Tecidos diferentes apresentam velocidades diferentes de retornos dos protons. E
devido a esta peculiaridade, as imagens apresentam contrastes de contornos para diferenciar
as estruturas bioldgicas de interesse (SHEVTSOV et al., 2014).

Como as atividades metabdlicas de células doentes séo diferentes de células sadias, a
ressonancia magnética promove a grande vantagem de identificar essas diferencas por meio
das imagens e dessa forma é possivel monitorar o avanco das doencas, sendo uma poderosa

ferramenta para o diagnostico e tratamento neoplasico (BIGINI et al., 2012).

Muitas formulacGes de nanoparticulas magnéticas foram desenvolvidas e ja estdo no
mercado para serem utilizadas como contrastes em ressondncia magnética nuclear, como o
Endorem (BIGINI et al., 2012), Feridex IV® (WAHAJUDDIN; ARORA, 2012) e
Combidex® (MUDSHINGE et al., 2011). Pesquisas atuais na area de ressonancia magnética
nuclear para a terapia oncoldgica buscam aperfeicoar as interagcdes das nanoparticulas a fim
de melhorar a nitidez das imagens, reduzirem a quantidade administrada de contraste e
aprimorar a funcionalizagdo das nanoparticulas para que o contraste atinja o sitio desejado
(ITTRICH et al., 2013).

Além disso, estudos com marcadores de peptideos de cancer de prostata associados as
nanoparticulas magnéticas de o0xidos de ferro observaram o acimulo de material em regi&o
especifica, identificando com precisdo o local da lesdo. Além disso, apresentaram melhor

qualidade nas imagens por ressonancia magnética nuclear (FUCHSJAGER et al., 2008).
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Os marcadores fluorescentes também estdo sendo utilizados em testes combinados
com nanoparticulas para entrega de drogas guiada por imagem como uma nova plataforma de
diagnosticos (JING et al., 2010; YEN; PADMANABHAN; SELVAN, 2013). Wankhede et al.
(2012), verificou que a adsorcdo de nanoparticulas magnéticas a anticorpos monoclonais

permitiram a detecgdo precoce de micrometastase em tumores de cérebro.

Além de agentes de contraste para diagndstico, varios estudos destacam o uso desses
sistemas magnéticos a terapia oncologica, aplicados as técnicas de hipertermia e de
vetorizacdo de quimioterdpicos (YALLAPU; JAGGI; CHAUHAN, 2012; WANKHEDE et
al., 2012; HUSSEIN-AL-ALI et al., 2014b).

A hipertermia € o aumento acima do normal da temperatura corporea. ElevacGes altas
de temperatura podem alterar a homeostasia corporal e causar danos em tecidos (YEN;
PADMANABHAN; SELVAN, 2013). A partir deste conceito, varios estudos estdo sendo
realizados com o objetivo de provocar o aumento da temperatura em lugares especificos com

0 intuito de provocar danos seletivamente em regides neoplasicas.

Para promover o processo de hipertermia, os fluidos de nanoparticulas
superparamagnéticas de éxido ferro sdo funcionalizados para se associarem a anticorpos e
serem usadas como vetores até a regido do sitio-alvo. As nanoparticulas sdo orientadas por

meio de um campo magnético externo até o local do tumor (HUSSEIN-AL-ALI et al., 2014b).

Com a aplicacdo de correntes alternadas de forca e frequéncia, as nanoparticulas
absorvidas pelas células cancerosas dissipam calor e provocam a elevacdo da temperatura, em
torno de 46°C a 48°C no local do tumor. Esse aumento de temperatura propicia a morte das
células tumorais neoplasicas, uma vez que estas sdao menos resistentes a elevacBes de
temperaturas do que células normais e saudaveis (Figura 11) (ANDRADE et al., 2011,
BALDI et al., 2014; SINGH et al., 2014).
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Figura 11 - Hipertermia magnética.
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Fonte: (ANDRADE et al., 2011) Adaptado.

2.5 Ensaios Biologicos

2.5.1 Bioensaio de toxicidade em Artemia salina

Artemia salina € um microcrustdceo do Filo Artropoda, do subfilo Crustacea, da
classe Branchiopoda, da subclasse Sarsostraca, da ordem Anostraca, da familia Artemiidae,
do género Artemia Leach. Para este género temos espécies como Artemia monica, Artemia
franciscana, Artemia tibetiana e Artemia salina (SORGELOOS et al., 1986; NASCIMENTO
et al., 2008).

Seu corpo é dividido em trés partes: cabeca, torax e abdomen (DVORAK; BENOVA,;
VITEK, 2012) (Figura 13). A cabeca comporta dois olhos pedunculados, um olho naupliano,
duas anténulas e duas antenas. A Artemia salina é caracterizada por possuir um ciclo de vida
curto que compreende os estagios de cisto, nauplios, metanduplios, pré-adultos e adultos
(IGARASHI, 2008).

As artémias sdo encontradas em sistemas marinhos e sdo caracterizadas por possuir
uma alta capacidade reprodutiva e adaptativa em ambientes adversos. S8 amplamente
utilizadas como fonte viva alimentar de uma grande variedade de organismos marinhos
(GAMBARDELLA et al., 2014; NUNES et al., 2006; RAJASREE et al., 2010).
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Figura 12 - Artemia Salina (nduplio e adulto).

Antenas

Fonte: (DVORAK; BENOVA; VITEK, 2012) adaptado.

Este microcrustdceo se alimenta principalmente de bactérias e algas. As artémias
filtram uma grande quantidade de &gua que percorre seu sistema digestivo. Ambientes com
altas concentracdes de particulas podem provocar a reducdo do seu processo de filtracdo, uma
vez que as particulas podem se acumular no seu intestino (GAMBARDELLA et al., 2014;
NUNES et al., 2006).

As artémias possuem uma grande interacdo com o ambiente aquéatico e enfrentam
maior risco de exposicdo a poluentes, que outras espécies aquaticas. Esta caracteristica faz
com que ela seja um valioso organismo disponivel para monitoramento marinho e para
ensaios de ecotoxicidade (GAMBARDELLA et al., 2014).

Além disso, as artémias sdo comumente utilizadas em varias pesquisas nas areas de
biologia celular, ecologia, toxicologia, fisiologia e genética (CORREA; PENAFORT, 2011),
na avaliacdo de produtos como pesticidas, derivados petroquimicos, metais pesados,
derivados carcinogénicos (BEVILACQUA et al.,, 2008; LIMA et al., 2011). O grande
interesse de se utilizar artémias é devido a sua vantagem de possuir boa homogeneidade entre
0s ovos e entre os individuos recém-eclodidos, chamados nauplios (larvas) (ATES et al.,
2013a,b.c).
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O bioensaio de letalidade de nduplios de Artemia salina é utilizado como método
alternativo para a determinacéo da toxicidade. Este ensaio € utilizado para avaliar a toxicidade
dos compostos pela determinacdo da concentracdo letal média (CLso) de 50% da populacéo do
microcrustdceo Artemia salina (ARULVASU et al., 2014; MOLINA-SALINAS; SAID-
FERNANDEZ, 2006).

Apesar de ser um teste relativamente simples, este ensaio tem a capacidade de gerar
informacdes de grande utilidade, de forma répida, econémica e reprodutiva (LIMA et al.,
2011), além de gerar poucos residuos ao meio ambiente (MEYER et al., 1982). Sendo, util no
processo de descoberta de medicamentos a partir de plantas medicinais (LAGARE;
ABRENICA-ADAMAT, 2015) e em estudos com nanoparticulas de diversos materiais
(RAJABI et al., 2015; (GAMBARDELLA et al., 2014). O estudo da nanotoxicologia pode
trazer uma importante contribuicdo para o desenvolvimento de uma nanotecnologia
sustentavel e segura (ARULVASU et al., 2014).

Além disso, 0 ensaio de toxicidade em Artemia salina vem de encontro as
recomendacdes do PARLAMENTO EUROPEU e 0 CONSELHO DA UNIAO EUROPEIA,
de reduzir a quantidade de animais vertebrados usados em testes de toxicologia. O documento
recomenda também o uso métodos alternativos com animais invertebrados e cultura de células
Orgdos e tecidos (63-UE 2010).

2.5.2 Meétodos de Difusdo em Disco

O teste de Kirby-Bauer de difusdo em disco é o método mais comum para testes de
susceptibilidade a antibidticos. Os resultados de tais testes auxiliam médicos em escolhas
mais seguras de antibiéticos em quadros infecciosos. Este teste é aceito pelo FDA (Food and
Drug Administration) e estabelecido como padrdo pelo Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI) (M2-A8, 2003).

O teste de difusdo em disco é um método fisico, no qual um microrganismo é
desafiado contra uma substancia impregnada em discos de papel em meio de cultura sélida.
Neste ensaio, faz-se a relacdo entre o tamanho do halo de inibicdo de crescimento do
microrganismo desafiado e a concentracdo da substéncia testada (OSTROSKY et al., 2008;
AZAM et al., 2012).
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A aplicacdo do método de difusdo se limita a micro-organismos de crescimento
rapido, sendo eles aerdbios ou aerdbios facultativos. Se a substancia impregnada ao disco for
susceptivel, o organismo testado ndo sera capaz de crescer na area circundante do disco,
mostrando uma zona de inibicdo (PINTO et al., 2014). A avaliacdo é comparativa frente a um
padrdo bioldgico de referéncia (controle positivo). O tamanho do didmetro da zona ou halo de
inibicdo de crescimento é mensurado em milimetros (OSTROSKY et al., 2008) conforme

Figura 12.

Figura 13 — llustracdo de discos que apresentaram halos de inibicdo e discos que ndo halos de inibicdo contra a
cepa bacteriana de Staphylococcus aureus.
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Fonte: Propria autora.

Uma padronizacao rigorosa na execucao do teste deve ser realizada, a fim de controlar
0 meio de cultura, o indculo e as condigdes de incubacdo (OSTROSKY et al., 2008) conforme

Figura 12.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Obter um nanosistema de rifampicina adsorvida a nanoparticulas de éxido de ferro,

realizar sua caracterizacdo quimica e atividade bioldgica.

3.2  Objetivos Especificos

3.2.1 Preparacdo do Nanosistema

Sintetizar nanoparticulas de Oxido de ferro; realizar a funcionalizar as nanoparticulas com

acido laurico; obter nanoparticulas oxidadas e promover a adsor¢édo da rifampicina ao fluido.

3.2.2 Caracterizacdo do Nanosistema

O estudo de caracterizacdo foi realizado por meio das técnicas de:

Espectroscopia de absor¢do atbmica (AAS); Espectroscopia eletronica na regido ultravioleta-
visivel (UV-vis); Espectroscopia vibracional de absor¢do na regido do infravermelho (1V)
com transformada de Fourier (FTIR); Calorimetria exploratéria diferencial (DSC);

Difratometria de raios X (DRX) e Espalhamento dindmico da luz (DLS).

3.2.3 Ensaios Bioldgicos do Nanosistema

- Avaliar a toxicidade dos nanosistema em ensaio de letalidade em Artemia salina; analisar
Artemias salinas por Microscopica Optica e avaliar a atividade antimicrobiana do

nanosistema pelo método de difusdo em disco.
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4 MATERIAL

4.1 Equipamentos Utilizados

O trabalho foi realizado nos laboratérios de Quimica Organica, Enzimologia, Analises
Instrumental e Microbiologia as dependéncias da Universidade Estadual de Goids (UEG),
campus Anapolis, e no laboratorio de Central Analitica da Universidade Federal de Goiés,

campus Sambambaia. Foram utilizados 0s seguintes equipamentos:

Agitador mecanico Fisatom Modelo 713;

Autoclave vertical FANEN modelo 415;

Banho de ultrasson Quimis;

Calorimetro diferencial de varredura (DSC) Shimadzu;

Chapa aquecedora Fisaton;

Difratbmetro de raios X (DRX) Shimadzu, modelo XRD 6000;
Espectrofotdmetro de absorcao atdmica Perkin EImer Analyst 400;
Espectrofotdmetro Perin ElImer UV-vis Spectrometer modelo Lambda 25;
Espectrofotémetro de infravermelho (FTIR) Perkin EImer Spectrum 400;
Estufa bacteriologica FANEN 502;

Lupa microscopica Bel;

Microscdpico o6tico Leical;

Vortex Modelo AP-56 PHOENIX e

Zetasier Nano ZS90 da marca Malvern Instrument


http://www.shimadzu.com.br/analitica/produtos/spectro/uv/uv-1800.shtml
http://www.labfast.com.br/products/Agitador-de-tubos-Vortex-3.800-RPM-Modelo-AP%252d56-PHOENIX.html

4.2 Reagentes Utilizados

Todos os reagentes utilizados neste trabalho eram padrdo comercial.

Reagentes

Acido cloridrico

Acido laurico

Cloreto de ferro (I1) (FeCl,.4H,0
Cloreto de ferro (I11) FeCl3.6H,0
Cloreto de sédio

Dicromato de potassio

DMSO

Hidroxido de sodio

Meio caldo BHI

Meio de cultura Agar Muller Hinton
Membrana de celulose semipermeavel
Rifampicina

Solucdo concentrada de amonia (NH3) a 25%,

Fabricantes

Synth

Vetec Quimica Fina
J. T. Baker

J. T. Baker

Vetec Quimica Fina
Vertec Quimica Fina
Synth

Dinamica

Himedia

Himedia

Inlab
Sigma-Aldrich

Synth
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5 METODOLOGIA

5.1 Sintese

5.1.1 Sintese das Nanoparticulas de Oxido de Ferro

A sintese das nanoparticulas de oxido de ferro foi realizada a partir da coprecipitacao
dos ions Fe (II) e Fe (llII) em meio alcalino (EWIK; VROEGE; PHILIPSE, 1999).
Brevemente, a partir dos seguintes reagentes: 12 gramas de FeCl,.4H,0O e 24 gramas de
FeCl3.6H,0, em volume de 50mL cada uma, solucdes 0,5 mol.L™ e 0,1 mol.L?,
respectivamente. As solucdes foram misturadas em velocidade de 500 rotagfes por minuto
(RPM), em seguida foram adicionados 100 mL de solucdo aquosa de hidréxido de amonio
(25%) (KHALAFALLA; REIMERS, 1980; LOPEZ et al., 2010) seguida de agitacdo por 20

minutos em temperatura ambiente (Figura 14).

Figura 14 - Esquema da sintese de nanoparticulas pelo método de coprecipitagéo.

Agitacdo do sistema por 20 minutos D

500 rpm
1° Adigao 22 Adigdo
‘/ \\ Solucao de
3 " hidréxido de
Solucio de Cloreto Solugao de Cloreto Am6nia25%
de Ferro Il de Ferro 11 -
+ +

Fonte: Propria autora
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Apos o referido periodo as particulas foram sedimentadas com o auxilio de um ima de
neodimio 400 gauss e 0 sobrenadante removido. Em seguida foram adicionados 100 mL de
agua destilada as particulas, e novamente foi efetuada a sedimentacdo magnética,
procedimento repetido por mais duas vezes.

Uma aliquota deste material foi isolada e liofilizada no Laboratério de Analises
Instrumental da Universidade Estadual de Goids (UEG) para posteriores analises de

caracterizacdes do solido.

5.1.2 Funcionalizagio das Nanoparticulas com Acido Laurico a

Sob aquecimento (90°C) e agitacdo constante, nanoparticulas de 6xido de ferro
produzidas como descrita anteriormente, foram funcionalizadas a partir da adig¢do de 2,0g de
acido laurico (FERREIRA et al., 2015) e corre¢do do pH do sistema para 8, com adicdo de
algumas gotas de solucdo de hidroxido de amobnio. Manteve-se 0 aquecimento e agitacdo por

20 minutos.

Figura 15 - Esquema da funcionalizagdo das nanoparticulas.

H—LT

NH,4OH

. Acido Lauric
(I
+
e
1° AjsE i g 2° Adicionar 2g
ustar o ara 8 com RN
Nanoparticulas de Hldiomdo dz AII;IOHIO de deido ldurico
6xido de ferro —7

—

Manter o sistema sob aquecimento e agitagdo constante por 20 minutos

Fonte: Prépria autora
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5.1.3 Oxidacéo das Nanoparticulas Funcionalizadas

As particulas funcionalizadas anteriormente (secéo 5.1.2) foram oxidadas via oxigénio
borbulhado sob aquecimento (90 °C) por 8 h. Durante o aquecimento, por diversas vezes, foi

adicionada &gua destilada para evitar a secura do sistema.

Figura 16 - Esquema da oxidacdo das nanoparticula funcionalizadas.

Borbulhamento Aquecimento
de oxigenio

Fonte: Prépria autora

5.1.4 Processo de Diélise e Esterilizacdo do Fluido

Para o processo da dialise, o fluido foi colocado dentro de uma membrana
semipermeavel em agua deionizada e submetido a agitacdo, conforme ilustrado no exemplo
da Figura 14. A &agua do recipiente foi trocada até a verificacdo da reducdo da condutividade
da &gua, com um auxilio de um condutivimetro digital Instrutherm: Condutivity Meter CD —
860 com compensacio automatica de temperatura e escala de medicéo entre 0,00 uS.cm™ e
19,99 uS.cm .

Apols a etapa de diélise foi realizado o processo de esterilizagdo dos fluidos
magnéticos em um autoclave por 45 minutos a temperatura de 121°C.

Uma aliquota significante deste fluido foi isolada e liofilizada no Laboratério de
Anadlises Instrumental da Universidade Estadual de Goias (UEG) para posteriores analises de

caracterizagdes do solido.
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Figura 17 - Esquema de dialise do fluido.

—

-

Inicio da dialise Fim da dialise
f Concentragao do gradiente Equilibrio

Fonte: http://www.spectrumlabs.com/dialysis/Fund.html Adaptado

5.1.5 Adsorgéo da Rifampicina ao Fluido.

Para o sistema de adsorcdo do farmaco, em frasco esterilizado foram adicionados 22
mg de rifampicina previamente solubilizadas em 1mL de dimetilsuféxido (DMSO) e 10 mL
do fluido magnético (FERREIRA et al., 2015). Depois esse sistema foi submetido a agitacédo
constante por 48 horas. Em seguida o sistema foi submetido a separacdo magnética com o
auxilio de um ima de neodimio (400 Gauss) que foi colocado na parte externa do frasco
(Figura 16).

Apds 48 horas de separacdo magnética as particulas de éxido de ferro se deslocaram
em direcdo ao imd, separando-se da fase liquida e ocasionando a formacdo de um
sobrenadante, que foi retirado e armazenado para quantificacdo de rifampicina ndo adsorvida.
Em seguida o sistema este sistema completado com agua deionizada e estéril para realizacdo
de nova separagdo magnética. Esse processo foi repetido por 13 vezes até a retirada do
farmaco ndo incorporado ao sistema. Ao final do ensaio, todos os sobrenadantes retirados
foram enviados para analise de teor do farmaco n&o incorporado. Parte do material foi
liofilizado no Laboratério de Analises Instrumental da (UEG) e reservado para posteriores
caracterizagdes. O composto resultante desta etapa foi denominado de rifampicina adsorvida

ao fluido.
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Figura 18 - Esquema de adsorcéo da rifampicina ao fluido.

mm Separagdo magnética
i + g | 100 rpm 48 h

| I

Agitacdo por tombamento
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T
T
10mL de fluido 10 mg de rifampicina -
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Fonte: Prépria autora

5.2 Caracterizacdo dos Compostos

5.2.1 Espectroscopia de Absor¢cdo Atdémica (AAS)

A concentracdo de ferro total da amostra do fluido foi determinada por espectroscopia
de absorcdo atbmica. As medidas foram realizadas no laboratério de Andlises Instrumental da
(UEG) em um equipamento Perkin Elmer Analyst 400. Na determinagéo da concentragéo de
ferro foi utilizada uma curva padrdo nas concentraces de 1 ppm, 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm,
40 ppm, 50 ppm e 100 ppm.

Para a abertura da amostra, 100 puL do fluido foram dissolvidos com 1 mL de acido
cloridrico concentrado a quente, em seguida transferiu a solu¢do para um baldo de 50 mL e
completou-se o volume com agua deionizada. As medidas foram realizadas em triplicata para

cada amostra.

5.2.2 Espectroscopia Eletrénica na Regido Ultravioleta-Visivel (UV-vis)

A analise de espectroscopia eletronica na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis) foi
utilizada para determinar o teor de rifampicina ndo incorporado ao fluido apds a separagédo
magnética. Essa andlise foi realizada no equipamento Perkin Elmer UV-vis Spectrometer

modelo Lambda 25 do Laboratorio de Analises Instrumental da (UEG).
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5.2.3 Espectroscopia Vibracional de absorcéo na Regido do Infravermelho (1V) com

Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia vibracional de absorcdo na regido do infravermelho (IV) com
Transformada de Fourier (FTIR) é uma técnica utilizada com o intuito de obter informaces a
respeito dos grupos funcionais e ligacbes presentes nos compostos (CASILLAS;
GONZALEZ; PEREZ, 2012). As amostras foram caracterizadas por espectroscopia a fim de
investigar a presenca do acido laurico na superficie das nanoparticulas e a presenca da
rifampicina ao sistema. Os espectros foram obtidos em um espectrofotémetro Perkin Elmer
Spectrum 400, com regido espectral entre 4000 e 400 cm™, em pastilhas de KBr no

Laboratorio de Andlises Instrumental da (UEG).

5.2.4 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

Com o objetivo de verificar a estabilidade térmica dos compostos, foi realizada a
analise de calorimetria exploratéria diferencial no equipamento Shimadzu do Laboratério de
Analises Instrumental da (UEG) em atmosfera de nitrogénio (100 mL.min™) e vazdo de
10°C/min, no intervalo de temperatura entre 25 e 500°C, em cadinhos de Al parcialmente
fechados e massas de amostras em torno de 2 mg. A célula DSC foi calibrada empregando as

substancias padréo indio e zinco metélicos com pureza de 99,99%.

5.2.5 Difratometria de Raios X (DRX)

As amostras de nanoparticulas de magnetita e maghemita foram analisadas por
difracdo de raios X (DRX) utilizando amostras em po, previamente liofilizadas. Os
difratogramas foram obtidos pelo equipamento Shimadzu, modelo XRD 6000, presente no
laboratdrio de Central Analitica da Universidade Federal de Goids (UFG). As andlises foram
realizadas no intervalo de 10° <20 < 80°, com fonte de radiagdo Cu-Ka (A = 1,54056 A), sob
corrente de 30 mA e tensdo de 40 KV a uma velocidade de varredura de 2°/m. O padrédo

silicio cristalino foi utilizado para calibragcdo do DRX.

Para dimensionar o tamanho medio dos cristalitos utilizou-se a equagdo de Debye-
Scherrer (CULLITY, 1978; CULLITY; STOCK, 2001).
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Equacdo 1

D Qoi
ys. olel”
Em que:
D é o didmetro do cristalito;
0,9 é o fator de correcdo;
A € o comprimento de onda dos raios-X;
0 ¢ o angulo de difragdo do pico mais intenso;
b é a largura a meia altura do pico de difracdo mais intenso;

B é o valor corrigido de largura de linha & meia altura em relacdo a amostra padrdo
B=\Bamostra*~Bpadrio®.

5.2.6 Espalhamento Dindmico da Luz (Dinamic Light Scaterring - DLS)

A determinacdo do diametro hidrodindmico (tamanho médio das nanoparticulas), do
potencial zeta (carga de superficie das nanoparticulas) e do indice de polidispersao (IPD)
foram realizadas no equipamento Zetasier Nano ZS90 da marca Malvern Instrument. Este
equipamento utiliza a técnica de espalhamento dindmico da luz até temperatura de 24°C. As
amostras foram diluidas na proporcdo 1:100 (amostra : &gua) em 4&gua deionizada,
acondicionadas em um porta amostra e levadas ao equipamento. Foram preparadas amostras e

as leituras foram realizadas em triplicata.

5.3 Ensaios Biologicos

5.3.1 Toxicidade dos Compostos pelo Ensaio de Letalidade em Artemia salina.

Os ensaios foram realizados em microplacas de poliestireno com 96 pogos com as
concentracoes de 800, 400, 200, 100, 50 ug.mL'1 de rifampicina, de 3000, 1500, 750, 375
pg.mL™ para fons ferro da amostra do fluido. J& para a amostra de rifampicina adsorvida ao
fluido, por se tratar de uma mistura, as concentraces foram de 550, 275, 137,5 e 68,75
ng.mL™ para rifampicina e 3000, 1500, 750 e 375 ug.mL™ para os fons ferro, conforme tabela
2.
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Tabela 1 - Concentracfes dos compostos testados para realizacdo do ensaio de letalidade em larvas de Artemia
salina.

[Rifampicina] [Ferro total] [Dicromato de potassio]
Compostos 1 1 1
(Mg.mL ") (Mg.mL ") (Mg.mL ")
Rifampicina 800; 400; 200; 100; 50
Rifampicina adsorvida 5o 975, 1355: 6876 3000; 1500; 750; 375
ao fluido
Fluido - 3000; 1500; 750; 375

Além desses, foram realizados os testes de controle de solvente residual
(RAHMATULLAH et al., 2010) com DMSO a 5%, de controle de viabilidade somente com
agua marinha sintética e do controle positivo com dicromato de potassio (K,Cr,O7) nas
concentragdes de 100, 50, 25 e 12,25 ug.mL'l. Para este ensaio foi preparado um meio
contendo 1000 mL de 4gua marinha sintética na concentracéo de 40 g.L™ de sal marinho e
acrescido de 6 mg.L™ de extrato de leveduras. Este meio foi esterilizado em autoclave.

Para a producao do artemilheiro, ovos de Artemia salina foram incubados por 36 h sob
iluminacdo natural, temperatura ambiente e aeracdo constante para eclosdo das larvas
(nduplios) em agua marinha sintética (ATES et al., 2013c). Ap6s a eclosdo, os nauplios foram
atraidos por fonte de luz, coletados e transferidos para uma placa de Petri. Em seguida o meio
foi refrescado com a adicdo de agua salina (ATES et al., 2013a,b,c; MEYER et al., 1982;
MOLINA-SALINAS; SAID-FERNANDEZ, 2006; NGUTA et al., 2011).

O bioensaio foi realizado em microplaca de poliestireno estéril de 96 pocos. Nauplios
foram distribuidos na placa, padronizando um total de 10 £ 1 de individuos em 100 uL de
agua marinha em pocos previamente determinados (MOLINA-SALINAS; SAID-
FERNANDEZ, 2006). Em seguida, foram acrescentadas nestes pocos 100 uL de cada diluicio

previamente preparada dos compostos do estudo.

Ap0s 24 horas de incubacgéo foi realizada a contagem de artémias vivas e mortas ou
iméveis por mais de 10 segundos (FERRAZ FILHA et al., 2012; MOLINA-SALINAS;
SAID-FERNANDEZ, 2006). Os ensaios foram realizados em triplicata e de maneira
independente, totalizando 90 individuos expostos para cada concentracdo. A figura 19

apresenta um esquema geral da do ensaio de letalidade em Artemia salina.
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Figura 19 - Esquema do ensaio de letalidade em Artemia salina

Cistos de Artemia salina

~O

-

\«

~
Contagem do nimero de nauplios Transferéncia dos nauplios para a placa
mortos/vivos por pog¢o para calculo de CL5, de poliestireno e adi¢do dos compostos

Fonte: Propria autora

Os resultados da contagem permitiram o calculo da CLsy com intervalo de confianca
de 95% pelo programa probit (FERRAZ FILHA et al.,, 2012) Statplus Pro V5 2015
professional (AnalystSoft).

O critério proposto por Nguta et al. (2011) foi utilizado para a classificacdo do nivel de
toxidade. Foi considerado como toxicidade alta valores de CLsg até 100 ug.mL'l, toxicidade
moderada CLsg entre 100 e 500 pg.ml'l, toxicidade baixa CLsg entre 500 ug.mL‘1 e 1000
ng.mL™?, e ndo téxico acima de 1000 pg.mL™.

5.3.2 Analise Microscopica

As larvas foram observadas sob um microscopio Leica DMRB (Leica, Suica). As
imagens foram obtidas utilizando camara CCD DFC420C Leica e o software Leica (Leica
Application Suite LAS EZ). As imagens resultantes foram armazenadas e visualizadas no
programa de software Leica, utilizando o formato de imagem TIFF com resolucgdo de 1600 x
1200.
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5.3.3 Manutencao das cepas

Para a manutencdo da cultura bacteriana, cepas de Staphylococcus aureus (ATCC
25923) foram repicadas pelo método de esgotamento em estrias com alca de platina. Apds o

replique em meio sélido 4gar Mueller Hinton, as placa foram incubadas a 35°C por 24horas.

Apols a incubacdo, pelo menos trés a cinco colbnias isoladas do mesmo tipo
morfolégico foram transferidas para um tubo contendo 15 mL de caldo BHI (Brain Heart
Infusion) + 20% de glicerol. O tubo foi homogeneizado em agitador de tubos (vortex) por 15
segundos e em seguida incubado por 12 horas a 35°C em estufa bacteriologica. Apos este
periodo, a suspensdo do tubo foi fracionada em aliquotas de 1 mL em microtubos tipo
Eppendorfs, previamente esterilizados e identificados. Por fim, os microtubos foram
armazenadas em geladeira a temperatura de 2°C a 8°C por 7 dias e em seguida armazenados
em freezer a temperatura de -20°C (SILVA; COSTA; CHINARELLI, 2008; M7-A6, 2003;
M2-A8, 2003), conforme a Figura 20.

Figura 20 - Esquema de manutencdo das cepas de Staphylococcus aureus.

3 a 5 colonias isoladas da Adic¢io das colonias em caldo
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Refrigeragio a Transferéncia de 1 mL Incubacgiio em estufa
2¢- 8° C por 7 dias para microtubos a 35°C por 12h

Fonte: Prépria autora
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5.3.4 Atividade Antimicrobiana dos Compostos pelo Método de Difusdo em Disco

A atividade antimicrobiana dos compostos foi definida pelo teste de difusdo em disco
contra a cepa padrdo Staphylococcus aureus (ATCC 25923) mantidas no Laboratorio de
Microbiologia da Universidade Estadual de Goias (UEG), campus Anapolis. O ensaio seguiu
as recomendacbes do Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) para testes de
sensibilidade antimicrobiana de bactérias que crescem em aerobiose (M2-A8, 2003).

Previamente, conforme metodologia (EL-SAYED, 2016) foi realizada a impregnacdo
dos discos com os compostos do estudo. Foram depositadas assepticamente 10 uLL de amostra
sobre discos de papel de 6 mm com auxilio de micropipeta, como ilustrado na Figura 21.

Figura 21 - Esquema de impregnacdo dos discos de papel com os compostos do estudo.

Adig¢ao dos compostos aos discos Discos impregnados com os compostos

Fonte: Propria autora
Para a realizagdo do ensaio, cepas foram reativadas em agar Mueller Hinton, pela
técnica do esgotamento para obtencdo de coldnias isoladas. As placas foram semeadas com

auxilio de alcas de platina e em seguida incubadas a 35 °C + 2 por 16 a 18 horas.

Em seguida, sucintamente, foram ajustadas suspensées bacterianas com 3 a 5 col6nias
de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) em solucdo salina esteril (NaCl 0,9%) até a
obtencdo da escala 0,5 de McFarland, com densidade de aproximadamente 1,5 x 10°
UFC/mL. Com auxilio de swabs estéreis as suspensdes foram semeadas em placas de Petri

com agar Mueller Hinton.

Posteriormente, foram colocados sobre a placa de Petri discos de papel impregnados
com rifampicina (na concentragdo de 5 ug.mL™ e 500 ug.mL™), fluido (na concentragéo de

6000 pg.mL™* de fons ferro) e rifampicina adsorvida ao fluido (nas concentragdes de 5 pg.mL’
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! de rifampicina com 60 pug.mL™ de fons ferro e 500 pg.mL™ de rifampicina com 6000
ng.mL™ de fons ferro) de acordo com a Tabela 1.

Além desses compostos, foram utilizados discos com controle da técnica (padrao
comercial de rifampicina a 30 pg) e controle negativo (DMSO a 50ug.mL™) para validar a

técnica em meio agar Mueller Hinton (CLSI).

Tabela 2- Concentracdo dos compostos para teste de difusdo em disco contra a cepa Staphylococcus aureus.

Rifampicina Ferro Total
Compostos [ (gL ] [ (ng.mL™) :
Rifampicina 500 -
Rifampicina 5 -
Rifampicina adsorvida ao fluido 500 6000
Rifampicina adsorvida ao fluido 5 60
Fluido - 6000

As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 35°C por 18h a 24 h. Apds a
incubacdo, as placas foram observadas quanto a homogeneidade do crescimento bacteriano e,
nos casos em que foi verificada inibi¢cdo do crescimento, o diametro do halo foi mensurado
em milimetros (mm) (RODRIGUEZ et al., 2014). A Figura 22 apresenta o esquema geral do
ensaio de difusdo em disco.

Figura 22 - Esquema do ensaio de difusdo em disco.

Coletar 3 a 5 colénias isoladas da Adigdo das colonias em Comparacio da suspensio
cepa ATCC 25923 Staphylococcus soluco salina estéril 0,9% bacteriana preparada com a
aureus escala 0,5 McFarland

Semeando a suspensio
bacteriana com swab
em meio Muller Hinton

Leitura dos halos Incubacio das placas Adic¢ao dos discos
em estufa a 35°C a placa

de inibi¢ao
por 18h a 24 h

Fonte: Prépria autora
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Sintese

6.1.1 Sintese das Nanoparticulas

No processo de producdo de nanoparticulas de 6xido de ferro foi possivel verificar que
apos a adicdo da base no sistema, houve a formacéo instantanea de um coloide denso e preto
(coloracdo caracteristica de magnetita) (KHALAFALLA; REIMERS, 1980; LOPEZ et al.,
2010). As nanoparticulas resultantes desta etapa foram denominadas de magnetita. A
sedimentacdo das particulas foi realizada com ima para retirar ions em excesso (Figura 23).

O método de coprecipitacdo quimica € um método simples para obtencdo de
nanoparticulas de magnéticas de 6xido de ferro, a partir de uma mistura estequiométrica
cloreto de ferro 1l e cloreto de ferro 111 em um meio aquoso, conforme equacgéo.

L = R e

Figura 23 - Esquema da sedimentacdo das nanoparticulas de magnetita.

= =
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Fonte: Propria autora
6.1.2 Funcionalizagio das Nanoparticulas com Acido L&urico

Na etapa de revestimento das nanoparticulas, foi possivel verificar que apés a adicéo
do acido laurico sob aquecimento, constatou-se disperséo das particulas de magnetita em meio
aquoso e evidenciou-se a formacdo do fluido ou ferrofluido de coloracdo negra
(KHALAFALLA; REIMERS, 1980). O revestimento do acido laurico as nanoparticulas
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confere a estabilidade ao fluido, contribuindo para a ndo sedimentacdo e agregacdo das
nanoparticulas (Figura 24). Nesta etapa ao aproximar um imad de neodimio foi possivel

observar o arraste de todo o liquido e ndo mais a separacao de solido, como na secdo anterior.

Figura 24 - Esquema do revestimento e estabilizagdo das nanoparticulas a partir do tensoativo acido laurico.
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Fonte: Prépria autora

6.1.3 Oxidagdo das Nanoparticulas Funcionalizadas

E possivel observar na Figura 25, que houve a alteracio da coloracdo negra das
particulas para coloracdo marrom acastanhado (caracteristico da maghemita), evidenciando a

oxidacdo da amostra pela técnica de borbulhamento de oxigénio e aquecimento.

Figura 25 - Nanoparticulas de 6xido de ferro (antes e apds a oxidagao)
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Fonte: Propria autora
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6.1.4 Processo de Didlise e Esterilizacdo do Fluido

Foi possivel observar que a condutividade da &gua registrada foi 0,6 dS.m™. Este
permitiu evidenciar que o processo de dialise, apds varias trocas de agua deionizada, foi
eficaz para remocdo do excesso de ions e de acido laurico. A amostra resultante apos o
processo de didlise e esterilizacdo foi denominada de nanoparticulas funcionalizadas de
maghemita ou fluido.

6.1.5 Adsorcdo da Rifampicina ao Fluido.

Verificou-se que ap0Os sucessivas separagfes magnéticas (13 vezes), que o
sobrenadante se tornou mais claro e ndo mais vermelho acastanhado (cor caracteristica da
rifampicina), como no inicio da separagcdo. Sugerindo assim a retirada do excesso de
rifampicina ndo adsorvida ao sistema (Figura 26). Os sobrenadantes retirados foram enviados
para analise do teor de farmaco ndo adsorvido. E a amostra resultante desta etapa foi

denominada de rifampicina adsorvida ao fluido ou sistema.

Figura 26 — Fotografia demostrando o inicio e o final da separacdo magnética do fluido com ima de

neodimio.
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Fonte: Propria autora

6.2 Caracterizacéo
6.2.1 Espectroscopia de Absorcado Atdomica (AAS)
Pela tecnica de espectroscopia de absorcdo atdbmica foi possivel verificar que a

concentracdo total de ferro presente no fluido ap6s o processo de esterilizacdo foi de 6

mg.mL™.
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6.2.2 Espectroscopia Eletronica na Regido Ultravioleta-Visivel (UV-vis)

6.2.3 Curva padréo e Doseamento da Rifampicina ndo Adsorvida ao Fluido

O teor de rifampicina presente nas amostras obtidas pela separacdo magnética foi
quantificado por espectroscopia eletrénica na regido UV-VIS. Inicialmente foi realizada uma
varredura entre 200 — 800 nm da rifampicina, na concentracdo de 0,1360 mg.mL™ (Figura
27).

Ap0s a identificacdo dos sinais caracteristicos da rifampicina, segundo a Farmacopeia
Brasileira (2010) foi escolhido o comprimento de onda de 474 nm para analise das amostras

de rifampicina resultantes das 13 separacGes magnéticas.

Figura 27 - Resultado obtido por espectroscopia eletrdnica na regido ultravioleta visivel de solugdo de
rifampicina na concentragéo de 0,1360 mg.mL™
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Fonte: Prépria autora
A confeccdo da curva padrdo analitica se iniciou com o preparo de uma solucéo

padréo estoque de 1 mg.mL™ de rifampicina (10mg de rifampicina foram dissolvidos em 1mL
de DMSO e depois foram diluidos em agua deionizada em um baldo volumétrico de 10mL).
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A partir da solucdo estoque, varias concentracbes de padrdes de rifampicina foram
preparadas.

Foram obtidos espectros eletrénicos dos padrdes de rifampicina nas concentracfes de
0,1360 mg.mL™, 0,0500 mg.mL™, 0,0330 mg.mL™, 0,0250 mg.mL™? e 0,0170 mg.mL™ no
intervalo de 330 a 600 nm, que estdo apresentados na Figura 28. Os espectros apresentaram 2
bandas com comprimentos de onda iguais a 330 a 600 nm, sendo a banda de maior
intensidade em 474 nm, o resultado esta de acordo com o0s descritos na Farmacopeia

Brasileira (2010) para a rifampicina.

Figura 28 - Espectro de absor¢éo de rifampicina nos comprimento de onda de 330 a 600 nm.
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Legenda: Espectro de absorgdo de rifampicina nas concentragdes de 0,1360 mg.mL™, 0,0500 mg.mL™, 0,0330
mg.mL™, 0,0250 mg.mL* e 0,0170 mg.mL™*

Fonte: Prépria autora

Apo0s as leituras das absorbancias dos padrdes de rifampicina com comprimento de
onda igual a 474 nm, foram obtidos: a equacéo da reta (y = 16,23x + 0,036), a regressdo linear
(R2 =0,998) e curva padrdo analitica (Figura 29) onde y é a absorbancia e x é a concentragdo

em mg.mL™.
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Figura 29 - Curva padrdo de rifampicina obtida por espectrofotometria eletrdnica na regido do infravermelho
UV-vis.
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Fonte: Propria autora

A massa total de rifampicina ndo adsorvida ao fluido foi realizada por método indireto,
ou seja, a quantidade total da rifampicina presentes nos sobrenadantes (9,898 mg), subtraida
da quantidade inicial de rifampicina adicionada ao sistema (22 mg). Desta forma, a técnica
permitiu determinar que 1,1mg.mL™ foi a massa resultante de rifampicina presente no fluido

apos o processo de separa¢do magnética, ou seja, 55% de adsorc¢do na rifampicina ao sistema.

6.2.4 Espectroscopia Vibracional de absorc¢io na Regi&o do Infravermelho (I1VV) com

Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR foi utilizada com o intuito de obter informacbes a respeito dos
grupos funcionais e ligacbes presentes nos compostos conforme a Figura 30 (CASILLAS;
GONZALEZ; PEREZ, 2012).

No espectro de absor¢do na regido FTIR apresentado na Figura 31 (a) € possivel
observar uma banda caracteristica de 6xido de ferro em 584 cm™. Esta regido do espectro
corresponde a vibracao do estiramento simétrico das ligagdes Fe-O-Fe com sitios octaédricos
e tetraédricos caracteristicos da fase de magnetita (GONZALES; KRISHNAN, 2007).
Verificou-se que bandas de absorcdo em aproximadamente 1628 cm™ e 3436 cm™ sugerem
ser atribuidas a0 modo de vibracdo da deformacdo do grupamento hidroxila (-OH) e a

vibracdo de estiramento da ligacdo do grupamento hidroxila (-OH) respectivamente. E que as
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bandas do grupamento hidroxila observadas sdo provenientes de moléculas de &gua
adsorvidas na superficie hidrofilica dos dxidos metalicos. Essa ligacao é resultado da sintese
de nanoparticulas de maghemita pelo método de coprecipitacdo quimica, em que as suas

superficies sdo revestidas por grupos hidroxila, em ambiente aquoso (AZAM et al., 2012).

Figura 30 - Espectros de infravermelho dos compostos
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Legenda: A —Nanoparticulas de Magnetita, B—Fluido, C —Rifampicina Adsorvida ao fluido e D —Rifampicina.
Fonte: Prépria autora
O espectro de FTIR representado na Figura 31 (b) € caracterizado por sinais intensos

no intervalo de 587 cm™ e 634 cm™. A banda 587 é atribuida também & vibracio de
estiramento de Fe-O em sitios tetraédricos e octaédricos de Fe-O-Fe em y-Fe,O3; (HUSSEIN-
AL-ALl et al., 2014a). E a banda 634 ¢ atribuida a deformac&o da ligacdo de Fe-O nos sitios
octaédricos da fase de maghemita. No entanto, estes picos caracteristicos de Fe-O-Fe

deslocam-se para frequéncias mais elevada, em comparacdo com o Oxido de ferro néo
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funcionalizado com acido laurico. Sugere-se que este fendmeno de deslocamento seja devido
ao estiramento assimétrico entre os grupos Fe-O-H levando a um aumento do nimero de onda
das bandas de absorcio (CASILLAS; GONZALEZ; PEREZ, 2012).

As bandas 2852 cm™ e 2922 cm™ nas amostras de nanoparticulas de maghemita
correspondem & vibracdo dos estiramentos simétricos e assimétricos respectivamente do
grupamento CH grupos (—CHs-) e (CH>-) (KHAN, 2008). Observa-se a existéncia de bandas
nas regides de 1710 cm™e 1400 cm™ correspondente aos estiramentos simétrico e assimétrico
do C=0 da ligacdo COO- do acido laurico protonado utilizado para realizar a funcionalizacédo
da amostra (FERREIRA et al., 2015) e a contribuicdo das ligacdes de CH, em 1455 cm™
(GONZALES; KRISHNAN, 2007).

O espectro de FTIR de rifampicina observado na Figura 31 (d) mostrou varios picos
caracteristicos. A banda de absorcéo de OH e NH em 3478 cm™ corresponde ao alongamento
assimétrico N-H da amina ligagdes de H, o que indica uma possivel interacdo NH, em direcdo
a superficie do 6xido de ferro (SCHIANTI et al., 2013).

E possivel observar que na Figura 31 (c) mantém alguns dos picos de rifampicina com
deslocamento, tais como as bandas 1643 cm™ e 1457 cm™ de rifampicina atribuidas as
vibragbes de alongamento assimétricas e simétricas de grupamentos carboxilatos COO-,
confirmando a presenca de rifampicina no sistema proposto (FERREIRA et al., 2015; TERRY
et al., 2014). Foram verificados também a presenca dos sinais em 1726 cm™ e em 1645 cm™.
Ibiapino et al., (2014) em seu estudo também verificou a presenca desses sinais em uma
amostra de rifampicina em seu estudo e verificou que esta forma estrutural cristalina tratava-
se da forma polimorfica | (IBIAPINO et al., 201.

Na Figura 31 (c), o espectro de FTIR da rifampicina adsorvida sobre o nanosistema
apresenta bandas largas, esta observacdo é consideravelmente semelhante ao espectro da
amostra de nanoparticulas de maghemita (b). Apesar do aumento nas intensidades das bandas
em 1643 cm™ e 1457 cm™ e deslocamento destas bandas sugerirem que a rifampicina esta
presente no sistema proposto. O teor da rifampicina adsorvido a superficie das nanoparticulas

de maghemita é baixo frente aos demais componentes do sistema.
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6.2.5 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Atraveés da calorimetria exploratoria diferencial (DSC) pode-se observar a estabilidade
térmica do sistema e a diferenciacao de formas cristalinas do farmaco rifampicina (ALVES et

al., 2010). O estudo de analise térmica deste trabalho esta evidenciado na Figura 31.

Na Figura 31, o espectro da amostra do nanosistema rifampicina adsorvida a
nanoparticulas de maghemita, é possivel observar um discreto sinal endotérmico em torno de
60°C e um sinal exotérmico bastante intenso em torno de 350°C, que pode ser inferido a
cobertura da amostra, ou seja, tanto a rifampicina quanto ao laurato presentes na superficie da

amostra, 0 que nos indica a necessidade de realizar o DSC para 0s componentes isolados.

Observa-se tanto para a amostra do fluido, quanto para 0 nanosistema um conjunto de
sinais que alternam entre eventos endotérmicos e exotérmicos entre 225 e 325°C. Estes sinais
sdo caracteristicos de processos de fusdo seguidos por recristalizacdo, neste caso da prépria
maghemita, sugerindo que a estrutura cristalina do 6xido de ferro encontra-se com cristalitos
de tamanhos variados, ou seja, apresenta polidisperséo, o que contribui para o surgimento do

comportamento térmico fusao/recristalizacao.



Figura 31 - Analise térmica dos compostos por calorimetria exploratéria diferencial
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Legenda: A— nanoparticulas de magnetita, B — fluido e C — rifampicina adsorvida ao fluido.

Fonte: Propria autora
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6.2.6 Difratometria de Raios X (DRX)

A técnica de difracdo de raios X (DRX) foi utilizada para caracterizar a fase cristalina
e 0 tamanho médio das nanoparticulas de magnetita e maghemita. E possivel observar na
Figura 32 os picos referentes as reflexes indexadas para os planos da rede cristalina (220),
(311), (400), (422), (511) e (440). Eles correspondem as intensidade das ondas difratadas em
fungdo do angulo 26 para uma estrutura do tipo espinélio inverso, caracteristico da fase dos

oxidos ferro, magnetita e/ou maghemita.

Figura 32 - Difratometria de raios X das amostras de dxidos de ferro
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Legenda: A — nanoparticulas de magnetita, B — nanoparticulas de maghemita.

Fonte: Propria autora

Os picos identificados foram comparados as cartas cristalograficas do arquivo do
JCPDS (Joint Committee on Power Diffrraction Standards) n° 19-0629 referente a magnetita
(Fe304) e as n® 391346 e n° 880315 para maghemita (Fe,O3).

A difratometria de raios X também foi utilizada para estimar o didmetro médio das
particulas de magnetita e maghemita.

Neste estudo, foi utilizada a abertura a meia altura do pico mais intenso que
corresponde a 311 para determinar o tamanho médio das nanoparticulas. As dimensdes dos

nanocristais aferida por difragdo DRX foram 8,5 nm para magnetita e 8,4 nm para maghemita.
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6.2.7 Espalhamento Dindmico da Luz (Dinamic Light Scaterring - DLS)

Por meio da técnica de espalhamento dindmico da luz (DLS), foi possivel caracterizar
as amostras do fluido e da rifampicina adsorvida ao fluido quanto ao diametro hidrodinamico,
potencial zeta ({) e IPD. O resultado encontrado para o diametro hidrodindmico do fluido foi
de 56,89 nm e indice de polidispersdo (IPD) de 0,212. Enquanto para rifampicina adsorvida
ao fluido o diametro hidrodindmico foi 406 nm e o foi (IPD) 0,615. Observa-se que a
rifampicina adsorvida ao fluido apresentou diametro hidrodindmico maior em relacdo a
amostra de fluido.

Sugere-se, que valor maior de diametro hidrodindmico da amostra de rifampicina
adsorvida ao fluido sejam devido a agregacao da rifampicina as nanoparticulas de maghemita
funcionalizadas durante os processos de esterilizacdo (SANTOS et al., 2011). E que o maior
valor de IPD também para rifampicina adsorvida ao fluido seja consequéncia da separagédo
magnética, contudo apesar de apresentar agregados, o fluido possui estabilidade coloidal.

A estabilidade coloidal das amostras foi avaliada com base na determinacdo do
potencial zeta () (UNTERWEGER et al., 2014). Observou-se que o valor de ( para
rifampicina adsorvida ao fluido foi de -22,0 mV enquanto para o fluido foi de -15,2 mV.

A medida do potencial zeta fornece informacgdes sobre a carga superficial das
nanoparticulas disponivel para ligagdes com outros materiais. Estas cargas mudam com a
variacdo dos parametros experimentais e através deste potencial pode-se medir a magnitude
das interacdes repulsivas entre particulas e avaliar a estabilidade destas em solu¢do (ZHOU,;
ZHANG; GAO, 2014). Estes valores de  sugerem a ocorréncia da forga repulsiva entre as
particulas, favorecendo a sua estabilidade (FERREIRA et al., 2015) como mostrado na Figura
33.

Figura 33 - Esquema proposto para liga¢cGes do nanosistema

Fonte: Propria autora
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6.3 Ensaios Biologicos

6.3.1 Toxicidade dos Compostos em Ensaio de Letalidade em Artemia salina.

Os resultados do ensaio de toxicidade frente aos nauplios de Artemia salina podem ser

observados na Tabela 4.

Tabela 3 - Toxicidade dos compostos expressada como concentracao letal para 50% (CLsg) das larvas de
Artemia salina

Compostos Cls Classificacao Toxicidade
Rifampicina Fluido (Nguta et al., 2011)
Rifampicina 312,94 - Toxicidade moderada
Rifampicina adsorvida ao fluido 535,38 2920,25 Toxicidade baixa
Fluido - >3000 N&o toxico

CLso: concentracdo letal média.

Fonte: Prépria autora

Durante a etapa de contagem dos nauplios mortos observou-se que o aumento da
mortalidade estava relacionado com o0 aumento da concentragdo, 0 que proporcionou

linearidade na relacdo controle-letalidade das amostras que apresentaram CLso.

O controle negativo com DMSO a 5% e o controle de viabilidade com agua marinha
sintética ndo apresentaram mortalidade de nauplios. O dicromato de potéssio tem sido usado
em estudos de citotoxicidade como controle positivo (MOLINA-SALINAS; SAID-
FERNANDEZ, 2006) e apresentou CLsg de 45 ug.mL™.

O fluido n&o foi toxico e apresentou CLsg superior a 3000 pg.mL™ corroborando como
os estudos de Gambardella et al. (2014) e Rajabi et al. (2015). Foi possivel observar também
que a rifampicina na sua forma livre (CLso 312,94 ug.mL™) apresentou ser mais téxica do
que quando adsorvida ao fluido (CLso 535,38 pg/mL™).

Devido a sua capacidade filtradora e a sua alta sensibilidade a substancias toxicas,
nauplios de Artemia salina, estdo sendo cada vez mais utilizados, em estudos de
nanotoxicologia (ISTRATE et al., 2014). Alem disso, Rajabi et al. (2015) evidenciou ainda
que o ensaio de toxicidade em Artemia salina demonstrou ndo possuir diferenca estatistica

(P> 0,05) em relacdo ao ensaio MTT. Estas constatagdes sugerem que o teste Artemia salina
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poderia acelerar estudos de toxicidade e diminuir custos, e, portanto, ser considerada uma
alternativa ao ensaio de cultura de células in vitro (ARULVASU et al., 2014).

A administracdo da rifampicina apresenta principalmente efeitos colaterais
nefrotdxicos (MIN et al., 2013) e hepatoldgicos (LEGOUT et al., 2014). No presente estudo,
sugere-se que a toxicidade da rifampicina pode ter sido reduzida devido a sua adsorcdo as
nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro.

Em seu estudo com nanoparticulas de 6xido de ferro, Xiong et al. (2015) constatou
que nanoparticulas sdo capazes de prevenir o coracdo de danos isquémicos in vivo e in vitro.
Ele evidenciou que particulas de menores que 10 nm produziram melhores efeitos
cardioprotetores que as particulas maiores 30 nm, ou seja, a capacidade protetora esta
relacionada ao tamanho da particula. Ele observou ainda que as nanoparticulas poderiam

inativar radicais livres e diminuir lesdes em membranas lipidicas de cobaias.

S80 necessarios mais estudos para averiguar o motivo da diferenca de CLso entre o
farmaco livre e quando adsorvidos as nanoparticulas. Mas, sugere-se que as nanoparticulas de
oxido de ferro estejam atuando como um sistema de liberacdo controlada para o farmaco
rifampicina. E que desta forma, ao liberar lentamente o farmaco contribua para a néo
toxicidade aguda como demonstrado no farmaco livre. Como discutido anteriormente, sugere-
se também que as nanoparticulas de éxido de ferro estejam inativando possiveis sitios da
rifampicina e desta forma esteja contribuindo para a redugdo de sua toxicidade e atividade

antimicrobiana como discutido no ensaio de difusdo em disco (FERREIRA et al., 2015).

6.3.2 Analises de Artemias salinas por Microscopica Optica.

A imagem de microscopia da Figura 34 ilustra os efeitos da exposi¢cdo dos compostos

em nauplios apds ensaio de toxidade.

E possivel observar na Figura 4 B uma alteracdo da cor em relagio ao controle na
Figura 4 A, possivelmente devido a cor caracteristica da rifampicina amarelo acastanhado
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Na Figura 4 C é possivel observar a formacdo de aglomerados de nanoparticulas de
comprimidas no intestino dos nauplios e na Figura 4 D observa-se além da presenca de

agregados de nanoparticulas, a alteracdo da cor devido a cor caracteristica da rifampicina.
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Figura 34 - Imagem de microscopia de Artemia salina ap6s exposicdo aos compostos do ensaio de toxidade.

A B

Legenda: A — controle em &gua salina, B — fluido, C — rifampicina e D — rifampicina adsorvida ao fluido.
Fonte: Prépria autora

Artémias sdo considerados filtradores ndo seletivos e podem facilmente ingerir
particulas de até 50 um de diametro (ATES et al., 2013a,b; HUND-RINKE; SIMON, 2006;
RODD et al., 2014). Foi observado que as nanoparticulas quando suspensas em agua marina
formaram aglomerados (FALUGI et al., 2012; GAMBARDELLA et al., 2014), e ainda assim
em nosso estudo os nauplios de Artemia salina foram capazes de ingeri-los. Assim como em
nosso trabalho, varios estudos confirmam a acumulacdo de nanoparticulas dentro do intestino
das larvas de Artemia salina e sua incapacidade de eliminar rapidamente essas particulas
ingeridas (ATES et al., 2013a,b,c; RODD et al., 2014).

Estes resultados sugerem que a excre¢do de nanoparticulas ingeridas parece ser muito
lenta provavelmente devido a formacdo de agregados maiores no interior do intestino
(GAMBARDELLA et al., 2014). No entanto, foi observada que esta acumulagéo nédo induziu
a mortalidade apos 24 h de exposicéo, corroborando com os estudos de Cornejo-Garrido et al.,
(2011). Observou-se também que artémias tratadas apenas com fluido continuaram vivas ap6s
0 periodo de 72h, enquanto nauplios tratadas com apenas rifampicina, rifampicina adsorvida

ao fluido e controle com DMSO ja estavam mortas.
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Foi verificada também uma alteragdo comportamental relacionada a um aumento na
velocidade de natacdo de artémias tratadas com fluido e tratadas com rifampicina adsorvida
ao fluido. Este comportamento de estresse, com alteracdes nas velocidades de natagédo foi
observado em todas as concentracdes do fluido utilizadas no ensaio de letalidade, entretanto
este comportamento ndo induziu a morte dos nauplios. Estes achados corroboram a com 0s
estudos de Gambardella et al. (2014) e Garaventa et al, (2010) que avaliaram alteracdes de

comportamento e velocidade em artémias tratados com nanoparticulas de 6xido metalicos.

Gambardella et al. (2014), verificou que o estresse dos nauplios pode ser associado a
uma resposta a exposi¢cdo a nanoparticulas de 6xido de ferro. Ele verificou também um
aumento da colinesterase e catalase. Sabe-se que colinesterase pode funcionar como um
regulador de tecido inflamado (FALUGI et al., 2012). Esta inflamacdo pode estimular a
regeneracdo do tecido saudavel (BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007), sugerindo assim que
as nanoparticulas de 6xido de ferro possuam mecanismo antioxidante na prevencdo de danos
oxidativos (HUANG et al., 2013).

6.3.3 Atividade Antimicrobiana dos Compostos pelo Método de Difusdo em Disco

A Tabela 3 apresenta os resultados dos diametros (mm) médios dos halos de inibicao
de crescimento da bactéria Staphylococcus aureus em meio agar Muller Hinton para amostras
do presente estudo.

Tabela 4 - Diametro médio dos halos formados para diferentes amostras em relacdo a cepa Staphylococcus
aureus.

Compostos [Rifampicina] [Ferro Total] Halo (mm)
(ug.mL™) (ug.mL™)
Rifampicina 500 - 34
Rifampicina 5 - 17
Rifampicina adsorvida ao fluido 500 6000 31
Rifampicina adsorvida ao fluido 5 60 15
Fluido - 6000 0

Fonte: Propria autora

Como mostrado na Tabela 1, € possivel observar que a amostra de rifampicina
adsorvida ao fluido na concentracdo de 5 pg.mL™ apresentou halo de inibicdo 11,4% menor

que a amostra rifampicina livre na mesma concentracdo. Esse comportamento também foi
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observado para as amostras de 500 pg.mL™ de rifampicina adsorvida ao fluido e rifampicina

livre.

Verificou-se também, que ndo ocorreu a formacéo de halo de inibicdo para discos com
amostras do fluido. A Figura 35 ilustra a formacéo de halos de inibigcdo contra Staphylococcos

aureus dos compostos testados.

E possivel observar na Figura 35 que disco A com controle positivo (disco padrio
comercial de rifampicina) que foi utilizado para viabilizar a técnica, apresentou halo de 34
mm e esta de acordo com o preconizado pelo CLSI e o disco F com controle negativo
impregnado com DMSO a 5% néo apresentou halo de inibicéo.

Figura 35 - Anélise visual dos halos de inibicdo dos compostos contra a cepa ATCC 25923 Staphylococcus
aureus.

Legenda: A — rifampicina padrdo comercial 30pg.mL?, B — rifampicina 500pg.mL™ , C — rifampicina 5ug.mL™,
D — rifampicina adsorvida ao fluido 500ug.mL™; E — rifampicina adsorvida ao fluido 5pg.mL™; F — fluido
5pg.mL?, G — DMSO 5pg.mL™

Fonte: Proprio Auto

Neste ensaio, foi possivel observar que o fluido ndo apresentou atividade
antimicrobiana. Sugere-se que o fluido tenha sido responséavel pela redugdo da atividade
antimicrobiana da rifampicina frente a cepa de Staphylococcus aureus. Pois, a rifampicina

livre na mesma concentracdo apresentou maior halo de inibi¢cdo contra a cepa que quando
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adsorvida ao fluido. Outra hipoOtese seria uma possivel inativacdo de sitios ativos da
rifampicina por estar adsorvida as nanoparticulas de oxido de ferro, conforme ilustrado na
Figura 34 no estudo de Ferreira et al. (2015). Além disso, sugere-se que as nanoparticulas
estejam atuando como um sistema de liberacdo retardada (HUSSEIN-AL-ALI et al., 2014a) e

liberando ao poucos a rifampicina na placa.
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7 CONCLUSOES

O estudo mostrou a viabilidade de se produzir um fluido estavel de nanoparticulas de

oxido de ferro em adsorcdo com o farmaco rifampicina.

Foi possivel quantificar que 55% (1,1 mg) de rifampicina foram adsorvida as
nanoparticulas pela espectrofotometria eletrbnica na regido do infravermelho UV-vis.
Confirmou-se a funcionalizacéo do acido laurico a superficie das nanoparticulas e a adsor¢éo
do farmaco ao sistema, pela técnica de espectroscopia vibracional de absorcdo na regido do
Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). E estimaram-se o0s tamanhos
nanomeétricos em torno de 8 nm de magnetita e maghemita por difracéo de raios X.

O estudo mostrou a viabilidade de se produzir um fluido estavel de nanoparticulas de
Oxido de ferro em adsor¢do com o antimicrobiano rifampicina. Sugere-se que o tensoativo
acido laurico empregado na funcionalizagdo foi o responsavel pela adsor¢éo da rifampicina ao

sistema.

A atividade antimicrobiana da rifampicina quando adsorvida ao fluido ndo foi inibida,
contudo, foi reduzida quando comparada a rifampicina livre em ensaio por difusdo em disco

contra a cepa Staphylococcus aureus.

O estudo permitiu verificar que rifampicina adsorvida ao fluido apresentou menor
toxicidade que a rifampicina livre, em ensaio de letalidade (CLsg) com Artemia salina. Estes
resultados sugerem que nanoparticulas de éxido de ferro ndo apresentam toxicidade e que
possam atuar como um sistema na reducdo da toxicidade de farmacos. No entanto, mais

estudos de toxicidade in vitro e in vivo sdo necessarios para avaliar seu perfil de seguranga.
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