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RESUMO
COMPLEXO NIMESULIDA-PLATA E ASSOCIAGCAO POLIMERICA COM O
QUITOSANA: SINTESE, CARACTERIZAGAO E AVALIAGAO BIOLOGICA

As reacbes adversas pela administragdo oral e parenteral de AINEs estdo
associados disturbios gastrointestinais, assim como a toxicidade hepatica e renal.
Nesse sentido, a liberagdo controlada pode reduzir as reagdes adversos e melhorar a
eficacia terapéutica dos AINEs. Portanto, se propor complexos de coordenagao
(Nimesulida-prata) e a sua associagao polimérica com a quitosana, como alternativa
terapéutica, sendo necessario conhecer a cinética de liberacdo e os fatores que
afeitam atividade farmacoldgica e um possivel sinergismo entre seus constituintes. O
objetivo deste trabalho foi caracterizar fisico-quimicamente o complexo e a sua
associagao polimérica com a quitosana, assim como avaliar atividade bioldgica in vivo
com agao anti-inflamataria e in vitro com agao antimicrobiana. A metodologia teve trés
etapas fundamentais, a primeira foi a caracterizagao fisico-quimica, através ensaios
de solubilidade, analise UV-vis, analise IV, analise TGA, Morfologia e tamanho de
particula, no qual se ajustaram modelos cinético tanto para o complexo, como para a
associagao polimérica, de acordo com o fendbmeno de difusdo. A segunda etapa é a
atividade bioldgica in vitro, obtendo a CIM e CBM por técnica de microdiluigdo. Na
terceira etapa foi avaliada a atividade anti-inflamatéria, por edema de pata induzido
por carragenina. O rendimento na sintese do complexo e da associagéo polimérica foi
de 83,29%W/W com tamanho médio de 18,70um e 91,20%W/W com tamanho médio
de 124,17um respectivamente. Se conseguiu identificar a transferéncia de eléctrones
dos compostos e as modificacdes nas vibragdes pela presenca do ion metalico. Se
identifico que o complexo presenta 0 modelo cinético de Korsmeyer, enquanto que a
associacgao polimérica presenta o modelo de Weibull. Ambos compostos apresentam
atividade antimicrobiana pela presencia do ion prata, com maior sensibilidade para
bactérias gram negativas. A associagdo polimérica mostrou melhor efeito anti-
edematogénico. A partir deste estudo pode-se concluir que os compostos sintetizados
sdo uma alternativa de liberacdo controlada, de acordo a sua estabilidade quimica
dada pela constante de equilibrio.

Palavras-chave: Cinética de liberagdo. Complexo de coordenacdo. Anti-

edematogénico. Antimicrobiano



ABSTRACT

NIMESULIDA-SILVER COMPLEX AND POLYMERIC ASSOCIATION WITH
CHITOSAN: SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL
EVALUATION

Adverse effects from oral and parenteral administration of NSAIDs are associated with
gastrointestinal disorders, as well as liver and renal toxicity. In this sense, controlled
release can reduce adverse effects and improve the therapeutic efficacy of NSAIDs.
Therefore, if it proposes coordination complexes (Nimesulide-silver) and its polymeric
association with chitosan, as a therapeutic alternative, it is necessary to know the
release kinetics and the factors affecting pharmacological activity and a possible
synergism between its constituents. The objective of this work was to
physicochemically characterize the complex and its polymeric association with
chitosan, as well as to evaluate biological activity in vivo with anti-inflammatory action
and in vitro with antimicrobial action. The methodology had three fundamental stages,
the first was the physical-chemical characterization, through solubility tests, UV-vis
analysis, IV analysis, TGA analysis, Morphology and particle size, in which kinetic
models were established for both the complex and for the polymeric association,
according to the diffusion phenomenon. The second step is biological activity in vitro,
obtaining MIC and CBM by microdilution technique. In the third stage, anti-
inflammatory activity was evaluated, due to carrageenan-induced paw edema. The
yield in the synthesis of the complex and the polymeric association was 83.29% W /W
with an average size of 18.70um and 91.20% W / W with an average size of 124.17um
respectively. It was possible to identify the electron transfer of the compounds and the
changes in vibrations by the presence of the metal ion. It is identified that the complex
presents the Korsmeyer kinetic model, while the polymeric association presents the
Weibull model. Both compounds have antimicrobial activity due to the presence of the
silver ion, with greater sensitivity to gram - bacteria. The polymeric association showed
a better anti-edematogenic effect. From this study it can be concluded that the
synthesized compounds are a controlled release alternative, according to their

chemical stability given by the equilibrium constant.

Keywords: Release kinetics. Coordination complex. Anti-edematogenic. Antimicrobial
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1. INTRODUGCAO

A inflamagao se caracteriza por ser uma resposta generalizada e ndo especifica
a um processo infeccioso ou uma agressao tecidual na tentativa de reestabelecer a
homeostase do organismo (Pereira, 2013; Florentino et al. 2017). A terapia atual para
inflamacédo e dor se baseia na utilizagdo de farmacos opidides (dexametasona,
prednisona) e AINES (naproxeno, ibuprofeno, nimesulida) entre outros. Os AINES
apresentam boa atividade terapéutica, e podem ser usadas no tratamento de varias
doencgas, incluindo artrite reumatoide, osteoartrite, dor leve e moderada,
dismenorréia, dores musculares, cefaléia, febre, tendinite, sinovite, entre outros
(BHATTACHARYA et al., 2010, SINGH et al., 2010).

A Nimesulida pertence a classe farmacologica dos AINES, especialmente ao
grupo sulfonanilida, usada em inflamagdes do trato respiratério, tendinite, sinovite e
artrite reumatoide (SINGLA; CHAWLA; SINGH, 2000). A Nimesulida caracteriza-se
por ter os grupos funcionais sulfonil e amina, que formam a sulfonamida que confere
propriedades de um acido fraco. Também tem a capacidade de ser um receptor de
prétons e doador de elétrons na formacéo de ligagcdes de hidrogénio (SULEYMAN et
al., 2008). Atualmente, as limitagdes na utilizagao de Nimesulida e outros AINEs estéo
principalmente associadas a solubilidade, biodisponibilidade, toxicidade e reagdes
adversos, principalmente pelo uso prolongado em tratamentos com sistemas
convencionais de administragdo (ZHONG et al., 2012) como a oral, na qual presenta
uma absorcao lenta e muito variavel, além de metabolismo de primeiro passo no
figado, diminuindo a concentragcédo do farmaco. Outras vias de administragdo como a
parenteral evita disturbios gastrointestinais e o metabolismo de primeiro passo, além
disso a intramuscular ao ser uma zona vascularizada se difunde rapidamente nas
fibras e se absorve.

Diversas estratégias tém sido pesquisadas para reduzir ou evitar as reagdes
adversas da Nimesulida incluindo: diferentes formas de administragao como tépica e
parenteral, modificagdo estrutural (DE PAIVA et al., 2012), (Su et al., 2010), como a
adicao de grupos funcionais (PERICHERLA et al., 2007) a formagao de complexos
metalo-organicos (DE PAIVA et al.,, 2012, BINI et al., 2019) e a utilizagdo de
carregadores (PIEL et al., 1997,DE PAIVA et al., 2014). O desenvolvimento de
polimeros de coordenacdo e microparticulas poliméricas que contém o ativo

apresentam a possibilidade na liberagéo controlada, que permite ao farmaco estar por
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um periodo de tempo mais prolongado no sitio alvo (HUERTA; ABERTURAS;
MOLPECERES, 2015, ALVES et al., 2007), além de melhorar caracteristicas fisico-
guimicas do farmaco, como a solubilidade dependendo da constante de equilibrio, que

esta em funcéo do pH, temperatura e tipo de solvente.

Nesse contexto, a utilizagdo de complexos de coordenacdo (NMS-Ag) e
associagao polimérica (NMS-Ag-Ch) como sistema de microparticulados pode ser
uma alterativa no tratamento antidematogénico, sendo necessario conhecer os fatores
afetam a atividade bioldgica in vivo e in vitro partindo de um possivel sinergismo entre
0s seus constituintes, relacionado com a sua estabilidade quimica, visto que poderia
melhorar as caracteristicas farmacocinéticas e por consequéncia a sua eficacia
terapéutica. Desta forma, este estudo desenvolve novas estratégias para uma
liberagcdo controlada, com atividade antimicrobana e antidematogénica, envolvendo

complexos e a associagao polimérica como ferramentas com um possivel sinergismo.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Inflamagao

Inflamacdo € fundamentalmente uma resposta protetora, um processo
defensivo fisioldgico contra agressées ambientais (VILLALBA. 2014). Esse processo
pode ser agudo ou cronico. A inflamagado aguda tem uma evolugao relativamente
breve; na qual reagcdes quimicas e celulares sdo desencadeadas por mediadores
quimicos, principalmente histamina, leucotrienos, IL-1, TNF-o na area danificada,
levando a alteragbes vasculares potentes (vasodilatagdo, aumento da
permeabilidade), resultando a um extravasamento de exsudato. Simultaneamente, as
alteragdes vasculares, ocorre a migragao de neutréfilos dos vasos para o local da
lesdo, com intuito de fagocitar. A fagocitose do agente agressor e sua destruicéao,
ocorre principalmente por produgao de espécies reativas de oxigénio (DALGLEISH et
al., 2007, PINAZO-DURAN; BOSCA-GOMAR, 2012, REGAL et al., 2016). A
inflamacao crénica ocorre quando a agressao € persistente, com exposi¢cao
prolongada ou em reagdes autoimunes. As caracteristicas celulares séo de Infiltragao
inflamatdrio por macréfagos, linfocitos e plasmécitos, seguida de destruigao tecidual
que é produzida pela persisténcia do agente agressor ou pelas células inflamatérias e
a tentativa de reparo com producdo de tecido conjuntivo. (BRUNTON; LAZO;
PARKER, 2011)

Os componentes basicos de um processo inflamatério envolvem eventos
irritativos, vasculares, exsudativos, celulares, mediadores derivados de células e
resposta imune. Alguns autacoides como a histamina e a serotonina, séao
considerados mediadores de acio rapida (primarios). A bradicinina, prostaglandina
tromboxano e leucotrienos, sdo mediadores de agao prolongada (secundarios), agem
promovendo a vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular (CALDER,
2008). Estes sao alguns dos mediadores da inflamagao que consistem em moléculas
pequenas (eicosanoides) sintetizadas a partir do acido araquiddnico.

O &cido araquiddnico é liberado por fosfolipidios de membrana, catalisada pela
enzima Fosfolipase A2, que é ativada pela acado da trombina nas plaquetas, do fator
do complemento C5A nos neutrdfilos, da bradicinina nos fibroblastos e/ou das reagbes
antigeno anticorpo nos mastocitos da lesdo. O acido araquiddnico é biotransformado

pelas duas isoformas das enzimas cicloxigenases (COX-1 e COX-2) e lipoxigenases
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(5-LOX), em PGs, TXs e leucotrienos.(DALGLEISH et al., 2007, BRUNTON; LAZO;

PARKER, 2011) (Figura 1)
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Figura 1: Rota de biossintese das prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos. Alvo dos anti-

inflamatérios nao-esteroidais.
Fonte: Adaptado de (GILMAN’S; GOODMAN, 2008). Software-Chemsketch
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2.2 Anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs)

Os AINEs sao amplamente usados na clinica para tratamentos de processos
inflamatdrios agudos e cronicos, pela sua atividade antipirética e analgésica. Todos
os AINES podem causar reacao adversa, principalmente aos pacientes tratados por
via oral, entre estes, irritacdo da mucosa gastrica, toxicidade renal e hepatica
(BATLOUNI, 2009, SINGH et al., 2010, NAESDAL; BROWN, 2006). A distribuicdo dos
AINEs no corpo determina-se pelas suas propriedades quimicas, como a
liposolubilidade e a constante de ionizag&o pKa que varia de 2 a 6,5 carateristica dos
acidos fracos (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2011). Tradicionalmente, os AINEs sao
classificados pela sua estrutura quimica como derivados dos acidos salicilico, acético
e fenilacético, propidnico, fenamico e endlico (CHALLENGES; BENEFITS, 2017).

A maioria dos AINEs apresentam uma ligagdo a proteinas plasmaticas de
90%, com metabolismo hepatico, sua acao varia de 4 a 24 horas, com uma vida média
de 6 horas aproximadamente (SINGLA; CHAWLA; SINGH, 2000, BRUNTON; LAZO;
PARKER, 2011). Seu mecanismo de acdo é mediado pela inibicdo das enzimas
ciclooxigenases (COX-1 e COX-2), que sao responsaveis pela biossintese de PG e
outros mediadores da dor (SINGLA; CHAWLA; SINGH, 2000). O efeito dos AINEs na
producdo de PG é também a principal causa de sua toxicidade, resultando em
disfuncbes plaquetarias, bronco espasmo, alteracdo da fungao renal, hipertensao
arterial, ulcera péptica, dentre outras (CHALLENGES; BENEFITS, 2017, NOROIAN;
CLIVE, 2002, TILO; SUSANNE; GARRET, 2006).

2.3 Fungoes fisiolégicas das COX e PG

A COX é uma glicoproteina dimérica integral de membrana, encontrada
predominantemente no reticulo endoplasmatico, tem um canal estreito e hidrofébico e
apresentam dois sitios cataliticos, o sitio cicloxigenase e o sitio peroxidase, que
catalisam a biossintese de prostaglandina. O sitio cicloxigenase converte o acido
araquidonico em PGG2 que por sua vez, é reduzido ao intermediario instavel PGH2
pelo sitio peroxidase.(RICCIOTTI; FITZGERALD, 2014a)

A COX-1 é expressada constituvamente em varios tecidos como rins,
estdmago, figado, celulas epiteliais do trato gastrintestinal, entre outros (DUBOIS et
al., 1998,ZIDAR et al., 2009). A COX-2 é uma enzima induzida, responsavel pela
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formacédo de PG em sitios de inflamacdo, como tem sido demostrada em tecidos
sinoviais de pacientes portadores de artrite reumatoide (MORITA, 2002). No entanto,
alguns tecidos como os rins compartilham as PG sintetizadas pelas COX-1 e pelas
COX-2. As PG derivadas da COX-2 podem ter papel critico na manuten¢ao do fluxo
sanguineo medular renal e excre¢ao de sodio (KUMMER; COELHO, 2002).

As PGs tém uma grande variedade de atuagédo como na resposta imune,
coagulagdo sanguinea, ovulagdo, metabolismo Gésseo, crescimento e
desenvolvimento neuronal, cicatrizagao de feridas, , tonus vascular, inflamacao e
hiperalgesia de curta e longa duragdo, manutengédo da integridade gastrointestinal,
funcao renal, e assim por diante (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2011), na tabela 1 se
mostra os tipos de prostaglandinas e a fungdo no 6rgédo, assim como o respetivo

receptor.

Tabela 1: Tipo de prostaglandinas, efeito sobre alguns érgaos e os receptores involucrado

PG Fungao no 6rgao e Receptor Referencia

PGE2 Funcao renal, efeitos diuréticos, natriuréticos, (POYSER, 1973)(DUBOIS et al.,
PGD2 antagonizam a agdo da vasopressina, inibe a 1998)(DUBOIS et al., 1998)
PGF2A | reabsorgao de cloreto, balance renal de sédio (BATLOUNI, 2009)(PETER E.
Receptor EP1, EP2, EP3, EP4 (GPCR) LIPSKY et al., 2015)

Receptor DP1 e DP2(CRTH2)

Receptor FPa, FPb

PGE2 Induz maduragéo do ovulo (TSAFRIRI et al., 1972)(TAKAHASHI;

Receptor EP1, EP2, EP3, EP4 (GPCR) HAGIWARA; OGIWARA, 2018)
PGE2 Vaso constritores cerebrais, nervos e fungdo (WOLFE; COCEANI, 1979)(PETER
PGF2A | cerebral E. LIPSKY et al., 2015)

Receptor EP1, EP2, EP3, EP4 (GPCR)
Receptor FPa, FPb

PGE2 Metabolismo 6sseo < 3mg/Kg (DUBOIS et al., 1998)(PILBEAM et
Receptor EP1, EP2, EP3, EP4 (GPCR) al., 2008) (MILLER; MALFAIT;
MILLER, 2020)(OOSTINGA et al.,
2020)
PGE2 Processos inflamatérios (POYSER, 1973)(DUBOIS et al.,
PGF2A | Receptor EP1, EP2, EP3, EP4 (GPCR) 1998)(RICCIOTTI; FITZGERALD,
PGD2 Receptor FPa, FPb 2014b)

PGI2 Receptor DP1 e DP2(CRTH2)
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Receptor IP
PGE2 Coagulacao sanguinea (HOWIE et al.,, 1973)(FASANO;
PGI2 Receptor EP1, EP2, EP3, EP4 (GPCR) SEQUEIRA, 2017)
Receptor IP
PGE2 Resposta imune (KALINSKI, 2013)(MILLER;
Receptor EP1, EP2, EP3, EP4 (GPCR) MALFAIT; MILLER, 2020)
PGE2 Manutencéo da integridade gastrointestinal, inibe (DUBOIS et al., 1998)(PETER E.
PGI2 a formagéo de ulceras LIPSKY et al., 2015)
Receptor EP1, EP2, EP3, EP4 (GPCR)
Receptor IP

Fonte: Autor

E assim como a acgéo dos AINES pode alterar algumas fungdes dos 6rgéos,
como por exemplo, as PG sintetizadas nos tubulos renais produzidas principalmente pelas
COX-1, interferem na depuragao de sédio e agua corporal e o uso dos AINES podem causar
edema, retengado de sddio, entre outros. De igual maneira as PG que sao produzidas na
superficie do epitélio gastrico sintetizadas pelas COX-1 sédo responsaveis em manter a
arquitetura glandular do estdmago, reduzem a secregao de acido, aumentam a secre¢ao de
ion bicarbonato e melhoram o fluxo sanguineo, além disso estao envolvidas na prevengao de
erosdes e ulceragdes. (ZIDAR et al.,, 2009 ,DUBOIS et al., 1998). Alguns estudos mostram
que a inibicdo da COX pelos AINEs, leva a redugdo na sintese de PG vasodilatadoras,
desviando o acido araquinédico para a via da LOX, que aumenta a formagao de leucotrienos
no tecido. Desta forma, os AINES podem levar a vasoconstricdo na mucosa gastrica, além de
isso observou-se que a adesao de neutrofilos ao endotélio provoca sua ativagao, com a
consequente liberacdo de radicais livres e proteases, substancias que podem ser
responsaveis por grande parte das lesdes epiteliais e endoteliais (BJARNASON; B, 1999)
Figura 2.



18

Edema, retencio de

cCox1 frc , coxi lPG sal, entre outros.
Tubulos
renais
\ )
-
- 4 )
y  Superficie do CDJ(1l PG - Emsue§ e
CDX1T PG epitélio gastrico ulceragies

Figura 2. Efeito da inibicao das PG citoprotetoras pelos AINEs
Fonte: Autor. Software-Edraw Max, ciencia, orgaos humanos.

Por outro lado, Inibidores seletivos ou afins da COX-2 sao associados com
menos dano gastrointestinal que AINEs convencionais, porém o tratamento com
inibidores especificos da COX-2 podem retardar a cicatrizagédo de ulceras ja formadas
ou ainda reduzir a capacidade de defesa diante de microorganismos invasores, apesar
de provavelmente n&o iniciarem o dano gastrico como & observado com AINEs
convencionais (KUMMER; COELHO, 2002). Além disso, inibidores especificos COX-
2 suprimem a produgdo de PGI2 pelas células endoteliais, mas nao alteram a
producao de TXA2 plaquetario. Este consequente desequilibrio a favor de fatores pro-
trombodticos pode levar a agregacado plaquetaria e vasoconstricdo, com maior
tendéncia para oclusdo vascular e isquemia tissular (EMERY, 2002)

Em virtude dos efeitos sistémicos pelo uso oral e parenteral de AINEs em
casos de tratamentos prolongados € importante o estudo de sistemas especiais de
microparticulas ou nanoparticulas de liberagdo controlada, para assim melhorar a
distribuicdo, diminuir a dosagem do medicamento, diminuir as flutuacbes das
concentragdes plasmaticas, melhorar o controle do farmaco no local de liberagéo para
evitar degradacdo dele no organismo (PUGLIA et al., 2008). As vantagens
terapéuticas que apresentam estes sistemas especiais, sdo a reducao de reacdes

adversos, aumento da eficacia e evitar a biodegradacdo do farmaco durante a
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biodistribugcdo. Um dos farmacos pertencente aos AINES que nos ultimos anos tem
sido estudado para a administragcdo por micro e nano-particulas € a nimesulida, devido

as suas caracteristicas fisico-quimicas e estruturais.

2.4 Nimesulida (NMS)

A NMS ou 4-nitro-2-fenoxi-metanos-sulfonanilida, tem peso molecular de
308,31g/mol, é um AINEs que pertence ao grupo sulfonanilida, difere de outros grupos
de medicamentos como oxicams (meloxicam, piroxicam) e pirazolonas (metamizol,
fenilbutazona), pela sua estrutura quimica, ja que a NMS tem o grupo sulfonamida,
com uma amina secundaria, que |lhe confere propriedades de acido fraco em vez do
grupo carboxila, levando assim a menos reagdes adversas gastrointestinais, entanto
o meloxicam, piroxicam e metamisol sdo aminas terciarias (KOVA; MOKRY; KLIMES,
2003,SINGLA; CHAWLA; SINGH, 2000)(Figura 3).

As propriedades fisico-quimicas da NMS estdo ligadas a sua estrutura
estereoquimica. A conformacdo molecular é estabilizada pela ligagdo de hidrogénio
intramolecular NH --- O, a coesao do cristal de NMS ¢é o resultado dessas interacbes
e das forgas de van der Waals (DUPONT et al., 1995). Apresenta-se como um po
cristalino amarelado, com ponto de fusao entre 147 e 149°C (SINGLA; CHAWLA,;
SINGH, 2000); (KOVA; MOKRY; KLIMES, 2003). Sua degradacéao térmica TG inicia
sob 210°C até 390°C (PERPETUO et al., 2013)

GRUPO ESTRUTURA MOLECULAR
SULFONANILIDA

Nimesulida**
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OXICAMS
Meloxicam* Piroxicam*
PIRAZOLONAS
Q J
" /
|
N
7 ¥
e CH,
Metamisol* Fenilbutazona

*Moléculas com grupos funcionais sulfonil, aminas e sulfonamida
**Sulfonamida da NMS com uma amina secundaria, que faz uma interagdo mais forte no sitio alvo

Figura 3 Estrutura molecular de alguns AINEs com grupos funcionais sulfonil, amina e sulfonamida
Fonte: Adaptado de (BIRKH; BASEL, 2005) Software-Chemsketch

A NMS ¢é um acido fraco, com pKa entre 6,4 - 6,8, é pouco soluvel em agua,
é soluvel em acetona, cloroférmio, acetato de etila, metanol e levemente soluvel em
etanol (ROBERTO, 1997), A Tabela 2 mostra alguns solventes nos quais a NMS é
soluvel. Seu coeficiente de particdo em n-octanol / agua é de 1.788 (SINGLA;
CHAWLA; SINGH, 2000, RUFER et al., 1984, DEMETRIS; COSTAS, TSANTILI-
KAKOULIDOU, 2007, ROBERTO, 1997)(BIRKH; BASEL, 2005)

Tabela 2 Solubilidade da NMS em diferentes meios solventes a diferentes pH

Solvente Solubilidade (mg mL) Constante dieletrica (§) dos solventes
Agua 0,014 78,36
Glicerol 0,218 42,5
Metanol 8,812 32,63
Etanol 3,320 243
Butanol 2,120 17,1
n-octano 0,970 9,72
Etilenglicol 0,510 37,7
Propilenglicol 1,760 32,0
Polietilenglicol (PEG) 400 63,120 12,4

Glicero: Etanol



21

80%:20% 0,691 38,86
60%:40% 1,693 35,22
10%:90% 4,040 26,12
PEG (400): Etanol
80%:20% 9,900 21,92
60%:40% 24,640 19,54
90%:10% 65,600 13,59
Agua: Etanol
80%:20% 0,101 67,55
60%:40% 0,125 56,74
90%:10% 3,320 24,30
Glicina-NaOH buffer pH

7 0,034 -

7,9 0,081 -

8,84 0,807 -

9,42 3,886 -

9,52 6,914 -

10,17 34,639 -

Fonte: (BIRKH; BASEL, 2005)

O coeficiente de particido mede a solubilidade diferencial da NMS, porém esta
pode ser mudada alterando a sua estrutura, como por exemplo fazendo um complexo
de inclusdo com ciclodextrina. Alguns estudos mostram que para aumentar a
hidrosolubilidade da NMS pura, ha necessidade de incorpora-la em um complexo de
NMS = L-lisina B-ciclodextrina. A formagao deste complexo aumentou sua solubilidade
em agua (PIEL et al., 1997) (Tabela 3). No entanto, a seguranga gastrica da NMS
depende da concentracdo da droga atingida na mucosa gastrica, a melhoria da
solubilidade do farmaco com o complexo B-ciclodextrina, pode aumentar a irritacéo

gastrica devido a uma elevada concentragao local do farmaco (JOUZEAU et al., 1997).

Tabela 3 Solubilidade do complexo NMS + L-lisina B-ciclodextrina Versus NMS pura em diferentes pH

pH Solubilidade do complexo Solubilidade da droga Fator de
(mg/ mL) pura (mg / mL) solubilidade
5 0,05 0,005 10
6,80 2,373 0,015 160
7,00 36.4 0,01 3600

Fonte: (PIEL et al., 1997)
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A NMS é uma inibidora de COX-2 é usada para o tratamento da osteoartrite
(RANNOU; PELLETIER; MARTEL-PELLETIER, 2016), artrite reumatoide aguda
(JAMES R; O’DELL, 2004,KOVA; MOKRY; KLIMES, 2003) dor leve e moderada;
dismenorreia (GILMAN’S; GOODMAN, 2008, MARJORIBANKS et al., 2009) dor
muscular, dor de cabeca (BENDTSEN et al., 2012) e febre (GILMAN’S; GOODMAN,
2008)

2.4.1 TOXICIDADE DA NMS

As mitocondrias, além de serem a principal fonte de energia, atuam como um
centro de sinalizagao responsavel por iniciar a morte celular (apoptose ou necrose),
independentemente da via (SINGH et al.,, 2010). As EROs produzidas nas
mitocOndrias tém sido vistas como um mecanismo de toxicidade da NMS, induzindo
apoptose celular (SINGH et al.,, 2010). Esses fatores causam alteracées na
permeabilidade mitocondrial, diminuigdo da adenosina trifosfato (ATP) e aumento de
célcio citosdlico, levando ao processo de necrose dos hepatocitos (BERSON;
CAZANAVE; DESCATOIRE, 2006,MINGATTO, 2003). Estas rea¢des sao mostradas
na Figura 4A e as reagdes subsequentes focadas na toxicidade mitocondrial que leva
a apoptose sdo mostradas na Figura 4B (DUPONT et al., 1995).

. Na mitocéndria a bio-transformacdo da NMS gera metabdlitos reativos que
séo provavelmente derivados nitrosos ou da hidroxilamina (BERSON; CAZANAVE;
DESCATOIRE, 2006;BOELSTERLI, 2006). O grupo nitro (O = N = O) tem a
capacidade de interferir na produgcdo de energia e na homeostasia do caélcio
intracelular (MINGATTO, 2003). A NMS transfere protons para a matriz mitocondrial,
diminuindo o potencial de sua membrana e aumentando a respiragao celular
(BERSON; CAZANAVE; DESCATOIRE, 2006). O aumento da respiragao leva a
deplecao progressiva da enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP),
a oxidagdo e deplegdo da glutationa e o aumento intracelular das EROs
(BOELSTERLLI, 2006) (Figura 4B).
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Figura 4 Mecanismo de toxicidade da NMS. A) Possivel transformagao metabdlica da NMS do grupo

nitroso em hidroxilamina B.) Formag&o tedrica de metabdlitos reativos e seus efeitos sobre o

desacoplamento mitocondrial da fosforilagéo oxidativa, deplegcao de ATP e apoptose através de Bcl.

Fonte: (DUPONT et al., 1995). Software-Chemsketch
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2.5 Complexos

Os complexos de coordenagao sao formados por uma porgao organica e outra
inorganica. Moléculas como a NMS carregadas negativamente (&nions) também
chamada de agente complexante, atuam como bases de Lewis e interagem com ions
metalicos carregados positivamente (cations). (PETRUCCI et al., 2002). O agente
complexante deve ter atomos com pelo menos um par de elétrons de valéncia ndo
compartilhados. Dentre os mais frequentes estdo os atomos de oxigénio e nitrogénio.
Em geral, as moléculas que possuem um unico atomo doador de elétrons sao
chamadas de ligantes monodentados, que sao caracterizadas por serem moléculas
pequenas. Por outro lado, aqueles que tém mais de um atomo doador de elétrons sdo
chamados de ligantes polidentados, que podem ser bidentados, tridentados,
tetradentados, etc. Ligantes polidentados sdao usualmente chamados de agentes
quelantes, uma vez que a capacidade de estabelecer duas ou mais jungdes
simultaneas pode funcionar como pontes entre dois ou mais atomos centrais, levando
a formacdo de enormes agregados macromoleculares que precipitam facilmente
(PETRUCCI et al., 2002).

A formagao de complexos de NMS com ions metalicos tém sido trabalhada
anteriormente (KAUR; PURI; SINGLA, 2013) (DE PAIVA et al., 2012) com a finalidade
de informar as constantes de estabilidade em funcao de valores de temperatura, pH e
tipo solvente, mantendo constante a forga iOnica. Para estes estudos se uso varios
ions metalicos que tem como alvo estabelecer se a formagdo dos complexos é
espontanea e o papel deles na constante de estabilidade. A natureza do metal afeta
a reatividade com o ligante e na formagao favoravel ou desfavoravel do complexo,
pois contém orbitais de valéncia parcialmente preenchidos que sdo capazes de
coordenar com ligantes para formar complexos. A ligagao covalente coordenada entre
o atomo doador e o centro metalico pode ser simples, dupla ou até tripla. Ha tantas
interacbes para a formagao de complexos que é dificil prever, a partir da linguagem
geral, o comportamento e as interagbes do metal com os ligantes aos quais ele pode
ser anexado

O tipo ion de metal, o estado de oxidagao, assim como, os elétrons na ultima
camada (camada de valéncia), interferem na sintese do complexo. As varias
combinagdes entre metais e ligantes resultam em compostos com diferentes

propriedades, tais como solubilidade e polaridade. Um exemplo dessas aplicacboes
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sdo os complexos metalicos a base de sulfonamida que frequentemente mostram
efeitos bioldgicos aditivos ou sinérgicos causados pela combinagdo entre um atomo
de metal e sulfonamida (NUNES et al., 2016). Muitos dos efeitos sdo devidos aos
ligantes, e a suas propriedades fisico-quimicas.

A teoria do campo cristalino, assegura que a interacdo entre o metal e o
ligante, pode ser considerada uma reagao acido-base de Lewis. A base com pares de
elétrons livres seria o ligante e o receptor seriam os orbitais vazios no metal em seu
papel acido. No entanto, muitas dessas interagdes acontecem devido a forcas
eletrostaticas. Quando o ligante se aproxima ao metal, os orbitais “d” sdo perturbados

pela carga negativa do ligante.

2.6 Uso da prata para fins terapéuticos

A prata (Ag) é um metal de transigdo que tem configuragdo eletronica [Kr] 4d'°
5s', este metal ¢ amplamente usado na formagdo de complexos que exibem
propriedades antimicrobianas, antissépticas e anti-inflamatérias, bem como baixa
toxicidade humana (Ag®)(BANTI, 2013)(DE PAIVA et al., 2012). A propriedade mais
estudada esta relacionada a sua atividade antimicrobiana, pois os ions de prata (Ag*)
reagem com proteinas, alteram a estrutura da membrana bacteriana e inibem a
replicagado bacteriana se ligando ao DNA bacteriano (RAI; YADAV; GADE, 2009).
Alguns de estes bactérias, tanto gram positivas como gram negativas, avaliadas com
particulas de prata, se encontram: Escherichia Coli, bacillus subtiles (CARDOSO,
2016), staphylococcus aureus (STATHOPOULOU et al., 2018) pseudémonas
aeruginosas (DE PAIVA et al., 2012) Enterococcus faecalis (WU et al., 2014), entre
muitas outras.

O ion prata pode causar efeitos toxicos, indugdo de estresse oxidativo com
deplecado de GSH (glutationa reduzida), em associagdo com disfungao mitocondrial e
producao de EROs in vitro, e um aumento na peroxidacgao lipidica quando linhas
celulares humanas sédo expostos a AgNPs (ARORA et al., 2008), estes processos
levam gradualmente a necrose ou a apoptose (Whitehouse 2015).
Independentemente da aplicacdo, busca-se que os complexos nao apresentem
toxicidade, isso depende nado apenas do tipo de ion metalico e seu estado de
oxidacao, também do ligante utilizado e da dose de administragéo para que apresente

efeitos terapéuticos (DURAN et al., 2019). Muitos de estes efeitos toxicos estdo
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relacionados com o conceito de dose para nanotoxicologia se baseia em diferentes
parametros, como: tamanho da particula e sua area superficial, morfologia,
composi¢cado quimica da superficie, estado de aglomeragao/agregacéao, entre outras
(DURAN et al., 2019), é por isso que a associacgo polimérica é uma alternativa na
reducdo da toxicidade, ja que esta poderia alterar caracteristicas como tamanho da
particula, morfologia e composi¢cao quimica superficial, esta ultima com uma possivel
liberacao controlada do complexo, usando como biopolimeros a quitosana pelas suas

propriedades fisico-quimicas.

2.7 Quitosana

A quitosana € um polimero linear de alto peso molecular (polissacarideo
catiénico) composto de unidades de glucosamina e N-acetil glucosamina, ligadas por
ligacbes B (1-4), além de uma hidroxila primaria na posicado C3 e outra hidroxila
secundaria na posigao C6 (SKAUGRUD; HAGEN, 1999), como demostrado na Figura
5.

OH OH OH OH OH OH
O (@) 0] O
. o/ﬁ%/o’ é\:g/f momo
HO NH, HO NH, HO NH, HO NH, HO NH, HO NH,

Figura 5: Estrutura da quitosana
Fuente: (LOPRETTI et al., 2007). Software-Chemsketch

A estrutura da quitosana apresenta semelhangca com a estrutura da celulose,
sendo também insoluvel em agua, entretanto, em pH acido, os grupos amino sofrem
protonacao, ficando totalmente carregada positivamente tornando-a soluvel
(AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004a ,GEORGE; ABRAHAM, 2006).
A solubilidade da quitosana também depende, de certa forma, do peso molecular e do
grau de desacetilagéo (Figura 6). O valor aparente de pKa do grupo amino e do grupo
glucosamina € de 6,5. Este polimero € obtido por N-desacetilagdo termo-alcalina de

quitina isolada de residuos de crustaceos.
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Figura 6: Solubilidade do quitosana dependendo da alteragédo do pH e do grau de desacetilagdo
Fuente: Adaptado de (SKAUGRUD; HAGEN, 1999)

A quitosana comparada com outros biopolimeros, apresenta varias
vantagens, o que a torna candidata a aplicagbes biomédicas e como portadora de
drogas para muitas vias possiveis de administracdo, como ocular e nasal (FELT et al.,
2016). Dentre as vantagens, pode-se citar: sua capacidade de controlar a liberagao
de agentes ativos, evitando o uso de solventes organicos perigosos ao fabricar
particulas, ja que é soluvel em solugao aquosa acida, € uma poliamina linear contendo
varios grupos de aminas livres que sao facilmente disponivel para reticulagdo, sua
natureza catidnica permite a reticulagdo ibnica com anions multivalentes, além do
carater mucoadesivo, que aumenta o tempo residual no local de absorgao
(AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004a) biodegradabilidade e
biocompatibilidade in vivo (FELT et al., 2016,THANOU; VERHOEF; JUNGINGER,
2001) foi aprovado pelo FDA para uso em curativos de ferimentos (WEDMORE et al.,
2006 ,KEAN; THANOU, 2010). Uma das caracteristicas mais importantes da
quitosana € a habilidade para obter sistemas particulados como microparticulas e
nanoparticulas geralmente para a liberagcédo controlada do farmacos, sintetizadas por
diferentes técnicas e métodos (AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004a)
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2.8 Sistemas Micro-particulados

As microparticulas sdo constituidas, basicamente, pelo nucleo, que pode ser
unico ou disperso na matriz ou pelo material envoltério, também chamado de casca.
As particulas podem apresentar diferentes tipos de morfologia, podendo ser
classificadas em: regular (esférica ou ovalada), ou irregular (Figura 7). A regularidade
do formato da microcapsula, assim como a disposi¢cao de seu nucleo (Unico ou
multiplo) dependem, principalmente, da natureza do material de recheio e do método

escolhido para a sintese das microcapsulas.

Figura 7. Diferentes morfologias obtidas de microparticulas. A) Microcapsula; B) microcapsula
multinucleada ou microesfera; C) microesfera irregular; D) cacho de microesferas irregulares; E); F)
microcapsula com dupla parede.

Fonte: Autor, Software-Chemsketch

O tamanho das microparticulas afeta o desempenho in vivo e determina as possiveis
vias de administracdo. Para a via inalatéria sdo utilizadas particulas entre 1 € 5 ym
(EDWARDS et al., 2011), menores a 25 ym para o trato ocular (FLORENCE, 2018) e
10 a 250 pym para via intramuscular ou subcutanea(TRAN; BENOIT; VENIER-
JULIENNE, 2011). O carregamento de droga em sistemas microparticulados pode ser

feito por dois métodos, isto é, durante a preparagédo de particulas (incorporagao) e
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apos a formagao de particulas (incubacéo). Nestes sistemas, a droga é fisicamente
incorporada na matriz ou adsorvida na superficie (AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA;
AMINABHAVI, 2004b).

O encapsulamento de AINEs em portadores micro e nanométricos poderia ser
usado para superar algumas limitagdes previamente descritas. No entanto, o
desenvolvimento de um transportador de farmaco com caracteristicas desejaveis é
um processo complexo que envolve a selecdo de material de encapsulagéo
apropriado, procedimento de encapsulagido e ajuste das condi¢gbes oOtimas de
encapsulacdo. Somente a selegdo cuidadosa de materiais e técnicas de
encapsulamento em relagdo a estrutura, propriedades fisico-quimicas,
farmacodindmicas e farmacocinéticas da droga e a via de administracdo podem
resultar na melhoria geral da eficacia terapéutica dos AINEs (CHALLENGES;
BENEFITS, 2017)

2.8.1 MECANISMOS DE LIBERAGAO

Diversos estudos efetuados dos sistemas de liberagdo controlada, levam a
concluir que existem quatro mecanismos gerais através dos quais é possivel
classificar os sistemas de liberacdo controlada: Sistemas controlados por difusédo,
controlados quimicamente, ativados pelo solvente e controlados magneticamente. O
sistema controlado por difusdo € o modelo mais adequado quando se trabalha com
biopolimeros (SAEZ; HERNAEZ; ANGULO, 2004)

A cinética de liberagao da substancia desejada esta praticamente controlada
pelas propriedades do polimero. Existem outros fatores de menor influéncia como o
pH e temperatura do meio solvente. Para que a substancia que vai liberar alcance o
alvo desejado, em primeiro lugar, é necessario produzir a difusao da superficie do seu
transportador até o meio envolvente (SAEZ; HERNAEZ; ANGULO, 2004). A liberagao
de farmaco a partir de sistemas particulados de quitosana envolve trés mecanismos
diferentes: (a) liberagdo da superficie das particulas, (b) difusdo através da matriz
emborrachada e (c) liberacdo devido a erosdo do polimero (AGNIHOTRI,
MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004b). Na maioria dos casos, a liberacdo do
medicamento segue mais de um tipo de mecanismo. Em caso de libertagcdo da
superficie, o farmaco adsorvido dissolve-se instantaneamente quando entra em

contato com o meio de liberagdo. O farmaco aprisionado na camada superficial de
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particulas também segue esse mecanismo. Este tipo de liberagdo de droga leva ao
efeito de explosao (AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004b) A liberagao
de drogas por difusdo envolve trés etapas. Primeiro, a agua penetra no sistema de
particulas, o que causa o inchago da matriz; além disso, ocorre a conversdo do
polimero vitreo em matriz de borracha, enquanto o terceiro passo é a difusdao do
farmaco a partir da matriz de borracha inchada. Assim, a liberagao é lenta inicialmente
e depois, torna-se rapida (AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004b)
(Figura 8). Os mecanismos de liberagdo tém como objetivo demostrar que as
particulas podem ser utilizadas como um sistema de liberagdo controlada durante
periodos de tempo longos, estudando os diferentes modelos cinéticos de liberagao in

vitro.
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Figura 8 Etapas do mecanismo de liberagao das microparticulas por difusdo em meio aquoso
Fonte: Adaptado de (AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004b), Software-Chemsketch



32

2.8.2 MODELOS CINETICOS

Os modelos matematicos mais usados para analisar 0 mecanismo no qual
acontece o processo de liberagéo sao de Higuchi em 1963, Hixson-Crowell em 1931,
Korsmeyer- Peppas e Ritger-Peppas em 1983-1987, Baker e Lonsdale em 1974 e
Weibull em 1951, além de cinética de ordem zero e primeira ordem (FERNANDE et
al., 2009,GOUDA; BAISHYA; QING, 2017,RAMTEKE et al., 2014). Para a maioria de
casos a constante de velocidade de liberagdo K dos modelos, incorpora carateristicas
estruturais e geométricas do sistema de liberagéo.

Assim, a cinética de ordem zero define o processo de liberacdo constante do
farmaco. Esta relacao pode ser usada para descrever a dissolugao do farmaco de
varios tipos de formas farmacéuticas de liberagdo modificada, como no caso de alguns
sistemas transdérmicos, bem como comprimidos de matriz com drogas pouco
soluveis, formas revestidas, sistemas osméticos, etc (RAMTEKE et al., 2014).

O processo de primeira ordem € aquele cuja taxa é diretamente proporcional a
concentracao do farmaco a sofrer a reagao, isto €, quanto maior a concentragao mais
rapida a reacao (GOUDA; BAISHYA; QING, 2017). Esta relagéo pode ser usada para
descrever a dissolugao do farmaco em formas de dosagem farmacéutica, tais como
aquelas contendo pelicula soluvel em agua em matrizes porosas.

O modelo de Higuchi considerou que o solvente incha gradualmente a matriz,
e o gradiente de concentragéo ¢é linear, diminuindo da concentracéo de saturagao (Cs)
na interface com o nucleo que néo foi atingido pelo solvente, até a concentragdo zero
na interface do meio de dissolugdo da matriz (MIRCIOIU et al., 2019). Esta relagéo
pode ser usada para descrever a dissolugdo do farmaco a partir de varios tipos de
formas farmacéuticas de liberagdo modificada, como no caso de alguns sistemas
transdérmicos e comprimidos de matriz com farmacos soluveis em agua.(RAMTEKE
et al., 2014)

A liberagdo de um farmaco a partir de um sistema de entrega de drogas (SED)
envolve dissolugao e difusdo. Diversos modelos de equacdes matematicas descrevem
a dissolugdo e/ou liberagao do farmaco a partir do SED. Na era moderna das
formulagdes orais de liberagdo controlada, a "equagao de Higuchi" tornou-se uma
importante equagao cinética por si s, como evidenciado pelo emprego de estudos de
dissolucdo de farmacos que sdo reconhecidos como um elemento importante no
desenvolvimento da entrega de medicamentos (GOUDA; BAISHYA; QING, 2017).
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Korsmeyer e Peppas apresentaram uma relagdo simples que descrevia a
liberacdo do farmaco a partir de um sistema polimérico, seguido de dissolugdo. A
equacao tem sido usada para a linearizacdo de dados de liberacdo de varias
formulagdes de microcapsulas ou microesferas. Aqui, Mt / Ml é a liberacao fracionada
do farmaco no tempo t, k € uma constante caracteristica da interacdo farmaco-
polimero e n € um paradmetro empirico que caracteriza o mecanismo de liberacao,
baseado no expoente difusional. O transporte de drogas é classificado como Fickiano
(n =0,5), Caso Il transporte (n = 1), ndo-Fickiano ou anémalo (0,5<n<1) e super caso
I (n>1).

O Hixson-Crowell e a lei da raiz cubica descreve a liberacao de sistemas onde
ha uma mudancga na area de superficie e no diametro de particulas ou comprimidos.
Assim, particulas de area regular sdo proporcionais a raiz cubica de seu volume. A
partir do conceito acima, Hixson-Crowell estabeleceu uma relacdo entre a liberacao
do farmaco e o tempo que pode ser representado pela sua equagao (GOUDA,;
BAISHYA; QING, 2017). Isto aplica-se a diferentes formas de dosagem farmacéutica
tais como comprimidos, onde a dissolugdo ocorre em planos paralelos a superficie do
farmaco se as dimensdes do comprimido diminuirem proporcionalmente, de tal forma
que a forma geomeétrica inicial se mantenha constante o tempo todo. (RAMTEKE et
al., 2014)

O modelo de Weibull é considerado mais util para comparar os perfis de
liberacdo de medicamentos dos sistemas matriciais. Nao existe parametro para um
fator de dissolugao intrinseco de um medicamento e nao permite a descricdo de um
tipo de correlagao in vitro / in vivo (WALODDI WEIBULL, STOCKHOLM, 1951). A
equacao de Weibull pode ser aplicada a quase todos os tipos de curvas de dissolugao.
Esta equagédo expressa o acumulo de fragdo do farmaco em solugdo, onde M é a
guantidade de medicamento dissolvido em fungao do tempo t. MO é a quantidade total
de medicamento liberado. T é responsavel pelo tempo de atraso medido como
resultado do processo de dissolucdo. O parametro 'a' indica um parametro de escala
gue descreve a dependéncia de tempo, enquanto 'b' descreve a forma da progressao
da curva de dissolugdo(RAMTEKE et al., 2014)

O Baker e Lonsdale (1974) desenvolveram este modelo a partir do modelo de
Higuchi e descreveu a liberagdo de drogas a partir de matrizes esféricas. O modelo
tem sido usado para a linearizacdo de dados de liberagdo de varias formulacdes de

microcapsulas ou microesferas (RAMTEKE et al., 2014). Na tabela 4 se mostram cada
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uma das equacgdes dos modelos cinéticos, anteriormente descritos, com o significado

de cada um dos termos.

Tabela 4 Modelos cinéticos mais amplamente usado, na avaliagido de liberagdo de farmacos

MODELO EQUAGAO FONTE
ORDEM ZERO (GOUDA; BAISHYA; QING,
Ct=Co + Kot 2017)(RAMTEKE et al., 2014)

PRIMEIRA ORDEM

HIGUCHI

KORSMEYER-
PEPPAS E
RITGER-PEPPAS

HIXSON-

CROWELL

WEIBULL MODEL:

BAKER-

LONSDALE
MODEL.:

Log (C) = Log (Co)- Ki~t/2.303

Mi/ Mo=F = K * t"2

Mi/ Mo=F =K * {"

Log (Mt/ Mo) = Log (Kkp) + n*Log (t)

Wo'8 - W¢'"8 = Knc * t

Ln(-Ln(1-F)) = B* Ln (t-Ti) — Ln (A)

(2/3) * (1 - (1 - (M/Mo))@®) - M/Mo = k*t

(AZADI; ASHRAFI; AZADI, 2017)
(GOUDA; BAISHYA; QING, 2017)
(RAMTEKE et al., 2014) (AZADI:
ASHRAFI; AZADI, 2017)
(FERNANDEZ et al., 2009) (AZADI;
ASHRAFI; AZADI, 2017)

(GOUDA; BAISHYA; QING, 2017)
(AZADI; ASHRAFI; AZADI, 2017)

(GOUDA; BAISHYA; QING, 2017)
(RAMTEKE et al., 2014)
(AZADI; ASHRAFI; AZADI, 2017)
(RAMTEKE et al., 2014)
(AZADI; ASHRAFI; AZADI, 2017)
(RAMTEKE et al., 2014)
(AZADI; ASHRAFI; AZADI, 2017)

Fonte: Adaptado de (AZADI; ASHRAFI; AZADI, 2017), (RAMTEKE et al., 2014). Ct: concentragéo no
tempo n. Co: Concentragao inicial, Kot: Constante cinética. F: fragdo. Mi/Mo : massa final / massa inicial.
t: tempo. n: parametro empirico que caracteriza o0 mecanismo de liberagao. B: pardmetro que descreve
a forma da progressao da curva de dissolugdo. A: parametro de escala que descreve a dependéncia
de tempo. Ti: pardmetro responsavel pelo tempo de atraso medido como resultado do processo de

dissolugao.

A finalidade deste trabalho é desenvolver um sistema de microparticulas com
liberacdo controlada, usando complexo de coordenagcdo e a sua associagao
polimérica, e assim reduzir as reagdes adversas produzido pela NMS, além de
encontrar um sinergismo entre seus constituintes no tratamento anti-inflamatorio e
antimicrobiano induzido por carreginina.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

e Sintese, caracterizagao, cinética de liberacdo de NMS e atividade farmacolégica
in vivo e in vitro das microparticulas, do complexo Nimesulida-prata (NMS-Ag) e a
sua associagao polimérica com quitosana (NMS-Ag-Ch), como uma alternativa

terapéutica

3.20bjetivos Especificos

e Sintetizar e caracterizar o complexo NMS-Ag e NMS-Ag-Ch, por UV-vis em
meio solido, analise termogravimétrica (TG) e espectroscopia infravermelho
(IV)

e Determinar a cinética de liberagdo de acordo a modelos matematicos de
difusdo para o complexo NMS-Ag e associagao com o quitosana NMS-Ag-Ch
em Solugao tampao fosfato pH 7,4

e Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro, com a obteng¢do da concentragao
minima inibitéria e concentracdo bactericida minima da NMS, do complexo
NMS-Ag e a associagao polimérica com a quitosana NMS-Ag-Ch por técnica
de microdiluicao

¢ Avaliar o efeito anti-inflamatério e antioxidante in vivo das microparticulas do
complexo NMS-Ag e NMS-Ag-Ch em modelo de edema de pata induzida por
carragenina.

e Avaliar pardmetros do estresse oxidativo: avaliar a capacidade antioxidante
total (TEAC), glutationa reduzida (GSH), substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS)
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Sintese e caracterizagdo do complexo Nimesulida-Prata (NMS-Ag) e
associacao polimérica com o quitosana, Nimesulida-Prata-Quitosana (NMS-Ag-
Ch)

4.1.1. REAGENTES EMPREGADOS NA SINTESE E CARACTERIZAGCAO DO
COMPLEXO E A SUA ASSOCICAO POLIMERICA

Todos os reagentes utilizados nos experimentos do presente trabalho
apresentaram um grau de pureza analitica e foram utilizados sem purificagdo prévia.
Os materiais utilizados foram: NMS (C13H12N20sS - >97%), nitrato de prata (AgNOs -
99,8%), hidroxido de potassio (KOH — 99,7%), hidroxido de sédio (NaOH — 99,7%),
etanol (C2HsOH — 95%), metanol (CH3OH — 96,5%), comprimidos de buffer fosfatos
(pH 7,4), DMSO (C2Hs0OS —99,95%), quitosana (-[CsHoO4N]n->75% deacetilado). Para
realizar a sintese, utilizou-se agua destilada, descarbonatada sob atmosfera de

nitrogénio a 60 ° C.

4.1.2 SINTESE DO COMPLEXO NIMESULIDA - PRATA (NMS-AG)

Para a sintese do complexo NMS-Ag foi feita a adaptacao do trabalho de DE
PAIVA et al., (2012) realizando ajustes para obter o complexo puro. O complexo com
a NMS foi obtido por reacdo de 100 mL de uma solugdo aquosa de hidroxido de
potassio (KOH) 8,8 X103 mol (0,4937 g) e Nimesulida (NMS) 8,0 X10-® mol (2,4664 g)
com 20 mL de solugdo aquosa de nitrato de prata (AgNO3) contendo 8,8x10-* mol
(1,4948 g) como se observa na Figura 9. A sintese foi realizada com agitacéo
constante a temperatura ambiente durante uma hora. O sélido amarelo foi recuperado
por centrifugagcao a 5000 RPM por 5 min depois foi lavado com agua destilada fria e
realizada a filtragdo a vacuo. Finalmente, o sdlido foi seco usando um dissecador e
uma chapa de aquecimento a 40 °C. Todo o procedimento de sintese foi feito

protegido da luz, para evitar a alteracao da NMS.
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Figura 9 Fluxograma do processo de sintese do complexo NMS-Ag
Fonte: Autor, Software-Chemsketch

4.1.3 ASSOCIAGAO POLIMERICA COM A QUITOSANA

A associagao polimérica do complexo NMS-Ag-Ch foi adaptada do trabalho de
REZVANI MALIHE (2014), realizando alguns ajustes para obter uma associacao
otima. Utilizou-se 0,8 g de quitosana, que foram dissolvidos em 100 mL de solugao de
acido acético a 1%, a mistura foi deixada sob agitagdo constante durante 1 hora, o pH
da solugéo foi ajustado para um valor de cerca de 7 com a adigao gota a gota de uma
solu¢cdo 1M de hidréxido de sédio (NaOH). Foram recolhidos 50 mL da solugao de
quitosano, 25 mL para dispersar 0,4 g do complexo (NMS-Ag), lavando
sucessivamente com os outros 25 mL. (Figura 10) A suspensao foi agitada durante 10
min, depois foi filtrada e lavada sucessivamente com agua destilada fria. Finalmente
foi secado a 40 ° C.
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Figura 10 Procedimento da associa¢ao polimérica com a quitosana
Fonte: Autor, Software-Chemsketch

4.1.4 ENSAIOS DE SOLUBILIDADE DO COMPLEXO (NMS-Ag) E ASSOCIACAO
POLIMERICA (NMS-Ag-Ch)

Para obter informagdes sobre cada uma das amostras sintetizadas foi
avaliado o seu comportamento em varios solventes tais como DMSO
(Dimetilsulfoxido), CH30OH (Metanol), solugcdo tampao (buffer fosfatos) pH = 7,4.
Aproximadamente 1,3 + 0,0026 mg de cada um dos complexos foi pesado e
depositado em recipientes de vidro de 25 mL, adicionando 10 mL de cada um dos
solventes como € mostrado na Tabela 5, e posteriormente foram deixados em

agitacao constante cerca de 300 rpm por 5 min.
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Tabela 5 Avaliacdo da solubilidade dos complexos sintetizados NMS-Ag e NMS-Ag-Ch
Complexo quantidade(mg) Solvente1 (10 mL) Solvente 2 (10 mL) Solvente 3 (3 mL)

NMS-Ag 1,3 +0,002 Buffer pH=7,4 Metanol Dimetilsulfoxido
NMS-Ag-Ch | 1,3 +0,002

Fonte: Autor

4.1.5 CURVA DE CALIBRACAO — CONTEUDO DE NMS NAS MICROPARTICULAS

4.1.5.1 Solugéo padrao de NMS 0,05mg/mL

Em um béquer de 50mL pesou-se aproximadamente 5mg de NMS. Em seguida
adicionou-se metanol puro, para dissolver o soluto e a solugao foi transferida para um

balao volumétrico de 100mL, completando-se o volume com metanol.

4.1.5.2 Construgao da Curva Analitica

Foram preparadas diferentes solugcdes, de oito concentragdes, a partir da
solugao padrdo de NMS 0,05mg/mL. Para preparar estas solugdes foram pipetados
diferentes volumes com a solugao padrao de NMS 0,05mg/mL (1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8
mL) e aos volumes dos baldes foram adicionadas aliquotas de 10 ml de metanol.
Foram tirados espectros de varredura no comprimento de onda na faixa de 200 a

800nm das solugdes padrao, sendo o pico maximo em 295nm.

4.1.5.3 Determinacdo de NMS nas microparticulas

Para a determinagdao de NMS nas microparticulas, as amostras foram
preparadas da seguinte forma: Uma massa aproximada a 1 + 0,002 mg das
microparticulas foi pesada em um béquer de 25mL e dissolvido em 10ml metanol.
Depois a solugao foi levada para agitagdo em lavadora ultrassdnica por um periodo
de 5 minutos. A solugéao foi filtrada em filtro de seringa de 0,45um, foram realizadas
as leituras espectrofotométricas em comprimento de onda na faixa 200 a 800nm,

utilizando metanol como branco.
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4.1.6 ANALISE ULTRAVIOLETA VISIVEL (UV- Vis)

A espectroscopia UV-Vis foi feita para identificar as possiveis transicdes
eletrénicas entre o complexo NMS-Ag, associagdo polimérica com a quitosana MNS-
Ag-Ch e os seus precursores, para determinar interagdes representadas na mudancga
do comprimento de onda.

O analise ultravioleta visivel (UV-Vis) foi adotada a partir do trabalho de
COELHO; HENNOUS; LEROUX, (2012) O equipamento foi um espectrofotémetro UV-
Vis Shimadzu UV-2600. O p6 de cada um dos compostos foi acondicionado e
pressionado no recipiente de cristal para a sua leitura. O equipamento foi utilizado no
comprimento de onda desde 200 nm até 800mn, usando como linha base sulfato de

bario. Foi lida a absorbancia de cada mostra.

4.1.7 ANALISE INFRA VERMELHO (1V)

A Analise IV foi feita aos complexos NMS-Ag, NMS-Ag-Ch e seus precursores
com a finalidade de determinar mudangas nas vibragdes moleculares em alguns
grupos funcionais da NMS, principalmente no grupo amino e sulfonilo.

A IV foi adotada a partir do trabalho de DE PAIVA et al., (2012), usando um
aparelho shimadzu lanza. As amostras solidas devem ser pulverizadas até que o
tamanho das suas particulas seja menor que o comprimento de onda da radiagao para
evitar os efeitos da dispersao da radiagdo. A formacéao de pilulas KBr € a técnica mais
popular para lidar com amostras sélidas. Os sais halogénados tém a propriedade de
fluxo a frio, desta forma quando o material finamente pulverizado é submetido a uma
pressao suficiente, manifesta propriedades transparentes ou translucidas, tais como
o vidro. Com esta técnica, 1 mg ou menos da amostra finamente pulverizada é
misturada com cerca de 100 mg de po seco de brometo de potassio. A mistura é
pressionada em uma matriz especial entre 10.000 e 15.000 libras por polegada

quadrada até que um disco transparente seja obtido.

4.1.8. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A TGA foi feita para os complexos NMS-Ag e NMS-Ag-Ch, com a finalidade de
observar a velocidade de degradacgao térmica dos complexos e se existe um efeito

térmico protetor do polimero sobre o ativo NMS-Ag. A TGA foi adaptada do trabalho
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de BRAGA et al., (2003) realizando alguns ajustes para obter uma curva mais
completa. A operacao foi realizada em um aparelho TGA-50 Thermogravimetric
analizer Shimadzu em uma atmosfera de nitrogénio (50mL/min), uma taxa de
aquecimento de 10°C/min, desde temperatura ambiente (27° C aproximadamente) até
1000°C.

4.1.9. MORFOLOGIA E TAMANHO DAS PARTICULAS

A caracterizagao das microparticulas € importante, ja que tem uma influéncia
na solubilidade ou liberagdo do ingrediente ativo ao interior da rede polimérica, o qual
pode ser afetado por fatores, como a afinidade de ligagéo entre o polimero e o
farmaco, velocidade de degradag¢ao do polimero, pH do meio (POBUDKOWSKA et
al., 2018) morfologia e o tamanho das particulas, que a sua vez esta relacionada
diretamente com a area superficial. O fenbmeno de difusdo é afeitado pelo tipo de
microparticulas, que podem ser microcapsulas ou microesferas e se sao regulares ou
irregulares. Foi realizada uma caraterizagdo do material quanto ao tamanho de
particula e morfologia pelo programa image J com imagens do microscopio a 40X.
Foram coletadas 100 particulas de cada complexo e se analisaram quanto a forma
usando como parametro 1 (circulo perfeito) e 0 (geometria irregular), também foi
avaliado o tamanho da particula. Estes dois parametros foram comparados para
determinar se a associacdo polimérica com a quitosana tem uma influéncia

estatisticamente significativa.

4.1.10 CURVA DE CALIBRAGCAO - CINETICA DE LIBERAGAO pH 7,4

4.1.10.1 Solugao padrao de NMS 0,02mg/mL

Em um béquer de 25mL pesou-se aproximadamente 1Tmg de NMS. Em seguida
adicionou-se uma solucao buffer fosfatos pH 7.4 a 38°C, para dissolver o soluto e a
solucéo foi transferida para um baldo volumétrico de 50mL, completando-se o volume

com a solucéao buffer fosfatos 7,4.
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4.1.10. 2 Construgao da Curva Analitica

Na constru¢ao da curva analitica, foram preparadas diferentes solugdes, de oito
concentragdes, a partir da solugao padrao de NMS 0,02mg/mL. Para preparar estas
solugbes foram pipetados diferentes volumes com a solugdo padrao de NMS
0,02mg/mL (2;1,5; 1; 0,7; 0,35; 0,25; 0,1; 0,05; mL) e aos volumes dos eppendorf
foram adicionadas aliquotas de 2 mL da solugao buffer sulfatos pH 7,4. Foram tirados
espectros de varredura no comprimento de onda na faixa de 200 a 800nm das

solugdes padrao, sendo o pico maximo em 394nm.

4.1.11 CINETICA DE LIBERACAO

A cinética de liberagdo do complexo NMS-Ag e a associagao polimérica com a
quitosana NMS-Ag-Ch foi adaptada a partir do trabalho de XU et al., (2009). Foi
pesado aproximadamente 4 + 0,02mg da amostra polimérica NMS-Ag-Ch, foram
suspensas em 2 mL de solugao de buffer fosfatos com pH 7,4. O tubo eppendorf foi
incubado a 37 °C com agitagao constante, em intervalos pré-determinados, o tubo foi
centrifugado a 12000 rpm durante 5 min, 1ml da camada de sobrenadante foi removida
para quantificagao no espectrofotdmetro UV-Vis a comprimento de onda de 394nm, e
foi adicionado um volume igual de solucao buffer fosfatos com pH de 7,4 ao tubo
(Figura 11).
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Figura 11 Esquema do procedimento da cinética de liberacéo
Fonte: Autor, Software-Chemsketch

4.2 Avaliacao biolégica das microparticulas
4.2.1 ANALISE MICROBIOLOGICA

4.2.1.1 Reagentes empregados no analise microbiologica do complexo e a sua
associagao polimeérica

4.2.1.1.1 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados na atividade antibacteriana foram caldo
Mueller-Hinton (MERCK, Alemanha), agar Mueller-Hinton (MERCK, Alemanha), agar
Manitol (HIMEDIA, india), 4gar Cetrimide (HIMEDIA, india), 4gar Sangue (HIMEDIA,
india) e agar MacConkey. Estes meios foram preparados a partir de uma base

desidratada disponivel comercialmente e conforme as instrugdes do fabricante.
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4.2.1.1.2 Cepas dos micro-organismos testados

Os micro-organismos utilizados para a realizagao da pesquisa foram cepas de
bactérias de referéncia ATCC (American Type Culture Collection): Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Enterococcus fecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 8789,
Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027. As cepas ATCC foram fornecidas pelo Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude, Fundacdo Oswaldo Cruz
(INCQS/FIOCRUZ - Rio de Janeiro). As bactérias foram mantidas em tubo inclinado
com agar nutriente a temperatura ambiente, no Laboratorio de Microbiologia e

Imunologia da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Para.

4.2.1.2 Preparagao das concentragdes das solugdes de trabalho

A preparacao das solugdes seguiu os critérios adotados por Allegrini et al
(1973) e Brazao et al (2014) com adaptagdes. Foram pesados em um tubo eppendorf
estéril 1+ 0,002 mg dos compostos, em seguida adicionou-se 100 ul de DMSO para
solubilizar e 900 ul de solugéo salina 0,9%, obtendo-se uma solu¢édo mae de 1mg/mL
dos compostos. Para o ensaio antimicrobiano, os complexos e a associagao
polimérica foram utilizados nas seguintes concentragdes: 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625;
0,0312; 0,0156; 0,0078; 0,0039; 0,0019 e 0,00095 mg.mL-'.Figura 12



45

0,001g de amostra

'

100uL de DMSO
900uL de Solugao salina 0,9%
1 mg/mL
05ml 0,5ml  05ml  0,5ml 05m 05m  05m  0,5ml
VETmL o VETmL vistmL o VEImL wetmL VEImL  vEimL VETmL vieTmL

C=0,5mg/ml  C=0,25mg/ml  C=0,125mg/ml C=0,0625mg/ml  C=0,0312mg/ml ~ C=0,0156mg/ml  C=0,0078mg/ml  C=0,0039mg/ml

Figura 12 Procedimentos preparagéo das concentragdes das solugdes de trabalho, onde Vf é o
volume final
Fuente: Autor, Software-Chemsketch

4.2.1.3 Preparo do in6culo bacteriano

As bactérias foram previamente semeadas em placas de Petri contendo o
meio agar Mueller-Hinton, assim como em meio de cultura especifico para cada
bactéria. Em seguida, foram incubadas a 35°C em estufa por 24 horas para o
crescimento e posterior preparagao do indculo. A obtencéo do inéculo seguiu a norma
M7-A9 vol. 32 n° 2 da “Metodologia dos testes de Sensibilidade a Agentes
Antimicrobianos por Diluicdo para Bactéria de crescimento Aerdbico” - Norma
Aprovada - Nona edigao da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012).
O ind6culo foi preparado a partir da retirada de trés a quatro colénias da bactéria, as
quais foram transferidas para um tubo contendo 5 mL do caldo Mueller-Hinton,
realizando-se ajustes para o alcance da concentragdo desejada de 1x102 UFC.mL™",
em aparelho espectrofotdmetro (sendo compativel com a escala 0,5 de Mc Farland
(0,09 a 0,11). Em seguida, a suspensao foi incubada por uma hora para alcangar o
crescimento exponencial bacteriano. Logo apds a incubacgéo, diluigdes seriadas foram

realizadas até a obtengdo do inéculo 1x10% UFC.mL"" (Figura 13).
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Figura 13 Procedimentos preparacéo do inoculo Bacteriano
Fuente: Autor, Software-Chemsketch

4.2.1.4. Concentragdo inibitéria minima (CIM)

O método empregado para a avaliagdo da atividade antimicrobiana foi a
microdiluicdo em caldo, descrito conforme a norma M7-A9 (vol. 32 n° 2) da Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). As diluicbes da solugao padrao do
complexo e associagcdo polimérica com a quitosana e dos sais foram preparadas
conforme descrito anteriormente. Assim, na placa de microdiluicido de 96 pocos
(Corning), adicionou-se 100l do inéculo + 100ul de cada concentracédo dos
compostos. O controle positivo recebeu 100ul do inéculo + 100ul do cloranfenicol (250
ug.ml',  Ariston) para bactérias gram-positivas ou Penicilina+estreptolisina
(10000unit/10mg, Ariston) para bactérias gram-negativas. O controle negativo foi
composto por 100ul do inéculo + 100 pyl do DMSO a 10% (Interlab) e o controle do
inéculo 100l do inoculo + 100 ul do caldo M. Hinton, obtendo-se um volume final de
200ul em todos os pocos. A incubacao da placa ocorreu a temperatura de 35°C por

24 horas, sendo o experimento realizado em duplicata (Figura 14)
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Apods esse periodo foi adicionado a cada pog¢o 30ul de resazurina 0,01%
(Sigma Aldrich, Brasil), incubando-se novamente a placa por trés horas. A resazurina
€ um corante de coloracao azul, utilizado como indicador devido sua reagao de éxido-
reducdo passando de resazurina a resofurina, indicando a presencga de células viaveis
através da mudancga de cor (cor azul para rosa) considerando-se a manutencao da

coloragao azul como auséncia de crescimento (CLSI, M7-A9, 2012).

Amostra

Poco de dissolugao

100uL de penicilina/estreptolisina para bacterias Gram-negativas| controle positivo
100uL do cloranfenicol para bactérias Gram-positivas

Poco de dissolugao

—

g100uL DMSO a 10% | controle negativo

Poco de dissolucéo

8 controle inéculo

Poco de dissolucao

Figura 14 Quantidades usadas para cada um dos pogos de dissolucéo, para a avaliagdo da amostra,
controle positivo, controle negativo e controle de inoculo
Fuente: Autor, Software-Chemsketch

4.2.1.5 Concentragao bactericida minima (CBM)

Representa a menor concentragdo de um agente antimicrobiano que impede
o crescimento visivel de um micro-organismo em teste de sensibilidade por diluigao
em agar ou caldo sob condi¢gdes conhecidas (QUADROS et al, 2011). Dessa forma, a
CBM foi obtida pelo método de semeadura, retirando-se uma aliquota de 10 uL do
conteudo dos pogos, seguidas de espalhamento em placas de Petri previamente
preparadas com agar M. Hinton e incubadas em estufa a 35°C por 24 h.

Posteriormente as UFC’s (unidades formadoras de colénias) foram contadas,

na qual a CBM foi considerada a menor concentragdao dos compostos que resultou em
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auséncia de crescimento ou o aparecimento de menos de trés coldnias, eliminando
99,9% dos micro-organismos (QUADROS et al, 2011).

4.2.2 AVALIACAO ANTI-INFLAMATORIA

4.2.2.1 Reagentes empregados no analise anti-inflamatorio do complexo e a sua
associagao polimérica

Neste estudo serdo utilizados Azul de trypan 0,4% (SIGMA), acido
etilenodiaminotetracetato (EDTA) 5% (BIOLAB), Agar Muller Hinton(X), tampo
fosfato salina (PBS) 10x (800 g de NaCl, 20 g de KCI, 144 g de NazHPO4 e 24 g de
KH2PO4 em 8 L de agua destilada), reagente de griess (Sulfanilamida 1% (w/v) em
H3PO4 10% e o segundo reagente que é formado por alfa-naftil-etilenodiamina 0,1%

em agua.

4.2.2.2 Animais em experimentacao

Os animais foram obtidos apds apreciagao e aprovagao do projeto de pesquisa
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Para (CEPAE-
UFPA) com numero de protocolo 9782270619. Os animais utilizados na presente
investigacdo foram manipulados segundo a legislagdo nacional em vigor de
Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais (Lei Federal n°® 11.794, de 8 de
outubro de 2008) e a Diretriz Brasileira Para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para
Fins Cientificos e Didaticos do Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal — CONCEA (CONCEA, 2013).

4.2.2.2.1 Obtengéo dos animais e eutanasia

Foram utilizados ratos da linhagem Winstar (Rattus novergicus) machos e
fémeas (n=40), pesando em torno de 150 e 200 gramas, oriundos do Biotério Central
do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Para (UFPA). Todos
os animais foram mantidos sob condigbes controladas de temperatura (25 £ 1°C) e
submetidos a um ciclo claro-escuro de 12 horas (6-18 horas), tendo livre acesso a
alimentagdo e agua. O numero de animais que foram utilizados se restringiu ao

minimo necessario para os ensaios preé-clinicos. Para os experimentos in vivo foram
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utilizados no projeto aproximadamente 40 animais distribuidos em 5 grupos para
avaliagao anti-inflamatéria no modelo de edema de pata induzido por carragenina (5

animais por grupo)

Todos os animais experimentais foram mortos pelo método recomendado para
a Ordem Rodentia - Roedores e pequenos mamiferos - que é o da exsanguinagao por
puncao cardiaca apos anestesia geral de acordo com a Resolugdo Normativa n°® 6, de
10 de julho de 2012 do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA). Os animais apos a realizagdo do modelo experimental de edema de pata
e todos os procedimentos foram anestesiados para a eutanasia com cetamina (40-
100mg/kg) e xilazina (5-13 mg/kg) intraperitoneal por meio do aprofundamento da
anestesia (dobro do valor) seguido de exsanguinacao por pungao cardiaca. Todos 0s
animais experimentais eutanasiados foram mantidos em freezer até o momento do

descarte pela empresa responsavel, seguindo normas internacionais.
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4.2.2.2.2 Delineamento experimental e esquema terapéutico

Tabela 6 Delineamento experimental dos procedimentos in vivo.

Tempo

Atividade

Objeto e avaliagdo

to0

Grupo Salina
Grupo NMS

Grupo NMS-Ag
Grupo NMS-Ag-Ch
Grupo AgNO,

t1= 60 min

Carregenina 1%

dt= 30 min, até
4 horas

Medigao do edema do animal cada 30 min,
usando um paquimetro

Evolucédo do edema

tf=4h

Animales submetidos a eutanasia e coleta de pata e celulas

peritoneais para a realizacao dos testes

Legenda: Ch. Quitosana Ag. Prata, NMS. Nimesulida.

Fuente: Autor

Se mantive a mesma quantidade de NMS administrada para os animais. Os calculos
das doses para os ratos foram feitos com a extrapolacdo alométrica, de acordo a
equacgao 1, onde se toma como referéncia a doses para o humano de 100 mg, o valor
da constante de proporcionalidade para os mamiferos placentarios € de 70
(PACHALY, 2006). O Valor da massa media para o humano é de 70kg e o valor médio
dos ratos foi de 0,25 kg.

TMB = K = M%75

TMB = Taxa metabdlica basal

K = Constante tedrica de proporcionalidade

M = Massa corporal kg

(1)



51

Para calcular a dose a administrar, iniciamos pelo calculo da taxa metabdlica basal do
animal modelo (humano) e do animal alvo (rato). Depois se divide a dose total indicada
pela literatura para o animal modelo, por sua taxa metabdlica basal, esse valor é
multiplicado pela taxa metabdlica basal do animal alvo, obtendo-se a dose total para
o rato de 0,25 kg, a cada administragéo (Equagéo 2)

Rata TMBr = 70 * (0,250 Kg)*7% = 24,748 Kcal
Humano TMBh = 70 x (70 Kg)%7° = 1694,031 Kcal
Dth _ Dtr
TMBh  TMBr
(2)
100mg Dtr

1694031 kcal _ 24,748 kcal

Dt 100mg 4 748kcal = 1,459
= * =
T T 1694031 keal | 2/ FORCAt = LEOTMG

1,459 mg mgNMS
0,25kg ' kg animal

4.2.2.2.3 Esquema para o tratamento de agao anti-inflamatoéria da NMS, o complexo
NMS-Ag e a associagéo polimérica NMS-Ag-Ch.

Foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas, 5 animais por grupo, divididos
em 5 grupos, totalizando 25 animais:

» Grupo 1 - Controle salina (n=5)

- Carragenina + Salina:

Pata direita: Tratado com salina em coxa direita administragéo

intramuscular + Carragenina (100uL/pata) - administragcao subcuténea

Pata esquerda: Salina 0,9% (100uL/pata): administragéo subcutanea
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» Grupo 2 — NSM (n=5)

- Carragenina + NSM:

Pata direita: Tratado com NSM em coxa direita administragdo

intramuscular + Carragenina (100uL/pata) administragdo subcuténea

Pata esquerda: Salina 0,9% (100uL/pata) administragdo subcutanea

» Grupo 3 — Ag (n=5):
- Carragenina + AgNOs:

Pata direita: Tratado com AgNOs em coxa direita administragdo

intramuscular + Carragenina (100uL/pata) administragdo subcutanea

Pata esquerda: Salina 0,9% (100uL/pata) administragdo subcutanea

» Grupo 4 — NMS-Ag (n=5):
- Carragenina + NMS-Ag:

Pata direita: Tratado com NMS-Ag em coxa direita administragdo

intramuscular + Carragenina (100uL/pata) administragdo subcutéanea

Pata esquerda: Salina 0,9% (100uL/pata) administragéo subcutanea

» Grupo 5 — NMS-Ag-Ch (n=5):
- Carragenina + NMS-Ag-Ch (n=5):

Pata direita: Tratado com NMS-Ag-Ch em coxa direita administragdo

intramuscular + Carragenina (100uL/pata) administragéo subcutanea

Pata esquerda: Salina 0,9% (100uL/pata) administragdo subcutanea

4.2.3 EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA

Para a realizagdo do edema de pata induzido por carragenina no rato, foi
realizado de acordo com o método de Winter et al. (1962), inicialmente, foram
determinadas as espessuras das patas esquerda e direita (dire¢do dorso-ventral) de
todos os animais, antes de qualquer injecdo. As espessuras (em mm) foram obtidas

com o uso de um paquimetro digital (Absolute- Série 500 da Mitutoyo, Japan). Em
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seguida, foi administrado intramuscular na coxa direita do animal o tratamento com
salina, NMS, AgNOs, NMS-Ag e NMS-Ag-Ch em suas respectivas massas mantendo
o volumem constante de 250uL. O edema foi induzido por carragenina (1mg/mL, 1%)
com administracdo subcutédnea, 100uL (lambda tipo IV, Sigma ChemicalCo., USA)
injetada na regiao intraplantar da pata posterior direita, enquanto na pata esquerda foi
injetada solucéao salina estéril 0,9%, sempre em total de 100 uL. Apds a injecao de
carragenina, as espessuras das patas foram medidas cada 30 min até completar 4
horas. Os resultados foram expressos pela média da diferenga (pata direita - pata
esquerda) da espessura + erro padrao da meédia. A porcentagem inibigdo no
experimento edema foi calculada com base na area sob as curvas de tempo-curso

(AUCO0-4h) usando regra trapezoidal.

4.2.3.1 Determinac&o de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A determinacéo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico, método para
avaliar a peroxidacéo lipidica, foi realizada pelo método de Khonn e Livesedge (1944)
e adaptado por Percario et al. (1994). Trata-se de uma técnica baseada na reagao do
malondialdeido (MDA) e outras substancias com o acido tiobarbiturico (TBA; Sigma-
Aldrich T5500), em pH 2,5 a 94°C, formando o complexo MDA-TBA de cor rosea, com
absorbancia em 535nm. Como a reagao nao é especifica para o MDA, uma vez que
o TBA pode reagir com agucares, aminoacidos, proteinas e bilirrubina, utiliza-se o
termo substancias reativas ao acido tiobarbiturico (MAYNE, 2003). A concentragao
elevada de TBARS tem sido utilizada como um indicador do estresse oxidativo.

O procedimento técnico do método consiste no preparo inicial do fosfato
monobasico de potassio (KH2PO4 75 mM, Synth, 35210) em agua acidificada (pH 2,5).
Esta solucao é utilizada na preparacao do TBA (10 nM). Adiciona-se 100 pl de amostra
(tecido coletado e sangue) a 500 pl da solugdo de acido tiobarbiturico 10 nM. Em
seguida leva-se ao banho-maria (94°C por 60 minutos); apds a incubagao deixa-se
esfriar a temperatura ambiente por 10 minutos; adiciona-se 2,0 ml de alcool 1-butilico,
homogeneiza-se vigorosamente em vortex e posteriormente submete-se a
centrifugacdo a 2500 rpm por 10 minutos; coleta-se 1,0 ml do sobrenadante para
leitura espectrofotométrica a 535 nm. O padrao MDA (1,1,3,3, tetrahidroxipropano -

Sigma-Aldrich, T9889), sendo os resultados foram expressos em uM/L (Figura 15).
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Determinagao de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico
(TBARS)

Proposto por Khonn e Livesedge (1944), adaptado por Percario (1994).

<

15041 de H,0 4ml de Alcool n-butilico
m@ %ODNI de amostra m

1 3ml do sobrenadante

Vortex, por 30 segundos

Banho-maria a 90°,
por 60 minutos

Centrifugar a 2500 RPM,
por 10 minutos

PERCARIO et al. Newslab, vol. 2, p. 46-50, 194. Leitura em 535nm

Figura 15 Representacdo Esquematica da Determinagao de Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitarico (TBARS).
Fuente: Adaptado por Paulo de Percario et al, Newslab, Vol 2, p. 46-50 194

4.2.3.2 Determinagéo da capacidade antioxidante total equivalente ao trolox (teac)

A determinacdo da capacidade antioxidante total foi realizada através da
técnica da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC). O Trolox (acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromono-2-carboxilico; SigmaAldrich 23881-3) € um potente
antioxidante analogo hidrossoluvel da vitamina E. Seguiu-se o método proposto por
Miller et al. (1993) modificado por RE et al. (1999). Trata-se de uma técnica
colorimétrica baseada na reagéo entre o ABTS (SigmaAldrich A1888) com persulfato
de potéassio (K2S20s; Sigma-Aldrich 60490), produzindo diretamente o cation radical
ABTS+e (radical 2,2-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato], sal de diamdnio),
cromoforo de coloracido verde/azul. A adigao de antioxidantes presentes na amostra
(tecido coletado e sangue) a este cation radical pré-formado o reduz novamente a
ABTS, em escala dependente da capacidade antioxidante, concentracao de
antioxidantes e duragao da reacgao. Isto pode ser mensurado por espectrofotometria
pela observagcdo da mudanga na absorbancia lida a 734nm durante 5 minutos. Os

resultados foram expressos em pyM/mL. (Figura 16)
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Proposto por Miller ef al. (1993), modificado por Re et al. (1999).

2970ul Radical ABTS+s K 2970yl Radical ABTS+
30pl de Amostra i

30pl de Amostra

= \
ABTS |

&
Perssulfato de potassio ‘

> L l [ Smintos > |
< ‘ »d e

~ -~
2970pl Radical ABTS++
TO T5
(12 Leitura) (22 Leitura)
RE ef al. Free Rad Biol Med., v. 26, n. 9, p.1231-1237, 1999. Leitura em 734nm

Figura 16 Representacdo esquematica da determinacéo da capacidade antioxidante equivalente ao
Trolox
Fuente: Adaptado por Paulo de RE. Et al. Free Rad Biol Med, v 26n 9

4.2.3.3 Determinacao da glutationa reduzida

A determinagdo das concentragdes da glutationa reduzida (GSH) foi realizada
de acordo com o método de Ellman (1959). Esta técnica baseia-se na capacidade da
GSH em reduzir o acido-5,5-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) (Sigma-Aldrich) para
acido 5-tio-2-nitrobenzodico (TNB), o qual foi quantificado por espectrofotometria em

comprimento de onda de 412 nm.

As amostras (tecido coletado e sangue) foram desproteinizadas com acido
tricloroacético 2% e o sobrenadante coletado para analise apds centrifugagao a 3000
rpm por 5 minutos. Inicialmente, foi retirada uma aliquota de 20ul de cada amostra e
colocada em tubo de ensaio contendo 3ml tampao SOD e 20ul de agua destilada para
a realizagao da 12 leitura da amostra (T0), em seguida foi adicionado 100ul de DTNB
e ap6s 3 minutos realizou a 22 leitura da amostra (T3). A diferenga nas absorbancias

(T3 -TO) é proporcional a concentragdo de GSH, expressa em yM/ml (Figura 17).
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Proposto por Ellman (1959)

K

W
4ml de Tampdo SOD Y
«{@ 100pl de DTNB

| 3 minutos /) ‘
~
'

1]

20yl de agua — ”l >
destilada | ﬁ v
- ¥4 >
aml i ~
TO T3
Q% ciura) (2° Leitura)
ELLMAN, G. L. Arch. Biochem. Biophys., vol. 82, p. 70-77, 1959. Leitura em 412nm

Figura 17 Representacdo esquematica de determinagéo da atividade da glutationa reduzida (GSH).
Fuente: Adaptado por Paulo de Ellman. G L Ach Biophys

4.3 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise estatistica, onde cada parametro foi
analisado inicialmente em relacédo aos possiveis pontos discrepantes (outliers), sendo
utilizado o célculo do intervalo interquartil. O teste t de Student foi utilizado para
verificar a existéncia de diferencas significativas para cada parametro analisado em
cada grupo do inicio ao final do estudo. Para cada parametro analisado foi realizada
Andlise Variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey para a comparagao de pares
de médias. Para verificacdo de possivel correlagao entre parametros, foi realizado o
teste de correlagdo de Pearson. Os resultados foram considerados estatisticamente

significativos para p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese do Complexo Nimesulida - Prata (NMS-Ag)

A solubilizacao da NMS foi realizada em pH alcalino de 12,63, garantindo que
a molécula seja altamente desprotonada (99.99%) (GONSALVES et al., 2013). A
Figura 18 mostra a estrutura eletroquimica da molécula NMS, representando um
mecanismo versatil, cujas liga¢gées coordenadas mostram ligagdo dos atomos de N,
O ou S (NUNES et al., 2016), ao ion de prata presente no meio.
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Figura 18 lonizacdo da estrutura da nimesulida e ressonancia
Fonte: Autor, Software-Chemsketch

O solido obtido apos a reagdo de complexagao entre o ion de Ag e a NMS em
uma atmosfera de nitrogénio € mostrado na Figura 19 A. Os ligantes ou moléculas de

NMS séo atraidos para o centro do ion metalico, podendo haver repulsédo entre os
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elétrons externos da Ag e a carga negativa da NMS, no momento da formagéo das
ligacbes coordenadas. O complexo formado gera uma série de globulos ou
acoplamentos moleculares que sdo normais para este tipo de ligantes bidentados que

tendem a precipitar na presenga do ion metalico Figura 19B.

No processo de secagem, o material apresentou mudanga da cor (Figura 19
C), possivelmente devido a perda de moléculas de agua dos locais de ligagdes
coordenadas entre a Ag e a NMS, obtendo um material mais escuro. O rendimento da

sintese foi do 83,29% w/w

B C

Figura 19 Processo de obtengédo do complexo NMS-Ag. A-) Produto final da sintese do complexo NMS-
Ag. B-) Material obtido apds filtragdo a frio. C-) Mudanga de cor do material apés o processo de
secagema40°C

Fonte: Autor

5.2. Associacao polimérica com a Quitosana

A solubilizagdo do biopolimero foi realizada a pH 4.28, obtendo uma solugéo
protonada e soluvel no meio aquoso acido. O acoplamento ou associacao polimérica
com o complexo NMS-Ag foi realizado a um pH préximo a 7, nas quais as unidades
de glucosamina e N-acetil glucosamina sdo desprotonadas e junto com o hidroxil C3
e C6 podem estabelecer ligagdes de hidrogénio, com as por¢des carregadas do
complexo, como mostradas na figura 20 A. O material recuperado foi lavado com agua
destilada fria e recuperado por centrifugagao (Figura 20 B) para a sua secagem
subsequente a 40°C, obtendo um sélido amarelo claro. O rendimento do processo foi
de 91,20% w/w
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Figura 20 Associagao polimérica entre Ch e o complexo NMS-Ag. A-) Diagrama da possivel

interagao do complexo NMS-Ag-Ch. B-). Sdélido obtido por centrifugagéo.

Fonte: Autor, Software-Chemsketch

5.3 Ensaios de solubilidade dos complexos NMS-Ag e NMS-Ag-Ch e

Quantificagao da NMS nas amostras

Apods a formagao do complexo e a associagado polimérica com a quitosana,

ensaios qualitativos de solubilidade foram realizados com trés solventes, como mostra

a Tabela 7.

Tabela 7 Testes de solubilidade qualitativa, com trés solventes diferentes a temperatura ambiente

Complexo Média da massa Buffer 7,4 pH Metanol (10 mL) pH DMSO(3 mL) pH
(mg) (10 mL)
NMS-Ag 1,3 + 0,002 Parcialmente 7,41 Totalmente 7,38 Totalmente 6,80
soluvel soluvel soluvel
NMS-Ag-Ch 1,3 0,002 Parcialmente 7,74 Parcialmente 6,76 Parcialmente 6,54

soluvel

Fonte: Autor

O complexo NMS-Ag (Figura 21A) apresentou maior solubilidade em relagao

a associagao polimérica com a quitosana NMS-Ag-Ch, (Figura 21B), ja que a presencga

soluvel

soluvel

da quitosana impede a liberacdo do material que se encontra no interior do polimero.
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B

Figura 21 Testes de solubilidade qualitativa dos complexos sintetizados em trés solventes A-)
complexo NMS-Ag B) complexo NMS-Ag-Ch
Fonte: Autor

Para a quantificacdo da NMS, utilizou-se o metanol como solvente, a partir de
uma solugdo mae usando oito pontos, avaliando a um comprimento de onda de 295
nm, que apresentou a maxima absorbancia, obtendo assim o seguinte grafico, com

coeficiente de correlagdo de 0,99863 para a equagao Y = 25,01335*X - 0,00432, os

dados foram analisados no programa Origin Pro 9 (Figura 22)
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Figura 22 Curva de calibragdo da NMS em metanol avaliada ao comprimento de onda de 295 nm
Fuente: Autor, Origin Pro 9

A quantificagdo da NMS no Complexo de NMS-Ag mostrou 52,20% W/W
NMS/NMS-Ag, entretanto a associacdo polimérica com a quitosana (NMS-Ag-Ch)
apresenta 8,54%W/W NMS/NMS-Ag-Ch. A diminuigdo acentuada de NMS pode estar
associada ao método de sintese que é tradicional, tanto para o complexo como para
a associagao polimérica, além disso que ha uma perdia significativa na quantidade de

material devido a instabilidade quimica do complexo.

5.4 Caracterizagdo do complexo NMS-Ag e NMS-Ag-Ch

A caracterizacdo do material sintetizado foi realizada principalmente por
técnicas analiticas, para saber se o complexo foi devidamente formado. A técnica UV-
Vis foi usada para identificar transferéncias eletrénicas dentro dos componentes
comparados com seus precursores, enquanto a técnica de infravermelho (IV) foi
usada para determinar se algumas das vibragbes presentes no ligante sofrem
qualquer modificagdo na presenca do ion metalico. A Analise termogravimétrico foi
realizada com a finalidade de observar a velocidade de degradagéo do complexo livre

comparado com o complexo associado com a quitosana
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5.4.1 ANALISE DA ABSORBANCIA NO ESPECTRO UV-VIS

Os espectros de UV-Vis do sélido NMS e NMS-Ag (Figura 23) mostraram
deslocagao no comprimento de onda, devido as interagdes entre os locais de ligagcdes
coordenadas da prata e alguns grupos funcionais da NMS, especialmente nos atomos
de N e O do grupo sulfonamidas (DE PAIVA et al., 2012, NUNES et al., 2016). Desta
forma, os espectros UV-Vis foram afetados de maneira consistente pela interagao

molecular que existe entre a NMS e a prata.

1\ =er———————m———
NMS pure | e
Ch pure
NMS-Ag e
MMS-Ag-Ch

1,000

Abs

0,500

0,000 |
-0,097 — e

200,00 400,00 800,00 800,00
nm.

Figura 23 Espectro de absorgéo ultravioleta para NMS puro (azul), para complexo NMS-Ag (vermelho),
quitosana pura (amarelo) e complexo NMS-Ag-Ch (verde)
Fonte: Autor, Origin Pro 9

O espectro de NMS (Curva azul) mostrou transi¢des ™ e T* dominantes,
exibindo um pico maximo de 394 nm relacionado ao grupo nitro-arilo, que é visto nas
solugbes e no estado sdlido. O espectro do complexo NMS-Ag (Curva vermelho)
manteve o mesmo perfil da NMS, no entanto apresentou deslocamento no
comprimento de onda mais longo (450nm), indicando mudancga vibracional nas

ligagbes moleculares que foram modificadas pela interagdo com o metal.



63

Além disso, observou-se que a Ch puro (Curva amarela) demostrou absorgao
maxima em aproximadamente 247 nm, corroborando aos achados de Kumirska (et
al., 2010). Este fato esta associado aos dois grupos croméforos UV distintos, - N-
acetilglucosamina (GIcNAc) e glucosamina (GIcN) - contribuirem de forma simples e
aditiva para a absorbancia total destes polimeros a um comprimento de onda
particular (entre 150 nm - 250 nm), que é caracteristico de compostos saturados com
atomos de pares de elétrons livres de natureza n-o *

O complexo NMS-Ag-Ch (Curva verde) mostrou duas alteragdes em relagao a
absorbancia a NMS-Ag, a primeira alteragao € o deslocamento e alargamento do pico
préximo a 424 nm que estd associado a absorgdo da Ag (CABRERA; LOPEZ;
SANTIAGO, 2008; KUMAR-KRISHNAN et al., 2015). Este fato pode ser devido as
interagdes presentes do complexo com a matriz polimérica de quitosana que contém
grupos hidroxila e amino, que podem favorecer a formagao de quelatos (USMAN et
al., 2012, KUMAR-KRISHNAN et al., 2015), por transferéncia de elétrons de quitosana
para ion metalico. A segunda alteracéo foi observada na absorbancia 250 nm que esta
relacionada aos grupos N-acetilglucosamina e glucosamina, e a sua possivel

interacgao.

5.4.2 ANALISE DO ESPECTRO INFRAVERMELHO (IV)

O espectro infravermelho da NMS é destacado por ter comprimentos de onda
com alongamento de (NH) que aparece como um pico fino a 3282 cm™', o alongamento
assimétrico do grupo sulfonil (O = S = O. vas) esta em 1330 cm.1, enquanto o
alongamento simétrico (O = S = O vs) estd em 1163 cm™. Por outro lado, o
alongamento assimétrico do grupo nitro (O = N = O vas) é de 1523 cm™ e o
alongamento simétrico (O = N = O vs) é de 1384 cm™'. O alongamento (C-S) foi

encontrado em 756 cm™.(Figura 24)(tabela 8)
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Figura 24 Espectro infravermelho da NMS
Fonte: Autor, Origin Pro 9
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Tabela 8 Resumo dos dados faixa de comprimento de onda tedrica e experimental para o grupo das

sulfonamidas

Grupo Faixa de comprimento de onda teérico n Comprimento de onda experimental
N-H 3250 cm' - 3320 cm™’ 3282 cm’
(0=S8=0. vas) 1325 cm™ - 1350 cm™’ 1330 cm”
(0=S=0. vs) 1160 cm™' - 1175 cm™ 1163 cm’"
(C-S) 754 cm™ - 773Cm"" 756 cm™’
(O=N=0. vas) 1522 cm™ - 1550 cm™ 1523cm’”
(O=N=0. vs) 1300 cm™ - 1390 cm’”’ 1384cm’’

Entretanto, o espectro do complexo NMS-Ag

Fonte: PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001)

revelou evidéncias que

comprovam a formacao de ligagdes coordenadas entre o ligante e o metal. Primeiro,

o desaparecimento do pico de (N-H) mostrado na Figura 25, devido a perda do

hidrogénio que estava ligado ao N do grupo sulfonamida, e que posteriormente se liga

ao ion de prata (Ag”®).
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Figura 25 Espectro infravermelho do complexo Nimesulide-Prata (NMS-Ag)
Fonte: Autor, Origin Pro 9

Por outro lado, o deslocamento dos alongamentos simétricos e assimétricos (O
=S =0.vas)e (0=S =0.vs) para energias mais baixas, mostra um enfraquecimento
da ligagao (S = O), especialmente do atomo de O, visto que a interagédo de S, leva ao
deslocamento deste ion em energias maiores (figura 26) (NAKAMOTO, 2009). Em
relagéo ao grupo nitro (O = N = O), pode-se observar que ha uma mudanga no pico
assimétrico de 1523 cm™' para 1495 cm™!, enquanto o pico simétrico permaneceu no

mesmo local a 1384cm™, indicando possivel interacao.
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Figura 26 Espectro infravermelho de NMS pura.(\./ermelho) e NMS-Ag (azul) na area da impresséo
Fonte: Au?cI)?,lthrigin Pro 9

Finalmente, na Figura 27 mostra os espectros da quitosana pura (Ch) e a
associagao polimérica NMS-Ag com a quitosana (NMS-Ag-ch). A quitosana e os
grupos presentes na sua estrutura observam-se nas bandas caracteristicas de 3431
cm' referente ao estiramento das ligagdes OH; 2872 cm™" referentes aos estiramentos
das ligagbes C—H; 1657 cm" atribuida a absorgao da carbonila do grupo —N—C=0;
1427 cm-" atribuida ao estiramento da ligagdo —CN de amida e 1322 cm-" referente ao
estiramento da ligagcdo — CN de grupos amino. Entanto no espectro da quitosana
associadas com o complexo NMS-Ag, observam-se as bandas caracteristicas dos
grupos presentes na estrutura da quitosana, com mudancgas de intensidade e
deslocamentos de algumas bandas. A banda em 3431 cm™ referente aos estiramentos
das ligagdes OH nao presenta deslocamento, mas é mais estreita, sugerindo uma
possivel interagao entre os grupos OH da quitosana e o cation (Ag*) do complexo. A
banda em 1657 cm™ atribuida & absorgao da carbonila do grupo —N—C=0 tem um

pequeno deslocamento e presenta uma mudanca na intensidade do pico e nas formas



67

subsequentes, e a banda em 1344 cm-' referente a deformag&o do grupo NH2 tem um

grande aumento de intensidade e um deslocamento para um menor comprimento de

onda, sugerindo uma possivel interagdo entre os grupos NH2 presentes na estrutura

da quitosana e os grupos O=N-O- e 0=S=0, presentes na estrutura do Complexo

NMS-Ag. Os deslocamentos e mudanga de intensidade de picos caracteristicos de

grupamentos da quitosana sugerem uma possivel interagdo com o complexo NMS-

Ag.
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Figura 27 Espectro infravermelho do complexo NMS-Ag-Ch
Fonte: Autor, Origin Pro 9
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5.4.3 ANALISE TERMOGRAVIMETRICO TGA

O complexo NMS-Ag (Figura 28), apresenta a primeira leve perda de massa
em aproximadamente 80 °C a 206 °C indicando apenas 0,184% que poderia ser da
pouca agua presente nas ligacdes de coordenagao, mais tarde ocorreu a perda de
componentes de baixo peso molecular juntamente com os primeiros produtos de
decomposicéo desde 206 °C até 375 °C. Como a atmosfera é composta de nitrogénio,
€ inerte para reagdes de oxidagao, porém, existem outros mecanismos de degradagao
térmica, neste caso o ligante (NMS), que contém o valor de aproximadamente 45,36%
da massa inicial. Apés 400 °C ha uma diminuicao gradual da massa até 1000 ° C,
correspondendo as cinzas de 6xidos metalicos ou sais nao oxidaveis (18,79%), sendo
o material residual do processo termogravimétrico 35,64%. No grafico
termogravimétrico diferencial, se pode ver a temperatura na qual a perda maxima de

material que esta a 315 °C corresponde a NMS.
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Figura 28 Analise termogravimétrica realizada no complexo NMS-Ag, em modo dinamico a uma taxa
de aquecimento de 10 ° C/ min e atmosfera de nitrogénio
Fonte: Autor, Origin Pro 9
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Por outro lado, a associagao polimérica, NMS-Ag-Ch (Figura 29) apresenta a
primeira perda de 40 ° C até 117 ° C correspondente a 4.753% que é devida a agua
e outros elementos volateis presentes nas redes poliméricas da quitosana,
permanecendo quase constante até 200 °C, onde apresenta uma perda de
componentes de baixo peso molecular juntamente com a despolimerizagdo de
quitosana e decomposigcao da NMS até 393 °C esse valor é aproximadamente 43,37%
da massa inicial. Ap6s 400 °C ha uma diminui¢do gradual da massa para 1000 °C,
correspondendo as cinzas dos Oxidos metalicos (22,65%). O gréfico
termogravimétrico diferencial mostra a temperatura na qual a perda maxima de
material ocorre, no entanto, para este grafico existem dois picos de perda maxima um
a 252,20 °C correspondendo a quitosana como se mostra no trabalho de (BARBOSA
et al., 2019) e outro a 312,62 °C correspondente a NMS-Ag. Indicando que ndo ha

uma protecéo do polimero ao complexo pela degradagao térmica.
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Figura 29 Analise termogravimétrica realizada no complexo NMS-Ag-Ch, em modo dindmico a uma
taxa de aquecimento de 10 ° C / min e atmosfera de nitrogénio
Fonte: Autor, Origin Pro 9
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5.5 Morfologia e tamanho das particulas

Os dados estatisticos da Morfologia obtidos das particulas de NMS-Ag e NMS-
Ag-Ch, mostram que ndo tem uma diferenca significativa em quanto a forma da
particula, a qual ndo é uniforme nem simétrica. O teste foi feito para achar se a
diferenga entre as duas meias é igual a zero ou diferente de zero. Como o valor-P
calculado ndo € menor que 0,05, ndo se pode rejeitar a hipéteses nula. Entdo se achou
que a associagdo polimérica com a quitosana nao tem relagdo com a forma das
microparticulas. Pelo tanto, se pode achar a semelhanga entre as duas populagdes.
(Figura 30)

Morphology NMS-Ag

Morphology NMS-Ag-Ch

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Figura 30 Diagrama de caixas da Morfologia das microparticulas de NMS-Ag e NMS-Ag-Ch
Fuente: Autor. Software statgraphics centurion XVI

Ndo entanto, os dados estatisticos do tamanho de particula obtidos das
populagdes das amostras de NMS-Ag e NMS-Ag-Ch, mostram que a amostra NMS-
Ag nao tem uma distribuicdo normal, pelo valor de curtosis e sesgo estandardizado,
pelo qual é necessario trabalhar com uma estatistica ndo paramétrica. Por este motivo
se trabalharam com o test W de Mann Whitney para comparar as medianas das
amostras (Figura 31). Devido a que o valor P é menor que 0,05 existe uma diferenca
estatisticamente significativa entre as medianas com um nivel de confianca de 95%.
Pelo qual se concluiu que a quitosana tem uma influéncia forte no tamanho da
particula ao momento de se apresentar a associacdo polimérica com o complexo
(Tabela 9)
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Figura 31 Diagrama de caixas do tamanho das microparticulas de NMS-Ag e NMS-Ag-Ch

Fuente: Autor. Software statgraphics centurion XVI

Tabela 9 Morfologia, tamanho e dados estatisticos das amostras das microparticulas sintetizadas
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Particula NMS-Ag NMS-Ag-Ch
Morfologia 40 X %1. &
o G £
&G . - . ﬂ ; EE ,:;"H?,
° T S ' : *‘:’% .

e . - \. W ) ln-

LE’ : & ~I‘; j@‘ ™ .l ‘."

& : | A ___.4?
Tamanho médio da particula (um) 18,70 124,17
Desvio padrao 20,34 77,46
Valor minimo(um) -maximo (um) 1,41 -133,8 1,41-384,31

Fuente: Autor

5.6 Cinética de liberagcao a pH 7,4

A quantificagdo da NMS foi feita utilizando como solvente buffer fosfatos pH

7.4, a partir de uma solugédo mae, usando oito pontos, avaliando a um comprimento

de onda de 394 nm, obtendo assim o seguinte grafico, com coeficiente de correlagéao
de 0,99978 para a equagao Y = 23,31237*X - 0,004233, os dados foram analisados

no Origin Pro 9.(Figura 32)
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Figura 32 Curva de calibragdo da NMS em buffer Fosfatos 7,4 com absorbancia a 394 nm
Fuente: Autor, Origin Pro 9

A liberagdo da NMS ao meio aquoso a pH=7,4 e temperatura de 37°C do
complexo NMS-Ag e a associagao polimérica NMs-Ag-Ch ocorre por um processo de
difusdo por um lado pelo rompimento do complexo (NMS-Ag) liberando a NMS, ja que
a estabilidade do complexo € dependente do meio solvente, o pH e a temperatura da
cinética de liberagdo (37°C). Por outro lado, a liberagdo da NMS da associagao
polimerica NMS-Ag-Ch é feito através dos poros, rachaduras ou cavidades presentes
no material polimérico, o buffer de fosfatos se incorpora ao interior do biopolimero
fazendo a formacdo de uma fase misturada da NMS-solugédo, depois de uma
determinada concentragao de dissolugao dentro do biopolimero, esta fase fica instavel
e separa-se em duas novas fases uma rica em NMS e outra rica na dissolugao que
penetra. Esta ultima fase, continua a sua difusdo para o interior do material, repetindo-
se inumeraveis vezes a separagdo das fases misturadas NMS-
dissolucdo(FERNANDEZ et al., 2009), é importante lembrar que a solubilidade da
quitosana depende do peso molecular, caso seja alto peso molecular fica insoltuvel no

meio pelo qual o mecanismo é pela penetragcdo do solvente.
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Para o caso da NMS-Ag, 0 35,09% da NMS foi liberado nos primeiros 30 min o
que demostra uma estabilidade alta do complexo de acordo as condigbes de
liberagao, além disso o seu tempo de liberagéo foi mais prolongado de 60 horas em
comparagdo com a associagao polimérica com a quitosana NMS-Ag-Ch no qual,
41,97% da droga foi liberada nos primeiros 30 min, chegando a um valor final de NMS

de 70,64% em aproximadamente 30 horas (Figura 33).

Além do material das particulas, a influéncia do tamanho e morfologia, também
tem um papel fundamental na cinética de dissolugado. Por um lado, as particulas de
NMS-Ag tém um tamanho médio de particula de 20,34um, e as particulas de NMS-
Ag-Ch tem um tamanho médio de particula de 77,46 um, por conseguinte a area
superficial € maior para o complexo NMS-Ag e teria maior contato com o solvente, nao
obstante a sua morfologia e superficie de carga faz que as particulas se agreguem,
além da sua natureza de ser um polimero de coordenacgao, que nao é outra coisa que
um cristal. Por outro lado, as particulas de NMS-Ag-Ch tem uma estrutura também
amorfa, sem embargo, ndo se apresenta a mesma agregagao das particulas, pela

natureza polimérica e as condi¢des de sinteses.
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Figura 33 Cinética de liberagdo para as microparticulas de NMS-Ag e NMS-Ag-Ch, de acordo a
NMS% liberado em fungéo do tempo.
Fuente: Autor, Origin Pro 9
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A taxa de libertacdo da NMS das microparticulas do complexo NMS-Ag,
apresenta dois modelos cinéticos, de acordo com o coeficiente de correlagdo R?
(tabela 10) € uma medida estatistica que indica o que tdo bem se ajusta os dados a
um modelo estatistico. De acordo com o modelo cinético de Weibull (figura 34),
avaliado pelo perfil de liberagao do farmaco, o fendbmeno de liberagéo acontece a partir
de microparticulas poliméricas intumesciveis, ndao entanto, este modelo ndo tem
concordancia com o fenbmeno que esta acontecendo nas microparticulas, ja que se
trata de um polimero de coordenacgao, e ndo se trata de um polimero convencional.
Outro modelo cinético que se ajusta ao perfil de liberagdo é o modelo de Korsmeyer e
Peppas que tem um comportamento como se se encontrasse em um sistema
polimérico seguido de eros&o e/ou dissolugdo da matriz(FERNANDEZ et al., 2009),
estabelecendo uma liberagao fraccionada do farmaco, o sistema polimérico néo deve
apresentar inchacgo ou contragdo. O complexo NMS-Ag formo durante a sua sintese
mondmeros, dimeros e até trimericos (DE PAIVA et al., 2012), além disso a constante
cinética é descrita como a interagdo farmaco — polimero, poderia ser apresentada pela

constante de estabilidade do polimero de coordenagéao (Figura 35)

Tabela 10 coeficientes de correlacao avaliados para os diferentes modelos cinéticos de liberagédo de
farmaco do complexo NMS-Ag

Modelo cinético R? Equacao
Baker-lonsdate 0,8606 y = 2"%x + 0,0405
Korsmeyer 0,9606 y =0,3013x + 1,3411
Weibull 0,9695 y =0,4443x - 1,5158
Hixon ceowell 0,6805 y = 0,0002x + 3,4983
Higuchi 0,8983 y = 0,5426x + 36,181

Fuente: Autor
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Figura 34 Modelos cinéticos com melhores coeficientes de correlagéo, para o complexo NMS-Ag A-)
Modelo de Korsmeyer B-) Modelo de Weibull
Fuente: Autor, Origin Pro 9
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NMS,;-Agy == NMS,-Ag, +6NMS +1Ag"

Figura 35 Representagao grafica do processo de difusdo da NMS do complexo NMS-Ag
Fuente: Autor, Software-Chemsketch

Para o caso da associagao polimérica com a quitosana, NMS-Ag-Ch, presenta
igualmente os mesmos modelos cinéticos (Tabela 11) (Figura 36), Neste caso o
modelo de Weibull, oferece uma relacdo simples entre os parametros e as
caracteristicas geométricas do sistema, tem uma dependéncia de parametros na
superficie especifica (KOSMIDIS; ARGYRAKIS; MACHERAS, 2003). Assim como
parametros que podem estar ligados a efeitos fisiologicos.(VAN BOEKEL, 2002). No
caso da associacao polimérica o complexo fica na parte superficial do polimero, ai o
solvente tem um acesso mais rapido ao farmaco, também algumas partes ficam no
interior do polimero, como se descreve na figura 37 e na figura 38 onde se podem ver
as particulas antes da liberacdo do farmaco e como ficam as particulas depois da

liberacdo do farmaco.
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Tabela 11 Coeficientes de correlagao avaliados para os diferentes modelos cinéticos de liberagdo de
farmaco da associagao polimérica NMS-Ag-Ch

Modelo cinético R? Equagio
Baker-lonsdate 0,8729 y=5E-05x + 0,0436
Korsmeyer 0,9676 y=0,2898x + 1,38
Weibull 0,963 y=0,2177x -1,4444
Hixon ceowell 0,7515 y=0,2177x-1,4444
Higuchi 0,9267 y=0,873x + 36,797
Fuente: Autor
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Figura 36 Modelos cinéticos com melhores coeficientes de correlagéo, para a associagdo polimérica

NMS-Ag-Ch

A-) Modelo de Korsmeyer B-) Modelo de Weibull
Fuente: Autor, Origin Pro 9
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Figura 37 Representagao grafica do processo de difusdo da NMS da associagao polimérica NMS-Ag-
Ch
Fuente: Autor, Software-Chemsketch
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Figura 38 Aspecto das microparticulas de NMS-Ag e NMS-Ag-Ch antes da cinética de liberagao (T0)
e aspecto das microparticulas ao final da cinética de liberagao (Tf)
Fuente: Autor

5.7 Atividade biolégica

5.7.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
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A avaliagdo antimicrobiana (Tabela 12), se observa que NMS n&o mostrou agao
antimicrobiana in vitro frente as bactérias gram-positivas e gram-negativas avaliadas.
Entretanto, os compostos NMS-Ag e NMS-Ag-Ch, a CIM variou entre 0,016 e 0,063
mg/mL para as bactérias gram-positivas, enquanto que a CIM para as bactérias gram-
negativas variou entre 0,007 e 0,063 mg/mL, indicando que os compostos mostraram
melhor atividade antimicrobiana frente as bactérias gram-negativas como se
menciona no trabalho de (WHITEHOUSE, 2015). Este fato pode estar associado a
morfologia das bactérias gram-negativas que apresentam uma parede celular
complexa, cuja membrana externa pode interagir aos ions prata pela presencia de
lipopolisacaridos e lipoproteinas, levando a inibicado da forga motriz de prétons e o
transporte de elétrons da cadeia respiratoria bacteriana, assim como pode afeitar a
permeabilidade de membrana, gerando a morte bacteriana. Entretanto, as bactérias
gram-positivas estdo protegidas pelo peptidoglicano, que é um dos principais
componentes da parede deste grupo de bactéria. No entanto muitos autores sugerem
um mecanismo que atende tanto bactérias gram positivas como gram negativas, onde
a prata quebra as ligagdnes glucosidicos B — 1 — 4, que conectam os blocos de
construcao da peptidoglucano N-acetilglucosamina e o acido N-acetilmuranico. O que
finalmente levaria a liberagdo dos blocos (ECKHARDT et al., 2013). Dentre as
bactérias, o Staphylococcus aureus e a Pseudomonas aeruginosa foram as mais
suscetiveis a associagao polimérica NMS-Ag-Ch, que pode ser devido a fatores
extrinsecos como natureza da quitosana, solubilidade, grau de desacetilacédo e
densidade de carga eletrostatica, assim como a liberagao da prata e NMS no meio,

constituicdo de parede do microrganismo, pH e a temperatura do meio.
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Tabela 12 CIM e CBM dos Compostos de NMS frente as cepas bacterianas ATCC
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA CEPAS ATCC CIM E CBM MG.ML"'

COMPOSTOS Staphylococcus  Enterococcus fecalis Escherichia coli Pseudomonas
aureus aeroginosa
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
NMS >0,500 >0,500 >0,500 >0,500 >0,500 >0,500 >0,500 >0,500
NMS-AG 0,031 0,031 0,063 0,125 0,007 0,015 0,007 0,015
NMS-AG-CH 0,016 0,125 0,063 0,250 0,063 > 0,500 0,007 0,031
AgNO; 0,031 0,031 0,031 0,062 0,003 0,007 0,003 0,007

Funte: Autor

5.7.2 ATIVIDADE ANTIEDEMATOGENICA DO COMPLEXO E SUA ASSOCIACAO
POLIMERICA COM A QUITOSANA

Depois de ter o valor da NMS para os animais (numeral 4.2.2.2.2) de 5,836 mgNMS/Kg
animal, se fiz a extrapolagdo da mesma quantidade de NMS para o complexo e a
associagdo polimérica, de acordo com o conteudo ja calculado no numeral 5.3.
Equacédo 3 e Equagéao 4

NMS-Ag

52,20 mgNMS 0.522 mgNMS
100 mg NMS — Ag "~ " " mgNMS — Ag
584mgNMS 1mg NMS — Ag 1 18mg NMS — Ag

* =
Kg animal 0,522 mg NMS ’ Kg animal
(3)

NMS-Ag-Ch

8,54 mgNMS mgNMS

= 0,0854

100 mg NMS — Ag mgNMS — Ag
584mgNMS 1mg NMS —Ag —Ch 68 38mg NMS — Ag — Ch

Kg animal i 0,0854 mg NMS Kg animal
(4)
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Grupo 2

Grupo 4
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Grupo X Y
1 Salina 0,9 %
2 NMS 5,843 mg/Kg
3 AgNO, 19,253 mg/kg
4 NMS-Ag 11,194 mg/Kg
5 NMS-Ag-Ch 68,373 mg/kg
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Figura 39 Procedimento para a avaliagdo anti-inflamatério de cada um dos compostos no processo

induzido por carragenina

Fuente: Autor
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Os grupos NMS (5,84 mg/kg), NMS-Ag (11,194 mg/kg) e NMS-Ag-Ch
(68,37mg/kg) néo alteraram o edema induzido por carragenina até 30 min (Figura 40.
A), mostrando que estes compostos ndo atuam na primeira fase da inflamagao por
carragenina que € dependente de histamina e serotonina (COURA et al., 2015). No
entanto, nos tempos 60, 90 e 120 min foi possivel observar diferenga significativa entre
os tratamentos NMS, NMS-Ag e NMS-Ag-Ch (Figura 40 B,C). Nos primeiros 60
minutos apds a indugao, o grupo NMS e NMS-Ag reduziram o edema a proximamente
30,5 e 30,3%, respectivamente comparado ao grupo salina. Por outro lado, o grupo
tratado com o complexo polimérico NMS-Ag-Ch levou a uma redugéo de 52,6% do
edema induzido por carragenina neste tempo avaliado. Com 120 minutos, o grupo
NMS reduziu 33,8%, NMS-Ag 29,3%, enquanto que o complexo NMS-Ag-Ch reduziu
69,1% comparado ao grupo salina. Estes dados mostram que a associagao polimérica
teve uma maior acdo anti-inflamatéria (anti-edematogénica) na segunda fase
inflamatdria da carragenina (60 -120 min), que é dependente principalmente da
liberacao de mediadores lipidicos como prostaglandina E2 (PGE2) (MA et al., 2013;
SINGH; KUMAR, 2014) . Este efeito pode estar justificado, por um lado, associado a
potencializagdo da acao anti-inflamatéria ocasionada pela quitosana, conforme ja
descrito por outros autores a inibicdo de PGE-2 e COX-2 (PANGESTUTI; BAK; KIM,
2011:AZUMA et al., 2015:XIONG et al., 2018). Por outro lado, esses dados
corroboram aos resultados anteriores de liberacdo da NMS in vitro, onde a associagao
polimerica NMS-Ag-Ch (Figura 33) teve maiores valores de liberagcdo de NMS nos

primeiros 60 min em comparagao com o complexo NMS-Ag.

No entanto, apés 150 min da indugdo do edema, o grupo tratado com a
associagao polimérica (NMS-Ag-Ch) retornou aos niveis de edema similar ao grupo
NMS e NMS-Ag, fato que pode estar associado a elevada cinética de liberacéo da
NMS no tecido nos primeiros minutos, junto com NMS que ainda fica presa na
microparticula. Além disso, outro aspecto importante a ser ressaltado é que a
associagao polimérica (NMS-Ag-Ch) atue principalmente na inibicdo de COX e
consequentemente PGE2, mas ndo em medidores proteicos, tais como citocinas e
quimiocinas que estao presentes em grande quantidade no sitio inflamatério apos 3
horas da estimulacao por carragenina (LORAM et al., 2007). Sugere-se ainda que os
efeitos fisiopatoldgicos da PGE2 como febre e dor poderiam ser entdo melhor

controlados apds o tratamento com NMS-Ag-Ch, que se correlaciona com uma
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possivel atividade antipiréticas e antinociceptiva do composto (RICCIOTTI;
FITZGERALD, 2014b).

O processo inflamatério desencadeado pela carragenina aumenta a producao
de mediadores proé-inflamatdrios tais como NO, TNF-q, IL-1 e IL-6 além de espécies
reativas na pata, o que acarreta dano tecidual como mostrado na figura 40D. Nesse
sentido, os dados mostraram que os tratamentos NMS, NMS-Ag e NMS-Ag-Ch
inibiram os niveis de MDA e GSH induzidos pela carragenina na pata, provavelmente
devido a um maior consumo de GSH no tecido para a geragdo das enzimas
antioxidantes glutationa peroxidases, que levam a menor producdo de ROS e danos
oxidativos em macromoléculas, como lipidios (LUBOS; LOSCALZO; HANDY, 2011).
Em relacdo a capacidade antioxidante total, ndo foi possivel observar diferenca
significativa 240 minutos apds a indugao do edema em nenhum dos grupos avaliados,
no entanto, ressalta-se que o método de TEAC avalia antioxidantes enzimaticos e nao

enzimaticos de forma geral.
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6. CONCLUSOES

O complexo NMS-Ag e associagao polimérica NMS-Ag-Ch foram sintetizados,
caracterizadas e avaliadas, por um amplo conjunto de analises quimicas
espectroscopicas e bioldgicas. As analises quimicas permitiram concluir que o
complexo de coordenacdo NMS-Ag foi sintetizado com um rendimento de
83,29%W/W, presentando uma solubilidade total em metanol e DMSO, e parcial em
buffer pH 7.4, a quantidade da NMS no complexo foi de 52,20% W/W NMS/NMS-Ag,
entanto a sua associag¢ao polimérica com a quitosana NMS-Ag-Ch foi sintetizado com
um rendimento 91,20 %W/W, é parcialmente soluvel nos solventes avaliados, este
apresenta, uma quantidade de NMS de 8,54%W/W NMS/NMS-Ag-Ch.

Os estudos no UV em estado solido indicam uma clara transferéncia
eletrénica dentro dos componentes comparados com seus precursores. Uma
deslocagéo no comprimento de onda do complexo mostra uma interagéo entre os
locais de coordenacgao da prata e alguns grupos funcionais de Nimesulida. Os estudos
de espectroscopia no infravermelho permitiram determinar as modificagdes vibragdes
presentes entre a NMS e o ion metalico, pelo qual se fornece a evidencia teodrica dos
modelos estruturais propostos, onde interage de maneira bidentada os atomos de N
y O do grupo sulfonamina com o ion metalico. Por outro lado, a associagao polimérica
com a quitosana mostrou uma possivel interagdo entre os grupos glucosamina e n-
acetil glucosamina com as cargas netas do complexo NMS-Ag.

A andlise termogravimétrica ndo demonstrou uma protecdo da NMS a
degradacgao térmica, afirmando a presenga deste farmaco na superficie do polimero.
As microparticulas de complexo e associagado polimérica mostraram uma cinética de
liberagéo inicial tipo explosao, pela presenca das moléculas de NMS na superficie, no
entanto as microparticulas com a associagao polimérica a liberagédo ainda foi maior,
possivelmente pela forga fraca de ligagcédo entre o polimero e o complexo, em tanto A
liberacdo de NMS do complexo de coordenacao esta em funcdo da constante de
equilibrio, a qual depende da temperatura, pH e tipo de meio solvente. O complexo
(NMS-Ag) apresentou um Modelo cinético de korsmeyer Pepas que esta de acordo
com a natureza de polimero de coordenacéo, enquanto a associagao polimérica com
a quitosana (NMS-Ag-Ch) apresentou uma cinética de Weibull que descreve o

fendmeno de liberagdo da NMS pelo uso de um material polimérico como a quitosana
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As avali¢gdes de atividade bioldégica mostram que as microparticulas avaliadas
tém agao antimicrobiana frente a bactérias gram-positivas (0,016 - 0,063 mg/ml), mas
principalmente contra gram-negativas (0,007 - 0,063 mg/ml), estes efeitos séo
principalmente pela acédo da prata liberada do complexo. De outro lado a acéo anti-
inflamatdria pelas microparticulas avaliadas mostram semelhante a NMS, sendo que
a associagao polimérica com a quitosana NMS-Ag-Ch apresentou maior eficacia na
redugao edematogéniica, principalmente na primeira fase da inflamagéao (60-120 min)
induzida por carragenina, que corresponde com a cinética de liberacdo que

apresentou a maior liberagcdao de NMS na mesma faixa de tempo.
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