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RESUMO

Dispositivos médicos, como cateteres, implantes ortopédicos e sondas, apesar de
desempenharem um papel crucial no atendimento ao paciente, estao frequentemente
associados ao surgimento de infeccbes bacterianas, principalmente aqueles
implantados por longos periodos de tempo. Esses dispositivos sao classificados de
acordo com o tempo de uso: transiente por menos de 60 minutos, de curto prazo por
menos de 30 dias e de longo prazo por mais de 30 dias. Uma alternativa de prevencéo
de infecgbes é a utilizagdo de revestimentos antimicrobianos. Filmes a base de
quitosana e reticulados com acido tanico e sulfato de ferro mostraram resultados
promissores em relagao a atividade antibacteriana em fungao do tempo, acima de um
més, quando o antibiético gentamicina foi impregnado no filme. A interagao
intermolecular do antibiético com a matriz do filme e a velocidade de difusao
desempenham um papel fundamental no controle da cinética de liberacdo. Desta
forma, este trabalho objetiva avaliar antibiéticos com diversidade quimica
determinando seu impacto nas propriedades fisico-quimicas dos filmes, atividade
antimicrobiana, e cinética de liberacdo dos diferentes antibidticos. Os métodos
utilizados foram testes de intumescimento, perda de massa, analise morfoldgica por
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e microscopia 6ptica, liberacdes fisico-
quimicas em fluidos biolégicos simulados e ensaios antimicrobianos estaticos e
cinéticos. Finalmente, foi realizada a modelagem matematica dos dados de liberacao
fisico-quimicos para determinar o mecanismo de liberagao dos antibiéticos a partir dos
filmes. Os resultados permitiram categorizar os antibiéticos de acordo com os tempos
de liberacdo, formando um leque de opgdes para diferentes aplicacbes em
dispositivos médicos. Concluindo, este trabalho demonstra que os grupos funcionais
e cargas dos antibioticos podem alterar significativamente o tempo de liberagao,
apresentando liberagdes de até seis meses com atividade antibacteriana.

Palavras-chave: antibidticos; cinética de liberagao; dispositivos médicos.



ABSTRACT

Medical devices such as catheters, orthopedic implants and probes, while playing a
critical role in patient care, are often associated with the occurrence of bacterial
infections, especially when implanted for long periods of time. These devices are
classified according to their duration of use: transient for less than 60 minutes, short-
term for less than 30 days, and long-term for more than 30 days. An alternative to
prevent infection is the use of antimicrobial coatings. Films based on chitosan and
cross-linked with tannic acid and iron sulfate showed promising results in terms of
antibacterial activity as a function of time, over a month, when the antibiotic gentamicin
was impregnated into the film. The intermolecular interaction of the antibiotic with the
film matrix and the diffusion rate play a fundamental role in controlling the release
kinetics. Therefore, this work aims to evaluate antibiotics with chemical diversity by
determining their impact on the physicochemical properties of the films, antimicrobial
activity and release kinetics of different antibiotics. The methods used were swelling
tests, mass loss, morphological analysis by scanning electron microscopy (SEM) and
optical microscopy, physicochemical releases in simulated biological fluids, and static
and kinetic antimicrobial tests. Finally, mathematical modeling of the physicochemical
release data was performed to determine the mechanism of antibiotic release from the
films. The results allowed the antibiotics to be categorized according to their release
times, creating a range of options for different applications in medical devices. In
conclusion, this work demonstrates that the functional groups and charges of
antibiotics can significantly alter the release time, presenting releases of up to six
months with antibacterial activity.

Keywords: antibiotics; release kinetics; medical devices.
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1 INTRODUGAO

Cateteres sao dispositivos indispensaveis no atendimento a saude quando ha
necessidade de se manter o acesso a veia do paciente por determinado periodo de
tempo. De acordo com Subba Rao et. al. (2005) , acessos intravenosos podem ser
utilizados para administracdo de fluidos, hemoderivados, medicamentos, nutrigao
parenteral e monitorizagao hemodinamica.

Por outro lado, esse tipo de acgdo invasiva pode resultar em infecgboes por
microrganismos. A infecgdo associada a cateteres venosos, por exemplo, ocorre
quando bactérias localizadas na insergao do cateter atingem a corrente sanguinea
(BONVENTO, 2007). Esse tipo de infeccao pode apresentar impactos significativos,
podendo desenvolver sepses, faléncia dos 6rgaos e até mesmo a morte. Além disso,
mesmo que o dispositivo seja trocado antes da apresentacdo de uma infecgéo, a troca
deste dispositivo provoca grande desconforto no paciente (NOLAN et al., 2016).

Para fins de minimizar esse tipo de infecgcéo, pesquisas sobre revestimentos de
dispositivos médicos com liberagao controlada tém ganhado pauta relevante, visto que
possuem habilidade de liberar composto antimicrobiano diretamente no local da
infeccao, fazendo com que o cateter revestido dure por periodo de tempo maior em
comparagao a cateteres convencionais, evitando trocas recorrentes do dispositivo
(ALSHAHRANI et al., 2023).

Os revestimentos visam conferir eficacia contra diferentes patégenos de
comum incidéncia a dispositivos médicos, como Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e Klebsiella pneumoniae, utilizando antibidticos potentes e de amplo espectro
como agentes ativos dos revestimentos. Algumas pesquisas ainda preveem a
associagao do antibacteriano com antifungicos, visto que a Candida spp. € um fungo
também muito recorrente em infecgdes pelo uso de cateteres (VANEPPS; YOUNGER,
2016).

Quanto a composicado do revestimento, este deve ser biocompativel, atéxico,
estavel e de baixo custo. Ademais, para conferir o potencial de liberagéo prolongada,
agentes reticulantes podem ser usados na formulagdo. O acido tanico (TA) é um
reticulante promissor nesta area visto que, além de ser um composto obtido a partir

de microalgas e plantas, ainda comporta diversos locais de ligacao (FAN et al., 2017).



Desta forma, um filme com base em quitosana e reticulado com ferro e acido
tanico foi desenvolvido pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Biomateriais e
Bioengenharia do Biopark Educacéo, localizado na cidade de Toledo, no Parana
(CHEVALLIER et al., 2023). O grupo realizou a caracterizagao, cinética de liberagao
e potencial antimicrobiano, utilizando gentamicina como agente ativo. Baseado nesta
formulagao, este estudo prevé o aprofundamento do potencial desta formulacédo de

filme explorando diferentes antibidticos na matriz do filme.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito de diferentes antibioticos nas
propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas de filmes de quitosana, visando o

revestimento de dispositivos médicos.

2.2 Objetivos Especificos

1- Selecionar antibiéticos com variedade de massa molar, carga e grupos
funcionais;

2- Sintetizar filmes de quitosana reticulados com acido tanico (TA) e FeSOsy,
acrescentada de diferentes antibidticos selecionados;

3- Caracterizar os filmes de acordo com espessura, intumescimento e perda de
massa;

4- Avaliar a diferenga morfoldgica entre os filmes;

5- Estudar a cinética e o mecanismo de liberacdo dos antibiéticos a partir dos
filmes;

6- Analisar a eficacia antibacteriana dos filmes em diferentes bactérias por meio

de ensaios estaticos e em fungéo do tempo.



3 JUSTIFICATIVA

Este estudo visa justificar a necessidade de investigag&o sobre a eficacia dos
revestimentos de dispositivos médicos, como cateteres e dispositivos ortopédicos, na
prevencgao de infecgdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS). Dados do Centro
de Controle e Prevencdo de Doengas (CDC) dos EUA e estatisticas brasileiras
revelam uma incidéncia significativa de IRAS, destacando-se infecgbes na corrente
sanguinea causadas por cateteres venosos centrais (CDC, 2024; GOVERNO
FEDERAL BRASILEIRO, 2020).

A aplicagao de revestimentos antimicrobianos em dispositivos médicos é uma
estratégia crucial para mitigar o risco de infecgdes. No entanto, a analise da eficacia
desses revestimentos, especificamente em relagao a sua atividade antimicrobiana ao
longo do tempo, é fundamental para garantir a eficacia continua desses dispositivos.
Este estudo propde investigar a atuagao de diferentes antibioticos nos revestimentos,
fornecendo informagdes sobre a atividade antimicrobiana ao longo do tempo e o
periodo maximo, in vitro, em que o revestimento pode prevenir a infecgao.

A auséncia de investigacao nesse sentido pode resultar na generalizagao do
uso de antibiéticos nos revestimentos, o que pode levar a resultados inesperados ou
até mesmo a ineficacia do produto. Portanto, esta pesquisa se faz necessaria para
fornecer dados cientificos que embasem a escolha e o desenvolvimento de
revestimentos de dispositivos médicos mais eficazes na prevencdao de IRAS,
contribuindo para a melhoria da seguranca e qualidade dos cuidados de saude

oferecidos aos pacientes.



4 REFERENCIAL TEORICO

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), “Um dispositivo
meédico pode ser qualquer instrumento, aparelho, implemento, maquina, implante,
reagente para uso in vitro, software, material ou artigos relacionados destinado ao uso
para fins médicos” (OMS, 2024). Este trabalho emprega como definicdo de
dispositivos meédicos aqueles que podem ser revestidos por um medicamento de
liberagao controlada, inseridos no corpo do paciente e suscetiveis a infecgbes, como

cateteres arteriais, venosos ou urinarios, além de dispositivos ortopédicos.

Além disso, o foco deste trabalho se da a cateteres urinarios e cateteres
venosos centrais (CVC), que possuem como material-base a borracha de silicone, o
latex ou o poliuretano, que sdo materiais biocompativeis e maleaveis. O cateter
urinario € utilizado para drenar e coletar urina, indicados para problemas de
incontinéncia ou retencgao urinaria, pés-cirurgicos de prostata ou genitais ou condi¢cdes
medicas nas quais o paciente ndo tem controle sobre a urina. Por outro lado, o cateter
venoso central (CVC) é inserido em uma veia posicionada acima do coragdo, chamada
veia cava superior, e ¢é utilizado para administracdo de medicamentos
quimioterapicos, fluidos intravenosos, transfusdao de sangue e plaquetas e colher
amostras de sangue, por exemplo (CANADIAN CANCER SOCIETY, 2024;
MEDLINEPLUS, 2023).

4.1 Revestimentos de dispositivos médicos

Apesar da possibilidade da administragao sistémica de antibacterianos, que se
da pela infusdo do medicamento na corrente sanguinea, para combater infecgbes
causadas pela insercado de dispositivos médicos, esse tipo de administracao possui
desvantagens quando comparada a administragao local, visto que a abordagem local
fornece maior concentragado do antibacteriano no local da infecgao, além de evitar
possiveis efeitos nocivos que a abordagem sistémica pode proporcionar (VIOLA;
ROSENBLATT; RAAD, 2017).

Um revestimento de dispositivo médico se da por uma fina camada de material

polimérico com aditivos capazes de impedir a infeccdo causada por microrganismos.



Este revestimento pode atuar por hidrofobicidade, para reduzir a adesao de bactérias,
ou por meio de compostos que previnem a bioincrustacdo ou atuam na eliminacéo das
bactérias (ADLHART et al., 2018). A Figura 1 apresenta um exemplo de revestimento

para dispositivo médico, neste caso, um cateter.

Figura 1. Simulagéo de tipo de recobrimento de dispositivo médico

u J

Recobrimento L‘/ - Corpo do cateter

Fonte: adaptado de Mederen (2024)

Associando a insergao local a liberagao controlada do medicamento, além de
fornecer o medicamento localmente mais concentrado, a presenga do antibacteriano
pode permanecer no local da infecgao por maior periodo de tempo, ou seja, além de
tratar a infeccdo, pode preveni-la, bem como previne a formacgao de biofilme pelos
microrganismos (STARK et al., 2021).

Desta forma, o uso de revestimentos em dispositivos médicos diminui a
frequéncia de administracdes do farmaco, além de impedir a infecgao, antes que se
instale. Como colocado por Adepu; Ramakrishna (2021), para que se atinja a
quantidade necessaria de dose do medicamento, sao necessarias duas etapas; a



primeira etapa consiste na chamada “dose de ataque” quando o farmaco é liberado
em maior quantidade, e a segunda etapa é chamada de “dose de manutencéo”, onde
pequenas doses do farmaco séo liberadas ao longo do tempo, para que a infecgao

nao se desenvolva.

4.2 Classificagao de dispositivos médicos em fungao do tempo de uso

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) classifica o uso de

dispositivos médicos em trés classes (ANVISA, 2022):

e Classe [: dispositivos destinados a uso transitorio (transiente), utilizados de
forma continua por menos de 60 minutos;

e Classe Il: dispositivos destinados a uso de curto prazo, utilizados de forma
continua entre 60 minutos e 30 dias;

e Classe lll: dispositivos destinados a uso de longo prazo, utilizados de forma

continua por mais de 30 dias.

Cateteres Venosos Centrais (CVC), por exemplo, tém sido muito estudado em
avaliagdes temporais entre a duracdo do CVC e a colonizagcdo do cateter por
microrganismos, 0s quais concluiram que, quanto maior o tempo de implantagdo do
cateter, maior o risco de contaminagao (MILSTONE; SENGUPTA, 2010).

Desta forma, recobrimentos de dispositivos médicos devem apresentar vida util
semelhante ou superior ao tempo de liberagao do dispositivo para o qual estdo sendo
produzidos. Além disso, os compostos presentes no recobrimento, como antibiéticos,
por exemplo, devem ser liberados durante todo o periodo de uso do dispositivo, para

que cumpra sua fungao.
4.3 Sistema de distribuigao de farmacos com liberagao controlada

Os medicamentos podem ter liberacdo rapida ou lenta, a depender da
disponibilidade do medicamento ao corpo. Farmacos de liberacao rapida fornecem a
dose imediatamente ao corpo, mesmo que o efeito s6 possua agao posterior,
enquanto farmacos de liberagao prolongada séo liberados no sistema com o tempo
(DESERT HOPE, 2022).



Os farmacos de liberagao controlada ou prolongada podem ser classificados
de acordo com o sistema de administragdo, ou seja, 0 mecanismo com que o farmaco
é liberado dentro do organismo. De forma geral, estes mecanismos s&o quatro:
dissolucéo, difusdo, penetragdo de agua e controlados quimicamente (ADEPU;
RAMAKRISHNA, 2021).

A dissolugao baseia-se em matrizes de baixa solubilidade, para que solubilizem
com o passar do tempo (Figura 2-B). Ja a difusdo pode se dividir em dois sistemas:
sistema de reservatorio, onde o farmaco € revestido por uma fina camada de
membrana e tem como principio a espessura da membrana, a porosidade e as
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, o que faz com que o medicamento se
difunda para fora da matriz; e sistema monolitico, que se baseia na dissolucédo da
camada externa da droga (Figura 2-A) (ADEPU; RAMAKRISHNA, 2021; LOPES;
LOBO; COSTA, 2005).

Figura 2. Mecanismo de liberagdo controlada por difusao (A) e dissolugéo (B), respectivamente
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Fontes: adaptado de Adepu; Ramakrishna (2021); Pharmacophore Edulabs (2021)

O sistema de penetracédo de agua, também conhecido como sistema de
intumescimento, ocorre quando a agua penetra na matriz, e esta diretamente
relacionado a composi¢cao do medicamento; esse sistema promove o preenchimento

dos espacos entre as cadeias poliméricas fazendo com que este ocupe mais espaco



e se torne mais maleavel, promovendo a difusdo do medicamento para fora da matriz
(Figura 3) (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

Figura 3. Mecanismo de liberagéo controlada por intumescimento da matriz.
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Fonte: adaptado de Adepu; Ramakrishna (2021)

Por fim, o sistema quimicamente controlado altera a matriz quando esta entra
em contato com o meio bioldégico, promovendo a degradagao desta matriz; desta
forma, esse tipo de sistema esta diretamente relacionado com a capacidade
biodegradavel do biopolimero com o qual se esta trabalhando, tornando testes de
caracterizagao essenciais para que se entenda a cinética de liberacdo de um farmaco
(Figura 4) (ADEPU; RAMAKRISHNA, 2021).



Figura 4. Mecanismo de liberagao controlada por alteragdao da matriz
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Fonte: adaptado de Adepu; Ramakrishna (2021)
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4.4 Determinagao de mecanismo de liberagao a partir de modelos matematicos

Modelos matematicos sdo equagdes que podem descrever um ou mais
mecanismos de liberacdo, a depender dos parametros presentes na equacdo. E
possivel realizar a determinacdo do mecanismo liberacdo a partir dos dados de
liberacdo dos primeiros minutos, ajustados aos modelos matematicos a partir de
softwares que fitam os dados as respectivas equagdes, gerando, além da curva do
perfil de liberagao, os valores de ajuste satisfatério (YAKUT; ESEN; SAHIN, 2020).

Um ajuste satisfatéorio de dados a um modelo matematico se da pela

determinagao de trés principais parametros (ZHANG et al., 2010):

e O coeficiente de determinacao (R?), que expressa o percentual eliminado de
erro em uma variavel, onde o melhor ajuste se da por um valor préximo de 1;

e O Critério de Informagéo Akaike (AIC), que depende da magnitude dos dados,
guanto menor o valor, melhor o ajuste; e

e O Critério de Selecao de Modelo (MSC), uma forma modificada do AIC que

independe da escala de pontos de dados, quanto maior o valor, melhor o ajuste.

Além disso, uma liberagcado ideal de compostos de uma matriz seria uma

liberagcdo de ordem zero, onde a curva € linear e a liberagdo é controlada desde os
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primeiros minutos da liberagdo (LARACUENTE; YU; MCHUGH, 2020). Desta forma,
também ndo aconteceria a liberagdo em rajada comumente visualizada em estudos
de liberagdo de compostos, onde uma alta liberagdo cumulativa acontece logo nos
primeiros dias de liberagao, imprevisivel e descontrolada (BHATTACHARJEE, 2020).

A Figura 5 apresenta um comparativo entre uma liberagdo de ordem zero e uma

liberacdo em rajada.

Figura 5. Comparagéo entre uma liberagdo de ordem-zero e uma liberagdo com liberagdo em rajada

Perfil de liberagdo com
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Liberagdo cumulativa do farmaco

Tempo

Fonte: adaptado de Huang; Brazel (2001)

Cada modelo matematico pode estar relacionado a um ou mais mecanismos
de liberagdo. O modelo de Hopfenberg, por exemplo, esta atrelado a liberagdo de
compostos por erosao da matriz, enquanto o modelo de Higuchi prevé uma liberagao
por difusdo e os modelos de zero e primeira ordem sdo modelos de dissolugdo. Por
outro lado, modelos como Korsmeyer-Peppas, Peppas-Sahlin e Weibull possuem
mecanismos de liberagdo atrelados a um pardmetro de suas equacdes, onde,
dependendo do valor deste parametro, o mecanismo pode ser diferenciado (PEPPAS,;
SAHLIN, 1989; RITGER; PEPPAS, 1987).

4.5 Compostos ideais para a matriz
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Polimeros biodegradaveis tém se destacado positivamente nas pesquisas da
industria farmacéutica como vias de administracdo de medicamentos, tanto em
abordagens sistémicas, quanto em abordagens locais. Esse tipo de polimero
apresenta vantagens em relagdo a polimeros sintéticos, como a garantia de uma
liberagcdo sustentada, suas caracteristicas nao imunogénicas, ou seja, nao apresenta
resposta do sistema imunoldgico, a ndo toxicidade e a hemocompatibilidade. Além
disso, estes também apresentam baixo custo, o que torna a escalabilidade futura
palpavel (CHEVALLIER et al., 2023; RAVAL; PARIKH; ENGINEER, 2010).

Como citado no item 4.2, a cinética de liberacdo do farmaco em matriz com
base em biopolimero depende da predisposi¢ao desta base polimérica de se degradar
no organismo. A quitosana apresenta vantagens biodegradaveis, antioxidantes, anti-
inflamatorias, antibacterianas e anticoagulantes, o que s&o vantagens para utiliza-la
como base da matriz. Entretanto, esta possui algumas desvantagens quanto a
estabilidade, como peso molecular, nivel de pureza, fatores externos como umidade
e temperatura, e grau de desacetilagdo, que determina os grupos amino livres,
expostos quando se remove os grupos acetila da quitina por meio de solugao alcalina
forte (MATHABA; DARAMOLA, 2020). Em conjunto, essas questdes promovem uma
rapida liberacdo do medicamento da matriz (SZYMANSKA; WINNICKA, 2015). A
quitosana é um polissacarideo derivado da quitina, um polissacarideo abundante
encontrado em crustaceos; no ponto estrutural, a quitosana possui 50% da forma
amina livre da quitina, assim, a estrutura quimica da quitosana € um copolimero linear
de unidades N-acetil-D-glucosamina e D-glucosamina, conectadas por ligacoes
glicosidicas (TEIXEIRA-COSTA; ANDRADE, 2021). Sua estrutura esta aprestada na
figura abaixo.

Figura 6. Estrutura quimica da quitosana.
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Fonte: adaptado de PubChem (2024)
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Para melhorar as propriedades da quitosana para aplicagbes médicas, agentes
reticulantes vem sendo estudados como aditivos na matriz para controlar a liberagéo
do farmaco no organismo, promovendo periodos mais prolongados de prevengao as
infecgdes. O acido tanico € um polifenol derivado do acido galico, sendo composto por
8 a 10 moléculas de acido galico, e tem se mostrado um produto com alta taxa de
aplicabilidade (FAN et al., 2017; FU; CHEN, 2019). Este tipo de produto é natural,
podendo ser extraido de algas marinhas ou da casca da uva, e possui propriedades
antioxidantes, antibacterianas e biodegradaveis (FAN et al., 2017). A estrutura

quimica do acido tanico esta apresentada na figura abaixo.

Figura 7. Estrutura quimica do acido tanico.
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Do ponto de vista quimico, o acido tanico possui em sua estrutura diversos
grupos hidroxila, o que permite que este interaja com grupos funcionais hidrofilicos
formando fortes interagbes de hidrogénio com a quitosana, por exemplo
(KACZMAREK et al., 2020). Além disso, possuem grupos catecois, que podem reagir
com grupos aminas via interagdes tipo Michael e bases de Shiff, formando produtos
altamente estaveis (PAK; CHEN, 2023). Resultados mostram que a interag&o do acido
tanico com a quitosana apresenta melhora de parametros mecanicos, como a
resisténcia a tracdo, por exemplo (KACZMAREK-SZCZEPANSKA; NADOLNA;
SIONKOWSKA, 2019). Além disso, o FeSO4 é estudado como agente aditivo para
melhora da reticulagao via formagao de complexos estaveis, aumentando o potencial

reticulante do acido tanico (LI et al., 2021).

4.4 Bactérias comumente relacionadas a dispositivos médicos

As infecgbes bacterianas, como citadas no item 3, sdo a principal justificativa
para a necessidade de revestimentos para dispositivos médicos. As bactérias gram-
positivas lideram a lista de microrganismos mais frequentes em infecgdes a cateteres
intravenosos e arteriais, seguidos por bactérias gram-negativas e fungos (LI et al.,
2021).

Dados coletados do Hospital General Universitario Gregorio Marafién de
Madrid (LI et al., 2021) entre 2003 e 2010 mostraram a incidéncia dos principais
microrganismos presentes neste tipo de infec¢do. Os dados estéo representados na
Tabela 1.

Tabela 1. Numero de incidéncias de infec¢des para cada tipo de microrganismo no Hospital General
Universitario Gregorio Marafién de Madrid.

Microrganismo Numero de casos a cada 1000 admissées
Gram (+) 831
CoNS 534
Staphylococcus aureus 213
MSSA 102
MRSA 111
Enterococcus spp. 79
Outras 16
Gram (-) 209
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Escherichia coli
Klebsiella spp.
Enterobacter spp.
Serratia spp.
Proteus spp.

Pseudomonas spp.

Yeasts
Candida spp.
C. albicans
C. parapsilosis
C. glabrata
C. tropicalis

29
40
39
25
13
35
194
190
83
80
13
9

Fonte: adaptado de LI et al. (2021)

Além disso, infec¢des relacionadas a cateteres urinarios também possuem

grande visibilidade na area académica. Uma pesquisa realizada por Nakawuki et. al.

(2022) mostra as principais bactérias associadas a cateteres urinarios de puérperas
atendidas no Mbale Regional Referral Hospital entre 2020 e 2021. O grafico da Figura

8 demonstra a incidéncia das bactérias em fungao do percentual.

Figura 8. Principais bactérias associadas a cateteres urinarios no Mbale Regional Referral Hospital.
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Fonte: adaptado de Nakawuki et al. (2022)

Com os dados abordados, é possivel identificar os microrganismos de maior
incidéncia em dispositivos médicos. Tendo isso em vista, € importante que as
pesquisas acerca de revestimentos tenham como objetivo impedir a proliferagao
destes microrganismos, utilizando antibacterianos adequados, visto que antibioticos,
por exemplo, possuem diferentes abordagens para inibigdo de bactérias, de forma

especifica e ndo universal.
4.5 Antibiéticos

Visto que a maior parte das infeccbes em dispositivos médicos partem de
bactérias (citado no item 4.4), antibidticos sdo a opgcao mais comum para combaté-
las. Antibidticos sdo farmacos que atuam inibindo o crescimento de bactérias, por meio
dos processos vitais destas, afetando o funcionamento da célula. Além disso, podem
ser divididos em duas categorias: amplo espectro, os quais afetam bactérias de Gram
positivo e Gram negativo, e espectro estreito, que afetam apenas bactérias Gram

positivas ou apenas bactérias Gram negativas (NPS, 2017).

Hoje, o parametro mundialmente utilizado para medir poténcia de agentes
antimicrobianos frente a bactérias € a Concentragéo Inibitéria Minima (CIM). A CIM é
a concentracdo minima de antimicrobiano necessaria para que a bactéria ndo se
desenvolva e se prolifere, causando infeccdo (ANVISA, 2023). Desta forma, baseado
nas bactérias mais comuns apresentadas no item 4.4, antibioticos que possuem CIM

adequada para a inibicdo destas bactérias devem ser utilizadas.

O moxifloxacino, por exemplo, apresenta MICs baixas para a maior parte das
bactérias citadas; o ciprofloxacino, que apresenta uma estrutura semelhante ao
moxifloxacino, possui Concentragdes Inibitérias Minimas também semelhantes. Em
contrapartida o sulfametoxazol apresenta MICs altas para a maior parte das bactérias,
enquanto a trimetoprima, linezolida e gentamicina apresentam variacées em faixas
mais baixas para as bactérias que sdo apresentadas nas listas de mais comuns em

infecgbes por dispositivos médicos (EUCAST, 2024).
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4.6 Produtos disponiveis no mercado

Os produtos revestidos disponiveis no mercado a fim de evitar infecgdes
causadas por microrganismos na insergao de dispositivos médicos tendem a atuar em
abordagem antisséptica, com o uso de clorexidina, por exemplo (ARROW, 2015), ou
impedindo a replicagdo microbiana, como utilizando a sulfadiazina de prata
(ECOMED, 2024). Os cateteres revestidos apresentam uma média de 30 dias sem
infecgdes dentro do organismo. O uso de antifungicos associados a antibidticos, além
de estar tomando propor¢gées em estudos, também ja é utilizado em cateteres
comerciais, como o Multistar+, que associa a rifampicina ao miconazol, com eficacia
de 30 dias (MEDICALEXPO, 2024). Os cateteres venosos centrais com recobrimento

antimicrobiano disponiveis no mercado hoje estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Cateteres Venosos Centrais (CVCs) com recobrimento antimicrobiano disponiveis no

mercado.
COMPOSTO TEMPO DE .
CATETER MARCA _ REFERENCIA
IMPREGNADO LIBERACAO
Arrowg+ard® Clorexidina e
Arrow < 30 dias (ECOMED, 2024)
Blue Plus sulfadiazina de prata
Altius® Biguanida de
Kimal 30 dias (KIMAL, 2016)
ProActiv+ polihexametileno

Rifampicina +
Multistar 3 UP Vygon 29 dias (MEDICALEXPO, 2024)
Miconazol

Chlorag+ard® Arrow Chlorexidina 30 dias (ARROW, 2015)

Fonte: Ecomed (2024); Kimal (2016); MedicalExpo (2024); Arrow (2015)

Além das propriedades antibacterianas, os cateteres eficazes devem possuir
caracteristicas fisicas que confiram facilidade de manipulagéo pelo profissional e,

principalmente, o bem-estar do paciente (KANTI et al., 2022).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais

5.1.1 Reagentes

Quitosana (Massa molar média (140-310 kDa), 75 — 85 % desacetilada, Sigma,
Shanghai, China), acido tanico (99%, ACS reagent, Sigma, China), tamp&o fosfato
salino (PBS) (Sigma, add city, Reino Unido), sulfato de ferro heptahidratado (99%,
Exodo Cientifica, Sumaré, Brasil), etanol (99%, Synth, Diadema, Brasil), acido acético
(99,7%, Synth, Diadema, Brasil), caldo Mueller-Hinton (Difco, Sparks, EUA), agar
Mueller-Hinton (Kasvi, Madrid, Espanha), acetonitrila (>99.9%, Merck, Darmstadt,
Alemanha), metanol (99,8%, Biograde, Anapolis, Brasil), acido férmico (295%, Synth,
Diadema, Brasil), acido trifluoroacético (299,5%, Sharlau, Barcelona, Espanha),
sulfato de tetrabutilaménio (98,10%, Exodo Cientifica, Sumaré, Brasil), fosfato de
potassio (98%, Dinamica, Indaiatuba, Brasil), trietilamina (99,9%, Exodo Cientifica,
Sumaré, Brasil), hidroxido de potassio (85%, Biotec, Sdo José dos Pinhais, Brasil),
4cido ortofosférico (85% Exodo Cientifica, Sumaré, Brasil), dimetilssulféxido (99,9%

Synth, Diadema, Brasil).

5.1.2 Antibidticos

Sulfato de gentamicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), sulfato de moxifloxacino (Prati
Donaduzzi, Toledo, Brasil), sulfato de trimetoprima (Haishing CO PTE. Ltd.,

Singapura, China), sulfato de linezolida (Prati Donaduzzi, Toledo, Brasil), sulfato de
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sulfametoxazol (Virchow Laboratories Limited, Telangana, india), sulfato de

ciprofloxacino (Prati Donaduzzi, Toledo, Brasil).

5.1.3 Bactérias

Escherichia coli ATCC 8739 (Lab-Elite™, St Cloud, EUA), Enterococcus faecalis
ATCC 29212 (Lab-Elite™, St Cloud, EUA), Staphylococcus aureus ATCC 6538 (Lab-
Elite™, St Cloud, EUA), Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (Lab-Elite™, St
Cloud, EUA), Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (Lab-Elite™, St Cloud, EUA) e
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 (Lab-Elite™, St Cloud, EUA).

5.2. Testes preliminares

5.2.1 Critério de selecao de antibidticos

A selegdo dos antibidticos foi baseada nas diferencas de entre os grupos
funcionais das estruturas, as cargas pelas quais estes grupos interagem, as massas
molares e a solubilidade em agua. Os dados dos parametros avaliados estao
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas analisadas para selegado dos antibioticos.

Antibistico Massa molar Carga Grupo funcional
(g/mol) ionizavel
Gentamicina (GEN) 477,6 +1 Amino
Moxifloxacino (MOX) 401,2 +1e-1% Carboxila
Ciprofloxacino (CIP) 331,3 +1e-1* Carboxila
Trimetoprima (TMP) 290,3 +1 Diaminopirimidina
Sulfametoxazol (SMX) 253,0 -1 Sulfonamida
Linezolida (LNZ) 337,3 0 -

Fonte: a autora (2024)

* Compostos zwitteridnicos
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5.2.2. Solubilidade dos antibidticos

O teste de solubilidade do antibidtico foi realizado em uma concentragao de 5
mg/mL; os antibidticos foram colocados em tubos tipo eppendorf e, primeiramente,
realizou-se a tentativa de solubilizar com agua ultrapura. Em seguida, os antibiéticos
gue né&o solubilizaram tiveram sua solubilidade testada em solugdo aquosa de acido
acético 1%, solugcdo aquosa de NaOH 0,01% e etanol. A solubilidade foi avaliada de

forma a ndo mais visualizar compostos em suspensao.

5.2.3. Ordem de adi¢ao das solucdes de compostos na solugao precursora do filme

O teste de ordem foi realizado de seis formas diferentes, como demonstrado

na figura abaixo, da esquerda para a direita.

Figura 9. Ordem de adigao das solugbes de quitosana (CS), acido tanico (TA), Moxifloxacino (MOX) e
FeSO4 (Fe).

cs TA > H0 > MOX » Fe >
CS > H0 > Fe TA > MOX

CS > H0 > Fe > MOX » TA

> €S » H00 » TA > Fe »MOX >
© c Ho omox e T
°> CS > H0 > MOX »> TA Fe >

Fonte: a autora (2024).

Os filmes foram feitos somente com moxifloxacino (MOX) como antibidtico,
apenas para testar a melhor ordem, com analise visual da homogeneidade dos filmes.
Depois da sintese, os filmes foram cortados com aproximadamente 1 mg cada e foram
colocados em contato com agua ultrapura e acido acético 1% para entrar em contato

com meio acido. Este foi um teste analisado visualmente.
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5.3. Procedimento de preparacgao de filmes

Os antibidticos foram utilizados a 5 mg/mL e dissolvidos em seus respectivos
solventes, de acordo com o teste de solubilidade realizado nos testes preliminares;
para o filme base, a quitosana (CS) foi dissolvida em acido acético 1% v/v a 1,5% m/v;
acido tanico (TA) e FeSO4 (Fe) foram dissolvidos em agua ultrapura a 50 mg/mL e 3
mg/mL, respectivamente. A ordem de adicdo seguiu de acordo com os resultados
obtidos no teste preliminar de ordem. A mistura foi feita sob agitagdo magnética até a
homogeneizagdo em temperatura ambiente, e cada filme foi colocado em uma placa
de Petri (10 mL) e em 6 frascos do tipo vial (277 uL cada frasco) para testes
posteriores. As placas e os frascos foram mantidos em estufa a 37°C até a secagem.
O calculo do volume de filme para o vial foi calculado proporcionalmente a partir da
area e do volume do filme da placa de Petri, considerando a area da placa de Petri de
63,7875 cm? e a area do vial de 1,76 cm?.

As formulagdes dos filmes estdo descritas na Tabela 4. Filmes controle, sem
antibidtico, também foram realizados e o volume do antibiotico foi substituido por agua.
Além disso, para os filmes de linezolida e sulfametoxazol, a quantidade de agua
precisou ser aumentada para um total de 5 mL devido a rapida geleificacdo do filme;

a quantidade adicionada em cada frasco foi aumentada proporcionalmente.

Tabela 4. Formulagdes dos filmes sintetizados.

Quitosana (CS) H20 FeSOa (Fe) Acido tanico (TA) Antibiético

[ ] das solugoes

1,5% miv 3 mg/mL 50 mg/mL 5 mg/mL

estoque
Filmes reticulados 8,00 mL 0,32 mL 2,00 mL 0,48 mL 1,20 mL
Filmes nao reticulados 8,00 mL 2,80 mL 0,00 0,00 1,20 mL

Fonte: a autora (2024).

Como a diferenga entre os filmes se resume a variagdo dos antibioticos, os
filmes foram nomeados com as siglas dos antibidticos, e estdo apresentados na
Tabela 5.



21

Tabela 5. Composigéo do filme e siglas utilizadas durante a apresentagéo deste estudo. As
porcentagens estdo apresentadas em relagdo a massa de quitosana.

Composigao do filme Sigla do filme
Quitosana, acido tanico (20%), FeSO4 (5%) e gentamicina (5%) GEN
Quitosana, acido tanico (20%), FeSO4 (5%) e moxifloxacino (5%) MOX
Quitosana, acido tanico (20%), FeSO4 (5%) e ciprofloxacino (5%) CIP
Quitosana, acido tanico (20%), FeSO4 (5%) e trimetoprima (5%) TMP
Quitosana, acido tanico (20%), FeSO4 (5%) e sulfametoxazol (5%) SMX
Quitosana, acido tanico (20%), FeSO4 (5%) e linezolida (5%) LNZ

Fonte: a autora (2024).
5.4 Cinética de liberagcao do antibiético

Conforme relatado no ponto “5.2”, os filmes foram preparados em frascos do
tipo vial com 277 L de filme. Este experimento foi feito em triplicata. PBS foi usado
na liberagdo para simular condigdes fisiolégicas, adicionando dois mililitros em cada
frasco, e as aliquotas foram coletadas em Oh, 1h, 4h, 24h, 3 dias, 7 dias, 14 dias e a
cada 7 dias até que a concentracdo acumulada fosse mantida constante; a cada
coleta, outros 2 mL de PBS serdo adicionados. As aliquotas foram mantidas a -20°C
para posterior quantificacéo.

A quantificacdo dos antibidticos seguiu os métodos da farmacopeia e/ou de
artigos cientificos para a quantificagdo em HPLC, sendo que cada antibidtico possui
um método diferente de quantificagcdo. Um exemplo do cromatograma de cada

antibidtico, bem como as curvas de calibracdo, esta apresentado no apéndice B.

5.4.1 Gentamicina

A gentamicina foi quantificada por HPLC-MS (Waters, Milford, CT, EUA),
usando uma coluna Triart C18 250 x 4,6 mm, tamanho de particula em 3 um (YMC,
Kyoto, Japdo), a 30°C e uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min. A fase mdvel é composta
por agua:acetonitrila (20:80), 0,5% de acido trifluoroacético e 0,5% de acido férmico.

O sistema HPLC Waters 2696 foi conectado a um espectrometro de massas
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Micromass Quattro Micro API equipado com uma fonte multimodo. Para esta
aplicacdo, o modo ESI positivo foi usado. A temperatura do gas foi de 350°C e a
temperatura do vaporizador foi de 150°C. O nitrogénio foi usado como gas de
secagem a uma vazao de 400 L/h. A voltagem capilar foi de 3000 V, o tempo de
permanéncia do monitoramento de multiplas reacdes foi de 600 ms, a voltagem de
fragmentacao foi de 50 V, e a energia de colisdo foi de 10 V. Os limites de detecgéo e
quantificacdo para este método s&o 0,031 e 0,105 pg/mL, respectivamente (THE
UNITED STATES PHARMACORPEIA, 2017).

5.4.2 Trimetoprima

A trimetoprima foi quantificada por HPLC/UV, usando uma coluna XTERRA
RP18 150 mm x 4,6 mm com tamanho de particula de 3,5 ym a 40°C. A vazao foi
ajustada para 1,0 mL/min, com volume de inje¢do de 20 pL e comprimento de onda
de 254 nm. A fase moével consistiu de tampao:acetonitrila (80:20), e o tampao foi
preparado com 794 mL de agua ultrapura, adicionando 5 mL de acido acético glacial
e 1 mL de trietilamina. A fase moével foi passada por um filtro antes do uso (THE
UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2003).

5.4.3 Moxifloxacino

Moxifloxacino também foi quantificado por HPLC/UV, usando uma coluna
XTERRA RP18 de 150 mm x 4,6 mm com tamanho de particula de 3,5 um a 45°C. A
vazao foi ajustada para 0,9 mL/min, com volume de inje¢cao de 25 uL e comprimento
de onda de 293 nm. A fase mdvel consistiu de tampao - acetonitrila (72:28), e o tampéo
foi preparado dissolvendo 0,5 g de hidrogenossulfato de tetrabutilaménio e 1,0 g de
fosfato monobasico de potassio em agua ultrapura, adicionando 2 mL de acido
fosférico e diluindo com agua para 1000 mL. A fase movel foi filtrada antes do uso
(THE UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2017b).
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5.4 .4 Ciprofloxacino

Ciprofloxacino foi quantificado por HPLC/UV, usando uma coluna Phenomenex
C18 250 mm x 4,6 mm com tamanho de particula 5 ym a 30°C. A vazéao foi ajustada
para 1,5 mL/min, com volume de injecédo de 10 pL e comprimento de onda de 278 nm.
A fase mével consistiu de tampao:acetonitrila (87:13), sendo o tampao preparado em
uma mistura de acido fosférico 0,025 M ajustada com trietilamina para pH 3. A fase
movel foi filtrada antes do uso (THE UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2003).

5.4 .5 Linezolida

A linezolida foi quantificada por HPLC/UV, usando uma coluna Phenomenex
C18 250 mm x 4,6 mm com tamanho de particula 5 um a 40°C. A vazao foi ajustada
para 1,0 mL/min, com volume de injecéo de 40 puL e comprimento de onda de 254 nm.
A fase mével consistiu de tampao:metanol (60:40), e o tampao foi preparado pela
dissolugdo de 6,8040 g de fosfato de potassio dibasico em agua ultrapura,
adicionando 2 mL de acido fosférico e diluindo com agua para 1000 mL. A fase mével
foi filtrada antes do uso (A. et al., 2021; CIOS; KUA; SZYMURA-OLEKSIAK, 2013;
PATEL et al., 2014).

5.4.6 Sulfametoxazol

O sulfametoxazol foi quantificado por HPLC/UV, usando uma coluna
Phenomenex C18 250 mm x 4,6 mm com tamanho de particula 5 um a 45°C. A vazao
foi ajustada para 0,9 mL/min, com volume de inje¢ao de 20 uL e comprimento de onda
de 210 nm. A fase moével consistiu de tampéao:metanol (70:30), sendo o tampao
preparado pela dissolugao de 13,6 g de fosfato de potassio em 1 L de agua ultrapura
ajustada com solugéo de hidréxido de potassio a 20 g/L a pH 5,3. A fase mével foi
filtrada antes do uso (THE UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2003).
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5.5 Estudo de mecanismo de liberagao por meio de modelagem matematica

A fim de estudar o mecanismo de liberagdo do antibidtico, outro estudo da
cinética de liberacao foi realizado, para cada antibidtico, com coleta de aliquotas a
cada quinze minutos, até trés horas. Cada liberacdo foi quantificada por método
préprio, conforme descrito no item 5.7. Apdés a quantificagdo, as curvas foram
ajustadas a sete diferentes modelos matematicos, Korsmeyer-Peppas, Peppas-
Sahlin, Weibull, Ordem Zero, Primeira Ordem, Hopfenberg e Higuchi, selecionados a
partir do mecanismo de liberagdo que o modelo rege, para que houvesse um modelo
descrevendo ao menos um mecanismo de liberacao existente. Os parametros R?, AIC
e MSC foram analisados para selecionar os melhores ajustes e inferir o mecanismo
de liberacdo. Os softwares utilizados neste trabalho foram o Origin e o DDSolver
(Excel). As equagdes dos modelos matematicos estdo apresentadas a seguir
(BRUSCHI, 2015; TRUCILLO, 2022).

Korsmeyer-Peppas:
F = kKP(t") (1), onde:
e kKP é a constante de Korsmeyer-Peppas de incorporacdo de modificagdes
estruturais e caracteristicas geométricas do sistema;
e treprensenta o tempo; e

e n esta relacionado com o mecanismo de liberagéo do farmaco.

Peppas-Sahlin:
F = k1(t™) + k2(t?™) (2), onde:
e k1 representa a contribuigao difusional;
e k2 representa a contribuicdo de relaxagao;
e [representa otempo; e

e m esta relacionado com o mecanismo de liberagao do farmaco.

Weibull:
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F = {1 — Exp[—((t — T)#)a]} (3), onde:
e Tirepresenta o tempo de laténcia da liberacgéao;
e qarepresenta a escala de tempo do processo; e

e [ esta relacionado com o mecanismo de liberagdo do farmaco.

Ordem-Zero:
F=KO0xt (4), onde:

e KO é a constante de velocidade aparente de dissolugao.

Primeira Ordem:
F=1-exp(—kl=xt) (5), onde:

e K1 é a constante de primeira ordem.

Hopfenberg:
F =[1—(1—KHB*t)n]ii (6), onde:
e kHB é a constante de Hopfenberg; e

e n esta associado com a geometria da matriz (filme, esfera ou cilindro).

Higuchi:
F = KH % t"0,5 (7), onde:

e KH é a constante de Higuchi.

5.6 Caracterizagao do filme

5.6.1. Espessura
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A espessura dos filmes foi medida com um micrémetro digital e o teste foi feito
em quintuplicata, em cinco pontos diferentes do filme. Os resultados estédo

apresentados em forma de média e desvio padrao.
5.6.2. Intumescimento

Os filmes foram cortados em pequenos quadrados de aproximadamente 1 mg,
em balanga XSR205DU — Mettler Toledo com 0,01 mg de sensibilidade, e colocados
em eppendorfs previamente identificados. Dois mililitros de PBS foram adicionados ao
eppendorf por 24 horas a 37°C e 150 rpm. Depois, o PBS foi retirado e a amostra
lavada duas vezes com agua ultrapura, e seca superficialmente com papel filtro. As
amostras, entido, foram pesadas novamente para conferéncia do aumento de massa.
O grau de intumescimento foi calculado de acordo com a Equagao 8, onde wy
representa o peso inicial e ws representa o peso do filme intumescido. Este

experimento foi feito em quintuplicata.

Ws—Wo

Sw = 20 % 100% (8)
Wo

5.6.3. Perda de massa

Aproximadamente 1 mg das amostras, pesadas em balangca XSR205DU —
Mettler Toledo com 0,01 mg de sensibilidade, foram colocadas em eppendorfs,
previamente identificados, e imersas em dois mililitros de PBS por 24h, a 37°C e 150
rom. Apds esse tempo, as amostras foram lavadas por duas vezes com agua ultrapura
e colocadas a 37°C por 24h. Depois de secas, as amostras foram pesadas novamente
para verificar a diminuicdo de massa. A perda de massa foi calculada a partir da
Equacgéao 9, onde w, € a massa inicial e w,; € a massa seca final. Este experimento foi
realizado em quintuplicata.

Wo—Wq

ML = x 100% 9)

Wo

5.6.4. Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)
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A MEV foi utilizada para analisar a morfologia das amostras. As amostras foram
depositadas em fita de cobre e metalizadas com ouro por 3 minutos. O equipamento
utilizado foi um microscépio TESCAN VEGA3, programado para operar entre 10 e

15 kV a uma distancia de trabalho de 7-8 mm.

5.6.5. Microscopia Optica de contraste

Ainda para analise da morfologia, um microscoépio 6ptico de contraste (ZEISS
Axio Imager 2 Pol Polarized Light Microscope — Gottingen, Alemanha) foi utilizado.
Os mesmos filmes foram preparados diretamente na Iamina de analise. As imagens

foram tiradas ao longo de um transecto diagonal das laminas, com ampliagdo de 20x.

5.7 Analise de atividade antibacteriana

5.7.1 Preparo do estoque de bactéria

Cada bactéria utilizada foi semeada por esgotamento em agar Mueller-Hinton
estéril em placas de Petri e incubadas em posicao invertida durante a noite a 37°C.
Uma unica colénia foi coletada e colocada em 20 mL de caldo Mueller-Hinton estéril
durante a noite a 37°C e 150 rpm. Em seguida, glicerol estéril foi adicionado a 20% e

as aliquotas das bactérias foram congeladas a -20°C.
5.7.2 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A concentragdo inibitéria minima foi realizada para seis antibibticos
(gentamicina,  trimetoprima, = moxifloxacino,  ciprofloxacino, linezolida e
sulfametoxazol), contra seis bactérias (S. aureus, S. epidermidis, E. coli, P.
aeruginosa, K. pneumoniae e E. faecalis), em triplicata. As concentra¢des foram
selecionadas de acordo com o potencial de cada bactéria, e cem microlitros de cada
diluicado foram colocados nos pocos de placas de 96 pocos, bem como cem microlitros
de solugao estoque de bactéria a uma concentracido de 1 x 1076 CFU/mL. As placas

foram incubadas a uma temperatura de 35°C e 200 rpm por 8 horas, com excecao da
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P. aeruginosa que, devido a sua curva de crescimento, foi incubada por 24 horas.

Ap06s o periodo citado, as placas foram lidas em um leitor de microplacas a 600 nm.
5.7.3 Analise de disco de difusao

Para o teste do disco de difusdo, placas de Petri revestidas com agar Mueller-
Hinton estéril foram utilizadas para receber as bactérias, em quantidades de 1x108
CFU/mL, aproximadamente; os filmes (cortados em circulos de 6mm de didmetro)
foram colocados em cima das placas. Seis bactérias foram utilizadas - Escherichia
coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae - e o experimento foi feito em
duplicata para cada bactéria. Os controles positivos foram feitos adicionando
antibiético a 5 uyg/mL para ciprofloxacino, moxifloxacino e trimetoprima, 10 ug/mL para
gentamicina e linezolida, e 25 pg/mL para sulfametoxazol. As placas foram colocadas
a 37°C por 24h em posicao invertida e, apos esse tempo, a difusdo foi medida com
paquimetro digital. A analise foi realizada em duplicata e a medida foi realizada em

triplicata.
5.7.4 Atividade antibacteriana indireta ao longo do tempo

Os filmes preparados nos frascos do tipo vial também foram utilizados para
este teste, em triplicata. Dois mililitros de caldo Mueller-Hinton estéril foram colocados
em cada frasco, e as aliquotas foram retiradas em 6h, 24h, 3 dias, 7 dias, e depois a
cada 7 dias. As aliquotas foram mantidas a -20°C até a analise. Para a analise, foi
utilizada uma placa de cultura de 96 pocgos; os pocos das placas precisam ser
separados para amostras (100uL das aliquotas), para controles positivos (10 yL de
antibidtico + 100 uL de caldo Mueller-Hinton estéril), e para controle negativo e branco;
o controle negativo foi realizado adicionando 100 pL da suspenséao estoque bacteriana
diluida para uma concentracao final de 1 x 106 CFU/mL, mais 100 uL de caldo
Mueller-Hinton estéril, além disso, 100 yL da suspensao estoque bacteriana também
foi adicionada as amostras. As placas foram incubadas a 35°C e 200 rpm por 8 horas,
e a absorbancia foi lida no leitor de microplacas, a 600 nm. A sobrevivéncia de
bactérias foi calculada utilizando a Equacdo 10, a partir das absorbancias

encontradas.
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. A , amostra OD
% Sobrevivéncia = WODGOO. 100% (10)
600

5.8 Método de determinagao de cargas e grupos ionizaveis das estruturas dos

antibioticos

A representacdo das estruturas dos antibidticos, bem como os grupos
funcionais ionizados e suas cargas, foram construidos a partir do software
SwissParam, uma ferramenta que parametriza moléculas pequenas de acordo com o
pH da molécula (BUGNON et al., 2023; ZOETE et al., 2011). Como base, os smiles
foram retirados do site PubChem e foi utilizado o pH 7,0, visto que os meios de

liberagao dos antibidticos (PBS e caldo Mueller-Hinton) possuem um pH 7,0.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Testes preliminares

Os testes preliminares foram realizados a fim de determinar o melhor solvente
para os antibidticos e da melhor ordem de adicdo dos compostos na solugao final do
filme. A solubilidade foi analisada a partir de teste visual. A Tabela 6 apresenta os

solventes utilizados para cada antibiético.

Tabela 6. Solventes para os quais os antibiéticos foram soluveis a concentragdo de 5 mg/mL

Antibiético Solvente para o antibidtico
Ciprofloxacino Agua ultrapura
Gentamicina Agua ultrapura
Linezolida Etanol
Moxifloxacino Agua ultrapura
Sulfametoxazol Etanol
Trimetoprima Acido acético 1%

Fonte: a autora (2024)

Desta forma, é possivel notar que, enquanto o ciprofloxacino, o moxifloxacino

e a gentamicina apresentam alta solubilidade em agua, sulfametoxazol e linezolida
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apresentam baixa solubilidade, necessitando teste de solubilidade em outros
solventes.

Para o teste de ordem de adi¢ao de reagentes, apds a sintese dos filmes, estes
foram porcionados em quadrados de aproximadamente 1 mg e colocados em contato
com agua, para testar a estabilidade dos filmes em cada uma das ordens. O teste
também foi realizado para acido acético 1%. Os filmes foram avaliados quanto a sua
integridade fisica em meio aquoso (acido acético 1% e agua) e os resultados estao

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Teste de estabilidade dos filmes sintetizados em diferentes ordens de adigdo de reagentes
€m meio aquoso.

Ordem de adigao Analise de estabilidade do filme
1 CS -> TA -> H20 -> MOX -> Fe Soluvel
2 CS -> H20 -> Fe -> TA -> MOX Pouco soluvel
3 CS -> H20 -> Fe -> MOX -> TA Soluvel
4 CS -> H20 -> TA -> Fe -> MOX Nao soluvel
5 CS -> H20 -> MOX -> Fe -> TA Muito soluvel
6 CS -> H20 -> MOX -> TA -> Fe Soluvel

Fonte: a autora (2024)

A ordem de adigcao tem impacto consideravel na estabilidade do filme, pois na
ordem 2 o filme se dissolve tanto em agua quanto em acido acético 1%. Por outro
lado, o filme de ordem 4 apresenta maior integridade e menor intumescimento visivel.

A partir deste experimento, todos os filmes foram preparados na ordem 4.
6.2 Cinética de liberacao de antibiético

A Figura 10 apresenta a liberagdo cumulativa dos seis antibioticos do filme. Os
filmes sem reticulante (A) apresentaram liberacdo completa em até 3 dias,
corroborando experimentos anteriores (CHEVALLIER et al., 2023); no entanto, filmes
reticulados (B) apresentaram melhor desempenho, controlando a liberacdo do

antibioético.
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Figura 10. Liberagdo cumulativa de antibiéticos de filmes de quitosana (A) sem reticulante e (B)
reticulados com acido tanico e ferro. Estudos realizados em meio PBS a 37°C, 100 rpme pH 7.4. A
composic¢ao de cada codigo esta apresentada na Tabela 5.
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Fonte: a autora (2024)

O sulfametoxazol (SMX) que possui carga negativa tem uma liberagéo
transiente, bem como a linezolida (LNZ), que nao possui grupos funcionais ionizaveis.
A trimetoprima (TMP), carregada positivamente, possui uma liberagao de curto prazo,
bem como a gentamicina (GEN), que também possui carga positiva. Por fim, o
ciprofloxacino (CIP) e o moxifloxacino (MOX), que sao zwitterions, apresentaram
liberacdo de longo prazo. A Figura 11 ilustra as estruturas dos antibiéticos junto a seus

grupos funcionais ionizaveis e sua classificagao.
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Figura 11. Estruturas quimicas e classificagdo dos antibiéticos em fungao do tempo de liberagao.
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Fonte: a autora (2024)

Os filmes carregados com CIP e MOX surpreenderam positivamente com uma
liberagcdo prolongada de longo prazo. Além disso, a liberagdo em rajada é menos
pronunciada em comparagao com os outros antibiéticos, tornando-se uma vantagem
para a liberacdo sustentada ao longo do tempo. De acordo com Laracuente; Yu;
Mchugh (2020), uma liberacao de farmacos ideal se da por uma curva de ordem-zero,
a qual mais se assemelham as curvas da MOX e da CIP, comparado aos outros
antibidticos.

O filme de moxifloxacino apresentou o tempo de liberagdo mais longo, acima
de 180 dias, consideravelmente mais longo quando comparados aos relatados na
literatura para liberagao de farmacos de matrizes a base de quitosana. Por exemplo,
flmes de nanocompdsitos de quitosana/prata carregados com moxifloxacino
apresentaram liberagao por até 48h (SHAH et al., 2019); filmes a base de quitosana
reticulados com acido cafeico apresentaram liberacdo de moxifloxacino por 49 dias

(VELOSO et al., 2024); hidrogéis de quitosana carregados com microgéis
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incorporados com moxifloxacino apresentaram liberacéo de 60h (SINGH et al., 2022).
Um sistema de liberacdo a base de polimero poli (acido lactico-co-glicdlico)
carregados com antivirais foi relatado, apresentando uma liberagdo sustentada de
aproximadamente 200 dias (BENHABBOUR et al., 2019), sendo esta a que mais se
assemelha ao desempenho de liberagdo do moxifloxacino neste estudo.

Os filmes carregados com ciprofloxacino também apresentaram boa
performance ao que diz respeito ao tempo de liberagdo, aproximando-se de um
periodo de quatro meses. O ciprofloxacino €, assim como o moxifloxacino, um
antibiotico zwitteribnico com grande semelhanga na estrutura quimica, que possui em
sua estrutura dois grupos funcionais ionizaveis a pH 7, cada grupo com uma carga, o

que sugere um comportamento semelhante, assim como o apresentado.

6.3 Estudo de mecanismo de liberagao por meio de modelagem matematica

Uma hipétese que pode explicar as grandes diferengas do estudo de liberacao
cinética apresentado na secdo anterior pode ser relacionada aos diferentes
mecanismos de liberacdo. Este estudo diz respeito a correlagdo entre os modelos
matematicos e diferentes mecanismos de liberagao, que podem ditar a forma com que
o farmaco ¢ liberado da matriz.

Os mecanismos podem ser classificados em quatro categorias, entretanto,
descarta-se a dissolugao visto que o filme nao se dissolve. Portanto, analisamos 3
categorias: intumescimento, que aumenta o espaco entre cadeias poliméricas; erosao,
que promove a degradagao da superficie da matriz; e difusdo, quando as moléculas
do farmaco se movem de acordo com seu gradiente de concentragdo, da
concentracdo mais alta para a mais baixa (ADEPU; RAMAKRISHNA, 2021). Além
disso, um sistema também pode ser governado por uma combinagdo de mecanismos.

A fim de determinar qual mecanismo é responsavel pela liberacao dos
antibidticos a partir dos filmes preparados, os dados de liberagao dos primeiros 180
minutos foram utilizados para o ajuste, considerando, no maximo, 60% da liberagéo
cumulativa do medicamento, que é recomendado pelo modelo Peppas-Sahlin. Cada
modelo citado pode ser governado por diferentes modelos matematicos, que foram

selecionados por meio dos modelos mais utilizados na literatura com base nas
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caracteristicas dos filmes (PEPPAS; SAHLIN, 1989).
A Tabela 8 apresenta os valores de R? para os diversos modelos matematicos
e seus respectivos mecanismos de liberacido. Os valores de MSC e AIC, que indicam

um ajuste satisfatorio, estdo apresentados no Apéndice A.

Tabela 8. Valores de R? para os dados de liberagao de antibiético ajustdos para diferentes modelos
matematicos.

Modelo Mecanismo GEN MOX CIP TMP SMX LNZ
Korsmeyer-Peppas * 0,87 0,99 0,96 0,96 0,96 0,93
Peppas Sahlin * 0,92 0,99 0,96 0,99 0,97 0,99
Weibull * 0,93 0,99 0,97 0,99 0,86 0,92
Ordem zero Dissolugao -0,65 0,94 0,85 -0,3 -4,26 0,82
Primeira ordem Dissolugao -0,58 0,95 0,86 0,35 -1,08 0,89
Hopfenberg Erosao -0,58 0,94 0,86 0,35 -1,09 0,88
Higuchi Difuséo 0,54 0,95 0,92 0,83 -0,97 0,91

*Indica possiveis mecanismos, como difusdo, intumescimento e eroséo

Fonte: a autora (2024)

Os modelos que séo regidos por um unico mecanismo (Ordem zero, Primeira
ordem, Hopfenberg e Higuchi) ndo forneceram bons ajustes para qualquer antibidtico.
No entanto, o CIP apresenta um ajuste superior, por exemplo, para Higuchi,
governado por difusdo, em comparagao a outros modelos de mecanismo unico; isto
sugere que a maior parte da liberagdo de CIP do filme ocorre por difusdo. Um
fendbmeno semelhante foi observado para TMP e LNZ, que exibiram ajuste superior
para um modelo governado por difusao.

Por fim, pode-se observar que todos os antibidticos apresentaram alto grau
de ajuste para os trés primeiros modelos (Korsmeyer-Peppas, Peppas-Sahlin e
Weibull), que se caracterizam por um mecanismo que € influenciado por um parametro
especificado em suas respectivas equagdes. O valor e a interpretacdo dos
parametros, bem como as equacgdes de cada modelo, estdo apresentados na Tabela
9.
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Tabela 9. Interpretagédo dos parametros cinéticos das equagdes de Korsmeyer-Peppas, Peppas-
Sahlin e Weibull e valores do parametro para a liberagao de cada antibiético.

Modelo Parémetro GEN MOX CIP TMP SMX LNZ

Korsmeyer-Peppas
n

= " = difus@o Ficki 241
F kK{’(f ) n < 0,50 = difuso Fickiana 0, 0714 0674 0420 04133 0474
(Equacéo 1) 0,50 < n < 1,0 = Anémalo (n&o-
Fickiana)
Peppas Sahlin m
m < 0,50 = difuséo Fickiana
F=k1(t™ 2(t¥m ’ 0,394 0,450 0,450 0,455 0,067 0,164
KLE™) +R2E™) 4 50 < m < 1,0 = Anémalo (ndo-
(Equagéo 2) Fickiana)
Weibull b
b < 0,35 = Espacgos desordenados
F = 100{1 039<b<0,69=Difusdo 0192 0726 0787 0484 0261 0213
; 0,69 < b < 1,0 = Difusdo + outro
Exp[—((t — T)P)/ ’ ’
= D al} mecanismo
(Equacgéo 3)

Fonte: a autora (2024)

Os diferentes ajustes dos modelos guiam para a mesma conclusdo do
mecanismo de liberacdo. Para MOX e CIP, os valores dos parametros sao ajustados
para nao-Fickianos nos modelos de Korsmeyer-Peppas (RITGER; PEPPAS, 1987) e
Peppas-Sahlin (PEPPAS; SAHLIN, 1989), o que representa que a liberagao nao esta
acontecendo apenas por difusdo, mas também com outro mecanismo associado.
Apesar de os valores para Peppas-Sahlin serem inferiores a 0,50, € descrito que
valores aproximados podem ser considerados na outra categoria, se corroborado por
outro modelo, como acontece neste estudo. Na interpretagdo do modelo de Weibull
(PAPADOPOQULOU et al., 2006) isso pode ser confirmado, visto que os dados de MOX
e CIP estao relacionados a difusdo com outro mecanismo de liberagao associado.
Como pode ser observado, estes dois antibidticos possuem grande semelhanca de
resultados, o que reflete a semelhancga estrutural.

Os demais antibidticos (GEN, TMP, SMX e LNZ) sao liberados por difusao
Fickiana segundo Korsmeyer-Peppas e Peppas-Sahlin, indicando uma difusdo
tradicional, onde €& governada pelo gradiente de concentracdo. Além disso, a
interpretacdo do modelo Weibull categoriza GEN, SMX e LNZ como “espagos
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altamente desordenados”.

A GEN, apesar de ser categorizada como espagos altamente desordenados,
apresenta uma liberacao prolongada; como apresentado na Figura 11, a estrutura da
gentamicina possui cinco terminagdes ionizaveis, que pode ser responsavel por uma
quantidade maior de interagdes a matriz, fazendo com que a gentamicina fosse
liberada de forma mais controlada. Dessa forma, é possivel categorizar os antibiéticos

de acordo com a liberacdo e os mecanismos, conforme mostra a Tabela 10.

Tabela 10. Visao geral dos resultados do estudo de ajuste matematico.

Classificacao de

Antibiético Mecanismo
liberagao
MOX e CIP Longo prazo Difusdo + mecanismo associado (erosdo ou intumescimento)
GEN Longo prazo Difusédo + Espacos altamente desordenados
TMP Curto prazo Difusédo
SMX e LNZ Transiente Difusao + Espagos altamente desordenados

Fonte: a autora (2024)

Nas segbes seguintes, as propriedades fisico-quimicas sdo exploradas e

correlacionadas com as observagdes apresentadas na Tabela 10.

6.4 Caracterizagcao dos filmes

Para melhor compreender os diferentes comportamentos dos filmes na
liberagcao cinética ao longo do tempo, os filmes foram caracterizados quanto a
espessura, intumescimento e perda de massa em PBS, conforme resultados
apresentados na Tabela 11. Os filmes nao reticulados, aqueles que ndo apresentam

acido tanico (TA) e ferro (Fe) na composi¢do, foram comparados aos filmes

reticulados.
Tabela 11 - Caracterizagédo fisico-quimica dos filmes (continua)
Composicao do filme Espessura (um) Intumescimento (%) Perda de massa (%)
CsS 184+1,5 640,3 £ 199,9 39,6 £ 2,1

CS_TA_Fe 212+2.2 246,8 £ 39,0 18,557
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CS_MOX 18,8+2,9 459,8 + 49,6 39,9+ 3,6
CS_TA_Fe_MOX 21,6+43 136,3 £ 10,6 29,9 £ 3,51
Tabela 12 - Caracterizacgéo fisico-quimica dos filmes (conclus&o)
Composicao do filme Espessura (um) Intumescimento (%) Perda de massa (%)
CS_GEN 16,0 £ 0,7 230,61+ 53,6 424 +1,6
CS_TA_Fe_GEN 17,8+1,8 154,8 £ 37,9 26,0 £9,2
CS_LNz 19,8 £2,3 287,9 + 39,2 39,1+£6,7
CS_TA Fe_ LNz 21,8+1,9 197,5 + 23,1 242 + 3,8
CS_TMP 19,0+ 5,5 587,16 £ 69,07 291+24
CS_TA_Fe_TMP 216+24 176,8 + 33,4 22,6+2,1
CS_CIP 20,2+4,1 194,9 + 14,3 222+22
CS_TA_Fe CIP 23,2+ 3,1 171,51+ 16,5 145+1,2
CS_SMX 27,8+4,6 225,2 + 26,7 231+17
CS_TA_Fe_SMX 21,4 +£1,7 220,9 + 30,7 219+2,8

Fonte: a autora (2024)

Em relagéo a espessura, os filmes sem reticulante apresentam uma espessura
média menor do que os filmes com reticulante, o que é coerente visto que os filmes
com reticulante tem menor perda de massa durante a secagem. O filme de SMX, por
outro lado, apresenta espessura maior para o filme sem reticulante, e isso se deve a
presenga de pequenas ranhuras visiveis a olho nu, como apresentado na Figura 12,

que nao é visivel para o filme reticulado; entretanto, as ranhuras do filme reticulado
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sdo visualizadas por microscopia 6ptica no estudo morfoldgico que sera apresentado

na Figura 12.

Figura 12. Filme de sulfametoxazol n&o reticulado.

Fonte: a autora (2024)

Nao foram observadas diferengas significativas na espessura entre os filmes
reticulados, o que sugere que a esta ndo possui influéncia na cinética de liberagédo do

farmaco.

O mesmo comportamento é observado para intumescimento e perda de massa;
uma grande diferenca € observada entre os filmes reticulados e os filmes né&o
reticulados, entretanto, entre os filmes reticulados contendo diferentes antibiéticos nao
houveram diferengas significativas, o que sugere que o comportamento de

intumescimento também n&o esta correlacionado com a cinética de liberacgao.

Além disso, Qureshi et al. (2021) afirma que, quando a liberagao é controlada
por difusdo, o volume da matriz ndo muda, seja por intumescimento ou degradacgéo.
Desta forma, este experimento corrobora com o estudo de mecanismo de liberagéo,

excluindo o intumescimento como possivel mecanismo de liberagao do farmaco.

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) e analise de microscopia Optica
foram realizadas para analisar a morfologia dos filmes. As amostras selecionadas para
esta analise foram os filmes carregados com MOX, GEN e SMX, além de um filme
branco sem antibioticos, todos reticulados. A Figura 13 apresenta o aspecto visual dos

filmes e das duas microscopias. Embora o aspecto visual seja semelhante entre os
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filmes, a microscopia Optica indica uma heterogeneidade significativa na morfologia

dos filmes SMX e GEN, em comparacéo aos filmes MOX e controle (sem antibiotico).

Figura 13. Analise de Inspecdo visual, Microscopia Optica e Microscopia Eletronica de Varredura de
(A) filme branco, (B) filme carregado com sulfametoxazol, (C) filme carregado com gentamicina e (D)
filme carregado com moxifloxacino.

Inspecéo Visual
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Fonte: a autora (2024)
A heterogeneidade observada na microscopia 6ptica para os filmes de GEN e

SMX nao ¢é visivel na superficie, como demonstram as imagens realizadas por MEV,
entretanto, € observada na microscopia Optica, sugerindo que estas aberturas se
encontram no interior do filme. Conforme sugerido na interpretacdo de parametros
para Weibull apresentado na Tabela 9, sistemas ajustados a um b < 0,35 apresentam
espacos altamente desordenados, formando caminhos preferenciais para difusao,

confirmados pelas imagens de microscopia Optica.

6.5 Potencial antibacteriano

6.5.1 Analise de disco de difusdo

A anadlise de disco de difusdo foi realizada para verificar a atividade

antimicrobiana das amostras, e os resultados estdo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13. Diametro, em milimetros, dos halos de filmes de quitosana carregados com diferentes
antibiéticos contra bactérias frequentemente encontradas em Infecgdes Associadas a Biomateriais.

K.

P.

S.

E. coli . ; L, L S. aureus E. faecalis
pneumoniae  aeruginosa epidermidis
Controles positivos
GEN | 22,63+0,59 2431+0,18 16,73+0,95 21,95+3,04 21,68+0,41 13,69 £ 1,22
CIP | 2565+3,16 33,70+0,14 37,53+0,74 30,55+0,35 2592+0,86 23,65+ 16,90
MOX | 27,12+1,563 30,40+2,69 2573+1,87 23,70+1,56 31,30+0,53 26,05+ 1,48
TMP | 25,65+0,79 30,40 0,42 - 27,90+ 0,14 22,81+ 0,06 27,63 £ 0,67
LNZ | 19,92+1,37 18,90 £ 0,57 - 27,35+0,64 27,09+ 1,03 26,18 £ 0,45
SMX | 22,57 £+ 0,45 22,25+ 2,05 - - 10,38 + 2,65 11,95 + 16,9
Filmes

GEN | 18,30+£2,68 2459+1,29 19,04+0,34 2255+1,06 17,78+0,54 14,98 + 0,39
CIP | 29,55+1,17 29,43+0,04 33,75+0,35 24,15+0,49 24,42+0,32 19,83 £ 0,53
MOX | 21,66 +1,31 28,30+0,87 19,40+0,14 2845+262 27,52+ 1,96 21,58 £ 0,64
TMP | 25,35+ 1,20 30,25+ 3,04 - 32,75+1,77 23,85+0,13 31,1010
LNZ - 18,50 + 2,26 - 31,40+2,83 26,95+ 1,41 31,4010
SMX | 18,13+0,64 15,85+0,49 - - - -

Fonte: a autora (2024)

Os antibidticos ciprofloxacino, moxifloxacino e gentamicina sdo de amplo

espectro e mostraram atividade contra todas as bactérias testadas. Linezolida,

trimetoprima e sulfametoxazol sdo de espectro estreito, o que foi confirmado, pois é

possivel observar que os filmes de trimetoprima ndo apresentaram halos de inibicdo

para P. aeruginosa, os filmes de sulfametoxazol ndo apresentaram halos de inibicao

para S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa e E. faecalis, e os filmes de linezolida

nao apresentaram halos de inibigdo para E. coli e P. aeruginosa.

6.5.1 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

O ensaio para determinagcdo da concentragao inibitéria minima foi realizado

para determinar o potencial inibidor do crescimento bacteriano de cada antibidtico, das

bactérias nas ATCCs utilizadas contra as solugdes estoque de antibidticos utilizada
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na preparacao dos filmes. Os resultados estdo apresentados na Tabela 14 e foram

utilizados para a interpretagado dos ensaios antimicrobianos estaticos e cinéticos.

Tabela 14. Concentragao Inibitéria Minima dos antibiéticos contra seis bactérias comumente
presentes em dispositivos médicos, em pg/mL.

S. aureus  S. epidermidis  E. faecalis K. pneumoniae E. coli P. aeruginosa
ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC
6538 12228 29212 10031 8739 9027

Gram + Gram -

Ciprofloxacino 0,250 0,250 0,250 1,000 0,015 0,060
Moxifloxacino 0,500 0,060 0,125 0,015 0,030 0,500
Gentamicina 0,500 0,250 4,000 0,250 0,500 1,000

Sulfametoxazol 4,000 4,000 8,000 1,000 1,000 8,000
Linezoliza 1,000 0,125 1,000 16,00 64,00 64,00
Trimetoprima 0,500 0,030 0,060 0,250 0,125 16,00

Fonte: a autora (2024)

As concentragoes inibitérias minimas que excedem 4 ug/mL séo de dados que
nao estdo disponiveis no banco de dados da EUCAST, ou seja, atividades pouco
estudadas devido a alta concentragcdo de antibidtico contra aquela bactéria. Pelo
estudo, é possivel perceber que o antibidtico com maior poténcia antibacteriana é a
CIP; por outro lado, a LNZ, conhecida por atuar somente contra bactérias gram
positivas, e a SMX, por ser geralmente associada a outro antibiético para apresentar

potencial, sdo antibiéticos com baixo potencial antibacteriano.

6.5.3 Atividade antibacteriana indireta ao longo do tempo

Descartando os antibiéticos SMX e LNZ, que séo liberados logo nos primeiros
dias, a faixa da CIM dos antibidticos E. colie S. aureus é de 0,015 a 1,000 micrograma
por mL. A Figura 14 apresenta a faixa da CIM comparada a concentragao bruta da

cinética de liberagao de antibiéticos, apresentada no item 6.2.
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Figura 14. Concentragdes brutas dos antibiéticos liberados de filmes de quitosana reticulados com
acido tanico e ferro, comparadas a faixa de CIM apresentada no tépico anterior. Estudos realizados
em meio PBS a 37°C, 100 rpm e pH 7.4. A composigcédo de cada cddigo esta apresentada na Tabela
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Fonte: a autora (2024)

Pode-se inferir que que a concentracao de CIP se mantém na faixa da CIM
até 95 dias, enquanto a concentracdo de MOX se mantém na faixa da CIM até cerca
de 160 dias, em meio PBS. Desta forma, a expectativa é que a concentracgao liberada
seja capaz de prevenir a infecgcdo bacteriana. Para confirmar este resultado, foi
analisada uma atividade antibacteriana indireta ao longo do tempo contra S. aureus e
E. coli, que sao muito frequentes em infeccdes associadas a dispositivos médicos.

A Figura 15 apresenta o percentual de sobrevivéncia bacteriana quando
colocada em contato com as aliquotas coletadas nos experimentos de liberagdo do
antibidtico (item 5.7.4). Os ensaios sem reticulante (A e B) mostram que os filmes
carregados com SMX, LNZ, TMP e GEN contaminam até o terceiro dia, enquanto os
filmes carregados com CIP e MOX contaminam entre 5 e 15 dias. Esta diferenga
sugere que os antibidticos CIP e MOX podem nao somente ter uma forte ligagdo com
o reticulante, mas também com a quitosana, que é a base da matriz. Por outro lado,
quando o reticulante é adicionado aos fiimes (C e D), o tempo de atividade

antibacteriana aumenta para a maioria dos antibioticos.
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O teste antibacteriano indireto corrobora com a classificacdo realizada no
ensaio de liberagao cinética; sulfametoxazol e linezolida podem ser classificados na
categoria transiente, pois foi observada contaminagéo bacteriana nos primeiros dias.
A trimetoprima, por sua vez, pode ser considerado na categoria de curto prazo, € a
gentamicina, moxifloxacino e a ciprofloxacino podem ser consideradas na categoria

de longo prazo, uma vez que a contaminagao nao foi visualizada antes dos 30 dias de

liberacio.

Figura 15. Atividade antibacteriana indireta ao longo do tempo de filmes (A) n&o reticulados contra S.
aureus, (B) néo reticulados contra E. coli, (C) reticulados contra S. aureus e (D) reticulados contra E.

coli.
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Fonte: a autora (2024)

Portanto, a analise da atividade antibacteriana indireta ao longo do tempo
corrobora a analise da cinética de liberacdo em PBS, confirmando os diferentes

comportamentos observados para diferentes estruturas de antibiéticos.

As diferengas expressivas entre a cinética de liberagdo e a atividade

antibacteriana indireta mostram que, ao alterar o antibidtico, o mecanismo de
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liberacao e, consequentemente, o desempenho do filme, podem ser alterados. Estas
diferencas podem indicar diferentes interagcdes dos antibiéticos com a matriz do filme
a base de quitosana. O grau de reticulagéo, por sua vez, depende da intensidade das
ligacbes entre as cadeias poliméricas (GRADIN et al., 1989), e a forga dessas

interagdes depende de os grupos funcionais das moléculas envolvidas.

De acordo com as estruturas apresentadas na Figura 10, € possivel perceber
que a LNZ nao possui nenhum grupo funcional ionizavel. O SMX possui um grupo
funcional sulfonamida, porém n&o ha grupos funcionais na matriz do filme para
interacao ibnica com a sulfonamida. Portanto, devido a falta de possiveis interagdes
ibnicas, espera-se que o LNZ e o SMX sejam liberados imediatamente dos filmes a

base de quitosana.

Por outro lado, a TMP e a GEN apresentam interagao idbnica com o acido tanico,
enquanto a MOX e a CIP apresentam interagao intermolecular tanto com a quitosana
quanto com o acido tanico. A Figura 16 apresenta, de forma grafica, as interagdes da
matriz com a TMP e MOX.

Figura 16. Interagdes intermoleculares entre antibidticos e a matriz.
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A TMP, por sua vez, possui um grupo aminopiridina que € carregado
positivamente em pH 7 e, portanto, espera-se que interaja com grupos fenolato do
acido tanico. Portanto, a cinética de liberacdo observada para TMP é mais lenta em
comparagao com LNZ e SMX. Isso acontece de forma ainda mais expressiva para a
GEN; assim como a TMP, a GEN também possui grupos amino que se espera
interagdo com os grupos fenolato do acido tanico, mas a GEN possui cinco grupos
funcionais ionizaveis, comparados a um unico grupo da TMP, o que sugere uma

interagdo maior e uma liberagao mais lenta.

Por outro lado, MOX e CIP sao fluoroquinolonas zwitteribnicas com um grupo
carregado negativamente em uma das extremidades e um grupo carregado
positivamente na outra, que podem interagir facilmente com grupos amino da
quitosana e grupos fenolato do acido tanico, respectivamente. Portanto, a presenga
de mais interagbes quimicas entre as fluoroquinolonas e os compostos dos filmes é
responsavel pelo aumento significativo no tempo de liberagdo (JIANG et al., 2020;
RAVAL; PARIKH; ENGINEER, 2010).
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7 CONCLUSAO

Conclui-se, portanto, que a adi¢cao de cada um dos seis diferentes antibiéticos a filmes
a base de quitosana resultou em comportamentos distintos de liberacéao,
categorizados em transiente, de curto prazo e de longo prazo. Essas variagdes
parecem estar relacionadas aos grupos funcionais e as cargas dos antibidticos,
influenciando suas interagdes com os componentes do filme e, por conseguinte, sua
morfologia e mecanismo de liberagédo. Notavelmente, os antibidticos ciprofloxacino e
moxifloxacino demonstraram liberagao prolongada, aproximadamente seis meses,
destacando-se como opg¢des viaveis para dispositivos médicos de longa duracéo. Por
outro lado, os antibiéticos com liberacbes mais curtas podem ser mais adequados
para aplicacbes transientes ou de curto prazo. Esses resultados ressaltam a
importancia da selecdo cuidadosa do farmaco para otimizar o desempenho do
recobrimento. Além disso, observou-se que os tempos de liberagdo do moxifloxacino
e do ciprofloxacino superam significativamente os dos revestimentos antibacterianos
comerciais para cateteres, que geralmente tém periodos de liberagao inferiores a 30
dias. A incorporacgao dos filmes estudados em superficies de cateteres tem potencial

para estudos posteriores.
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APENDICE A - Principais parametros que determinam um bom ajuste da liberagdo nos modelos matematicos encontrados pelo

ajuste de dados a modelos matematicos, conforme metodologia apresentada no item 5.5.

Gentamicina Ciprofloxacino Moxifloxacino Trimetoprima Linezolida Sulfametoxazol

Modelo RA2 MSC AIC R*2 MSC AIC RA2 MSC AIC RA2 MSC AIC RA2 MSC AIC RA2  MSC AIC
Korsmeyer-Peppas 0,870 1,790 26,40 0,960 2,880 11,86 0,990 5,860 -20,24 0,960 3,000 58,24 NA NA NA 0,770 1,170 87,04
Weibull 0,930 2,840 12,81 0,970 3,140 8,420 0,990 6,070 -23,00 0,990 4,440 39,557 NA NA NA 0,990 4,720 40,92
Peppas Sahlin 0,920 2,040 23,24 0,960 2,790 13,05 0,990 6,070 -22,98 0,990 5,100 30,94 0,980 4,790 56,53 0,960 2,920 64,26
Ordem zero -0,650 -0,640 58,16 0,850 1,950 24,00 0,940 2,740 20,40 -0,300 -0,160 99,45 -2,350 -1,210 1346 -4,260 -1,800 125,8
Primeira ordem -0,508 -0,600 57,59 0,860 2,030 2296 0950 2930 1793 0,350 0,330 92,89 -0,060 -0,200 120,6 -1,080 -0,880 113,8
Hopfenberg -0,580 -0,750 59,60 0,860 1,870 2497 0,940 2,770 19,95 0,350 0,180 94,89 NA NA NA -1,090 -1,040 115,8
Higuchi 0,540 0,650 41,22 0,920 2,370 1847 0950 2,890 18,36 0,830 1,690 75,32 -0,090 0,060 1179 -0,970 -0,830 113,1

Fonte: a autora (2024)



APENDICE B - Exemplo dos cromatogramas de cada antibiético junto a sua
respectiva curva de calibragao.

Figura B-1. Cromatograma exemplo da leitura dos filmes de moxifloxacino em HPLC-UV.
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Fonte: a autora (2024)

Figura B-2. Cromatograma exemplo da leitura dos filmes de ciprofloxacino em HPLC-UV.
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Figura B-3. Cromatograma exemplo da leitura dos filmes de gentamicina em HPLC-MS.
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Figura B-4. Cromatograma exemplo da leitura dos filmes de trimetoprima em HPLC-UV.
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Figura B-5. Cromatograma exemplo da leitura dos filmes de linezolida em HPLC-UV.
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Figura B-6. Cromatograma exemplo da leitura dos filmes de sulfametoxazol em HPLC-UV.
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